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RESUMEN

Resumen

La eritropoyetina humana (hEPO) es una glicoproteina que actia como uno de los
principales reguladores de la masa de glébulos rojos en sangre. Su uso como biofarmaco
en el tratamiento de diversos tipos de anemia ha demostrado ser seguro y eficaz.

En los dltimos afos, se ha identificado la expresién de hEPO y su receptor en el sistema
nervioso central (SNC), en donde desempena funciones citoprotectoras y neuroplasticas.
Este hecho ha despertado interés por desarrollar nuevas alternativas terapéuticas para
enfermedades asociadas al SNC, muchas de las cuales carecen actualmente de
tratamientos efectivos. Si bien la hEPO ha demostrado efectos promisorios para este tipo
de patologias, su uso como agente neuroterapéutico se ve limitado por los efectos adversos
derivados de su actividad hematopoyética, tales como fendmenos protrombdticos,
hipertensién arterial y policitemia, especialmente en contextos que requieren de su
administracién cronica.

Con el objetivo de priorizar selectivamente las propiedades neurobiolégicas de hEPO sin
los efectos asociados a su actividad eritropoyética, previamente en nuestro laboratorio se
disefaron 12 muteinas de hEPO, mediante estrategias de glicoingenieria por
hiperglicosilacion, las que fueron expresadas en células CHO.K1. Estas variantes presentan
la modificacion de uno o dos aminoacidos en distintas regiones de la secuencia de hEPO,
con el propésito de incorporar un sitio adicional de N-glicosilacion que permita bloquear su
actividad eritropoyética, preservando al mismo tiempo su funcién neurobiolégica. De las
muteinas, 3 de ellas (Mut 45 47, Mut 104 y Mut 151_153) fueron previamente
caracterizadas en profundidad, obteniéndose resultados muy promisorios. Estos hallazgos
constituyen el fundamento para la continuacién de dicho estudio, orientado a la evaluacion
funcional de las nueve muteinas restantes. Estas fueron producidas, purificadas y
caracterizadas mediante el estudio de sus propiedades fisicoquimicas y su funcién biolégica
in vitro.

En una etapa posterior y, considerando las propiedades del conjunto de muteinas
inicialmente disefiadas, las variantes con las mejores caracteristicas (Mut 45_47 y Mut 104)
fueron expresadas en la linea celular HEK-293. El objetivo se centrd en obtener muteinas
con un perfil de glicosilacién similar a la hEPO producida fisiologicamente en el SNC y
comparar variantes expresadas en los distintos huéspedes celulares en términos de su

funcién bioldgica in vitro e in vivo.
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Las lineas celulares recombinantes HEK-293 fueron generadas por transduccion
empleando particulas lentivirales. A partir de ellas, se realiz6 la produccién de cada variante
en condiciones de adherencia y su purificacién por cromatografia de inmunoafinidad (lA),
lo que le confiri6 elevados valores de pureza en un Unico paso.

El estudio de los perfiles de masas moleculares (MM) y las glicoisoformas de las variantes
expresadas en células HEK-293 demostré una menor MM aparente y un nimero reducido
de isoformas &cidas en comparacioén con sus homdlogas derivadas de CHO.K1, debido a
modificaciones en la microheterogeneidad dada por una menor complejidad de sus
estructuras de glicanos y a un contenido inferior de acido sialico.

La caracterizacion biolégica in vitro demostré el bloqueo de la actividad eritropoyética y la
conservacién de la actividad neurobioldgica, evidenciada por la estimulacién de la
neuritogénesis, formacion de filopodios y sinaptogénesis, de manera similar a la
eritropoyetina humana recombinante (rhEPO).

Por ultimo, la caracterizacion bioldgica in vivo fue realizada mediante el andlisis de las
propiedades farmacocinéticas en ratas y la actividad neurobiologica en ratones. Los
estudios farmacocinéticos demostraron una mayor depuracion plasmatica y una menor vida
media en las variantes producidas en células HEK-293, probablemente como consecuencia
de una mayor eliminacién renal y/o hepatica. No obstante, estas muteinas exhibieron un
volumen de distribuciéon superior, lo que estaria relacionado con la salida de estas del
sistema circulatorio y su acumulacion en tejidos periféricos, dentro de los que se encuentra
el SNC. A pesar de las propiedades farmacocinéticas menos favorables, no se observaron
diferencias significativas entre lineas celulares con relacion a la actividad neurobiolégica in
vivo, evidenciado por el efecto neuroplastico sobre las neuronas piramidales de hipocampo.
Adicionalmente, todas las muteinas demostraron una capacidad de morfogénesis neuronal
con mayor eficacia y complejidad que la molécula de rhEPO original.

Los resultados obtenidos en la presente tesis perfilan a la linea celular HEK-293 como una
plataforma de produccién prometedora para analogos de hEPO con potencial terapéutico
en patologias del SNC, al ofrecer un perfil de glicosilacién mas favorable, con glicanos més

simples y menos inmunogénicos.
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Summary

Human erythropoietin (hEPO) is a glycoprotein that acts as one of the main regulators of
red blood cell mass in the blood. lts use as a biopharmaceutical in the treatment of various
types of anemia has proven to be safe and effective.

In recent years, the expression of hEPO and its receptor has been identified in the central
nervous system (CNS), where it exerts cytoprotective and neuroplastic functions. This
finding has sparked considerable interest in developing new therapeutic alternatives for
CNS-associated diseases, many of which currently lack effective treatments. Although
hEPO has shown promising effects for these pathological contexts, its use as a
neurotherapeutic agent is limited by adverse effects derived from its erythropoietic activity,
such as prothrombotic events, arterial hypertension, and polycythemia—particularly in
scenarios requiring chronic administration.

Aiming to selectively prioritize the neurobiological properties of hEPO while minimizing the
effects associated with its erythropoietic activity, 12 hEPO muteins were previously designed
in our laboratory using glycoengineering strategies through hyperglycosylation, which were
expressed in CHO.K1 cells. These variants present the modification of one or two amino
acids in different regions of the hEPO sequence, with the purpose of incorporating an
additional N-glycosylation site to block its erythropoietic activity while preserving its
neurobiological function. Three of these muteins (Mut 45_47, Mut 104, and Mut 151_153)
were previously characterized in detail, yielding very promising results. These findings
provided the foundation for the continuation of this work, focused on the functional
evaluation of the remaining 9 muteins. These were produced, purified, and characterized by
studying their physicochemical properties and in vitro biological activity.

In a subsequent stage, and considering the properties of the initially designed set of muteins,
the variants with the most favorable characteristics (Mut 45 47 and Mut 104) were
expressed in the HEK-293 cell line. The objective was focused on obtaining muteins with a
glycosylation profile similar to the hEPO physiologically-produced in the CNS, and to
compare variants expressed in different host cells in terms of their in vitro and in vivo
biological properties.

The recombinant HEK-293 cell lines were generated by transduction using lentiviral
particles. The production of each variant was carried out under adherence conditions and
their purification by immunoaffinity chromatography, which conferred high purity values in a
single step. Analysis of the molecular mass (MM) profiles and glycoisoforms of the variants

19



SUMMARY

expressed in HEK-293 cells demonstrated a lower apparent MM and a reduced number of
acidic isoforms compared to their CHO.K1-derived counterparts. These differences were
attributed to modifications in microheterogeneity, given by a lower complexity of their glycan
structures and lower sialic acid content.

The in vitro biological characterization confirmed the blockade of erythropoietic activity and
the preservation of neurobiological function, evidenced by the stimulation of neuritogenesis,
filopodia formation, and synaptogenesis, similar to recombinant human erythropoietin
(rhEPOQ).

Finally, the in vivo characterization was carried out by analyzing the pharmacokinetic
properties in rats and the neurobiological activity in mice. Pharmacokinetic studies
demonstrated increased plasma clearance and a shorter half-life in the variants produced in
HEK-293 cells, likely due to enhanced renal and/or hepatic elimination. Nevertheless, these
muteins exhibited a higher volume of distribution, which may be associated with their exit
from the circulatory system and the accumulation in peripheral tissues, including the CNS.
Despite their less favorable pharmacokinetic profiles, no significant differences were
observed between cell lines concerning in vivo neurobiological activity, evidenced by the
neuroplastic effects on hippocampal pyramidal neurons. Additionally, all muteins
demonstrated a capacity for neuronal morphogenesis with greater efficacy and complexity
than the original rhEPO molecule.

The results obtained in this thesis highlight the HEK-293 cell line as a promising production
platform for hEPO analogs with therapeutic potential in CNS-associated pathologies,
offering a more favorable glycosylation profile characterized by simpler and less

immunogenic glycans.
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INTRODUCCION

1.1. Expresion de proteinas recombinantes terapéuticas en células eucariotas
1.1.1. Bioterapéuticos

Los bioterapéuticos, también llamados biofarmacéuticos, drogas biol6gicas, agentes
biol6gicos o simplemente biolégicos, son entidades de elevada MM (superior a 1000 Da)
producidos por sistemas vivos. Existen diferentes clasificaciones, pero en general
involucran un grupo de proteinas o sustancias farmacéuticas empleadas con fines
terapéuticos o de diagnadstico in vivo. Su obtencidn puede incluir la extraccion directa a partir
de una fuente bioldgica nativa, o ser producidos de manera recombinante, a partir de una
célula genéticamente modificada. Estos ultimos, desde el punto de vista de su complejidad,
pueden clasificarse en biofarmacos de primera, segunda y tercera generacion. Los de
primera generacion incluye a los biofarmacos de simple reemplazo que comprenden
proteinas recombinantes, cuyo objetivo terapéutico implica sustituir una funcién deficiente
incorporando aquella proteina que no es producida por el ser humano o que lo hace en
forma deficitaria. También involucra a los anticuerpos monoclonales en sus primeras
versiones. En cuanto a los de segunda generacién, estos involucran proteinas
recombinantes de primera generacion a las que se realizd alguna modificaciéon con el
objetivo de mejorar algunas de sus propiedades tales como estabilidad, farmacocinética,
especificidad, farmacodinamia, entre otras. Finalmente, los de tercera generacion abarcan
productos basados en acidos nucleicos y células genéticamente modificadas [1,2].

Las células eucariotas derivadas de mamiferos (eucariotas superiores) constituyen la
plataforma de eleccién para el desarrollo y produccion de biofarmacos aplicados en salud
humana. Esto es debido fundamentalmente a que la mayoria de tales proteinas requieren
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacién, que las células procariotas o
eucariotas inferiores no pueden realizar o lo hacen de una forma diferente. Adicionalmente,
utilizar células de mamifero permite que las proteinas sean secretadas hacia el medio
extracelular, lo que evita su degradacion intracelular por protedlisis y facilita el proceso de
obtencion de las mismas, incrementando su recuperacion [3].

Las lineas celulares derivadas de mamiferos mas utilizadas en la industria farmacéutica
para la produccion de biofarmacos son las células CHO.K1, derivadas de ovario de hamster
chino (del inglés Chinese Hamster Ovary); células BHK, derivadas de rifion de hamster
recién nacido (del inglés, Baby Hamster Kidney) y células derivadas de mielomas murinos
NSOy Sp2/0. Adicionalmente, las lineas celulares derivadas de células humanas tales como
las células HEK-293, derivadas de rindbn embrionario humano (del inglés Human Embryonic
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Kidney) y HT-100, derivadas de mioblastos humanos, también son empleadas para el
desarrollo de proteinas y vectores virales aplicados en salud humana [4].

Las células CHO.K1 representan aproximadamente el 70% de los biofarmacos aprobados
por la Food and Drug Administration (FDA) en EEUU y la European Medicines Agency
(EMA) en Europa. Sin embargo, las lineas celulares humanas, estdn ganando relevancia
fundamentalmente por su capacidad para producir proteinas con modificaciones
postraduccionales humanas, disminuyendo la inmunogenicidad, caracteristica demostrada
en lineas celulares de mamiferos no humanos. La linea celular HEK-293 es la mas
importante por la versatilidad en su uso, ya que puede ser empleada con alta eficiencia
tanto para la produccion de vectores virales como para la expresion transitoria y/o estable
de proteinas recombinantes (facilidad de transfeccion). Adicionalmente, su alta eficiencia
de transfeccion y la compatibilidad con sistemas de expresion transitoria permiten una
obtencion rapida de la proteina de interés, caracteristica que resulta especialmente valiosa
en etapas tempranas del desarrollo de biofarmacos [5].

Actualmente, las células HEK-293 se emplean a escala comercial en multiples terapias
aprobadas. Entre los productos aprobados por la FDA o la EMA para terapia génica se
destacan Luxturna® (Spark Therapeutics), Zolgensma® (Novartis) y Upstaza™ (PTC
Therapeutics) [6,7]. Esto refleja su creciente aceptacién regulatoria y su escalabilidad para
la manufactura. Asimismo, diversos bioterapéuticos basados en proteinas recombinantes
producidas en esta linea celular han sido aprobados para su administracion, dentro de los
que se destacan Alprolix® (Sanofi), Eloctate® (Sanofi), NUWIQ® (Octapharma) y Trulicity®
(Eli Lilly and Company) [8].

1.1.2. Glicosilacion

La glicosilacién de proteinas es el evento co/postraduccional mas importante realizado por
las células eucariotas, ya que se conoce que mas del 50% de las proteinas humanas se
encuentran glicosiladas [9]. Este proceso consiste en la union covalente de cadenas de
oligosacaridos a través del grupo amida de un residuo del aminoacido Asn (unién de tipo
N) o al grupo hidroxilo de un residuo de Thr o Ser (unién de tipo O) y es llevado a cabo en
el reticulo endoplasmatico (RE) y en el complejo de Golgi, por un gran niumero de enzimas
glicosidasas y glicosiltransferasas. Si bien las uniones mencionadas son predominantes,
existen otros tipos de glicosilaciones menos frecuentes como la unién al carbono 2 de un
residuo de Trp (unién de tipo C), la unién de un pequeno glicano de GIcNAc y 3 Man a

etanolamina e inositol, y éste a su vez, a dos cadenas de acidos grasos para dar lugar al
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anclaje GPI (glicofosfatidilinositol) que permite unir proteinas a la superficie de membranas
de determinadas células [10].

Las proteinas N- y O- glicosiladas pueden presentar heterogeneidad tanto en el numero de
sitios que se encuentran efectivamente glicosilados u ocupados (macroheterogeneidad),
como en la estructura de los glicanos que ocupan un mismo sitio (microheterogeneidad),
generando asi una multiplicidad de glicoisoformas de una misma proteina [11]. La
macroheterogeneidad hace referencia a la diversidad producto de la transferencia
subestequiométrica de glicanos mientras que la microheterogeneidad refiere a la diversidad
resultante del procesamiento subestequiométrico de los mismos [12].

La participacion de los glicanos en procesos tales como sefializaciéon e interaccién entre
células, proliferacién celular, actividad bioldgica y estabilidad de proteinas, interaccion de
proteinas con sus receptores, desarrollo de tumores y metastasis, respuesta inmune,
anticoagulacién, entre otros, revelan la importancia de la glicosilacién en diversos procesos

celulares [13].

1.1.2.1. N-glicosilacién

La N-glicosilacion es el tipo de glicosilacién mas estudiado. Esta modificacion consiste en
la unién covalente de una cadena de oligosacaridos al grupo amida de un residuo Asn de
una cadena polipeptidica naciente que se encuentre formando parte de la secuencia
consenso Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier aminoacido excepto Pro.

La sintesis de los N-glicanos se inicia en el RE a través de la transferencia de un precursor
compuesto de dolicol fosfato (Dol-P) unido a un oligosacarido de 14 unidades de azucares
(GlesMangGlcNac,). Luego de ser transferido, se llevan a cabo modificaciones en el lumen
del RE y las cisternas del complejo de Golgi, mediante la acciéon de enzimas glucosidasas,
manosidasas y transferasas, dando como resultado a las estructuras descritas ampliamente
en la bibliografia. Los N-glicanos presentes en las glicoproteinas humanas comparten la
misma estructura base o core, que consiste en un pentasacarido (GlcNAcz2Mans), pero se
diferencian en sus ramificaciones. Existen 3 tipos de estructuras: 1) alta manosa, la cual
posee solo residuos de manosa unidos; 2) complejo, que contiene ramificaciones
conteniendo residuos de N-acetilglucosamina, galactosa y acido sialico; 3) hibrido, que
comparte caracteristicas de los 2 tipos de estructuras anteriores [14,15].
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1.1.2.2. O-glicosilacién

La O-glicosilacion es otro tipo muy comun de modificacién postraduccional que consiste en
la adicion de cadenas de azucares al grupo hidroxilo de una Ser o Thr. A diferencia de la
N-glicosilacion, no se ha descrito una secuencia consenso que permita predecir la
ocurrencia de este evento. Sin embargo, se ha observado que se encuentra favorecido en
regiones de la proteina con altos contenidos de Pro, Ser y Thr, siendo este ultimo el
aminodcido con mayor probabilidad de ser glicosilado. Ademés, las estructuras de los
O-glicanos contienen menor numero de residuos y complejidad.

Este proceso se realiza en el complejo de Golgi mediante la accién de enzimas transferasas
que realizan la adiciébn de distintos monosacéaridos que determinan las diferentes
estructuras basicas posibles de O-glicanos. En células de mamiferos y humanas, las
estructuras mas comunes son el core 1, compuesto por la GalNAc inicial y un residuo de
galactosa (GalB-3GalNAc), y el core 2, compuesto por GalNAc, un residuo de Gal y uno de
GlcNAc (GalB1-3(GIcNAcB1-6)GalNAc) [16].

1.1.3. Efecto de la glicosilaciéon sobre las glicoproteinas

Si bien la funcién que posee una proteina se encuentra principalmente determinada por la
secuencia aminoacidica que la compone, los glicanos juegan un rol critico, confiriendo
propiedades biolégicas o mejorando aquellas preexistentes [17]. A continuacion, se
mencionan algunas propiedades y procesos en los que participan los glicanos.

1.1.3.1. Farmacocinética

La farmacocinética es la rama de la farmacologia encargada de estudiar los procesos que
un farmaco experimenta dentro del organismo desde su administracion hasta su
eliminacion. Este estudio se estructura a través del modelo LADME, que representa las
cinco etapas fundamentales que ocurren desde la administracién de una droga: Liberacion,
Absorcién, Distribucién, Metabolismo y Excrecion [18]. Estos procesos determinan la
concentracion del farmaco en la sangre y en los tejidos a lo largo del tiempo. Por este
motivo, los parametros farmacocinéticos mas comunmente calculados son: el tiempo de
vida media (ti2), el clearance o velocidad de depuracién plasmatica (Cl), el area bajo la
curva (AUC, del inglés Area Under the Curve), la concentracion méaxima (Cmax) y el tiempo
requerido para alcanzarla (Tmax).

En general, la presencia de glicanos produce una mejora en estos parametros ya que
contribuyen a aumentar el tamafio de la glicoproteina (a través del incremento del radio
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hidrodindmico), su MM y su carga. El aumento del tamarfio y la repulsion electrostatica que
se establece entre las cargas aportadas por las moléculas de acido sidlico (AS) de los
glicanos y la carga de la membrana basal del glomérulo renal provoca la disminucién de su
eliminaciéon por impedimentos al proceso de filtracion para la formacion de la orina. Este
mecanismo de eliminacidn es especialmente importante para proteinas menores de 70 kDa
[19]. Asimismo, la presencia de las moléculas de AS reduce la eliminacion hepatica de las
glicoproteinas debido a que le confieren la capacidad de evadir los receptores de
asialoglicoproteinas, al enmascarar los residuos de Gal o0 GalNAc, impidiendo la endocitosis
mediada por receptores a nivel de hepatocitos. Adicionalmente, también existen receptores
de Man que permiten depurar proteinas con alto contenido de este residuo, asi como
receptores de tipo GIcNAc como monosacarido terminal [11,20,21].

1.1.3.2. Estabilidad e integridad

Los glicanos contribuyen a aumentar la estabilidad e integridad de las glicoproteinas. Estos
aumentan la resistencia a la desnaturalizacion térmica, inhiben la agregacién proteica y
mejoran la solubilidad por su hidrofilicidad y capacidad para enmascarar residuos
hidrofébicos cuando la proteina se encuentra en medio acuoso [22]. Ademas, los glicanos
permiten ocultar sitios de clivaje de enzimas proteoliticas presentes en circulacién, lo que

favorece su integridad [23].

1.1.3.3. Regulacion de la adhesion celular

La glicosilacion participa en la regulacién de la adhesion celular, afectando la estructura y
la funcién de diversas moléculas de adhesion, como las caderinas, selectinas e integrinas.
En las caderinas, la glicosilacion (tanto O- como N-glicosilacién) modula su localizacion en
la membrana y su capacidad para formar uniones adherentes estables. En las selectinas,
la presencia de estructuras glicosiladas especificas permite la interaccién con otras células,
mediando procesos como la migracion leucocitaria y la implantacién embrionaria. Por su
parte, las integrinas, que vinculan las células con la matriz extracelular, muestran
alteraciones en su glicosilacién durante estados patolégicos como el cancer, lo que impacta
en su senalizacion intracelular y adhesién [24].

1.1.3.4. Transduccion de senales y actividad bioldgica
La glicosilacién de proteinas de superficie celular participa en la modulacién de la
transduccién de senales, que resulta critica en contextos donde se requiere una interaccion

especifica y precisa entre el ligando y el receptor. Los glicanos presentes en estas proteinas

26



INTRODUCCION

no solo estabilizan la conformacién tridimensional necesaria para el reconocimiento
receptor-ligando, sino que también pueden aumentar la afinidad y especificidad de dicha
interaccion. Ademas, ciertos patrones de glicosilacion actian como cédigos moleculares
que determinan la accesibilidad y funcionalidad de los dominios de union, afectando la
intensidad y duracion de la sefal transmitida [25].

Adicionalmente, la mejora en la farmacocinética previamente mencionada deriva en un
aumento en la actividad biologica de la glicoproteina como consecuencia del incremento en

el tiempo de su circulacion plasmatica y la disponibilidad para interactuar con su receptor.

1.1.3.5. Inmunogenicidad

La presencia de glicanos tiene un efecto dual sobre esta propiedad. Por un lado, las
cadenas de oligosacarido disminuyen el procesamiento y presentacién antigénica debido al
enmascaramiento de epitopes proteicos [26], lo cual constituiria un efecto deseable en
glicoproteinas utilizadas como bioterapéuticos en salud humana. Por otro lado, se ha
descrito que la glicosilacion es capaz de estimular la respuesta inmune, generandose
anticuerpos anti-glicano, lo que constituye un aspecto indeseado.

Por su parte, al utilizar huéspedes celulares de origen no humano, como es el caso de la
linea celular CHO.K1, como sistema de expresidn de glicoproteinas terapéuticas, estas son
capaces de introducir determinantes antigénicos que incrementan la inmunogenicidad de
dichos productos. Especificamente, estas células son capaces de catalizar la conversién
del residuo N-acetilneuraminico (Neu5Ac) en acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc), una
variante de AS con potencial inmunogénico que no es sintetizado por el ser humano debido
a una mutacibn en el gen CMAH (por su sigla en inglés, cytidine
monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase) [27]. Sin embargo, este puede ser
incorporado a través de la dieta en una pequena proporcidn, y distintos reportes han
detectado anticuerpos circulantes anti-Neu5Gc [28,29]. De este modo, la presencia de
Neu5Gc en glicoproteinas terapéuticas puede desencadenar una respuesta inmune
mediada por la generacion de dichos anticuerpos, lo que representa un riesgo en términos
de seguridad para los pacientes tratados con tales bioterapéuticos, especialmente cuando
su administracion es crénica. Asimismo, otro determinante antigénico relevante producido
por células CHO.K1 es el disacarido galactosa-a-1,3-galactosa (Gala1-3Gal o residuo
a-Gal), que tampoco se encuentra presente en humanos y es altamente inmunogénico. La
exposicién a estos epitopes glicosidicos no humanos se asocia con la generacion de una

respuesta inmune indeseada, aspecto que puede comprometer la eficacia terapéutica del
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biofarmaco, al provocar efectos adversos en los tratamientos [30]. Por este motivo, la
seleccién del sistema de expresion, asi como la caracterizacion y monitoreo de este tipo de
epitopes constituyen aspectos criticos en la generaciéon de glicoproteinas terapéuticas.

1.1.4. Factores que afectan la glicosilacion de las proteinas

Los patrones de glicosilacién se ven modificados tanto por factores internos como externos.
Los factores internos estan relacionados con la maquinaria enzimatica de la célula
hospedadora. Si bien existen diversos sistemas de expresion tales como células
procariotas, eucariotas inferiores (protozoos y algas) y eucariotas superiores (hongos,
plantas y animales), la mayoria de los biofdrmacos aprobados en la actualidad son
glicoproteinas complejas que requieren un perfil apropiado de glicosilacién, motivo por el
cual se eligen las células de mamifero, dado que son las Unicas que realizan modificaciones
postraduccionales compatibles con el ser humano.

De este modo, los glicanos producidos por las células de mamifero distan de los producidos
por levaduras, plantas y células de insectos. Las primeras generan estructuras de
oligosacaridos hipermanosilados, las segundas adicionan residuos de xilosa y fucosa en
posiciones especificas que son altamente inmunogénicas y los insectos agregan glicanos
mas simples como paucimanosa. En los tres casos ninguno agrega residuos de acido
sidlico. En cuanto a los factores externos, los mismos estan relacionados con la
composicion del medio de cultivo y el modo en que las células son cultivadas. Por tal motivo,
es posible modificarlos con el objetivo de favorecer determinadas caracteristicas en los
perfiles de glicosilacion. Teniendo en cuenta la composicion del medio de cultivo, la
disponibilidad de azucares precursores como glucosa, galactosa y manosa, favorecen la
extensién de las cadenas de glicanos, mientras que la administracion de glutamina como
fuente de energia y precursora de la sintesis de nucleétidos conduce a la acumulacién de
amonio en el medio de cultivo, disminuyendo la incorporacién de acido sialico terminal. La
suplementacién de medios con suero fetal bovino produce un efecto similar, donde si bien
tiene un efecto sumamente positivo sobre la proliferacién celular, la variabilidad entre lotes
0 marcas puede traducirse en una mayor heterogeneidad de los glicanos.

Considerando el modo de cultivo, la operacion en perfusién ha demostrado obtener
productos de mejor calidad y menor variabilidad. Esto se debe a que la administracion
continua de medio de cultivo fresco impide la acumulacién de metabolitos de desecho que

inhiben enzimas participantes del proceso de glicosilacion, junto con un bajo tiempo de
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residencia de la proteina de interés dentro del reactor, reduciendo la cantidad de enzimas
proteoliticas y glicoliticas secretadas como producto de la lisis celular [31].

1.1.5. Glicoingenieria

La glicoingenieria constituye una serie de procedimientos de ingenieria molecular y celular
que permiten modificar el contenido y/o la estructura de los glicanos en las proteinas. Esta
es aplicada considerando los efectos positivos de la glicosilacién sobre las proteinas
terapéuticas, y tiene como objetivo principal generar una nueva entidad proteica con
propiedades mejoradas respecto de la molécula original, tales como disminuir el clearance
plasmatico de la molécula como consecuencia de una reduccion en su eliminacién renal,
modular la endocitosis mediada por receptores, reducir la antigenicidad, incrementar su
actividad biolégica y mejorar su estabilidad, entre otras [32]. De acuerdo con el tipo de
glicosilacion que involucra la modificacidén, las técnicas pueden clasificarse en N- y
O-glicoingenieria. A modo de ejemplo, la mutagénesis sitio-dirigida para la generacion de
sitios consenso de N-glicosilacién fue aplicada para el desarrollo de la darbepotetina alfa
(comercializado bajo el nombre Aranesp® por parte de la empresa Amgen), un analogo de
rhEPQO que posee 5 sitios consenso de N-glicosilacion en comparacion a la proteina nativa
que presenta 3, lo que permitié incrementar 3 veces el tiempo de vida media en circulacion
sanguinea [33]. Otro ejemplo de N-glicosilacion de proteinas consistié en la investigacion y
desarrollo en nuestro laboratorio de una variante hiperglicosilada de interferén alfa-2b
humano (rhIFN-a2b) denominado IFN4N [34]. Esta variante fue generada mediante la
introduccion de mutaciones puntuales en la secuencia natural del rhlFN-a2b que
permitieron generar 4 sitios consenso de N-glicosilacion, cuando la molécula original no
cuenta con ninguno. Dicha modificacién incrementé 25 veces en el tiempo de vida media y
disminuyd 20 veces la velocidad de depuracién plasmatica, con respecto a la molécula no
modificada.

Otra estrategia de glicoingenieria descrita consiste en la fusién de péptidos susceptibles de
ser glicosilados, cuya ventaja radica en evitar la modificacion de la estructura primaria de la
molécula original. El abordaje de esta metodologia permitié el desarrollo de una variante
hiperglicosilada de la hormona foliculo estimulante (FSH, del inglés Follicle-Stimulating
Hormone) que contiene cuatro sitios adicionales de O-glicosilacién, comercializado por la
empresa Merck bajo el nombre de ELONVA®. En este caso, se realizo la fusion de la FSH
al péptido C-terminal (CTP, del inglés C-Terminal Peptide) derivado de la subunidad 3 de

la gonadotropina coridnica humana, que contiene 28 aminoacidos y cuenta con 4 sitios de
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O-glicosilacion natural. Esta modificacion le confirié a la molécula una eficacia terapéutica
superior respecto de la molécula original, incrementando la ovulacion [35]. Basado en esta
estrategia, en nuestro laboratorio se ha disefiado un péptido derivado del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos humano (hGM-CSF, del inglés human
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) mas eficiente que el anteriormente
nombrado CTP. Este péptido fue denominado mGMOP y esta constituido por 15
aminoacidos y su secuencia esta formada por los primeros 7 aminoacidos del extremo
N-terminal del hGM-CSF junto con 8 residuos adicionales que incluyen 4 repeticiones de
Pro y Thr, lo que permite generar un total de 6 sitios potenciales de O-glicosilacion [36]. La
fusion de repeticiones de mGMOP a las regiones terminales de proteinas de interés para
uso veterinario y salud humana logré6 aumentar su MM, generando una mejora significativa
en los perfiles farmacocinéticos, evidenciada por un incremento en su tiempo de vida media
plasmatica (t12) y una disminucion en su velocidad de depuracion [37,38].

Estos antecedentes demuestran que la glicoingenieria de proteinas representa un conjunto
de metodologias sumamente Utiles que permiten mejorar las propiedades fisicoquimicas y
biol6gicas de proteinas recombinantes de interés terapéutico, y el principal desafio para su
aplicacion radica en modificar el contenido de glicanos sin alterar la actividad biol6gica de
la proteina nativa. Sin embargo, un desarrollo llevado a cabo en nuestro laboratorio que
tiene directa correlacion con este trabajo de tesis y que sera posteriormente abordado,
demostré la capacidad de la glicoingenieria para modificar la actividad bioldégica de hEPO
(seccibn 1.4).

1.2. Enfermedades asociadas al sistema nervioso central

Las enfermedades asociadas al SNC constituyen un conjunto de patologias que provocan
desérdenes cognitivos, alteraciones de conducta y cambios en la regulacion del organismo.
Las principales causas de la aparicion de estas enfermedades son genéticas, las
ocurrencias de infecciones, traumas, defectos estructurales, desérdenes regulatorios,
neoplasias, accidentes cerebrovasculares (ACV) o el propio efecto del envejecimiento.
Asimismo, este grupo de patologias puede dividirse en enfermedades neurodegenerativas,
cerebrovasculares, inflamatorias, tumorales del SNC, entre otras.

1.2.1. Enfermedades cerebrovasculares
Las enfermedades cerebrovasculares comprenden un conjunto de trastornos que

involucran el ACV isquémico y hemorragico, las malformaciones vasculares, el deterioro

30



INTRODUCCION

cognitivo y la demencia de origen vascular. Estas patologias constituyen una de las
principales causas de muerte a nivel mundial [39]. En 2021, se registraron
aproximadamente 7 millones de muertes por ACV a nivel mundial, lo que representa un
aumento del 44% en comparacion con 1990, posicionandose como la segunda causa de
muerte en el mundo [40]. Dentro de los tratamientos disponibles para estas patologias, se
encuentran la administracion de farmacos antiplaquetarios y anticoagulantes, asi como

terapia fisica y psicolégica para mejorar la recuperacién funcional [41].

1.2.2. Enfermedades neuroinflamatorias

Las enfermedades neuroinflamatorias comprenden un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por una respuesta inflamatoria anormal o exacerbada del sistema
inmunolégico dentro del SNC. Esta inflamacién puede estar mediada por células
inmunitarias residentes como la microglia y los astrocitos, asi como por células periféricas
que atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE). Pueden ser causadas por desérdenes
autoinmunes, infecciones, procesos parainfecciosos y posinfecciosos como la
encefalomielitis aguda diseminada y por factores genéticos y ambientales que modulan la
respuesta inmune en el SNC [42]. Dentro de este grupo, la patologia mas prevalente y
estudiada es la esclerosis multiple, una enfermedad autoinmune crénica y progresiva que
afecta el cerebro y la médula espinal, causando dafo a la vaina de mielina de las neuronas,
lo que interrumpe la comunicacion entre el cerebro y el cuerpo, provocando diferentes
sintomas que varian en severidad y duracion. A modo de ejemplo, en la Provincia de
Santa Fe (Argentina) se estima una prevalencia de 30,3 casos por cada 100 000 habitantes
[43]. Los tratamientos utilizados para esta enfermedad incluyen anticuerpos monoclonales,
biofarmacos inmunomodulares como el rhIFN-B y corticoides junto con antioxidantes que
permiten disminuir el dafio por estrés oxidativo debido a la respuesta inmunolégica, pero

que no tienen un efecto curativo de la patologia, sino paliativo [42].

1.2.3. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un amplio grupo de patologias en las
que se produce la pérdida progresiva de las neuronas y la funciéon nerviosa en distintas
regiones del cerebro, o que ocasiona los sintomas caracteristicos de cada enfermedad. En
muchas de ellas, la enfermedad se desencadena por la desregulacion de una determinada
proteina que comienza a formar agregados intra o extracelulares. En la actualidad, ain no
se conocen detalladamente las causas o los mecanismos por los cuales se produce el

cambio del rol fisiolégico de estas proteinas a un estado patologico [44,45].
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Figura 1. Proteinas involucradas en enfermedades neurodegenerativas. Figura modificada de
Eftekharzadeh y col. (2016) [45].

Dentro de este conjunto de trastornos, las 2 enfermedades con mas prevalencia a nivel
global son la enfermedad de Alzheimer con una prevalencia estimada de 682,48 casos por
100000 habitantes a nivel mundial, seguida por la enfermedad de Parkinson que posee una
prevalencia global de 138,63 casos por 100000 habitantes. Estas cifras reflejan una
creciente carga global de ambas enfermedades, y las proyecciones indican un aumento
significativo en las proximas décadas debido al envejecimiento de la poblacién mundial
[46,47].

A pesar del esfuerzo de numerosos centros de investigacion, actualmente no existen
tratamientos que permitan curar la enfermedad o, al menos, detener su progresion. Los
farmacos disponibles en el mercado estan dirigidos al control de su sintomatologia. Sin
embargo, la cronicidad de estas patologias provoca que la administracion de los farmacos
sea cada vez mas frecuente y en dosis superiores, lo que por un lado encarece
significativamente los tratamientos y, por el otro, conduce a la aparicion de numerosos
efectos adversos en los pacientes, sin beneficios perceptibles en relacion con la progresion
y/o cura de las mencionadas patologias. Por este motivo, hoy el desafio radica en el
desarrollo de nuevos tratamientos capaces de atacar puntos clave en estas enfermedades,
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tales como la apoptosis, el estrés oxidativo, la inflamacion o que estimulan la
neuroplasticidad. En estos aspectos, distintos estudios han propuesto a la eritropoyetina
humana (hEPO) como candidato terapéutico para el tratamiento de enfermedades
asociadas al SNC.

1.3. Eritropoyetina

La eritropoyetina es una glicoproteina que pertenece al grupo de citoquinas de tipo |,
caracterizada como uno de los principales responsables de la generacion de precursores
eritroides en la médula 6sea [48].

1.3.1. Estructura de la EPO humana

La secuencia aminoacidica que codifica para la hEPO estd compuesta por 193 aminoéacidos
en su secuencia inmadura que incluye la secuencia de una sefal secretoria de
27 aminoacidos y un residuo Arg en posicién 193, que durante las modificaciones
postraduccionales son eliminados, resultando en una proteina madura de 165 aminoacidos.
La hEPO presenta 3 sitios de N-glicosilacion ubicados en las Asn24, Asn38 y Asn83, junto
con un sitio de O-glicosilacién ubicado en la Ser126. La MM tedrica del polipéptido es de
aproximadamente 18,5 kDa, mientras que el de la glicoproteina oscila entre 30-39 kDa, por
lo que los glicanos tienen un gran aporte en su MM. Es decir que entre un 40% y 50% de la
masa total de la glicoproteina esta representada por glicanos [49].

Las estructuras de glicanos presentes en esta proteina son de tipo complejo y pueden
presentar variabilidad tanto en el nUmero de antenas como en el contenido de &cido sialico.
De forma tedrica, la hEPO puede tener hasta 12 antenas (considerando estructuras
tetraantenarias en los 3 sitios de N-glicosilaciéon) y un maximo de 14 unidades de acido
sidlico (considerando estructuras tetrasialiladas para los N-glicanos junto con el O-glicano
bisialilado).

La rhEPO producida en células CHO.K1 como farmaco para el tratamiento de la anemia
consiste en las glicoformas con mayor grado de ramificacion y sialidacion (Figura 2). Se ha
reportado que la rhEPO producida en la linea celular CHO.K1 posee un contenido de 10,1
a 14,5 moles de &cido sialico por mol de proteina [50-53].
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Figura 2. Estructuras de los N-glicanos presentes en la molécula de rhEPO. Se representan las
diferentes estructuras agrupadas en funcién del nimero de residuos de acido sialico presentes. La
altura de cada pico en el cromatograma es directamente proporcional a la concentracion relativa de
cada estructura en funcién del total de isoformas presentes. Figura modificada de Cowper y col.
(2018) [51].

Desde el punto de vista de su conformacion tridimensional, la hEPO presenta una estructura
altamente estable compuesta por 4 hélices alfa, denominadas A, B, C y D, conectadas entre
ellas por loops largos sin estructura definida (Figura 3). Ademas, la hEPO presenta dos
puentes disulfuro, el primero, entre los residuos Cys7 y Cys161 y, el segundo, entre los
residuos Cys29 y Cys33, que juegan un rol muy importante en el correcto plegamiento de
la molécula [54-56].

Si bien la hEPO es ampliamente conocida por su funcidn eritropoyética, en los ultimos afios
se ha demostrado que esta citoquina esta presente también en tejidos no hematopoyéticos
y cumple funciones protectoras y reparadora de tejidos. Estas actividades diferenciadas
dependen de su interaccion con dos tipos de receptores: un receptor homodimérico y otro
heterodimeérico, cuya descripcion sera abordada en la seccién 1.3.3. Numerosos estudios
estructurales y de mutagénesis sitio-dirigida han demostrado la presencia de tres dominios
importantes e independientes relacionados con sus propiedades biolégicas. Brines y col.

[57] describieron dos sitios (1 y 2) involucrados en desencadenar la eritropoyesis mediante
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su interaccién con el receptor homodimérico (EPORy), junto con un sitio 3 asociado a
funciones citoprotectoras a través de su unién al receptor heterodimérico (EPOR/BcR). El
sitio 1, que incluye los residuos Asn147, Gly151 y Leu155 de la hélice D, junto con los
residuos 24-51 del loop A-B, ha sido descrito como un sitio de alta afinidad para la union al
receptor homodimérico. Por su parte, el sitio 2, que comprende los residuos de las hélices
Ay C (Vali1, Arg14, Tyr15, Ser100, Arg103, Ser104 y Leu108), representa un sitio de baja
afinidad al receptor (EPORz). Finalmente, el sitio 3 esta formado por los aminoacidos 58-82
de la hélice B, los cuales serian responsables de la actividad citoprotectora.
Adicionalmente, los sitios de glicosilacion de la hEPO se encuentran en una posicién

distante con respecto a los sitios de union con ambos receptores [57,58].

Figura 3. Modelo de la estructura tridimensional de la hEPO.

Las 4 hélices alfa se indican con las letras A, B, C y D mientras que las 3 asas de conexién o loops
que las conectan se indican como A-B, B-C y C-D. Los residuos que forman los sitios descritos por
Brines y col. se marcan con colores: sitio 1 de alta afinidad al receptor (EPORz2) (rojo), sitio 2 de baja
afinidad al receptor (EPOR:2) (azul) y sitio 3 asociado a la actividad citoprotectora (amarillo). Imagen
adaptada del modelo de rhEPO generado por resonancia magnética nuclear (RMN) disponible en
Protein Data Bank (PDB, cédigo de modelo: 1BUY), descrito por Cheetham y col. (1998) [55].
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1.3.2. Sitios de biosintesis de hEPO

La biosintesis de hEPO se encuentra regulada por la tension del oxigeno tisular, y el sitio
de produccién de esta citoquina varia significativamente a lo largo del desarrollo. Durante
el periodo fetal, el principal 6rgano productor es el higado, en respuesta a la hipoxia fetal.
Sin embargo, hacia el final del embarazo y, especialmente luego del nacimiento, los rinones
asumen progresivamente la funcién principal de produccion de hEPO, desplazando al
higado [59,60].

En la etapa adulta, los rifiones producen del 80% al 90% de la hEPO en circulacion,
mientras que el porcentaje restante se produce en tejidos extrarrenales [69]. En los rifiones,
las células fibroblastoides peritubulares son las encargadas de su sintesis [61]. La
expresion renal de hEPO es constitutiva en condiciones de normoxia, pero puede
incrementarse mediante el reclutamiento de fibroblastos intersticiales adicionales cuando la
tensién de oxigeno disminuye. En comparacion, en el higado, la hEPO es producida por
hepatocitos y células no parenquimatosas, mostrando mayor expresién en zonas de baja
tension de oxigeno [48,62].

Ademas de estos dos érganos principales, la expresién de hEPO ha sido detectada en
diversos tejidos, donde su producciéon puede ser inducida por hipoxia, estrés fisico o
bioquimico [63,64]. Particularmente en el cerebro, los astrocitos, las neuronas y las células
de la microglia han demostrado ser capaces de sintetizarla y de expresar sus receptores.
Un aspecto sumamente relevante que posee la hEPO producida en cultivos primarios de
astrocitos provenientes del SNC es que exhibe una menor MM respecto de la hEPO que se
encuentra en circulacién sanguinea. Esta diferencia se deberia a cambios en los patrones
de glicosilacion que determinarian estructuras mas simples y que presenten mayor afinidad

hacia el receptor (Figura 4) [65].
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Figura 4. Western blot de variantes fisiologicas de hEPO. Calle 1, hEPO producida en cerebro
conservada en solucidn salina de fosfatos (PBS, del inglés phosphate-buffered saline) con el
agregado de albumina sérica bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin) 0,1% (P/V); calle 2,
hEPO sérica conservada en buffer PBS y BSA 0,1% (P/V); calle 3, buffer PBS y BSA 0,1% (P/V).
Figura extraida de Masuda y col. (1994) [65].
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1.3.3. Receptores de hEPO

El receptor de hEPO responsable de la eritropoyesis es un complejo compuesto por dos
unidades del monémero EPOR. La MM tedrica es de aproximadamente 56 kDa, sin
embargo, se han registrado MM de hasta 78 kDa en la forma anclada a membrana debido
a fosforilaciones y al sitio consenso de N-glicosilacion presente en su secuencia. En
ausencia del ligando, dos monémeros del receptor forman un dimero unido por enlaces
disulfuro, que se integra en la membrana celular. El receptor homodimérico se compone de
una region extracelular, un Unico dominio transmembrana y un dominio intracelular. La
region extracelular contiene dos dominios que actian como sitios de unién para hEPO: una
molécula de esta proteina se une primero al sitio de alta afinidad y luego al sitio de menor
afinidad (seccién 1.3.1), lo que induce un cambio conformacional en el dimero [66].

La expresién de EPOR se ha demostrado también en tejidos no hematopoyéticos, tales
como placenta, bazo, pulmones, retina, corazon y cerebro. Por este motivo, surgid la
hipdtesis de la existencia de un receptor alternativo ubicado sobre la superficie celular de
estos tejidos que permita explicar sus funciones diferenciadas. Tiempo despueés, se
identificé que en estos tejidos no hematopoyéticos la actividad de la hEPO es mediada por
un heterodimero compuesto por un monémero de EPOR y una unidad del receptor § comun
(BcR, también conocido como CD131), que pertenece a la familia de receptores de
citoquinas tipo | y es compartido con los receptores de GM-CSF y las interleuquinas 3y 5
(IL-3 e IL-5). Hasta el momento, no se ha identificado un mecanismo que regule la formacion
preferencial del homodimero (EPOR:>) frente al complejo heterodimérico (EPOR/BcR) a
partir de la expresion de ambas subunidades [66—69].

La interaccion de hEPO tanto con el receptor homodimérico como con el heterodimérico
provoca un cambio conformacional que lleva a la transactivacién de la proteina quinasa
JAK2, que desencadena 3 vias principales de senalizacién intracelular: PI3K/Akt;
Ras/MAPK y JAK/STATS. Adicionalmente, la fosforilacion de JAK2 provoca la disociacion
de NF-kB de su complejo inactivo en el citoplasma. La activacion de estas cascadas de
sefalizacién permite su traslocacién al nucleo o conduce al reclutamiento de diversas
proteinas que actuan como factores de transcripcion, regulando genes relacionados no solo
con la proliferacién y diferenciacién celular, sino con un efecto antiapoptético, a través de

la expresion de las proteinas antiapoptéticas Bcl2 y Bel-xL [66].
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Figura 5. Vias de sehalizacion activadas por hEPO. Las flechas continuas indican activacion de
cascadas de senalizacién, mientras que las flechas discontinuas representan la traslocacién de
factores de transcripcion al nacleo. Figura modificada de Vittori y col. (2021) y Dawson y col. (2002)
[66,70].

1.3.4. Actividad eritropoyética (AE)

La hEPO es uno de los principales reguladores de la masa de glébulos rojos en sangre.
Esta actua de forma sinérgica con otros factores de crecimiento tales como interleuquinas,
G-CSF y GM-CSF regulando la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de progenitores
de linaje eritroide en médula ésea, actuando de forma endécrina.

En circulacion sanguinea, la hEPO interacciona con el receptor homodimérico de células
precursoras eritroides tempranas BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) estimulando la
proliferacion y diferenciacion celular. En la siguiente etapa, las células mas maduras
denominadas CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) tienen una alta dependencia de
hEPO. En ellas, la hormona promueve fuertemente la proliferacién celular, produce la
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inhibicién de la apoptosis y estimula la maduracion de los eritrocitos, incluyendo la sintesis
de hemoglobina y la transicién hacia reticulocitos [71,72].

Dependencia de hEPO
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Figura 6. Rol de la hEPO en la eritropoyesis. Figura modificada de Elliot y Sinclair (2012) [72].

1.3.5. Actividad neurobioldgica (AN)

De manera andloga a la eritropoyesis, la expresion de hEPO en el SNC se encuentra
regulada por la tensidén de oxigeno tisular y asi es ampliamente estimulada en condiciones
de hipoxia. Adicionalmente, otros factores que estimulan su expresién son estrés oxidativo,
infeccion, inflamacion, dano tisular e intensa actividad neuronal. La hEPO actua de forma
autécrina y paracrina, activando las cascadas de senfalizacion PI3K/Akt, Ras/MAPK,
JAK/STAT5 y NF-kB, con la consecuente activacién de la transcripcion de numerosos
genes asociados con efectos antiapoptético, antioxidante, antiinflamatorio, neuroprotector
y neuroplastico [68,69,73,74]. A continuacion, se describen los efectos producidos por

hEPO en el SNC con relacion a su actividad neurobiolégica.

1.3.5.1. Actividad neuroprotectora

La neuroprotecciéon se basa en evitar, disminuir o inhibir la pérdida progresiva de las
neuronas que forman parte del SNC, lo que permite proteger tanto a las células neuronales
como a las diferentes interacciones y estructuras en las que participan. En este sentido, la
apoptosis de las neuronas puede ser desencadenada por falta de oxigeno por isquemia,
traumatismos, toxinas o condiciones inflamatorias.

La hEPO ha demostrado capacidad para proteger a las neuronas frente a un gran nimero
de estimulos apoptoéticos (hipoxia, estaurosporina, éxido nitrico, glutamato,
6-hidroxidopamina y la toxicidad inducida por la proteina B-amiloide) tanto en estudios in
vitro utilizando lineas celulares establecidas (PC-12, SH-SY5Y, Neuro2A) o cultivos

primarios de distintos tipos neuronales, asi como en estudios in vivo utilizando modelos
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animales de enfermedades neurodegenerativas y en diversos ensayos clinicos en humanos
sobre patologias del SNC [73,75-77].

1.3.5.2. Actividad antioxidante

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la generacién de especies reactivas del oxigeno
(ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) y los mecanismos celulares para su
neutralizacion. La falta de oxigeno provoca un aumento del estrés oxidativo debido a que
las mitocondrias intentan mantener la produccion de ATP, lo que conduce a un aumento en
la generacién de ROS. Esto se debe, por un lado, a la alteracién de la cadena respiratoria
mitocondrial, que favorece la fuga de electrones y la formaciéon de radicales como el
superoxido y, por otro lado, a la disminucion de la eficiencia de los sistemas antioxidantes,
muchos de los cuales dependen del oxigeno o del estado energético celular para su
funcionamiento adecuado. La acumulacién de niveles elevados de ROS produce darfio
celular y en una etapa posterior, la apoptosis.

La expresion de hEPO se ve incrementada en condiciones de hipoxia, aspecto que sugiere
un posible efecto antioxidante. En este sentido, se ha demostrado que las cascadas de
sefalizacién activadas por esta proteina inducen la expresion de enzimas clave del sistema
antioxidante, tales como hemo oxigenasa-1 (HO-1), peroxirredoxina, glutation peroxidasa,
catalasa y superéxido dismutasa (SOD, del inglés Superoxide Dismutase) [73,76].

1.3.5.3 Actividad antiinflamatoria

Los procesos inflamatorios en el SNC se encuentran mediados principalmente por células
de la microglia y los astrocitos, junto con las quimiocinas y citoquinas liberadas por estas
células, que aumentan la permeabilidad de la BHE y reclutan células del sistema inmune
circulantes. El entorno proinflamatorio se encuentra particularmente aumentado en las
enfermedades neurodegenerativas, como ocurre en la enfermedad de Alzheimer, debido a
la acumulacién de la proteina B-amiloide en forma de agregados extracelulares. Estos
pueden ser captados por células de la microglia que actian como presentadoras de
antigenos, desencadenando el proceso inflamatorio, potencialmente peligroso para las
neuronas.

Como mecanismo antiinflamatorio, la expresion de hEPO por parte de los astrocitos y las
neuronas tiene la capacidad de disminuir la produccién de citoquinas proinflamatorias como

IL-1, IL-6 y TNF-a, principalmente a través de la via de senalizacién de PI3K [78,79].
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1.3.5.4. Actividad neuroplastica y neurogénica

El desarrollo de una neurona desde una célula precursora indiferenciada es un proceso
altamente regulado. Este comienza a partir de células madre neurales, derivadas del
ectodermo embrionario, que poseen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en los
diversos tipos celulares del sistema nervioso. Estas células madre dan origen a células
progenitoras neurales, que luego se diferenciaran en neuronas o células gliales.

Durante la neurogénesis, las progenitoras neuronales dejan de dividirse y activan
programas especificos de expresién génica, mediados por factores como neurogenina, y
reguladores de la via Notch, que promueven la identidad neuronal. Estas neuronas
inmaduras desarrollan multiples prolongaciones morfolégicamente similares denominadas
neuritas. Posteriormente, migran hacia su destino final y alli inician un proceso llamado
polarizacién, mediante el cual adquiere una morfologia asimétrica: una de las neuritas se
alarga progresivamente y se especializa como axén, encargada de transmitir sefales, y las
neuritas restantes se especializan en dendritas, que reciben estimulos. Esta polarizacién
permite establecer conexiones sindpticas direccionales y funcionales, siendo esencial para
la formacién de circuitos neuronales precisos [80,81].

La maduracion neuronal incluye la conexién entre neuronas denominada sinapsis y la
integraciéon funcional en redes neuronales, lo que estd mediado por moléculas como los
factores neurotréficos y por procesos de plasticidad sinaptica. En relacién con esto ultimo,
la neuroplasticidad es un proceso que permite a las neuronas modificar su anatomia y
funcién, permitiendo la formacién de nuevas conexiones sinapticas y la modificacién de
otras ya existentes, para favorecer la comunicacion entre neuronas [82,83].

Numerosos estudios han permitido demostrar que la hEPO desemperia roles importantes
en estos procesos. Teniendo en cuenta la actividad neurogénica, las vias de senalizacion
activadas por hEPO en el SNC conducen al aumento de la expresién de moléculas
neurogénicas como el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF, del inglés Brain
Derived Neurotrophic Factor), una proteina que favorece el desarrollo de neuronas nuevas
y la maduracion de las existentes, incluyendo la formacion de dendritas y axones [84,85].
Por otra parte, la hEPO es capaz de inducir la expresion de genes relacionados con la
neuroplasticidad. Las vias de senalizacion mediadas por JAK2/STATS y PI3K/Akt pueden
inducir la expresién de Egr1 (del inglés Early Growth Response 1), una proteina implicada
en memoria y respuestas a estimulos neuronales. Ademas, produce un aumento en los

niveles de Syn1 (sinapsina I) a través de la via de Ras/MAPK, que regula la liberacion de
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neurotransmisores y la formacion de sinapsis. Este aumento en la neuroplasticidad se

correlaciona con una mayor actividad cognitiva [86—89].

1.3.6. hEPO como candidato neuroterapéutico

La evidencia obtenida con relacion a la AN de hEPO ha permitido considerar a esta
glicoproteina como un candidato para el tratamiento de enfermedades asociadas al SNC.
Especificamente, la administracion de rhEPO ha demostrado efectos beneficiosos para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, la esclerosis multiple y la
recuperacion de la funcién nerviosa luego de eventos de isquemia, entre otras patologias,
tanto en modelos celulares in vitro, como en modelos animales y pruebas clinicas en
humanos [90-96].

Si bien la rhEPO es una droga segura y bien tolerada en el organismo, cuando pretende
ser utilizada para el tratamiento de estas enfermedades se debe tener en cuenta los efectos
asociados a su funcién hematopoyética. En este sentido, su administraciéon crénica en
pacientes que no padecen anemia puede provocar la aparicién de efectos secundarios tales
como hipertension, policitemia y fenédmenos protrombéticos [97,98].

Teniendo en cuenta que se han descrito regiones moleculares independientes de la hEPO
para ejercer el accionar eritropoyético y neurobioldgico, distintos grupos de investigacion
han aplicado diferentes estrategias con el objetivo de desarrollar derivados de EPO que
exhiban una disminucién o bloqueo de la AE, pero que al mismo tiempo preserven la AN. A
continuacién, se describen algunas de las estrategias empleadas.

1.3.6.1. Modificaciéon quimica

El ejemplo méas representativo y estudiado de modificacién quimica es el derivado
carbamilado de rhEPO, denominado CEPOQO [67]. Este fue generado mediante carbamilacion
de los residuos de lisina presentes en la molécula original, transformandolos en residuos
de homocitrulina. Esta transformacién provoca un cambio conformacional en la molécula
que determina la pérdida de la AE como consecuencia de la pérdida de interacciéon con el
receptor homodimérico [67].

Ensayos clinicos en pacientes con eventos de isquemia y ataxia de Friedreich demostraron
la seguridad de la aplicacion de esta proteina para el tratamiento de dichas patologias
[99,100]. Si bien la CEPO representa un candidato terapéutico interesante por su capacidad
de preservar efectos citoprotectores sin inducir eritropoyesis, presenta desventajas
inherentes a su obtencion mediante carbamilacion. Entre ellas se destacan el aumento en

el costo y la complejidad del proceso de produccién, debido a los pasos adicionales
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requeridos para asegurar en forma controlada su modificacion y la pureza del producto final.

Asimismo, otros factores criticos a considerar lo representan la estabilidad y la

antigenicidad que puede desencadenar la extensa modificacion quimica realizada sobre la

citoquina original ya sea por su modificacion estructural o la generacion de nuevos haptenos

[78,101].

1.3.6.2. Péptidos derivados de hEPO
La existencia de regiones moleculares de hEPO independientes que se asocian con la AE

o con la AN permiti6 el disefo de estrategias basadas en la expresion de péptidos derivados

de la molécula original. Estos fueron disefiados a partir de las hélices internas de la hEPO

(como la hélice B y la hélice C), con el objetivo de preservar sus propiedades

citoprotectoras, sin desencadenar la eritropoyesis. En la Tabla 1, se describen algunos de
los péptidos derivados de hEPO [102-107].

Tabla 1. Péptidos derivados de hEPO como candidatos neuroterapéuticos

Longitud
Nombre (aa)
NL-100 11*
ARA
200 1
CHBP 11
Epotris 19
ML-1 23

Secuencia

SGLRSLTTLLRA

Pyr~*-EQLERALNSS

Tioéter-Pyr*-EQLERALNSS

LQLHVDKAVSGLRSLTTLLR

LQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALG

Hélice- alfa
de hEPO de
donde
derivan

Efecto

Neuritogenesis in
vitro.
Neuroproteccion
frente a AB25-35 in
vitro.
Mejora en la
memoria espacial en
ratas.
Modulacién de la
inflamacion en ratas.
Alivio del dolor
neuropatico en
ratas.

Efecto
antiapoptotico in
Vivo
Neuritogénesis in
vitro
Neuroproteccién in
vitro
Neuroproteccién in
vitro
Efecto
antiapoptotico in
vitro e in vivo

* NL-100 se expres6 como un dimero con un linker de lisina entre ambos péptidos.
** Pyr = &cido piroglutdmico, forma ciclica del acido glutdmico o glutamina.
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Ademas de los efectos neurobiolégicos observados, el reducido radio hidrodinamico de
estos péptidos en comparacion con la rhEPO podria favorecer su pasaje a través de la BHE.
No obstante, una desventaja comun entre estos derivados peptidicos es su baja vida media
plasmatica como consecuencia de su reducido tamafno, aspecto que compromete su

eficacia como candidato neuroterapéutico.

1.3.6.3. Modificacion del contenido de acido sialico

Esta estrategia se basa en la capacidad de los carbohidratos, y en particular del AS terminal,
para modular la farmacocinética de las glicoproteinas. En el caso especifico de la rhEPO,
la presencia de residuos de AS es fundamental para generar una accion sostenida en
términos de a eritropoyesis, mientras que la accidn citoprotectora requiere una exposicién
breve [17].

En este sentido, se ha desarrollado una variante denominada asialoEPO, que consiste en
rhEPO a la que se le realizé la remocién completa de los residuos de AS [108].

Esta modificacion permitié anular la AE, determinada como la incapacidad para aumentar
el hematocrito en ratas. Ademas, la asialoEPO demostré mayor afinidad por el receptor
expresado en células P19 con respecto a rhEPO y la conservacion de la actividad
neuroprotectora tanto in vitro en células PC-12 como en modelos animales de isquemia
[109]. Sin embargo, su vida media es de aproximadamente 4 min, lo que constituye una
limitacion clinica para el tratamiento de enfermedades cronicas [109,110].

1.4. Generacion de muteinas hiperglicosiladas mediante glicoingenieria

Teniendo en cuenta la necesidad de desarrollar nuevos biofarmacos para el tratamiento de
enfermedades asociadas al SNC, los avances en los estudios estructurales y funcionales
de la hEPO, asi como el mejoramiento de las propiedades biolégicas que aportan los
glicanos, nuestro grupo de trabajo ha innovado en el desarrollo de variantes
hiperglicosiladas de hEPO mediante glicoingenieria por hiperglicosilacion [111].

Mediante mutagénesis sitio-dirigida se generaron muteinas de hEPO (Mut) en las que se
reemplazé 1 o 2 aminoacidos de la secuencia de hEPO por los residuos Asn y/o Thr de
manera de generar un sitio consenso de N-glicosilacion adicional a los que la molécula ya
dispone, en regiones importantes de la citoquina para desencadenar su funcidn
eritropoyética. Estas modificaciones fueron realizadas bajo la hipbtesis de que la
incorporacién de un sitio adicional de N-glicosilacion en regiones relevantes de la molécula

para desencadenar su funcién eritropoyética permitira disminuir o bloquear dicha actividad,
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sin afectar su accion neuroprotectora y, simultdneamente, otorgar a las nuevas variantes
propiedades farmacocinéticas mejoradas. En la Figura 7, se marcan las posiciones en las

cuales se realizaron las mutaciones y se mencionan los aminoacidos reemplazados.

Rojo Mut 45_47 (Lys45 — Asnd5) + (Asnd47 — Thr47)
Mut 104 (Ser104 — Asn104)
Azul Mut151_153  (Gly151 — Asn151) + (Leu153 — Thr153)
Mut 15_17 (Tyr15 — Asn15) + (Leu17 — Thr17)
Mut 98_100 (Ala98 — Asn98) + (Ser100 — Thr100)
Violeta Mut 106_108 (Thr106 — Asn106) + (Leu108 — Thr108)
Mut 62_64 (Glu62 — Asn62) + (Trp64 — Thr64)
Mut72_74 (Glu72 — Asn72) + (Val74 — Thr74)
Blanco Mut 76_78 (Arg76 — Asn76) + (GIn78 — Thr78)
Rosado Mut 65_67 (GIn65 — Asn65) + (Leu67 — Thr67)
Mut 149 (Leu149 — Thr149)
Magenta Mut 49 (Tyr49 — Thr49)

Verde oscuro  Glicosilacion natural en la rhEPO

Figura 7. Muteinas hiperglicosiladas de hEPO. En la imagen de la izquierda se sefiala con
diferentes colores la posicion de los aminoacidos modificados. A la derecha se especifican los
aminoacidos originales y sus correspondientes reemplazos. Imagen adaptada del modelo de rhEPO
obtenido por resonancia magnética nuclear (RMN) disponible en Protein Data Bank (PDB, c6digo de
modelo: 1BUY).

Las nuevas muteinas de hEPO fueron disefiadas, considerando distintas regiones
moleculares de la citoquina cuya funcién en la eritropoyesis y neuroactividad fue
anteriormente mencionada. Asi, se agruparon de la siguiente manera:

o Grupo 1: Muteinas con modificaciones en el sitio 1 de alta afinidad por el receptor
homodimérico, que exhiban reducida o nula AE debido a la imposibilidad de
interactuar con este, pero que preserven la AN. En este grupo se ubica la Mut 45_47,
Mut 49, Mut 149 y Mut 151_153;

o Grupo 2: Muteinas con modificaciones en el sitio 2 de baja afinidad por el receptor
homodimérico, que exhiban reducida o nula AE y que preserven la AN. Estas
conservarian parcialmente la capacidad de unién al receptor homodimérico. En este
grupo se ubican Mut 15_17, Mut 98_100, Mut 104 y Mut 106_108;

e Grupo control: Muteinas con modificaciones en la hélice B, que exhiban reducida o

nula AN y que preserven la AE. Este grupo fue disefiado con el objetivo de constatar
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que la disminucion de la AE observada en los otros grupos esta determinada por el

bloqueo de la interaccion hEPO-EPOR. En este se incluyen las variantes

Mut 62_64; Mut 65_67; Mut 72_74 y Mut 76_78.
Las variantes de hEPO fueron generadas por mutagénesis sitio-dirigida mediante la técnica
de overlapping PCR a partir del ADN. del gen de la hEPO y luego clonadas en vectores
plasmidicos. En una etapa posterior, se generaron lineas CHO.K1 recombinantes
productoras de cada variante mediante transduccién con particulas lentivirales de tercera
generacion.
Las variantes Mut 45 47, Mut 104 y Mut 151_153 fueron producidas, purificadas y
ampliamente caracterizadas. Desde el punto de vista fisicoquimico, las muteinas exhibieron
una mayor MM y la existencia de isoformas con pl més acido respecto de rhEPO, como
producto de la incorporacion de la cadena adicional de N-glicano. En cuanto a la evaluacion
bioldgica, ensayos in vitro e in vivo demostraron el bloqueo de la AE, mientras que la AN
fue preservada o incluso mejorada respecto de rhEPO, de acuerdo a ensayos de
neuroproteccion y neuroplasticidad in vitro, utilizando cultivos primarios de neuronas de
hipocampo de ratas [111]. Estos resultados respaldan la hipétesis planteada para el disefio
de estas variantes y destacan su potencial como candidatos neuroterapéuticos.
En base a estos resultados surge el interrogante de la posibilidad de generar una muteina
de hEPO como las anteriores donde la incorporacion de un sitio adicional de N-glicosilacién
bloguee la actividad hematopoyética y conserve la accion neurobioldgica pero que al mismo
tiempo exhiba similitud con la hEPO producida por el cerebro [65]. En este sentido, la linea
celular HEK-293 resulta interesante debido a sus propiedades para generar glicoproteinas
con estructuras glicosidicas mas simples, menor contenido de AS y mayor capacidad de
interaccion con el receptor, aspectos que podrian asemejarse a lo previamente descrito
para la hEPO producida en el cerebro [112—-116].
Adicionalmente, los perfiles de glicosilacion generados por células HEK-293 podrian
favorecer el traspaso de la citoquina a través de la BHE, una estructura altamente selectiva
y dinamica que controla el paso de sustancias entre la sangre y el parénquima cerebral,
protegiendo al SNC de agentes patégenos, toxinas y fluctuaciones del entorno plasmatico.
La permeabilidad selectiva de la BHE constituye la principal barrera para el transporte de
medicamentos hacia el cerebro, ya que depende de los mecanismos de transporte
presentes en la misma [117]. Diferentes reportes han evidenciado que la rhEPO
administrada de forma sistémica es capaz de atravesar la BHE y alcanzar el SNC, aunque

se sabe que solo llega un 1-2 % [118-122]. En este sentido, la difusidn a través de la BHE
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se ve influenciada por las caracteristicas fisicoquimicas y se encuentra favorecida para
aquellas moléculas que exhiben menor tamafo y menor carga. De este modo, la expresion
en células HEK-293 podria generar muteinas que demuestren un aumento en la velocidad
del transporte hacia el SNC, debido a las propiedades glicosidicas y fisicoquimicas que

pueda aportar el hospedador celular [123].
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de tesis se desprende a un trabajo previo
relacionado con la generacion de nuevas moléculas analogas a hEPO con actividad
neuroprotectora/neuroplastica y reducida actividad eritropoyética mediante glicoingenieria,
adicionando un sitio potencial de N-glicosilacion, en aquellas regiones identificadas como
esenciales para ejercer su accion eritropoyética, sin modificar los residuos aminoacidicos
necesarios para retener su actividad neurobiolégica. La adicion de glucidos a la citoquina
tuvo como propdésito combinar un efecto dual: disminucion de la eritropoyesis bloqueando
sitios relevantes para desarrollar tal acciéon y prolongacion de la vida media plasmatica.

Dado que los antecedentes se han centrado en 3 variantes de las 12 inicialmente
generadas, el presente trabajo se realizard a partir de las 9 variantes restantes, para las
cuales se cuenta con las lineas de células CHO.K1 productoras. Con tal motivo, a

continuacion, se mencionan los objetivos del trabajo:

2.1, Objetivo general

Comparar la eficacia de células de hamster (CHO.K1) y de células humanas (HEK-293)
para la produccion de un candidato terapéutico basado en una variante de hEPO con
actividad neuroprotectora/neuroplastica y reducida actividad eritropoyética.

2.2.  Objetivos especificos

A- Expresién, purificacion, caracterizacion fisicoquimica y bioldgica in vitro de nuevas
variantes de hEPO que fueron modificadas para disminuir o bloquear su actividad
eritropoyética y conservar su accionar neuroprotector y neuroplastico.

B- Seleccién de las muteinas que rednan las mejores condiciones en cuanto a las
actividades biol6gicas mencionadas con el fin de su produccién mediante la generacion de
lineas celulares estables por transduccién de células HEK-293. Este objetivo incluye la
expresion, purificacién, caracterizacién fisicoquimica y biolégica de las muteinas
producidas en las células humanas.

C- Comparacion de las variantes producidas en células CHO y HEK con relacién al
contenido glicosidico, propiedades farmacocinéticas y actividad biol6gica in vitro e in vivo.

49



3. MATERIALES Y
METODOS



MATERIALES Y METODOS

3.1.

Reactivos y soluciones

Todas las soluciones acuosas empleadas fueron preparadas con agua ultrapura obtenida

por 6smosis inversa (resistividad 18,2 MQ.cm) y filtracién (0,22 um), empleando un equipo

Milli QUF (Millipore). Todos los reactivos utilizados fueron de grado de pureza analitica.

3.2.

Lineas celulares de mamiferos y cepas bacterianas

A continuacion, se detallan las lineas celulares utilizadas durante el presente trabajo de

tesis, su origen y su utilidad:

La linea CHO.K1 fue obtenida de la Coleccién americana de cultivos (ATCC, del
inglés American Type Culture Collection, EEUU) y corresponde a un clon de la linea
celular CHO derivada de ovario de hamster chino adulto (ATCC CCL-61). Esta linea
se empled para la expresion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO. En el resto
del manuscrito se hara referencia a esta linea celular con la denominacién CHO.
La linea HEK293 T/17 fue obtenida de ATCC (ATCC CRL-11268). Es un clon
derivado de la linea celular HEK-293, establecida a partir de riién de embrion
humano. El clon 293T/17 fue modificado para generar la expresion del antigeno T
del virus SV40. Esta linea se utilizé para el ensamblado de particulas lentivirales y
también para la expresion de las variantes de hEPO como proteinas recombinantes.
En el resto del manuscrito se hara referencia a esta linea celular con la
denominacion HEK.

La linea UT-7 fue obtenida de la coleccidén alemana de microorganismos y cultivos
celulares (DSMZ, del aleman Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH). Esta linea se estableci6 a partir de células de médula 6sea de
un paciente con leucemia mieloide. La misma fue utilizada para la evaluacion de la
actividad eritropoyética in vitro de rhEPQO y de sus variantes.

La linea Neuro-2a fue obtenida de ATCC (ATCC CCL-131). Esta linea se establecio
a partir de un tumor neuroblastico inducido por administracion de N-metilcolantreno
como carcindégeno en ratones A/J. En el resto del manuscrito se hace referencia a
esta linea celular con la denominacién N2a. Fue utilizada para la evaluacién de la
neuritogénesis in vitro.

El hibridoma (Hyb, del inglés Hybridoma) empleado en el presente trabajo de tesis
es un clon celular productor del anticuerpo monoclonal (mAb, del inglés monoclonal
antibody) murino de isotipo IgG1 anti-rhEPO, denominado mAb 2B2. Este clon fue

desarrollado previamente en nuestro laboratorio mediante la fusion de células de
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mieloma murino NSO y esplenocitos de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con
rhEPO [124]. El mAb2B2 fue utilizado para la generacién de matrices de IA y en
ensayos de ELISA Sandwich (ES).

e La cepa bacteriana Escherichia coli (E. coli) TOP 10 (Invitrogen) se emple6 para
el aislamiento y la amplificacién de diferentes plasmidos.

3.3. Cultivos primarios de neuronas de hipocampo

Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo utilizados para la evaluacién de la
formacion de filopodios y sinaptogénesis fueron obtenidos a partir de embriones de ratas
Sprague-Dawley de 19 dias mantenidas en el bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica (Universidad de Buenos Aires, Argentina). Las ratas prefiadas fueron
sacrificadas por dislocacién cervical el dia 19 de prefiez y, a continuacién, se procedi6 a la
extraccién de los embriones y decapitacion de los mismos [125]. Las cabezas de los
embriones fueron lavadas 2 veces con medio HBSGK (cuya composicion se detalla en la
seccion 3.4). Posteriormente, los cerebros fueron extraidos de la cavidad craneal, se
retiraron las meninges y los hipocampos fueron aislados y colocados en tubos de centrifuga
de 15 mL en condiciones de esterilidad. A continuacion, los tejidos fueron disociados
enzimaticamente con una solucion de tripsina 0,25% (V/V) en solucién de Hank durante
15 min a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados con el medio HBSGK de
5 min cada uno. Se procedi6 al descarte de los lavados, se agregaron 2 mL de medio
Neurobasal (NB, Invitrogen) suplementado con suero y las células fueron resuspendidas
hasta la obtencion de una suspensién de células individuales.

Las neuronas fueron sembradas sobre cubreobjetos previamente tratados con bromuro de
polilisina (Sigma) 0,1 mg.mL" y laminina (Invitrogen) 20 mg.mL"", previamente colocados
en placas estériles de 24 pozos en presencia de medio Neurobasal. Las neuronas se
cultivaron durante 4 o 15 dias in vitro (DIV), dependiendo del proceso de neuroplasticidad
evaluado. El medio de cultivo fue renovado semanalmente, reemplazando la mitad del
volumen en cada pocillo.

Las células fueron mantenidas a 37 °C y en atmésfera de 5% de COs..
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3.4. Medios de cultivo

3.4.1. Medios de cultivo para células eucariotas

El suero fetal bovino (SFB) (PAA) empleado para la suplementacién de los medios de cultivo
basales fue previamente descomplementado por incubacion en bafo de agua
termostatizado a 56 °C durante 30 min.

A continuacioén, se detallan los medios de cultivo empleados para cada linea celular:

e CHO: Se utiliz6 el medio de cultivo DMEM/Ham’s F12, el cual consiste en una
mezcla 1:1 (V/V) de los medios DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Gibco) y Ham’s-F12 (Gibco), suplementados con NaHCO; (Gibco) 2,438 g.L ™,
glutamina (Sigma) 2 mM, sulfato de gentamicina (Gibco) 0,05 g.L' y SFB en
diferentes concentraciones segun el ensayo. Se utilizd una concentracion de
5% (V/V) para el crecimiento y mantenimiento del cultivo, y una concentracion de
0,5% (V/V) para la produccion en condiciones de adherencia.

o HEK: Se utilizé el medio DMEM, suplementado con NaHCO; 1 g.L", piruvato de
sodio (Sigma) 0,11 g.L", glutamina (Sigma) 2 mM, sulfato de gentamicina (Gibco)
0,05 g.L", y SFB en diferentes concentraciones segun el experimento. Para el
crecimiento y mantenimiento del cultivo se utilizé una concentracion de 10% (V/V),
mientras que para la produccion en condiciones de adherencia una concentracion
de 0,5% (V/V).

e UT-7: Se utilizé el medio IMDM (/scove’s Modified Dulbecco's Medium, Gibco),
suplementado con NaHCO; (Gibco) 3,024 g.L™, glutamina (Sigma) 2 mM, sulfato de
gentamicina (Gibco) 0,05 g.L!, SFB 20% (V/V) y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos recombinante humano (rhGM-CSF, del inglés
recombinant human  Granulocyte-Macrophage  Colony-Stimulating  Factor,
Leucomax) a una concentracion de 5 ng.mL™'. Para los ensayos de proliferacion se
utilizé el mismo medio sin el agregado de rhGM-CSF.

o N2a: Se utiliz6 el medio DMEM suplementado con NaHCOg3 3,7 g.L", glutamina
(Sigma) 2 mM, sulfato de gentamicina (Gibco) 0,05 g.L ™'y SFB 20% (V/V).

e Hyb 2B2: Se utiliz6 la mezcla de medios DMEM/Ham’'s F12 (Gibco) y
EXCELL-620 SFM (Sigma) en una proporcién 2:1 (V/V). Ambos medios fueron
preparados por separado y luego mezclados. El medio EXCELL-620 fue
suplementado con NaHCO; (Gibco) 1,6 g.L" y sulfato de gentamicina
(Gibco) 0,05 g.L".
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e Cultivos primarios de neuronas: Como solucion de lavado para las neuronas se
utilizé el medio HBSGK, compuesto por 4,8 g.L' de HEPES, 8,7 g.L' de NaCl,
0,22 g.L-" de KCl y 0,2% (V/V) de glucosa. Para el mantenimiento de los cultivos se
utilizé el medio Neurobasal suplementado con glutamina (Sigma) 2 mM, sulfato de
gentamicina (Gibco) 15 ug.mL" y suero de caballo (Gibco) 10% (V/V).
La esterilizacién de los medios de cultivo se realizé por filtracion empleando filtros estériles
con un tamano de poro de 0,22 um (Millipore). Previo a su uso, los medios fueron sometidos
a controles de esterilidad durante 96 h a 37 °C y a temperatura ambiente (TA).

3.4.2. Medios de cultivo para células procariotas

Para el crecimiento bacteriano en medio liquido se utilizé el medio de cultivo Luria Bertani
(LB), compuesto de triptona (Sigma) 10 g.L', extracto de levadura (BD) 5 g.L", NaCl
(Sigma) 10 g.L'" y ampicilina (Bagé) 100 pg.mL". La esterilizacion de los medios de cultivo
se realizé en autoclave durante 15 min a una temperatura de 121 °C y 1 atm de presion.

3.5. Sistemas de cultivo de células eucariotas
Todas las lineas celulares eucariotas se cultivaron en estufa gaseada a 37 °C, en atmosfera
de CO: al 5% saturada de humedad (Thermo).
Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

e Placas multipozos de poliestireno (Greiner, NEST, JetBiofilm) de 96, 24, 12 y 6

pozos con una superficie de 0,4; 2,0; 5,0 y 9,6 cm? por pozo, respectivamente.

o Frascos T (Greiner, NEST) de 25, 75y 175 cm? de superficie.

o Frascos Schott (Duran Schott) de 100, 250, 500 y 1000 mL.
Las células de las lineas CHO, HEK y N2a crecen adhiriéndose a una superficie solida
(sustrato), formando una monocapa. Para realizar subcultivos se las debe liberar de este
sustrato por medios mecanicos o0 enzimaticos. De este modo, cuando los cultivos
alcanzaron la confluencia, se procedi6 a retirar el sobrenadante y lavar la monocapa con
una solucién de tripsina-EDTA, compuesta por tripsina (Gibco) 0,05% (P/V) y Na2EDTA
(Gibco) 0,02% (P/V) en PBS [KH2PO4 (Sigma) 0,6 g.L'", Na:HPO,4 (Sigma) 0,78 g.L ",
NaCl 8,8 g.L' (Sigma) pH 7,4] durante 15 s a TA, con el fin de neutralizar la acciéon de
factores antitripsina presentes en el SFB. Se respet6 una relacion de 20 pL de solucion de
tripsina/EDTA por cada cm? de superficie.
Luego de eliminar la solucion de lavado, se agregd nuevamente la misma proporcién de la

solucion de tripsina/EDTA dejandola actuar el tiempo necesario hasta lograr el
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desprendimiento completo de las células adheridas. Posteriormente, se adiciond el medio
de cultivo suplementado con SFB para neutralizar la accion de la tripsina y se homogeneiz6
la suspensién celular.

Para la linea celular UT-7, que crece en suspension, los subcultivos se efectuaron por
simple dilucién en el medio de cultivo fresco correspondiente.

El clon del Hyb 2B2 fue cultivado utilizando una incubadora orbital (Certomat CT plus,
Sartorius) con control de humedad y atmoésfera de CO» al 5%, temperatura de 37 °C y
velocidad de agitacion de 140 rpm. Para ello, se emplearon frascos tipo Schott con venteo,
ocupados al 30% de su capacidad maxima. Los subcultivos se efectuaron por simple

dilucién en el medio de cultivo fresco correspondiente.

3.6. Determinacion de la concentracion de células viables, muertas y totales

El recuento celular se realiz6 en camara de Neubauer, estimando la proporcién de células
muertas por el método de exclusién con el colorante de exclusién azul de tripan [126]. Esta
técnica se basa en la permeabilidad de la membrana plasmatica a ciertos colorantes. Las
células no viables presentan una alteracién de la permeabilidad en su membrana
plasmatica que permite el ingreso del colorante hacia su interior. Como resultado, se
observan de color celeste o azul, mientras que las células viables mantienen intacta su
membrana celular, impidiendo el ingreso de este colorante y se observan incoloras y
refringentes al microscopio optico.

Con este fin, la suspensién celular se incubd con una solucién de azul de tripan 0,4% (V/V)
en PBS y posteriormente se sembrd en la camara de recuento, empleando diluciones
convenientes de acuerdo con la densidad celular de la muestra. Se contaron las células
vivas (refringentes) y las muertas (azules), contenidas en cada uno de los cuadrantes de
los extremos.

La concentracion de células (X), ya sea vivas o muertas, se determiné de acuerdo con la

siguiente ecuacién (Ec.):

X (cél.mL™Y) = N° de células contadas x 10* x i x Dilucién™? Ec. (1)

La viabilidad del cultivo se determin6 calculando el porcentaje de células viables con

respecto a las totales, de acuerdo con la expresion:
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X,
Viabilidad (%) = X—V x 100 Ec. (2)
T

Donde la concentracion de células totales (X1) es igual a la suma de la concentracion de
las células viables (Xv) y células muertas (Xw).

3.7. Criopreservacion de lineas celulares de mamifero

Una vez que se ha logrado la generacién de una linea celular o bien de un clon celular con
las caracteristicas deseadas y libre de contaminacion, es fundamental su conservacién. La
criopreservacion constituye un meétodo eficaz de conservaciéon de células que garantiza el
mantenimiento de sus propiedades metabdlicas iniciales [127,128]. La conservacion en
nitrégeno liquido es uno de los métodos usualmente empleado para preservar lineas
celulares [129], ya que genera minimos deterioros celulares [130].

El dafno celular inducido por el congelamiento y la descongelacion es causado por la
formacion de cristales de hielo intracelulares y por efectos osméticos [131]. La adicién de
un agente crioprotector, como el dimetilsulféxido (DMSO) [132], y el empleo de una
velocidad lenta de enfriamiento, aproximadamente 1 °C por min [133], minimizan estos
efectos negativos.

Para la conservacién en nitrégeno liquido, una vez realizado el recuento, las suspensiones
celulares en fase de crecimiento exponencial se centrifugaron a 200 g durante 10 min a TA.
Se descart6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en una solucién de SFB
y DMSO (Sigma) en una relacién 90:10 (V/V), de manera de obtener una densidad celular
de 2x108 cél.mL". La suspension celular se distribuyd a razén de 1 mL por criotubo (NEST,
Tarson), los cuales luego fueron guardados en un dispositivo MrFrosty® (Nalgene),
conteniendo isopropanol, y almacenados en un ultrafreezer de -70 °C por 24 h. Finalmente,
los criotubos se almacenaron en termos de N2 liquido a -196 °C.

3.8. Revitalizacion de lineas celulares de mamifero

El descongelamiento rapido de la suspension celular es esencial para su 6ptima
recuperacion. Para la revitalizacion de las lineas celulares criopreservadas se retird el
criotubo del termo de N2 liquido y se lo sumergié rapidamente en un bafo de agua a 37 °C.
La suspensién celular descongelada se transfirié a un tubo cénico que contenia 30 mL de
medio de cultivo basal y se centrifugé a 200 g durante 10 min a TA. Esta etapa se realizé
con el objetivo de eliminar el DMSO que es un reactivo toxico para las células en cultivo.
Se descarto el sobrenadante y el sedimentode células se resuspendié en un volumen de
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medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizd el recuento celular con el objeto de
evaluar la recuperacioén del cultivo y la viabilidad celular.

3.9. Técnicas de biologia molecular

3.9.1. Maxipreparacion de ADN plasmidico

Con la finalidad de obtener cantidades suficientes de los vectores que codifican para las
variantes hiperglicosiladas de hEPO, se llevaron a cabo preparaciones de ADN plasmidico
en gran escala (maxiprep) a partir de células procariotas transformadas previamente con
los plasmidos de interés.

Para ello, 5 mL de medio de cultivo LB fueron inoculados con 200 pL de células procariotas
recombinantes los cuales fueron incubados a 37 °C, en agitacién a 180 rpm durante 18 h.
A continuacién, se amplifico este cultivo a un volumen final de 50 mL, el cual se incubo
durante 8 h para inducir su crecimiento. Seguidamente, los cultivos fueron centrifugados a
2500 g durante 10 min a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y el pellet celular fue
resuspendido en 10 mL de glucosa 50 mM, EDTA 10 mM y Tris-HCI 25 mM pH 8 y se
mantuvo en hielo durante 5 min. Posteriormente, se agregaron 20 mL de solucion de NaOH
0,2 My SDS 0,1% (P/V), se homogeneizé y se incubd en hielo durante 5 min. Luego, se
agregaron 5 mL de CaCl. 6,6 My 15 mL de acetato de potasio 5 M pH 5,2, se homogeneizd
nuevamente y se incubd en hielo por 10 min. Luego se centrifug6é a 2500 g por 30 min a
4 °C y el sobrenadante fue filtrado con papel de filtro en tubos cénicos de 50 mL. Se realiz6
una precipitacion con 1 volumen de isopropanol a -70 °C durante 20 min y luego se
centrifugd durante 20 min a 4 °C, a 2500 g. El pellet obtenido fue resuspendido en 1 mL de
agua Milli Q estéril y dividido en dos tubos eppendorf, donde se realizaron extracciones con
fenol saturado en Tris-HCI pH 8 y cloroformo en proporcién volumétrica (1:1) con el objetivo
de remover las proteinas de la muestra. Se centrifugd durante 5 min a 8000 g a TA y el
ADN presente en la fase acuosa se precipité durante 20 min a -70 °C con 0,6 vol. de
isopropanol. Se centrifugé a 12000 g por 20 min a 4 °C y el pellet fue lavado con 300 uL de
etanol 70% (V/V). Luego se realiz6 otra centrifugacién durante 5 min a 4 °C para lavar el
pellet, se descartd el sobrenadante y se sec6 en un bloque seco termostatizado a 37 °C,
hasta secar la muestra. El pellet obtenido fue resuspendido en 500 pL de agua Milli Q estéril
con 100 pug.mL" de RNAsa A (Promega) y fue incubado por 1 h a 37 °C en bloque seco,
para eliminar restos de ARN. A continuacion, se realizé6 una nueva extraccién con fenol
saturado en Tris-HCI pH 8 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
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a 12000 g por 20 min a 4 °C y el pellet fue lavado nuevamente con 300 pL de etanol
70% (V/V). Luego de la centrifugacion, el pellet fue secado a 37 °C. Finalmente, el ADN fue
resuspendido en 300 pL de agua Milli Q estéril y se determiné la concentracion y pureza
del ADN plasmidico obtenido a través de la medida de absorbancia a 2=260 y 1=280 nm.

3.9.2. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

Los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de bases aromaticas
nitrogenadas a lo largo de sus cadenas, presentando un maximo de absorcion a =260 nm;
por lo tanto, a dicha A la absorcién es proporcional a la concentracion de ADN. Una unidad
de absorbancia a 260 nm equivale a una concentracién de 50 ug.mL' de ADN doble cadena
(ADNgc). Se preparé una dilucién 1:50 de las muestras de ADN a cuantificar y se determin6
la absorbancia a 1=260 y 1=280 nm utilizando un espectrofotdmetro UV-visible (NanoDrop
Lite, Thermo Fisher Scientific) con el objetivo de determinar la concentracion y pureza del
ADN, segun las siguientes ecuaciones:

.mL~*ADN
Concentracién de ADN (ug. mL™') = DO(260 nm) x 50 ngT x Diluciéon=! Ec. (3)
p del " _ DO (260 nm) Ec. (4
ureza eamuesra—DO(28Onm) c. (4)

El valor de pureza debe estar comprendido en el rango entre 1,8 y 2. Fuera del mismo, la
solucion no es considerada apta para su uso en transfecciones de células eucariotas, ya
que posee una cantidad considerable de contaminantes tales como proteinas o reactivos
utilizados en la purificacién del ADN, los que podrian afectar su eficiencia de transfeccion.

3.9.3. Electroforesis en geles de agarosa

Las separaciones de ADN en geles de agarosa se realizaron empleando el sistema
submarino de Bio-Rad [134]. Para la preparacién del gel se pes6 1 g de agarosa
(Biodynamics SRL) y se disolvi6 en 100 mL de solucion reguladora TAE (Tris-Acetato
40 mM pH 8, Nax-EDTA 1 mM) en horno microondas hasta su completa disolucién. La
solucién se enfrié a 60 °C y se adiciono el colorante SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)
en una dilucién 1:10000. Esta solucién se coloco en un soporte adecuado y se le introdujo
un peine de 1 mm de espesor para formar los carriles de siembra, el cual fue retirado luego
de la solidificacion de la preparacion. El gel se coloco en una cuba electroforética y se cubrié

completamente con solucién TAE.
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Las muestras de ADN se mezclaron con solucién de siembra 10X [Ficoll 400 10% (P/V),
azul de bromofenol 0,25% (P/V), Na.-EDTA 50 mM, Tris 10 M pH 7,5] y se sembraron en
las calles del gel. Se tap6 la cuba y se aplicé un voltaje de 80 V hasta observar la migracion
de los colorantes de la solucién de siembra a lo largo del gel.

Finalmente, el gel fue examinado utilizando un transiluminador Safe Imager™ (Invitrogen)
y fotografiado. El fundamento de la deteccién de los fragmentos de ADN se basa en que el
colorante SYBR® es un agente que se intercala con la doble hélice de ADN, incrementando
notablemente su tasa de emision fluorescente respecto del colorante libre.

3.9.4. Digestiones enzimaticas

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando los medios y
condiciones recomendados por el fabricante (Promega). En todos los casos, la reaccion se
llevé a cabo durante 2 h a 37 °C, empleandose 1 U de las enzimas Xbal y EcoRI por cada
ug de ADN, en un volumen final de 20 uL. Luego de las digestiones enzimaticas, los
fragmentos se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa para su posterior

analisis.

3.10. Desarrollo de lineas celulares recombinantes

3.10.1. Vectores plasmidicos utilizados

En el presente trabajo se utilizaron vectores lentivirales de tercera generacién [135]. Estos
vectores se basan en el virus HIV-1 y han sido mejorados para optimizar su seguridad e
infectividad. Estos poseen la capacidad de transferir elementos genéticos complejos, tales
como secuencias policistrénicas o que contienen intrones, presentan un perfil de sitios de
integraciéon potencialmente seguro y un sistema relativamente sencillo para la manipulacién
y produccién del vector. A continuacion, se describen los vectores utilizados:

« PpRSV-REV, induce la exportacion nuclear del vector de transferencia y su
empaquetamiento;

» PpMD2.G, codifica la proteina G de envoltura del virus VSV, necesaria para el ingreso
de la particula viral en la célula, que provee estabilidad y un amplio tropismo a los
vectores lentivirales;

« pMDLS/pRRE, codifica las proteinas de matriz y capside, expresadas como
poliproteina gag, capaz de empaquetar el vector de expresion, ademas de la
poliproteina pol, que codifica la proteasa, la transcriptasa reversa y la integrasa,
requeridas para el clivaje de los elementos estructurales y para el procesamiento

del genoma del vector para su integracion al genoma celular;
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e pLV-pLK Mut EPO, también denominado vector de transferencia, que codifica para
cada una de las variantes de hEPO (Mut 45_47 y Mut 104) y confiere a las células

resistencia al antibiético puromicina.

3.10.2. Generacion de particulas lentivirales (PLV)

Con el objetivo de generar PLVs, se llevo a cabo una cotransfeccion transitoria de células
HEK293 T/17, utilizadas como células empaquetadoras, respetando una relacién de 1 pL
de lipidos por cada 1 ug de ADN. Para ello, las células se sembraron a una densidad de
4x10° cél.mL" en placas de 6 pozos y fueron incubadas toda la noche a 37 °C, 5% de COx.
Al dia siguiente, se prepard la mezcla de transfeccion. Para ello, se tomd un tubo de
microcentrifuga con 0,25 mL de medio DMEM y se le adicioné 12 uL de reactivo de
transfeccion compuesto de lipidos catidnicos (FreeStyle™ MAX, Gibco), se agitd
vigorosamente y se incubé a TA por 5 min.

En otro tubo de microcentrifuga con 0,25 mL de DMEM se agregaron 1,7 ug del vector
pRSV-REV; 4,3 ug del vector pMDLS/pRRE; 2,4 ug del vector pMD2.G y 3,3 ug del vector
de transferencia pLV-pLK-Mut EPO correspondiente. Posteriormente, se mezclé el
contenido de ambos tubos e incubé durante 20 min a TA.

A continuacion, se retird el sobrenadante del cultivo de las células HEK y se agregaron los
complejos lipidos/ADN gota a gota sobre la monocopa celular. Se incubé durante 4 h a
37 °C, 5% CO.. Transcurrido el tiempo, se agregaron 2 mL de medio de cultivo DMEM con
una concentraciéon de SFB de 20% (V/V) y se incub6 durante 48 h a 37 °C, 5% CO:..
Finalmente, el sobrenadante conteniendo las PLVs fue centrifugado a 200 g durante 10 min
con el objetivo de eliminar células desprendidas de la monocapa o detritos celulares.
Finalmente, el sobrenadante centrifugado fue fraccionado en alicuotas de 1 mL en tubos de
microcentrifuga y conservado a -70 °C hasta su utilizacién.

3.10.3. Transduccion con PLVs

Las lineas celulares HEK recombinantes fueron generadas por transduccién con PLVs en
condiciones de adherencia. Para ello, se cultivaron las células HEK a una densidad
de 3x10* cél.mL™" en placas de 6 pozos toda la noche a 37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se
retird el sobrenadante de cultivo, se agregé 1 mL de PLVs previamente obtenidas y se
incub6 toda la noche a 37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se retird el sobrenadante y se

agregaron 3 mL de medio de cultivo fresco. Una vez que las células alcanzaron la
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confluencia, se repiti6 el procedimiento de manera de realizar un total de tres

transducciones para incrementar la expresién de cada proteina recombinante.

3.10.4. Seleccion de células recombinantes

Para seleccionar las células que incorporaron de forma estable el transgén, las mismas
fueron presionadas con cantidades crecientes del antibiético puromicina. Este proceso
permitié la eliminacion de las células no transducidas y al mismo tiempo el enriquecimiento
de poblaciones celulares con mayores niveles de expresién de la proteina de interés.

Las células transducidas se cultivaron a razéon de 1,5x10° cél.mL" en placas de 6 pozos,
toda la noche a 37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se adicioné al cultivo puromicina en una
concentracion de 4 ug.mL™". Luego de 48 h, se eliminé el sobrenadante y se agreg6é medio
de cultivo fresco. Una vez que se observo que el cultivo alcanzé la confluencia, se realiz6
un subcultivo aumentando la cantidad de antibi6tico presente en el medio. Este paso se
repitié las veces necesarias empleando concentraciones crecientes de puromicina (8, 20,
40, 80, 160 y 320 pg.mL™") hasta que el cultivo demostré un descenso en la viabilidad o en
la productividad. Se seleccion6 como condicién final para la produccién de las variantes de
hEPO el estadio de mayor productividad.

3.10.5. Evaluacion de la productividad celular

La productividad celular de las lineas recombinantes fue evaluada mediante ES indirecto
(seccion 3.12.1). Para ello, las lineas celulares fueron cultivadas en placas de 24 pozos
a razéon de 2x10° cél.mL™'. Luego de 24 y 48 h, se tomaron los sobrenadantes de cultivo,
se centrifugaron a 200 g por 10 min, se realizaron los recuentos celulares en cada uno
de los pozos y se determind la concentracion de cada variante de hEPO mediante ES.

El célculo de la productividad celular fue realizado utilizando la siguiente ecuacién:

Concentracionggp (%) — Concentracion,, (%)
Productividad celular (pg.cél='. dia™') =

L . Ec. (5)
Células viables,g p, (%) — Células viablesysp (%)

La determinacion de la productividad celular se realizé por duplicado.

La Figura 8 resume el proceso de generacion de lineas celulares recombinantes

productoras de las variantes de hEPO.
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Figura 8. Representacion grafica del desarrollo de lineas celulares recombinantes.

3.11. Produccion de proteinas recombinantes

3.11.1. Produccion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO

La produccion de las muteinas se realizé en condiciones de adherencia, empleando frascos
T de 175 cm? de superficie conteniendo un volumen méaximo de 50 mL en cada frasco.
Estos soportes fueron utilizados para la produccion a partir de ambas lineas celulares
recombinantes: CHO y HEK.

Las células se cultivaron a razén de 2x10° cél.mL' en medio de cultivo de crecimiento
correspondiente. Cuando las células alcanzaron la confluencia, dicho medio se reemplaz6
por el medio de cultivo de produccion suplementado con SFB 0,5% (V/V). Se cosechd el
sobrenadante de cultivo cada 48 o 72 h, reemplazandolo por medio fresco. Los
sobrenadantes fueron centrifugados durante 10 min a 200 g y conservados a -20 °C para
su posterior purificacion. La concentracion de cada cosecha para ser evaluada mediante
ES.

3.11.2. Produccion del mAb 2B2
La produccion del mAb 2B2 se realizd6 mediante un cultivo en suspension y en agitacion,
utilizando frascos tipo Schott de 1000 mL con un volumen de trabajo de 300 mL por frasco

62



MATERIALES Y METODOS

respetando el 30% de su capacidad como méaximo volumen de cultivo que permite alcanzar
las mejores condiciones de produccion. Estos fueron inoculados con una densidad celular
de 4x10° cél.mL'. A las 96 h de cultivo, se realizd la cosecha de la mitad del cultivo,
reemplazandolo por medio de cultivo fresco. El proceso se repitid hasta observar que la
viabilidad celular cayé por debajo del 90%. Durante toda la produccién se monitoreé el
cultivo mediante recuento celular y determinacion de la viabilidad celular. Con el propdésito
de remover agregados y detritos celulares, las cosechas fueron centrifugadas durante 10
min a 200 g y conservadas a -20 °C para su posterior purificacion.

3.12. Cuantificacion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO mediante ES
3.12.1. ES indirecto

Este ensayo se basa en la captura de rhEPO por parte del mAb 2B2 inmovilizado sobre
placas de poliestireno y su posterior reconocimiento por inmunoglobulinas (lgs) anti-rhEPO
presentes en un suero hiperinmune obtenido en conejo. Estas, a su vez, reaccionan con un
segundo anticuerpo generado en cabra (anti-lgs de conejo) conjugado a la enzima
peroxidasa que catalizara la transformacién de un sustrato incoloro en una sustancia
coloreada. El protocolo se describe a continuacion:

A. Sensibilizacion: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de
96 pozos (Greiner, JETBiofilm) con 100 uL del mAb 2B2 1 ug.mL" diluido en
solucion de NaxCO3/NaHCO3; 50 mM pH 9,6 (solucién de sensibilizacién). Se incubé
durante 1 h a 37 °C y toda la noche a 4 °C.

B. Bloqueo: el bloqueo de los sitios de interaccion inespecifica se realizdé con 200 uL
por pozo de una solucion de leche descremada al 2% (P/V) preparada en PBS
(solucién de bloqueo). Se incubd durante 1 h a 37 °C.

C. Primeraincubacion: se agregaron 100 pL de diluciones sucesivas 1:2 del estandar
para cuantificacién de las muteinas (consistente en rhEPO diluida desde 2 pg.mL"
hasta 0,0156 ng.mL"") y de las muestras a analizar en las diluciones convenientes.
Para realizar las diluciones se empleé una solucién de leche descremada 0,2% (P/V)
en PBS con el agregado de Tween 20 0,05% (V/V) (solucién diluyente). Se incub6
durante 1 h a 37 °C. Se realizaron controles negativos (sin el agregado de rhEPO o
muteinas) por triplicado.

D. Segunda incubacion: se adicionaron 100 pL de suero de conejo anti-rhEPQO diluido
1:2000 en solucion diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.
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E. Tercera incubacion: se agregaron 100 uL de anticuerpo de cabra anti-
inmunoglobulinas de conejo conjugado con la enzima peroxidasa (Invitrogen) en una
dilucién 1:2000 en solucion diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

F. Reaccion reveladora: el revelado se realiz6 mediante reaccién enzimatica
empleando como sustrato H2O2> 0,015 volumenes diluido en solucion de
citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH 5,3 (solucidén de revelado) con el agregado del
cromoégeno o-fenilendiamina (OPD, Sigma) en una concentraciéon de 0,5 mg.mL™.
Se colocaron 100 pL por pozo de dicha solucién y, luego de 15 min de incubacion
en oscuridad a TA, se observé la aparicién de color debido a que la enzima catalizé
la reduccidn del sustrato con la simultanea oxidacion del cromégeno. La reaccién se
detuvo mediante el agregado de 50 pyL de H.SO4 2 N y la lectura del color se efectud
a una A=492 nm en un lector de placas de microtitulaciéon (Labsystems Multiskan
MCC/340).

G. Cuantificacion: se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
correspondientes concentraciones del estandar de rhEPO y de las diluciones de las
muestras en escala logaritmica. La concentracién de las muestras se determind
utilizando el método de rectas paralelas.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada etapa se
realizaron seis lavados con solucién de PBS — Tween 20 0,05% (V/V) (solucién de lavado).

3.12.2. ES indirecto amplificado

Las muestras correspondientes al analisis de las propiedades farmacocinéticas de las
variantes de hEPO fueron evaluadas empleando el ensayo de ES indirecto amplificado.
Este procedimiento fue desarrollado y validado previamente en nuestro laboratorio [136] y
consiste en el ES previamente descrito, con diferencias en las cantidades de los anticuerpos
utilizados. Los cambios introducidos permitieron disminuir el limite de deteccion vy
cuantificacién en 10 veces y aumentar la sensibilidad 1,6 veces comparado con la condicién
inicial; lo que resulta sumamente util para la deteccion y cuantificacién bajas
concentraciones de proteina. A continuacién, se describen las modificaciones al protocolo
3.12.1:

Sensibilizacion: se emple6 100 yL del mAb 2B2 5 ug.mL" diluido en solucién de
sensibilizacion.

Primera incubacion: la curva del estandar de rhEPQO se sembré desde 100 ng.mL™" hasta
0,039 ng.mL"
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Segunda incubacion: el suero de conejo anti-rhEPO se utilizd diluido 1:1000 en solucién
diluyente.

Tercera incubacion: el conjugado se empled en dilucion 1:1000 en solucion diluyente.

3.13. Purificacion de las variantes hiperglicosiladas mediante cromatografia de
inmunoafinidad (CIA)

3.13.1. Generacion de las matrices de IA

Se emplearon matrices de |1A mediante el acoplamiento del mAb 2B2 a Sepharose ™ (GE

Healthcare) activadas con CNBr siguiendo el protocolo del fabricante. Las mismas se

empagquetaron en columnas XK 16/20 (GE Healthcare) de 16 mm de diametro interno,

conectadas a los cromatografos liquidos AKTA explorer™ 100 Air (GE Healthcare) o AKTA

start™ (GE Healthcare).

Para generar las matrices de IA, el mAb 2B2 previamente purificado fue cuantificado

mediante ES directo segun el protocolo descrito a continuacién:

A. Sensibilizacion: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de
96 pozos (Greiner) con 100 pL de una solucion de pAb anti-lgGs murinas (DAKO)
4 ng.mL" en solucién de sensibilizacién. Se incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la
noche a 4 °C.

B. Bloqueo: el bloqueo se realizdé con 200 pL por pozo de solucion de bloqueo y se
incubé durante 1 h a 37 °C.

C. Primera incubacioén: se sembraron 100 pL por pozo de diluciones sucesivas al
medio del estandar de mAb 2B2 desde una concentraciéon de 500 ng.mL"' hasta
3,9 ng.mL" y de las muestras a analizar en solucién diluyente. Se incubé durante
1 h a 37 °C. Se realizaron controles negativos por triplicado.

D. Segunda incubacion: se adicionaron 100 uL por pozo de una soluciéon de
anticuerpos de conejo anti-lgs murinas conjugados con la enzima peroxidasa y
diluidos 1:1000 en solucién diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

E. Revelado: se colocaron 100 pL por pozo de solucion de revelado vy, luego de
15 min de incubacion en oscuridad a TA, la reaccién se detuvo mediante el agregado
de 50 pL de H.SO. 2 N y se procedié a la lectura espectrofotométrica a A=492 nm.

F. Cuantificacion: se procedié de igual manera que para los ELISAS descritos en las
secciones 3.12.1y 3.12.2.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada etapa se

procedié a lavar 6 veces con solucién de lavado.
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3.13.1.1. Purificacion del mAb 2B2
La purificacién del mAb 2B2 a partir de las cosechas se realiz6é por cromatografia de afinidad
a proteina A, utilizando 3 mL de resina MabSelect SuRe LX™ (GE Healthcare). Antes de

comenzar el protocolo de purificacion, se llevo a cabo el acondicionamiento de las muestras

con el fin de lograr la interaccion apropiada entre el mAb y la resina. El procedimiento

consistié en el agregado de NaCl sélido hasta alcanzar una concentracion de 3M y el

posterior ajuste de pH a 9 mediante el agregado de una solucién de Tris/HCI 1 M pH 10.

Finalmente, la muestra se filtr6 mediante un sistema de filtracién por vacio que emplea

membranas de acetato de celulosa de 0,45 um (Sartorius Stedim) y portafiltros de 500 mL

de capacidad (Nalgene).

El protocolo de purificacién se describe a continuacion:

A.

Equilibrado: la matriz se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de solucidn
NaCl 3M, Tris/HCI 50 Mm pH 9.

Siembra: la muestra acondicionada fue sembrada respetando la capacidad maxima
indicada por el fabricante (60 mg de anticuerpo por mL de gel). El flowthrough (FT)
se recolect6 para su posterior analisis.

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

Elucién: las proteinas fueron eluidas mediante descenso de pH. Para tal fin, se
emplearon 5 VC de una solucion de &cido citrico 0,1 M pH 3. Se recolectaron
fracciones cada medio VC, las cuales fueron neutralizadas con solucién de
Tris/HCI 1 M pH 8. Todas las fracciones se conservaron a -20 °C para su posterior
analisis.

Lavado 2: la matriz se lavo con 5 VC de una solucion de fosfato de sodio 20 mM
pH 7.

Lavado 3 (CIP): La sanitizacién de la resina se realizé con 2 VC de NaOH 0,1 M,
NaCl 1 M.

Lavado 4: Se realiz6 un lavado de 5 VC con fosfato de sodio 20 mM pH 7 con el
objetivo de neutralizar el pH de la resina cromatogréafica y eliminar restos de la
solucién de sanitizacion.

Conservacion de la matriz: la matriz se lavd con 2 VC de solucién de conservacion
(etanol 20% (V/V) en solucion de fosfato de sodio 20 mM pH 7) y se conservé a 4 °C

hasta su reutilizacion.

Todas las etapas del proceso cromatografico se realizaron a un flujo de 1 mL.min"'. Cada

lavado se recogid para su posterior analisis.
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Finalizado el protocolo de purificacion, se tomaron las fracciones correspondientes al pico
de elucién, y se determiné la concentracibn de anticuerpos mediante lectura
espectrofotométrica a A=280 nm, empleando como blanco de lectura la solucién de elucion
neutralizada, y como coeficiente de extincion (€) un valor de 1,2 mg'.mL.cm™ y un paso

Optico de la cubeta de 1 cm.

AMuestra - Ablanco

1,2 (mg=t.mL.cm™1) X 1 cm Ec. (6)

Concentracion Igs (mg. mL™1) =

La pureza de los anticuerpos se evalué mediante SDS-PAGE seguido de tinciéon con
colorante azul brillante de Coomasie (seccion 3.14.1).

Finalmente, se tomaron las fracciones de los eluatos conteniendo la mayor masa de
anticuerpos, y se dializaron en membranas de didlisis (Sigma) con un cut-off de 10 kDa y
dializados contra solucién de acoplamiento (NaCl 0,5 M, NaHCO3; 0,1 M pH 8,3). La
concentracion del mAb 2B2 purificado y dializado se determin6 mediante lectura
espectrofotométrica a A=280 nm, empleando como blanco de lectura la solucién de diélisis.
Seguidamente, el mAb 2B2 fue acoplado a la Sepharose activada con CNBr indicada
respetando una relacién de 5 mg de mAb purificado por cada mL de resina. El porcentaje
de acoplamiento se calculé por medida de la concentracion de Igs en la solucién antes y
después de la reaccion de acoplamiento. Se considerd exitoso el acoplamiento si el mismo

fue superior al 95 %.

3.13.2. Seleccion de la solucion eluyente adecuada para su empleo durante el
proceso de la CIA. Evaluacion de su capacidad eluyente

Diversas soluciones preparadas a partir de diferentes especies quimicas y con distintos pH
fueron evaluadas con el objetivo de seleccionar aquellas que presenten la mayor capacidad
para desorber las muteinas de hEPO retenidas por el mAb 2B2.
El ensayo se bas6 en un ES que simula la interaccion entre la proteina y la matriz en la
columna cromatogréfica. Para tal fin, las variantes presentes en sobrenadantes de cultivo
fueron capturadas mediante el mAb 2B2 inmovilizado en placas de poliestireno y se
realizaron mediciones de la proteina retenida, luego del tratamiento con las diferentes
soluciones candidatas a eluyentes del proceso cromatografico. Las soluciones evaluadas
fueron las siguientes:

e Glicina 0,15 M pH 2,5

e Glicina 0,15 M pH 3

e Glicina 0,15 M, NaClI 0,5M pH 3
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Acetato de sodio 0,1 M pH 4
PBS pH 7 (control)

Glicina 0,1 M pH 10

Glicina 0,1 M pH 11

El protocolo del ELISA se describe a continuacion:

A.

Sensibilizacién: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de
96 pozos (Greiner) con 100 uL de una solucién de mAb 2B2 1 ug.mL" diluida en
solucion de sensibilizacion. Se incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la noche a 4 °C.
Bloqueo: el bloqueo se realizé con 200 puL por pozo de una solucién de leche
descremada al 2% (P/V) en PBS. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Primera incubacion: se sembraron 100 uL por pozo de los sobrenadantes de
cultivo de las muteinas de hEPO en concentracién de 1 pg.mL" preparadas en
solucion diluyente. Se realizaron controles negativos incubando solo con solucién
diluyente. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Segunda incubacion: se adicionaron 100 pL por pozo de cada solucion eluyente
durante 30 min a 4 °C.

Tercera incubacion: se adicionaron 100 pL por pozo de una solucién de suero de
conejo anti-rhEPO diluido 1:2000 con solucién diluyente durante 1 h a 37 °C.
Revelado: se realizd de acuerdo con el protocolo ya descrito para los incisos 3.12.1
y 3.12.2.

Evaluacion de la capacidad eluyente de cada solucion: se graficaron los
porcentajes de proteinas retenidas obtenidos de la relacion entre la absorbancia de
las muestras tratadas con las distintas soluciones eluyentes y la absorbancia de la
condicion control (PBS), la cual fue considerada como el 100% de proteina retenida.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada etapa se

realizaron seis lavados con solucion de lavado. Todas las determinaciones fueron

realizadas por triplicado.

Asimismo, con el propésito de evaluar la integridad del mAb 2B2 luego de la accién de las

soluciones utilizadas como posibles eluyentes, se realiz6 un ES como el mencionado

previamente, en el cudl se invirtié el orden de siembra entre los sobrenadantes de cultivo

conteniendo las proteinas de interés y las soluciones eluyentes. Luego se cuantificaron los

porcentajes de proteina retenida con relacion a la solucién control de PBS. De esta manera,
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el grado de afectacion de la integridad del anticuerpo, se midi6 como la disminucién del
porcentaje de retencién de la muteina luego de la etapa de preincubacidn con las soluciones
candidatas a eluyentes de la CIA.

3.13.3. Protocolo de purificacion de las muteinas derivadas de hEPO empleando la
matriz de IA Sepharose-mAb 2B2
El proceso cromatografico fue llevado a cabo empleando soportes XK16/20 (Merck) con
adaptadores de flujo superior e inferior regulados para cargar la cantidad de matriz de 1A
deseada.
Como material de partida para el proceso de purificacién se utilizaron las cosechas de
sobrenadante de cultivo de cada una de las muteinas de hEPO cultivadas en condiciones
de adherencia (seccion 3.11.1). Luego de su descongelacién, las muestras fueron
acondicionadas con el agregado del detergente Tritén X-100 (Merck) hasta alcanzar una
concentracion de 0,3% (V/V) y filtrados mediante un sistema de filtraciéon por vacio que
emplea membranas de acetato de celulosa de 0,45 um (Sartorius) y portafiltros de 500 mL
de capacidad (Nalgene).
La purificacion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO a partir de los sobrenadantes de
cultivo previamente acondicionados se efectué de acuerdo con el siguiente protocolo:

A. Equilibrado: la matriz se equiliboré6 con 5 VC de solucion Tris/HClI 25 mM,
Triton X-100 0,3% (V/V) pH 7,5.

B. Siembra: la muestra acondicionada fue sembrada considerando la capacidad
tedrica de la columna (50 pug.mL resina™). El FT se recolectd para su posterior
andlisis.

C. Lavado 1: la matriz se lavé con 5 VC de solucién Tris/HCI 25 mM; NaCl 0,5 M; Triton
X-100 0,2% (V/V) pH 7,5.

D. Lavado 2: la matriz se lavd con 5 VC de soluciéon Tris 25 mM, NaSCN 1 M,
Triton X-100 0,1% (V/V) pH 7,5.

E. Lavado 3: la matriz fue lavada con 7 VC de soluciéon de acetato de sodio 25 mM,
NaCl 0,15 M pH 5 de manera de eliminar el remanente de Tritén X-100.

F. Elucion: la elucién fue realizada por cambio de pH. Para tal fin, se emplearon 5 VC
de una solucion de glicina 0,15 M pH 2,5 o pH 3, dependiendo de cada muteina. Se
recolectaron fracciones de medio VC, las cuales fueron neutralizadas con solucién
de Tris/HCI 1 M, pH 8. Todas las fracciones se conservaron a -20 °C para su

posterior analisis.
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G. Segunda elucion: la matriz se lavé con 5 VC de una solucion de glicina 0,15 M
pH 2,5 con el fin de desprender muteina aun retenida luego de la primera elucién.

H. Neutralizacion: Se realiz6 un lavado de 5 VC con fosfato de sodio 20 mM pH 7 para
neutralizar el pH del entorno de la resina cromatografica.

. Conservacion de la matriz: la matriz se lavé con 3 VC de solucién de conservacion
[fosfato de sodio 20 mM, etanol 20% (V/V) pH 7] y se guard6 a 4 °C hasta su
reutilizacion.

Todas las etapas del proceso cromatografico se realizaron a un flujo que permita mantener
un tiempo de residencia de 5 min. Las fracciones recolectadas durante el proceso de
purificacion (siembra, FT, lavados y elucion) fueron analizadas mediante ES indirecto
(seccion 3.12.1).

Para determinar el éxito de la purificacidén se calculé la recuperacion parcial de cada etapa
(R), utilizando la Ec. 7, donde MR representa la masa de proteina de interés recuperada en
cada etapa y MT, la masa total presente en la muestra de siembra. La recuperacién total

del proceso se calculé como la sumatoria de las recuperaciones parciales.
0, MR 0
R(%) =Wx100A) Ec. (7)

3.13.4. Concentracion y diafiltracion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO

Las fracciones correspondientes al pico de elucion de cada reiteracion del proceso
cromatografico aplicado a una dada muteina se mezclaron, concentraron y diafiltraron
empleando PBS. Para ello, se utilizaron dispositivos de ultrafiltracién con una membrana
de 10 kDa (Amicon™ Ultra-15 y Amicon™ Ultra-4, Millipore, dependiendo de los volumenes
a diafiltrar).

Una vez concentradas y diafiltradas, las muestras purificadas se analizaron mediante
lectura espectrofotométrica a A=280 nm y A=400 nm. Para el calculo de la concentracion se
considerd el coeficiente de absortividad para rhEPO de 0,743 mL.mg".cm™ (dado que no
se realizé la modificacion de residuos aromaticos en las muteinas generadas) y un paso

optico de 1 cm, de acuerdo con la Ec. 8. Como blanco de lectura se utilizé PBS.

(AZSO Muestra ~— AZBO blanco) - (A4-00Muestra - A4-00 blanco) EC. (8)
0,743 (mg.mL™Y.cm 1) x 1 cm

Concentracién (mg. mL™1) =
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La pureza de los eluatos diafiltrados se evalué mediante SDS-PAGE con posterior
coloracion con azul brillante de Coomasie (seccion 3.14.1).

3.14. Caracterizacion fisicoquimica
3.14.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con el agregado de dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE)
La MM aparente y la pureza de las variantes de hEPO fueron analizadas mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras utilizando el sistema de electroforesis modular
vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Los geles fueron preparados en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, en presencia de SDS y un agente reductor de enlaces
disulfuro (B-mercaptoetanol). Para ello, se utilizd un gel de apilamiento con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida de 5% (P/V) y un gel de separaciéon con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida de 12% (P/V). Las muestras se prepararon con
una solucion de Tris/HCI 200 mM, SDS 8% (P/V), glicerol 40% (V/V), azul de bromofenol
0,2% (P/V), B-mercaptoetanol 10% (V/V), pH 6,8 (solucién de siembra), utilizando una
proporcién muestra/solucién de siembra de 3:1. Se sembraron 7,5 pg de proteina por calle.
Las muestras fueron incubadas a 100 °C durante 5 min para favorecer la desnaturalizacién
de las moléculas, y sembradas directamente sobre el gel de apilamiento. La corrida
electroforética se llevd a cabo empleando como solucion de corrida: Tris 25 mM, glicina
0,2 M; SDS 0,1% (P/V), a un voltaje constante de 200 V, sumergiendo el modulo en bafo
de hielo. La corrida se detuvo una vez que el frente de corrida alcanz6 0,5 cm del borde
inferior del gel de separacién.
Luego de la electroforesis, cada gel se lavd con agua durante 5 min con el objetivo de
eliminar el SDS remanente y, a continuacién, el gel fue sumergido durante 10 min en
solucion azul brillante de Coomasie R-250 0,1% (P/V) en metanol 40% (V/V) y &cido
acético 10% (V/V). Posteriormente, se decolord con solucién de metanol 7,5% (V/V) y acido
acético 5% (V/V) hasta apariciéon de bandas nitidas y disminucién de la tincion de fondo.
Como marcador de masa molecular (MMM) se utilizé la mezcla de estandares Precision
Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards (Bio-rad).
Cada gel fue digitalizado con un escaner (EPSON), procediéndose luego a la densitometria
de las bandas empleando el software Gel Analyzer v2010a (Lazarsoftware).
Los rangos de MM aparentes de rhEPO y de sus variantes fueron calculados por
interpolacion a partir de la ecuacion de la recta generada al graficar la distancia migrada de

las proteinas en funcion del logaritmo de la MM de los estandares utilizados.
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3.14.2. Western blot

Para evaluar la identidad de las proteinas producidas y purificadas, se realizé un Western
blot. Luego de realizar el procedimiento de SDS-PAGE como se describié mas arriba, pero
en este caso sembrando 200 ng de proteina, se llevd a cabo la transferencia de las
proteinas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Bio-Rad), utilizando un
protocolo estandar de transferencia de proteinas. La transferencia se realiz6 en el sistema
de electroforesis modular vertical Mini Protean 3 (transferencia sumergida), utilizando
solucion de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (V/V)), a intensidad de
corriente constante de 180 mA durante 1 h y refrigerando el dispositivo en todo momento.
Posteriormente, se realiz6 la inmunodeteccion:

A. Bloqueo: los sitios libres de la membrana fueron bloqueados incubando con leche
descremada 5% (P/V) en solucion salina de Tris (TBS, del inglés, Tris-buffered
saline y cuya composicién y pH son los siguientes: Tris/HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,5) durante 1 h a TA en agitacion y toda la noche a 4 °C.

B. Primera incubacion: La membrana fue incubada durante 1 h a TA en agitacion con
una solucion de suero de conejo anti-rhEPO diluido 1:1000 con solucion diluyente
[TBS-Leche descremada 0,5% (P/V), Tween 20 0,05% (V/V)].

C. Segunda incubacion: La membrana fue incubada durante 1 h a TA en agitacion
con una solucion de anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo
conjugados con la enzima peroxidasa (Invitrogen) y diluidos 1:2000 con solucién
diluyente.

D. Revelado: se empled el kit de quimioluminiscencia Pierce™ ECL Western Blotting
substrate (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para
ello, se incubd la membrana con el reactivo durante 1 min a TA. Posteriormente, se
la escurrié y coloc6 en un soporte de acrilico cubriéndola con un nylon para evitar el
contacto 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 min. El revelado de la pelicula fotogréfica se efectu6 en forma
manual empleando el método convencional de revelado y fijacion (Reforzador y
Fijador GBX, Kodak).

Luego de cada etapa, se realizaron tres lavados, sumergiendo la membrana de PVDF en
solucion de lavado (Tween-20 0,05% (V/V) en solucion TBS) durante 5 min a TA y en

agitacion.
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3.14.3. Isoelectroenfoque (IEF)

El analisis del perfil de glicoisoformas de las moléculas se realiz6 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 IEF se llevo a cabo en geles de 0,4 mm de espesor,
con una concentracibn de acrilamida/bisacrilamida del 5% (P/V), urea 5 M,
sacarosa 10% (P/V) y anfolitos 2% (P/V). Para obtener un gradiente de pH lineal y estable
a lo largo del gel, con el pH mas bajo cerca del anodo y el mas alto cerca del catodo, se
emple6 una mezcla de anfolitos que cubren el rango de pl 3,5-5,5 (Bio-Lyte, Bio-rad). Una
vez preparado el soporte electroforético, se sembraron 10 pug de proteina directamente
sobre el mismo, a 1 cm del extremo superior, y se dej6é reposar durante 10 min hasta que
las muestras difundieron completamente en el gel. Posteriormente, se realizé el enfoque en
condiciones de voltaje constante de forma escalonada, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se comenzo con un voltaje de 100 V durante 15 min, luego, se continud durante
15 min a 200 V y, finalmente, se prosiguié durante 90 min a 450 V. Finalizada la corrida, las
bandas de proteina se revelaron mediante tincién con colorante azul brillante de Coomasie
R-250 0,025% (P/V), metanol 20% (V/V), acido acético 5% (V/V) toda la noche a 37 °C.
Posteriormente, el gel se lavé repetidamente con agua para eliminar el exceso de colorante
y se lo preservé en acido acético 7% (V/V) hasta su completa decoloracién antes de realizar
su digitalizacién por escaneo.

3.14.4. Analisis de la estabilidad térmica

La estabilidad térmica de rhEPO y de sus variantes producidas por células CHO y HEK fue
evaluada mediante la técnica de Thermal Shift como parte de un servicio brindado por
PLABEM (Plataforma Argentina de Biologia Estructural y Metabdlica, Rosario, Argentina).
Esta técnica se basa en la utilizacion de una sonda fluorescente que es capaz de unirse
selectivamente a las regiones hidrofdbicas de las proteinas. Luego, mediante real time
PCR, se registra la intensidad de fluorescencia emitida por el complejo sonda-proteina en
un determinado rango de temperatura.

Para ello, las muestras purificadas y diafiltradas fueron diluidas en PBS estéril a una
concentracion de 0,3 mg.mL™". A continuacién, se agreg6 la sonda fluorescente SYPRO®
Orange (Merck) siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, utilizando un
termociclador, se procedié a registrar la intensidad de fluorescencia emitida por el complejo
sonda-proteina en el rango de temperaturas comprendido entre 20 y 90 °C en incrementos

regulares de 1 °C. Cada muestra fue evaluada por triplicado.
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A partir de los datos de intensidad de fluorescencia obtenidos se realizé un ajuste no lineal
que permitié determinar la temperatura de fusion (Tw, del inglés melting temperature), que
corresponde a la temperatura a la cual se produce la transicién del estado plegado al
desplegado del 50% de la proteina.

3.15. Estudio de la glicosilacion

3.15.1. Analisis de macroheterogeneidad

La macroheterogeneidad hace referencia a la heterogeneidad generada por la transferencia
subestequiométrica de glicanos a una proteina. El grado de ocupacion de sitios potenciales
de N-glicosilacion de las variantes de hEPO producidas en células HEK fue analizado
siguiendo un protocolo de N-deglicosilacion parcial en condiciones desnaturalizantes. Para
ello, en tubos de microcentrifuga se colocaron 13 ug de cada proteina junto con 2 uL de
buffer desnaturalizante 10X (New England Biolabs) y se llevé a volumen final de 20 pL con
agua. A continuacién, las muestras fueron desnaturalizadas por calentamiento a 100 °C
durante 10 min. Posteriormente, se prepararon tubos con 2 uL de Glycobuffer 2 10X (New
England Biolabs), 2 uL de detergente NP-40 10% (V/V) (New England Biolabs), 15 U de
PNGasa F (New England Biolabs) y 10 ug de las muestras previamente desnaturalizadas
en un volumen final de reaccién de 20 pL.

Los tubos fueron incubados durante 1, 3, 30 min y toda la noche a 37 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se les agregé 15 puL de solucion de siembra para SDS-PAGE
(seccion 3.14.1), 24 uL de agua y se hirvieron durante 5 min. Las muestras fueron
evaluadas por SDS-PAGE seguido de tincion con colorante azul brillante de Coomasie. Las
variantes tratadas con PNGasa F fueron comparadas con cada una de aquellas sin
deglicosilar.

3.15.2. Cuantificacion de acido sialico

La cuantificacion de la variante de acido sialico N-acetilneuraminico (Neu5Ac) de rhEPO y
sus muteinas se realiz6 mediante cromatografia de intercambio anidnica a pH elevado con
deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD, del inglés High-pH Anion-Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection), 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 sidlico fue escindido de las glicoproteinas mediante hidrélisis acida con
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
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agua ultrapura. La cromatografia se realizé a 30 °C a un flujo de trabajo de 0,5 mL.min"".
La elucién se realiz6 utilizando un gradiente formado por fase A (NaOH 100 mM) y fase B
(acetato de sodio 500 mM, NaOH 100 mM) descrito en la Tabla 2.

Tabla 2. Gradiente utilizado para analisis de Neu5Ac
Tiempo (min) %Fase A %Fase B

0 90 10
4 90 10
14 50 50
17 50 50
18 10 90
25 10 90

Para la identificacion y cuantificacion de los picos derivados de las muestras se utiliz6 una
curva de calibrado de estandar de Neu5Ac (Calbiochem) al cual se le realizd el mismo
tratamiento que a las muestras. La curva de calibrado se construy6 con la inyeccion de 5,
50, 100, 200, 300 y 500 pmoles de estandar.

La integracion del area del pico correspondiente a cada muestra se realiz6 mediante el
software Chromeleon v6.8 (Thermo Fisher Scientific). Los tiempos de retencion descritos
para el gradiente utilizado son de 5,3 = 0,1 min para Neu5Ac y de 12,5 £ 0,1 min para
Neu5Gc (no cuantificado en este trabajo de tesis). A partir de las areas de la curva de
calibrado se realizd6 una regresion lineal y la cuantificacion de las muestras mediante
interpolacion con la ecuacién de la recta. Cada muestra fue evaluada por triplicado en tres

experimentos independientes.

3.16. Evaluacion in vitro de actividad biologica

3.16.1. Evaluacion de la actividad eritropoyética

El ensayo de valoracién de la actividad bioldgica eritropoyética (AE) in vitro de la rhEPO se
basa en el uso de la linea celular UT-7, que depende de la presencia de esta citoquina para
proliferar. De esta manera, se evalud la proliferacion celular de estas lineas frente a rhEPO
y de sus variantes hiperglicosiladas. La viabilidad celular se midié empleando el kit Cell Titer
96™ AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), el cual se compone de
dos reactivos: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
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tetrazolium] en una concentracién de 2 mg.mL"' y PMS (metasulfato de fenazina) en una

concentracion de 0,92 mg.mL™". El protocolo empleado se describe a continuacion:

1.

Las células fueron cosechadas en fase de crecimiento exponencial y centrifugadas
a 200 g durante 8 min. Luego de descartar el sobrenadante, las células fueron
resuspendidas en 30 mL de medio de lavado y centrifugadas nuevamente. Se
descarto el sobrenadante de lavado y el lavado se repitié 3 veces para eliminar el
rhGM-CSF remanente del medio de crecimiento. Posteriormente, las células se
resuspendieron en el volumen de medio de ensayo necesario para alcanzar una
densidad de 2x10° cél.mL" y se incubaron durante 3 h a 37 °C.
En placas estériles de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 50 uL por pozo de
diluciones sucesivas 1:2 de rhEPO o sus variantes preparadas en medio de ensayo
(seccion 3.4.1). El rango de concentraciones evaluadas fue de 8,4 ng.mL' a
66 pg.mL".
Se adicionaron 50 pL de suspensién celular en cada pozo (1x10* células por pozo)
y las mismas se incubaron durante 72 h a 37 °C y 5% de CO:..
Se realizaron los siguientes controles:

o Control positivo: para evaluar la maxima proliferacién celular. Para ello,

se colocaron 50 uL de rhEPO 20 ng.mL™.
o Control negativo: para evaluar la proliferacion celular en ausencia de
rhEPQ. Para ello, se colocaron 50 uL de medio de ensayo.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 20 uL por cavidad del reactivo
de color (mezcla de MTS/PMS recientemente preparada). Se incubd durante 4 h a
37 °C y se realiz6 la lectura espectrofotométrica a una A=492 nm contra lectura de
fondo de placa a A=690 nm.
Se graficaron los valores de absorbancia del estandar o las muestras en funcién de

las correspondientes concentraciones utilizadas, ambos en escala logaritmica.

Cada variante fue evaluada por triplicado en 3 ensayos independientes.

3.16.2. Evaluacion de la actividad neurobiolégica

La evaluacion de la actividad neurobiologica (AN) de rhEPQO y de sus variantes se baso en

la medicion del efecto neuroplastico que poseen estas moléculas sobre las neuronas. La

plasticidad neuronal estructural engloba aquellos procesos por los cuales el desarrollo y/o

diferenciacién neuronal se encuentran estimulados o favorecidos. En este sentido, agentes

0 compuestos quimicos que promuevan la formacion de neuritas y/o el crecimiento axonal,
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el desarrollo de filopodios/espinas dendriticas y/o incrementen el nimero de sinapsis seran
considerados como compuestos neurotréficos. Los cultivos primarios de neuronas y las
lineas de células neuronales han sido ampliamente utilizados para el estudio de dichos
procesos in vitro. Estos estudios fueron realizados en colaboracién con el Instituto de
Investigaciones Biotecnoldgicas de la Universidad Nacional de San Martin (Buenos Aires,
Argentina) a traves del anadlisis del proceso de desarrollo neuronal dividido en 3 etapas:
neuritogénesis, formacion de filopodios y sinaptogénesis (Figura 9).

A B C

Figura 9. Representacion esquematica del desarrollo de una neurona. (A) Neuritogénesis, (B)
formacion de filopodios y (C) sinaptogénesis.

3.16.2.1. Evaluacion de la neuritogénesis

Para determinar si las muteinas derivadas de hEPO producian un efecto neuritogénico, es
decir, el aumento del numero y largo de neuritas por neurona, se utilizo la linea celular
neuronal N2a. Estas células presentan la particularidad de crecer sin diferenciarse en
presencia de SFB, pero al privarlas de éste, pueden adquirir un fenotipo neuronal a lo largo
del tiempo. Para ello, se sembraron 3x10* células por pozo sobre cubreobjetos ubicados
en placas de 24 cavidades de fondo plano, en un volumen final de 500 pL de medio de
cultivo suplementado con SFB, e incubadas toda la noche a 37 °C y 5% CO2. Al dia
siguiente, se retir6 el sobrenadante de cultivo y se agregé medio de cultivo DMEM sin SFB,
suplementado con rhEPO o las muteinas en concentracion de 50 y 300 ng.mL". Las células
fueron incubadas durante 3 h a 37 °C y 5% CO.. Asimismo, se incluyeron controles de
células tratadas con PBS o con SFB. El primero de ellos en medio sin SFB y en presencia
de PBS para determinar la diferenciacion basal en el periodo de incubacion de las muestras,
mientras que el segundo, consistié en células N2a incubadas con medio de crecimiento
conteniendo SFB como control de no diferenciacién a fenotipo neuronal. Luego del periodo
de incubacion, las células fueron sometidas a inmunocitoquimica (seccion 3.16.2.4). Se

realizaron 2 ensayos independientes.
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3.16.2.2. Evaluacion de la formacion de filopodios

Los filopodios y las espinas dendriticas son protrusiones de membrana enriquecidas en
filamentos de actina, las cuales emergen desde la neurita/dendrita y actian como
compartimentos postsinapticos que son muy abundantes en las sinapsis excitatorias del
SNC. La morfologia de las espinas es variable y se clasifica en base a su estructura
diferencial. Se acepta que las espinas dendriticas pueden cambiar su forma/estructura
durante el desarrollo neuronal favoreciendo la plasticidad neuronal [137]. Por ello se
propuso determinar si las variantes hiperglicosiladas de hEPO eran capaces de inducir la
plasticidad neuronal promoviendo la formacién de filopodios. Para dicha evaluacion se
utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo de ratas (seccion 3.3). Se cultivaron
3x10* neuronas por pozo en placas estériles de 24 pozos. Las células fueron sembradas
sobre cubreobjetos previamente tratados con 0,1 mg.mL" de bromohidrato de poli-L-lisina
(Sigma) y 20 mg.mL" de laminina (Invitrogen), lo que permitié su adherencia. Las células
cultivadas fueron mantenidas durante 4 DIV a 37 °C y 5% CO: en presencia de rhEPO o de
las muteinas en concentracién de 50 y 300 ng.mL". Se incluyeron pozos con células
tratadas con PBS como control negativo. Posteriormente, las células fueron sometidas a
inmunocitoquimica (seccién 3.16.2.4). Se llevaron a cabo dos ensayos independientes por
condicion.

3.16.2.3. Evaluacion de la formacidén de sinapsis

Las sinapsis se definen como relaciones de contiglidad especializada (unién) de
membranas entre dos neuronas. Esta union, conocida como hendidura sinaptica, facilita la
conduccion del impulso eléctrico y el pasaje de sustancias entre una (presinaptica) y otra
(postsinaptica). Se han desarrollado distintas técnicas para cuantificar el niumero de
sinapsis. De esta manera, se acepta que la colocalizacion de acumulos de proteinas
provenientes exclusivamente de un compartimento presinaptico con acumulos de proteinas
provenientes exclusivamente de un compartimento postsinaptico se define como sinapsis.
Siguiendo con el estudio del efecto neurotréfico de las muteinas de hEPO, se propuso
evaluar su capacidad para inducir sinapsis.

Para ello se utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo de ratas (seccion 3.3)
que fueron cultivados a razén de 3x10* neuronas por pozo en placas estériles de 24 pozos.
Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos previamente tratados de la misma
manera que en el inciso anterior, y mantenidas durante 15 DIV a 37 °C y 5% CO: en
presencia de rhEPO o las muteinas en concentracion de 50 y 300 ng.mL". Se incluyeron
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controles negativos mediante la incubacién de las células con PBS. Posteriormente, las
células fueron sometidas a inmunocitoquimica (seccién 3.16.2.4). Se realizaron 2 ensayos
independientes en los que la formacion de sinapsis se midié como puntos de colocalizacion
en 25 um de dendrita entre el marcador presinaptico y el marcador postsinaptico en
aproximadamente 10 a 20 neuronas por condicién utilizandose 3 segmentos por neurona
[138].

3.16.2.4. Inmunocitoquimica y analisis de la neuroplasticidad

La inmunocitoquimica se realiz6é siguiendo un protocolo similar al descrito por Formoso y
col. [125]. Para la cuantificacion de la extension de las neuritas o la formacion de filopodios,
las células fueron fijadas durante 10 min a TA con paraformaldehido al 4% (P/V) y sacarosa
al 4% (P/V) en PBS. Luego, se realizaron tres lavados con PBS y se procedi6 a la
permeabilizacién celular con Tritén X-100 al 0,1% (V/V) en PBS durante 2 min. Las células
permeabilizadas fueron bloqueadas con BSA al 3% (P/V) en PBS durante 1 h a TA, seguida
de incubacién con faloidina al 1% (P/V) en PBS conjugada con Alexa fltor 488, durante 1 h
a 4 °C. Los cubreobjetos fueron montados con Mowiol (alcohol polivinilico, Sigma).

Las imagenes se adquirieron utilizando un objetivo de 60X en un microscopio confocal
Olympus FV1000.

Para evaluar la neuritogénesis en células N2a, se cuantificé la longitud de las neuritas por
célula y el promedio de la neurita mas larga por célula, utilizando el complemento NeuroJ
del software Imaged (NIH).

Para determinar la densidad de filopodios se evalu6 el nUmero de protrusiones tefiidas con
faloidina por cada 20 ym de longitud de neurita medida hasta una distancia de 50 ym del
soma de la neurona, en un minimo de 10 a 15 dendritas por grupo.

Para la cuantificacion de la sinaptogénesis, las neuronas fueron fijadas con una solucién
metanol/MES (90:10 v/v; buffer MES 100 mM pH 6,9; EDTA 1 mM y MgClI, 1 mM) durante
5 min a 4 °C y, posteriormente, lavadas con PBS-Tween al 0,1% (V/V) durante 5 min. A
continuacion, se bloque6 con una solucién SFB-Tritén X-100 [SFB al 10% (v/v) y PBS-BSA
al 3% (P/V)] durante 30 min cada una a 25 °C. Los anticuerpos primarios (anti-NMDA-R1 y
anti-sinaptofisina) se diluyeron en una solucién de PBS-BSA al 1% (P/V) y se incubaron a
4 °C durante toda la noche.

Luego de 24 h, las células lavadas fueron nuevamente bloqueadas y, posteriormente,
incubadas con anticuerpos de cabra anti-Igs. de ratéon conjugados con Alexa fllior® 633 y
con anticuerpos de cabra anti-lgs. de conejo conjugados con Alexa flior® 568. Los
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cubreobjetos fueron montados con Mowiol. Las imagenes de fluorescencia se adquirieron
con un microscopio confocal Olympus FV1000.

Las imagenes fueron obtenidas con un tamaro de pixel de 1600 x 1600, en conformidad
con el criterio de Nyquist. El numero de sinapsis fue estimado mediante la cuantificacion de
los puntos de colocalizacion de los marcadores presinaptico (syn) y postsinaptico
(NMDA-R1), determinados mediante la utilizacion del complemento Puncta Analyzer del
software ImagedJ (NIH) (Figura 10).

Para ello, se seleccionaron tres regiones de interés por neurona. Las neuronas
seleccionadas se encontraban, como minimo, a dos diametros celulares de distancia de
sus vecinas mas cercanas. Posteriormente, se eliminé la sefal correspondiente al fondo y
los umbrales se ajustaron manualmente para cada canal de fluorescencia, estableciendo
un tamafno minimo de punto de 4 pixeles. Todos los experimentos fueron realizados en
doble ciego, de modo de garantizar que el evaluador desconozca la identidad de los grupos
experimentales para no sesgar los resultados durante el andlisis de los datos.

NMDA R1

Figura 10. Representacion grafica de la cuantificacion del niumero de sinapsis mediante el
software ImagedJ empleando el plugging Puncta Analyzer. A) y B) Imagenes representativas de
neuronas de hipocampo de 15 DIV inmunomarcadas con el marcador presinaptico sinaptofisina (Syn,
magenta) y el marcador postsindptico NMDA-R1 (verde), respectivamente. C) Imagen combinada
que muestra los sitios de colocalizacion (blanco) entre los marcadores pre- y postsinaptico,
destacados con asteriscos blancos y ampliados en el recuadro. Escala de la barra: 50 um.
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3.17. Evaluacion in vivo de las propiedades biologicas de rhEPO y de sus variantes
3.17.1. Evaluacion farmacocinética

Con el propésito de evaluar la influencia de la porcién glicosidica sobre los parametros
farmacocinéticos (PK, del inglés pharmacokinetics) de rhEPO y de sus variantes, se
realizaron experimentos in vivo utilizando ratas Wistar hembras de aproximadamente 200 g,
procedentes del Centro de Medicina Comparada, ICIVET-CONICET-UNL. Las mismas
fueron mantenidas en el bioterio del Centro Biotecnolégico del Litoral a una temperatura
controlada de 24 °C y un fotoperiodo luz/oscuridad de 12 h, proporcionandoles agua y
comida ad libitum.

Los experimentos fueron iniciados una vez que los animales alcanzaron el peso esperado.
Las ratas fueron separadas en lotes de ocho animales cada uno e inyectadas por via
intraperitoneal (ip) con solo una dosis de 100 pg de rhEPO o de cada una de sus variantes.
Con el objetivo de minimizar los efectos negativos que podrian resultar de realizar
numerosas extracciones de sangre y siguiendo las normas éticas que regulan el maximo
volumen diario de sangre que puede extraerse, los animales de cada grupo fueron divididos
en dos subgrupos de 4 ratas cada uno, los cuales fueron empleados para la extraccion de
sangre a tiempos alternados. La toma de muestras de sangre se realizd con heparina a los
tiempos postinyeccion: 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 24, 48, 72, 96 y 120 h. Las muestras
fueron centrifugadas a 1000 g durante 5 min a TA, el plasma fue separado y conservado a
-70 °C hasta su analisis. La cuantificacién de cada proteina en el plasma se realiz6 mediante
ES amplificado (seccion 3.12.2). Los perfiles farmacocinéticos fueron obtenidos a partir de
graficar las concentraciones plasmaticas de dichas proteinas en funcion del tiempo.

La curva obtenida se analiz6 aplicando un modelo de un compartimento, de inyeccion
extravascular, con absorcién lineal y eliminacion de primer orden. Este 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 distribucién de la droga en un Unico compartimento compuesto de
tejidos corporales cinéticamente indistinguibles y su eliminacion a partir del mismo. En el
caso de una droga administrada de forma extravascular, el modelo puede ser descrito
utilizando las mismas ecuaciones que una administrada en forma oral, donde la tasa de
cambio de la cantidad de farmaco en el cuerpo en un momento dado depende de las
velocidades relativas de absorcion y eliminacion del farmaco [139]. Esto se ilustra en la
Figura 11, 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
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aparente de distribucion, ki es la constante de velocidad de absorcion de primer orden y ke

es la constante de eliminacién de primer orden.

Dgy ™ Dg Vp — D¢

Figura 11. Modelo monocompartimental con absorcion y eliminaciéon de primer orden.

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

dD
d:l = —F X Dg Xk, Ec. (9)

donde F es la fraccion de farmaco absorbida. La velocidad de eliminacién de la droga del
organismo se puede expresar como —keDB. La proporciéon de cambio de la cantidad de
droga en el organismo es la diferencia entre la velocidad de captacién (absorcion) y la de

salida (eliminacion), por lo que:
dD
d_thFXDGlxka_kBXDB EC(10)

integrando la ecuacion anterior y reordenando, se obtiene la ecuacién general que describe
la variacién de la concentracién de una droga en plasma (Cp) a cualquier tiempo t luego de
su administracion extravascular:
FXky,xD
C, = — @70 (grkext _ gmkaxt) Ec. (11)
VD X (ka - ke)
En la Figura 12 se muestra un perfil tipico de la concentracién de una droga en el cuerpo
luego de una unica dosis extravascular. La maxima concentracion plasméatica 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 (ke).
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Figura 12. Perfil plasmatico de una droga inyectada por via extravascular.

Cuando se produce la Cmax, la velocidad de absorcién iguala a la velocidad de eliminacion,
por lo que el cambio de la concentracidn de la droga en plasma es igual a cero. Por lo tanto,
al diferenciar la Ec. 11, simplificar y aplicar logaritmos, se obtiene una ecuacién para la
determinacion de Tmax (valor que luego se utiliza para el calculo de Cmax):

2.3 x log X (’I‘;—a)
Tméx = k _ k ¢
a e

Ec. (12)

El tiempo de vida media de eliminacion (t12), es un parametro que hace referencia al tiempo
transcurrido hasta que la concentracion plasmatica de la droga se reduce a la mitad. se
puede obtener a partir de la siguiente expresion:

0,693
ty2 = X
e

Ec. (13)

Otro parametro importante que describe a una droga en un sistema dado es su velocidad
de eliminacién del organismo o clearance. Este 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
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(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. Para drogas que siguen una cinética de eliminacién de primer
orden, en donde la velocidad de eliminacién de la droga depende de la cantidad de droga
remanente en el cuerpo, la expresion matematica que permite determinar el clearance se

expresa en la Ec. 14:
ke x Gy xVp

Cp

Cl =k, X Vp Ec. (14)

La ecuacién anterior muestra que el clearance es el producto entre dos constantes, Vp y ke.
El volumen aparente de distribucion, Vp, no es un verdadero volumen fisiol6gico, sino que
esta relacionado con la salida de la droga del sistema circulatorio hacia tejidos periféricos.
De este modo, las drogas con un Vp superior se encuentran concentradas
predominantemente en tejidos extravasculares. En cambio, si la droga se encuentra
fuertemente unida a proteinas plasmaticas o permanece en la regi6on vascular, su
concentracion en plasma sera mayor, resultando en un menor volumen aparente de
distribucion.

Los datos de concentracion a distintos tiempos posinyeccion para cada variante fueron
cargados en el software Monolix 2023R1 (Lixoft SAS, a Simulations Plus Company) y
ajustados al modelo previamente descrito. Como resultado del ajuste, el software
proporciona los valores de ka, Vb y ke.

Para el calculo de los demas parametros farmacocinéticos, se cargaron las ecuaciones
correspondientes en el software Simulx 2023 R1 (Lixoft SAS, a Simulations Plus Company)
junto con los valores de ka, Vb y ke previamente obtenidos y la dosis inyectada a cada rata
(100 pg). De este modo, se obtuvieron los valores de pardmetros farmacocinéticos de Tmax,
Cmax, t12, AUC y CI.

3.17.2. Evaluacion de la actividad neuroplastica in vivo

La actividad neuroplastica in vivo de rhEPO y de sus variantes fue evaluada a través del
estudio del arbol dendritico de neuronas piramidales presentes en la regién CA1 del
hipocampo de ratones (Figura 13). El arbol dendritico hace referencia a la red de
prolongaciones de una neurona y resulta fundamental en la comunicacién interneuronal, ya
que es capaz de recibir sefiales quimicas y eléctricas de otras neuronas a traves de las

sinapsis y transmitirlas hacia el soma para su integracion.
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Determinadas moléculas que poseen actividad neurogénica y neuroplastica provocan
cambios morfolégicos en el arbol dendritico, caracterizados por un aumento en la cantidad
y longitud de las dendritas, que in vivo influye directamente en el nimero y la calidad de las
conexiones sinapticas, lo que se traduce en una plasticidad neuronal mejorada. Para

evidenciar este efecto se utilizé la técnica histologica de tincién de Golgi-Cox.

Wild-type

Figura 13. Fotografia de corte coronal de hipocampo de ratén y esquema de una neurona
piramidal de la regiéon CA1.

Ratones machos de la cepa CF1 de 8-12 semanas de vida, mantenidos en el Instituto de
Investigaciones Biotecnoldgicas (lIBio-UNSAM), fueron inyectados por via ip con PBS,
rhEPO o las muteinas expresadas por ambas lineas celulares durante 4 dias consecutivos,
utilizando dosis de 50 pg de proteina.kg™' de peso corporal. Seguidamente, se sacrificaron
los animales por dislocacion cervical y se procedioé a la extraccion de los cerebros. Los
mismos fueron sometidos a la tincién de Golgi-Cox, que es una técnica histoldgica utilizada
para estudiar la morfologia de las neuronas con un elevado nivel de detalle, permitiendo
visualizar la estructura completa de las neuronas, incluyendo el soma, el axén y las
dendritas. Para la realizacién de esta técnica se sigui6 el protocolo elaborado por Zagout y
Kaindi (2016) [140], descrito a continuacion:

Los cerebros de los ratones fueron removidos de la cavidad craneal, lavados
cuidadosamente con agua doblemente destilada y cortados por la mitad. A continuacién,
fueron sumergidos en recipientes con solucién de tincién [KoCr207 1% (P/V);
HgCl2 1% (P/V) y KoCrO4 0,8% (P/V)] durante 24 h a TA. Al dia siguiente, los cerebros
fueron transferidos a nuevos recipientes con solucion de tincién y mantenidos durante 15
dias a TA.
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Transcurrido el tiempo, los cerebros fueron lavados con agua doblemente destilada y
colocados en recipientes con solucién de crioproteccion CryoplastR (Biopack) durante 48 h
a 4 °C en oscuridad. Posteriormente, los cerebros fueron colocados en un criostato Leica
(Leica Microsystems) para realizar cortes coronales de 160 um de espesor. Las secciones
fueron montadas sobre portaobjetos con carga positiva, tefidas, deshidratadas y cubiertas
con cubreobjetos utilizando Mowiol.

Se adquirieron imagenes de al menos cinco neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo por animal mediante un microscopio de campo amplio Zeiss equipado con una
camara Axiocam Mono 202 y el software Zen Blue (versibn 3.0 de Zeiss). Las
arborizaciones dendriticas fueron trazadas manualmente utilizando el complemento NeuroJ
[141] dentro del entorno del software Imaged (NIH). Posteriormente, las neuronas trazadas
fueron analizadas mediante el complemento Sholl Analysis en Imaged. Para medir la
longitud dendritica y el numero de intersecciones, se colocaron circulos concéntricos a

intervalos regulares de 10 ym desde el centroide del soma (Figura 14).
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Figura 14. Analisis del arbol dendritico mediante analisis de Sholl. Imagen representativa de
neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo tefidas con Golgi-Cox de un ratén tratado con
PBS y sometidas a trazado con NeurodJ para medir la longitud dendritica total. Barra de
escala: 50 pm.

3.18. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism 5.0, y los datos graficados
se expresaron como media * desviacion estdndar (SD, del inglés Standard Deviation) o
como media * error estdndar de la media (SEM, del ingés Standard Error of the Mean)
segun se indica en cada figura. Todos los resultados fueron estadisticamente evaluados
considerando los siguientes grados: ns, no significativo o significancia * cuando p<0.05; **
cuando p<0.01; *** cuando p<0.001 y **** cuando p<0.0001.
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Las diferencias estadisticas en el contenido de AS fueron evaluadas mediante la prueba t
de Student. Se utiliz6 la simbologia * para sefnalar diferencias significativas en la
comparacion entre rhEPO y las muteinas producidas por ambos linajes celulares, mientras
que para la comparacion de una misma muteina frente a su analogo expresado en la otra
linea celular se utilizé la simbologia #.

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos con rhEPO o las muteinas frente al
control negativo (PBS) en los ensayos de neuritogénesis, formacién de filopodios y
sinaptogénesis se analizaron mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc
de Bonferroni.

Los resultados obtenidos en la actividad neurobioldgica in vivo fueron analizados por medio
de ANOVA de dos vias. Se utilizé la simbologia * para evidenciar diferencias significativas
entre rhEPO y las muteinas respecto del grupo control (PBS), mientras que para las
comparaciones entre rhEPQO y sus variantes se utilizé la simbologia #.

Las diferencias estadisticas en los parametros farmacocinéticos se evaluaron mediante la
prueba no paramétrica de Mann—-Whitney, comparando cada muteina con rhEPO. También
se realizd la comparacion de cada muteina frente a su andlogo expresado en la otra linea

celular.
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Los resultados de esta tesis se organizaron en dos secciones: la primera, desarrolla los
resultados de los experimentos realizados para el cumplimiento del primer objetivo
especifico planteado, es decir, la caracterizacion de las nuevas variantes de hEPO
producidas a partir de las lineas recombinantes CHO previamente generadas en nuestro
laboratorio. Se abordan experimentos que detallan la produccién en condiciones de
adherencia y la purificacién mediante CIA. Asimismo, se describen los resultados obtenidos
para la caracterizacién fisicoquimica y biolégica in vitro de las proteinas puras. Esta primera
etapa posibilitd, por un lado, realizar una caracterizacién preliminar de las variantes
hiperglicosiladas de hEPO que hasta el momento no habian sido evaluadas y, por otro lado,
seleccionar aquellas que presentan potencial para un estudio mas completo que incluye el
analisis de la expresion en un hospedador diferente.

El criterio de seleccidn y/o exclusion de muteinas candidatas se basd en los resultados
relacionados con la estabilidad estructural y los estudios in vitro de la actividad
eritropoyética y neurobioldgica.

La segunda seccidn de la presente tesis hace referencia a los objetivos especificos 2 y 3.
En ella se detalla la generacion de las muteinas hiperglicosiladas de hEPO que fueron
seleccionadas para ser expresadas en la linea celular HEK. De esta manera, se describen
los resultados asociados a la generacion de las lineas celulares, la produccion de las
nuevas variantes en condiciones de adherencia y la etapa de purificacion, teniendo en
cuenta aspectos evaluados en la primera parte. En el desarrollo de esta seccion, se realiz6
la comparacién de las variantes producidas en las distintas lineas celulares con relacién al
contenido glicosidico, propiedades farmacocinéticas y actividad biolégica evaluada tanto in

vitro como in vivo.
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4.1. Produccion, purificacion, caracterizacion fisicoquimica y biolégica in vitro de
variantes expresadas en células CHO

4.1.1. Produccion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO

Las lineas celulares productoras de las variantes de hEPO previamente obtenidas en el

laboratorio fueron revitalizadas y amplificadas para proceder a la produccién en condiciones

de adherencia utilizando frascos T de 175 cm?. Cada 48 o 72 h se realizdé un recambio del

medio de produccidn y se recolectaron las distintas cosechas de sobrenadante de cultivo

que contenian la proteina de interés. La concentracion de las cosechas se evalu6 por ES

indirecto (seccién 3.12.1). La utilizacion como anticuerpo de captura del mAb 2B2 result6

apropiada ya que fue capaz de reconocer € interaccionar con todas las muteinas.

La Tabla 3 resume el nimero de cosechas obtenidas, la concentracién promedio de la

proteina de interés en cada una de ellas y la masa total obtenida de cada muteina.

Tabla 3. Cuantificacion de las cosechas conteniendo las variantes hiperglicosiladas de hEPO
producidas en células CHO

Concentracion
Masa acumulada

Variante Numero de cosechas promedio
(g-mL") L)
Mut 15_17 15 3 7
Mut 45_47 8 12 10
Mut 62_64 8 20 16
Mut 65_67 8 108 112
Mut 72_74 8 42 33
Mut 76_78 10 145 217
Mut 98_100 10 11 15
Mut 104 10 11 15
Mut 106_108 10 20 26
Mut 149 8 32 39
Mut 151_153 10 13 17

Durante la etapa de produccién se obtuvieron entre 8 y 10 cosechas de cada variante,
excepto para la Mut 15_17 que, dada su menor productividad, se extendié hasta disponer

de 15 cosechas de cultivo. Particularmente, las concentraciones obtenidas para las lineas
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celulares productoras de Mut 65 67 y Mut 76_78 resultaron notablemente superiores
respecto del resto de las otras lineas recombinantes; esto podria deberse a una
sobreestimacién de su concentracidén por ELISA, por diferencias a nivel del reconocimiento
que el anticuerpo de captura (mAb 2B2) ejerce entre el estandar (rhEPO) y las variantes.
Resulta importante destacar que no se realiz6 la produccion de la variante Mut 49 ya que
esta variante conservé la totalidad de la actividad eritropoyética in vitro, evaluada de forma
preliminar.

Las masas totales obtenidas para cada muteina fueron suficientes para proceder a su
purificacion con el objetivo de obtener un Unico lote de cada variante que permita llevar a

cabo la totalidad de los estudios posteriores.

4.1.2. Purificacion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO por CIA

4.1.2.1. Evaluacion de la capacidad eluyente de distintas soluciones

Con el objetivo de evaluar la mejor condicién de elucion para los procesos de purificacion
de las variantes de hEPO se realizaron ensayos de ES para simular la interaccion que
ocurre en una matriz cromatografica. Se cuantificé la proporcioén de las variantes de hEPO
que permanecieron unidas luego de someterlas al efecto eluyente de distintas soluciones.

Como control del ensayo se emple6 PBS y se lo considerd como la solucién que no produjo
desorcion de la muteina unida al mAb 2B2; es decir, la condicidn que preserva la totalidad
de la proteina retenida. La Figura 15 muestra el resultado obtenido para las Mut 149 y
Mut 65_67 a modo de ejemplo. No obstante, los resultados obtenidos para las otras

variantes fueron muy similares.
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Figura 15. Evaluacion de la capacidad eluyente de distintas soluciones. Se grafico en eje de
ordenadas el % retenido por el mAb 2B2 luego de la incubacién con cada solucién en funcién de la
solucién correspondiente en eje de abscisas.
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4.1.2.2 Generacion de matrices de IA

Con el objetivo de disponer de matrices de |A para la purificacion de las variantes de hEPO,
se realizé la produccion del mAb 2B2 en condicién de suspension, a partir de su hibridoma.
De este modo, la masa total producida fue aproximadamente de 400 mg de mAb 2B2. El
mismo se purific6 mediante cromatografia de afinidad a proteina A siguiendo el protocolo
descripto en la seccion 3.13.1.1. La Figura 16 muestra el cromatograma obtenido en una
de las reiteraciones del proceso.

A B

Absorbancia A= 280 nm = Absorbancia A= 280 nm
Conductividad e Conductividad

Figura 16. Purificacion de mAb 2B2 por cromatografia de afinidad a proteina A. En los
cromatogramas se representan las sefiales de absorbancia A=280 nm (azul), pH (gris) y
conductividad (marrén) en funcién del volumen de elucion. (A) Proceso cromatografico completo. (B)
Etapa de elucién ampliada. En esta Ultima etapa se indican las fracciones recolectadas (rojo).

El aumento de la sefal de absorbancia a A=280 nm en la etapa de elucién corresponde a
la desorcion del mAb 2B2. Como puede apreciarse en el cromatograma, el pico de elucién
se obtuvo entre las fracciones 2 y 9, observandose un efecto de tailing hasta el retorno a la
absorbancia correspondiente a la linea de base generada por la absorbancia de la solucion
de elucion. La recuperacion se evalué mediante ES, no detectdndose pérdida del anticuerpo
en el FT y durante los lavados, demostrando que la capacidad de la matriz cromatografica
no fue excedida con la masa ofrecida. La elucion del anticuerpo se concentrd
fundamentalmente entre las fracciones 2 y 3, recuperandose la totalidad del anticuerpo
sembrado (aproximadamente 25 mg). Posteriormente, el grado de pureza de los eluatos
fue evaluado mediante SDS-PAGE.
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Figura 17. Purificacion del mAb 2B2 mediante cromatografia de afinidad de proteina A.
Evaluacion de pureza mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras. Calle 1, MMM, calle 2,
muestra sembrada; calle 3, FT; calle 4, lavado 1; calle 5, lavado 3; calle 6 fraccién de elucion E2;
calle 7, fraccion de elucion E3; calle 8, fraccion de elucion E4.

Dado que el hibridoma fue cultivado en un medio libre de SFB (medio Excell-620), el
sobrenadante de su cultivo tiene una pureza elevada (aproximadamente 81%) tal como se
observa en la Figura 17, donde se visualizan dos bandas mayoritarias identificadas como
cadenas pesadas (~55 kDa) y livianas (~25 kDa). Las restantes calles correspondientes al
FT y los lavados no exhibieron pérdida de anticuerpo pero evidencian la presencia de otras
bandas proteicas débilmente tefiidas que son propias del cultivo de hibridomas y del medio
de cultivo utilizado (el que presenta en su formulacion original una baja concentracion
proteica: 11 pg.mL™"). El andlisis por densitometria de bandas coloreadas demostré un
grado de pureza en los eluatos del 96,5%, lo que resulta un valor de pureza adecuado para
la preparacion de matrices de IA.

Por otro lado, se confirm6 la funcionalidad del mAb 2B2 en su capacidad para interaccionar
con rhEPO luego del procedimiento de purificacion mediante CIA (para ello se utilizé6 un
ELISA especifico indirecto). Posteriormente, los eluatos se dializaron con solucion de
acoplamiento para su inmovilizacién en la resina de Sepharose. Para garantizar el correcto
acoplamiento del anticuerpo a la matriz cromatogréfica, se determiné la concentracién del
mAb por absorbancia a A=280 nm en la solucién previa y posterior a la reaccion de
acoplamiento. De este modo, se confirmé un porcentaje de acoplamiento superior al 95%.
El total de la matriz preparada fue dividido para contar con resinas independientes para la

purificacion de cada variante.
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4.1.3. Purificacion de las variantes de hEPO empleando la matriz de IA
Sepharose-mAb 2B2

Para cada molécula se llevaron a cabo entre 6 y 12 ciclos de purificacion. La masa

sembrada fue calculada a partir de las concentraciones de las cosechas, considerando la

capacidad teérica de la matriz. La Figura 18 muestra ejemplos de los cromatogramas

obtenidos durante un ciclo de purificacion de cada variante.

Mut 45_47 Mut 62_64 Mut 65_67

—— Avumancia i= 788 e B T ——
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Figura 18. Purificacion de cada muteina mediante CIA. Se muestran los cromatogramas
correspondientes a la purificacién de las muteinas: Mut 45_47 (A), Mut 62_64 (B), Mut 65_67 (C),
Mut 72_74 (D), Mut 76_78 (E), Mut 98_100 (F), Mut 104 (G), Mut 106_108 (H), Mut 149 () y Mut
151_153 (J). En los cromatogramas se representan las sefales de absorbancia A=280 nm (azul), pH
(gris) y conductividad (marrén) en funcién del volumen de elucién. Mediante lineas perpendiculares
al eje de abscisas se indica el inicio de cada una de las etapas del proceso cromatogréfico. En el
recuadro superior derecho de cada figura se muestra una ampliacion del pico de elucién, indicAndose
las fracciones recolectadas (rojo). Es importante destacar que se muestran los cromatogramas de
10 de las 12 muteinas puesto que no fue posible la purificacién de la Mut 15_17 como se describe
en el manuscrito ni se llevo a cabo la produccion de la Mut 49 por conservar la totalidad de la AE
evaluada in vitro. Para una visualizacién detallada de las senales de deteccién y de las partes de los
cromatogramas, cada uno de ellos fue reiterado en forma ampliada, constituyendo la Figura A1 de
la seccién 6. ANEXO (a partir de la pagina 141).
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La senal de elucién correspondiente a todas las variantes purificadas se obtuvo entre las
fracciones 4 y 8, equivalentes a los VC 2 a 4, respectivamente.
El rendimiento de los procesos de purificacién fue evaluado mediante ES. La Tabla 4

resume los porcentajes de recuperacion promedio para cada variante.

Tabla 4. Resumen de la purificacion por CIA de las variantes de hEPO

Variante N° ciclos de CIA Rendimien(tz)promedio* PL(I‘I;Z)Z a
Mut 45 47 10 49 92
Mut 62_64 10 35 84
Mut 65_67 8 46 95
Mut 72_74 12 14 89
Mut 76_78 10 33 88

Mut 98_100 10 35 88
Mut 104 8 54 96
Mut 106_108 6 56 93
Mut 149 9 29 96
Mut 151_153 10 55 89

* El rendimiento promedio hace referencia a la recuperacién porcentual obtenida durante la etapa
de elucién.

Cabe destacar que no se observaron pérdidas considerables de las muteinas en las etapas
de FT o lavados, por lo que la afinidad del anticuerpo no se vio comprometida por la solucién
de elucién elegida a lo largo de los distintos ciclos cromatogréficos.

Particularmente, con respecto a la variante Mut 15_17, los estudios previos realizados en
la evaluacion de la capacidad eluyente de distintas soluciones habian demostrado una baja
recuperacion de dicha variante, ya que al utilizar las soluciones candidatas de condicién de
elucién el porcentaje de proteina retenida supero6 el 80% en todos los casos. No obstante,
se realiz6 un ciclo de purificacion a modo de prueba con la solucion de elucién seleccionada
para el resto de las muteinas en el que la proteina no logré su desorcién de la matriz
cromatografica (recuperacién inferior al 15%). A pesar de que la proteina no pudo ser
obtenida en cantidad suficiente para llevar a cabo el analisis de la estabilidad térmica como
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acercamiento al conocimiento de su estructura terciaria, concluimos que la muteina puede
exhibir una conformaciéon que la expone a interacciones inespecificas con la matriz que
impiden la elucion de la misma. Por este motivo, se decidié no continuar con su estudio.
En general, se observaron recuperaciones por debajo del 56% para todas las variantes
purificadas, lo cual es un indicio de una fuerte interaccién entre el mAb 2B2 y su epitope.
Considerando que todas las variantes exhibieron una baja recuperacion durante el proceso
de su purificaciéon, es evidente que las modificaciones moleculares llevadas a cabo por
glicoingenieria no afectaron la capacidad de union al anticuerpo.

Las fracciones de elucién correspondientes a todos los ciclos cromatograficos de una
misma variante fueron agrupadas y sometidas al proceso de diafiltracién empleando PBS
hasta concentrarlas en promedio 200 veces. Posteriormente, la pureza de los eluatos
concentrados fue evaluada mediante SDS-PAGE seguido de tincién con colorante azul
brillante de Coomasie y posterior densitometria de bandas. En la Tabla 4 se resumen los
resultados obtenidos luego del proceso de purificacion de las variantes de hEPO.

Como principales proteinas contaminantes se observaron 3 bandas de MM aparentes de
aproximadamente 66, 50 y 25 kDa (Figura 19). La primera de estas, probablemente, se
corresponde con la BSA proveniente del SFB utilizado para el suplemento del medio de
cultivo, mientras que las bandas restantes coinciden con las MM de las cadenas pesada y
liviana del mAb 2B2, que coeluiria con la proteina de interés. No obstante, los valores de
pureza en todos los casos fueron superiores al 84%, los que resultan elevados por tratarse
de un unico paso de purificacion. De este modo, el proceso de purificacion por IA fue
considerado apropiado para continuar con la caracterizacion de las muteinas.

Mut Mut Mut Mut  Mut Mut Mut Mut Mut Mut

MMM rhEPO 4547 6264 6567 72.74 76.78 98.100 104 106.108 149 151 153
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Figura 19. Evaluacion de los perfiles de MM aparente de las muteinas de hEPO. En la parte

superior se indican los carriles de siembra correspondientes a los MMM (marcador de MM), rhEPO
y a las diferentes muteinas producidas en células CHO.K1.
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4.1.4. Caracterizacion fisicoquimica

4.1.4.1. Evaluacion de las MM aparentes

La evaluacién de los perfiles de MM aparente de las variantes purificadas fue realizada
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras, seguido de tincion con colorante azul
brillante de Coomassie (Figura 19).

Las muteinas de hEPO exhibieron MM aparentes superiores con respecto a la molécula sin
modificar (Figura 19). Considerando que los aminoacidos reemplazados en la molécula
original no representan un cambio significativo en la MM tedrica de la proteina, la diferencia
observada se debe a la incorporacion de la cadena de N-glicano a partir del nuevo sitio
generado por las mutaciones puntuales introducidas sobre las variantes de hEPO. Esto
representa una primera instancia que permite concluir en el éxito de la estrategia de
glicoingenieria. Utilizando los MMM como referencia, se calcularon los rangos de MM para
cada variante, listados a continuacion:

Tabla 5. MM aparentes determinadas para cada proteina

Variante Rango de MM (kDa)
rhEPO 33-45
Mut 45_47 33-50
Mut 62_64 33-50
Mut 65_67 32-53
Mut 72_74 33-47
Mut 76_78 32-49
Mut 98_100 34-45
Mut 104 28-48
Mut 106_108 39-49
Mut 149 33-48
Mut 151_153 31-47

El limite inferior de los rangos de MM calculados para las variantes resulté similar al de la
molécula de rhEPO original, excepto para Mut 104 que podria contener isoformas menos
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glicosiladas que condicionan un menor radio hidrodindmico. Asimismo, se observaron
discrepancias en la MM aparente méaxima, probablemente como consecuencia de la
presencia de isoformas con diferente complejidad en sus glicanos y/o en el contenido de
acido sialico.

4.1.4.2. Andlisis de la estabilidad térmica

Se utilizé la técnica de Thermal Shift para evaluar la estabilidad térmica de rhEPO y de sus
variantes, con el objetivo de analizar si los cambios introducidos podian alterar la estabilidad
de la proteina y su estructura. Para ello, se realiz6 un ajuste no lineal de las intensidades
de fluorescencia emitidas en un determinado rango de temperaturas para determinar la Twu

de cada variante (Figura 20).
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Figura 20. Analisis de la desnaturalizacion térmica de rhEPO y de sus variantes. En el eje de
ordenadas se representan las intensidades de fluorescencia relativas en funcién de la temperatura.

Este estudio permitié identificar, por un lado, muestras que exhibieron una transicién del
estado plegado al desplegado de forma cooperativa. Este comportamiento se debe a la
naturaleza de la sonda fluorescente utilizada. A 20 °C la misma se une a regiones
hidrofobicas de la proteina que no estan expuestas, exhibiendo una baja sefal de

fluorescencia. Como consecuencia del aumento de temperatura, se favorece el proceso de
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desnaturalizacion, incrementando la exposicion de las regiones hidrofobicas v,
consecuentemente, la intensidad de fluorescencia hasta un maximo de emision. A
temperaturas superiores, la sefal decae como consecuencia de la ruptura del complejo
sonda-proteina.

Por otro lado, se observaron variantes de hEPO que no mostraron una transicién
cooperativa del estado plegado al desplegado, sino que solo exhibieron curvas con
pendiente decreciente. En este caso, la intensidad de fluorescencia inicial resulté superior
debido a que estas proteinas a 20 °C poseen regiones hidrofébicas expuestas y luego, a
medida que aumenta la temperatura, disminuye la fluorescencia como consecuencia de la
disociacion sonda-proteina. Este comportamiento permite inferir que este grupo de
proteinas se encuentra en un estado inicial desplegado y, por ello, no ocurre un aumento
de fluorescencia con la temperatura.

A partir del ajuste no lineal de las curvas de intensidad de fluorescencia en funcién de la
temperatura se calculd la Tw de rhEPO y de sus variantes, que corresponde a la
temperatura a la cual el 50% de la proteina se encuentra en estado desplegado (Tabla 6).

Tabla 6. Temperatura de fusion de rhEPO y de sus variantes

Variante Tm (°C)
rhEPO 50,5+0,4
Mut 45 47 45,3+0,4
Mut 62_64 N/D
Mut 65_67 N/D
Mut 72_74 44 5+0,1
Mut 76_78 N/D
Mut 98_100 45,310,6
Mut 104 52,5+1,3
Mut 106_108 35,0+0,1
Mut 149 35,410,5
Mut 151_153 N/D

N/D: no fue posible su determinacién durante su evaluacién experimental.

Twm: temperatura de fusion
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De este modo, se pudo calcular una Tw para las variantes Mut 45_47, Mut 72_74,
Mut 98_100, Mut 104, Mut 106_108 y Mut 149, lo que sugiere que la estructura terciaria de
las mismas no se vio fuertemente alterada como consecuencia de la modificacion realizada
al introducir el sitio adicional de N-glicosilacion.

En contraposicién, la Tu de las variantes Mut 62_64, Mut 65_67, Mut 76_78 y Mut 151_153
no pudo ser determinada debido a que las proteinas no exhibieron una transicion
cooperativa de plegado/desplegado. Estos resultados sugieren que la estructura terciaria
de las variantes se encuentra comprometida. Es importante destacar que las
modificaciones realizadas en este grupo de muteinas con respecto a la molécula original
coinciden con regiones estructurales de hélices alfa, que corresponden a plegamientos
proteicos altamente estables y que admiten poca variacion, por lo que pequenas
modificaciones pueden provocar la disrupcion de este plegamiento y afectar la estructura
terciaria de la proteina. En concordancia con estos resultados, los elevados valores de
concentracion de muteinas obtenidos previamente para las cosechas de las Mut 65_67 y
Mut 76_78 podrian estar relacionados con el aumento del estado desplegado del
polipéptido, provocando una mayor captacion por los anticuerpos utilizados en la técnica
de ES indirecto.

Dada la naturaleza desplegada de todas estas variantes, los estudios posteriores
relacionados con la expresibn de tales muteinas en células HEK-293 fueron
discontinuados. Finalmente, si bien las Mut 106_108 y Mut 149 mostraron una transicion
cooperativa plegado/desplegado, sus Twm resultaron considerablemente menores con
respecto a rhEPO, por lo que se puede esperar que su estructura terciaria se encuentre
parcialmente alterada. Teniendo en cuenta, ademas, que la Tw de estas muteinas es
inferior a la temperatura fisiolégica, también fueron descontinuadas para estudios
posteriores, ya que al pensarlas como candidatos terapéuticos podrian alterarse
rapidamente al ser administradas, perdiendo su capacidad terapéutica.

Es importante aclarar que, con el de fin determinar si las modificaciones introducidas
afectaban la estructura secundaria y/o terciaria de la proteina y si la realizacién de estudios
de TS eran adecuados para evaluar la pérdida de conformacion de las muteinas, se
realizaron estudios de dicroismo circular (DC) en las regiones de UV cercano y lejano para
las variantes Mut 45_47, Mut 104 y Mut 151_153 y comparadas frente a la rhEPO (Figura
21).
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Figura 21. Espectros de DC (UV cercano y lejano) de rhEPO y Mut 45_47, 104 y 151_153. En
eje de ordenadas se graficé la elipticidad molar calculada a partir de los datos experimentales en
funcién de las longitudes de onda en las correspondientes regiona de UV cercano y lejano.

En particular, los espectros de DC de UV cercano y lejano indicaron que la variante
Mut 151_1583 adopta un estado de tipo glébulo fundido, con conservacién parcial de la
estructura secundaria, pero sin un nucleo hidrofébico estable ni estructura terciaria definida.
De manera consistente con el ensayo de TS, esta variante no present6é una transicion de
desnaturalizacién cooperativa, por lo que no fue posible determinar un valor de T,
confirmando que la proteina se encuentra en un estado desplegado o parcialmente plegado.
En contraste, las variantes 45_47 y 104 mostraron espectros de DC compatibles con
estructuras secundarias y terciarias comparables a las de la rhEPO no modificada. Los
ensayos de TS también evidenciaron transiciones de desnaturalizacién cooperativas bien
definidas en estas muestras, permitiendo la determinacion confiable de las Tw, que
resultaron muy similares entre ellas.

Considerando las variantes que fueron estudiadas mediante ambas técnicas, los resultados
de TS mostraron una clara concordancia con los obtenidos mediante DC, lo que respalda
la solidez de los primeros para el analisis comparativo de la estabilidad estructural y, de
este modo, avala los resultados obtenidos para el resto de las muteinas evaluadas
Unicamente por TS.

101



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.5. Evaluacion in vitro de la actividad bioldgica

4.1.5.1. Evaluacion de la actividad eritropoyética

Con el objetivo de confirmar si la incorporacién de la cadena de N-glicano bloquea
efectivamente la AE, la misma se evalué in vitro para las variantes purificadas, empleando
la linea celular UT-7, que requiere de rhEPO para su proliferacion [142].

A partir de la medicién experimental de la AE y conociendo la concentracion de cada
muteina en la muestra analizada se calcul6 la actividad eritropoyética especifica (AEE)
como el cociente de cada determinacion. Luego, se determind un porcentaje de inhibicién
de la AEE de las muteinas purificadas mediante su comparacién con la AEE de la rhEPO
considerada como 100%. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion de AE in vitro

Variante 'L(\; I)E

rhEPO 100
Mut 45_47 0
Mut 62_64 2
Mut 65_67 18
Mut 72_74 40
Mut 76_78 0
Mut 98_100 12
Mut 104 0
Mut 106_108 14
Mut 149 36
Mut 151_153 0

Todas las variantes evaluadas exhibieron una considerable disminucién en la AEE in vitro.
Particularmente, la Mut 72_74 exhibié un menor porcentaje de inhibicion, probablemente
debido a que las mutaciones introducidas estan ubicadas en la regién asociada a la
actividad citoprotectora descrita por Brines y col. [57], por lo que es de esperar que la
inhibicion sea menor respecto de aquellas variantes en las cuales se sustituyeron residuos
ubicados en las regiones de union al receptor homodimérico de hEPO. Por esta razén, la
misma no fue incluida para ser evaluada en los estudios posteriores relacionados con la

expresion de las muteina en células HEK-293.
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Las variantes Mut98 100 y Mut 106_108 exhibieron un porcentaje de inhibicion
notablemente superior con respecto a la Mut 72_74, como consecuencia de que las
modificaciones se encuentran en la regién perteneciente al sitio de unién al receptor de baja
afinidad, por lo que es de esperar que la AEE se encuentre disminuida, mientras que la
actividad neurobiolégica permanezca inalterada. Aunque la AEE in vitro se redujo
significativamente, la preservacion de un pequeno porcentaje de esta actividad podria
manifestarse in vivo, ya que el accionar eritropoyético in vivo es fuertemente dependiente
de la mejora en las propiedades PK, accionar que se veria ampliamente favorecido por el
incremento del contenido de glicanos. Por estos motivos, ambas variantes también fueron
descartadas para su continuidad con estudios posteriores correspondientes a la expresion
en células HEK-293.

4.1.5.2. Evaluacion de la actividad neuroplastica

La AN in vitro fue evaluada de manera preliminar, a través del estudio de la neuritogénesis,
de modo de seleccionar los candidatos mas interesantes en término no sélo de sus
propiedades fisicoquimicas sino también bioldgicas.

Para la evaluacién de la neuritogénesis se incubaron células N2a con diferentes
concentraciones de rhEPO o de las variantes en ausencia de SFB y se comparé con las
mismas células tratadas con PBS. Se cuantificé la longitud promedio de neuritas y el

promedio de la neurita mas larga por célula en cada condicién.
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Figura 22. Evaluacion de neuritogénesis in vitro. Cuantificacién de longitud promedio de neuritas
de (A) Mut 62_64, Mut 72_74 y Mut 106_108; (B) Mut 76_78 y Mut 149;(C) Mut 65_67 y Mut 98_100
y (D) Mut 45_47 y Mut 104. Cuantificacion de la neurita mas larga por célula de (E) Mut 62_64, Mut
72_74 y Mut 106_108; (F) Mut 76_78 y Mut 149; (G) Mut 65_67 y Mut 98_100 y (H) Mut 45_47 y Mut
104. En el eje de ordenadas se grafico la longitud promedio de neuritas en funcién de cada variante
en eje de abscisas. Los resultados se expresan como media £+ SEM (n > 25 células). Prueba
estadistica de ANOVA de una via con correcciéon de Bonferroni de rhEPO (control positivo) o
muteinas frente a control negativo (PBS) * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

A partir del analisis estadistico, se observé que todas las variantes evaluadas fueron
capaces de estimular la elongaciéon de neuritas en los precursores neuronales al ser
administradas en una dosis de 300 ng.mL" confirmando la conservacién de la actividad
neuroplastica de hEPO.

Asimismo, se obtuvo una respuesta dosis-dependiente de todas las variantes (excepto para
Mut 76_78, Mut 106_108 y Mut 149), aunque las pruebas estadisticas realizadas no
evidenciaron diferencias significativas en los tratamientos con las concentraciones de
50 ng.mL".

Teniendo en cuenta que las variantes Mut 62_64, Mut 65_67 y Mut 72_74 forman parte del
grupo control de variantes cuyas mutaciones fueron realizadas en la region asociada a la
actividad citoprotectora, puede concluirse que las modificaciones introducidas no lograron
bloquear completamente esta actividad. No obstante, tanto para Mut 72_74 como para Mut
65_67 se registraron valores visiblemente menores en los tratamientos a dosis de 50
ng.mL" con respecto a rhEPO, lo que sugiere una disminucién parcial de la AN.

La Tabla 8 resume la caracterizacion fisicoquimica y biolégica de las muteinas de hEPO.
En la columna correspondiente a la estructura terciaria se consigna si cada muteina se

encuentra plegada o desplegada, segun lo inferido a partir de los perfiles de TS.
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica y biolégica de muteinas de hEPO

MM
Variante
(kDa)
Mut
N/D
15 17
Mut
33-50
45 47
Mut
N/D
49
Mut
33-50
62 64
Mut
32-53
65 67
Mut
33-47
72 74
Mut
32-49
76 78
Mut
34-45
98 100
Mut
28-48
104
Mut
39-49
106_108
Mut
33-48
149
Mut
31-47
151_1583

AEEsn

(%)

0,2

100

0,2

0,5

0,1

0,7

AEEp"

(%)

N/D

N/D

18

40

12

14

36

AN

N/D

Preservada

N/D

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Preservada

Tm (°C)

N/D

45,3+0,4

N/D

N/D

N/D

44,5101

N/D

45,310,6

52,5+1,3

35,040,1

35,4+0,5

N/D

Estructura .
. e Observaciones
terciaria
Discontinuada
debido a la

N/D imposibilidad de
su purificacion
Plegada
Discontinuada
N/D debido a la
preservacién de
la AE en SN
Desplegada
Desplegada
Plegada
Desplegada
Plegada
Plegada
Plegada
Plegada
Desplegada

"AEE SN refiere a la inhibicién de la AEE de cada variante evaluada a partir del sobrenadante de cultivo durante la

etapa de produccion. De igual manera que la AEEpp ("que se refiere a la AEE de las proteinas purificadas), se expresé

como porcentaje de la AEE de rhEPO.

"El estado de la estructura terciaria fue estimado a partir de la determinacion de la Tw.

N/D: no determinado porque la proteina no fue purificada o porque la proteina demostr6 un estado desplegado que

imposibilité su célculo.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante la primera parte del desarrollo del
trabajo de tesis, las variantes Mut 45_47 y Mut 104 fueron seleccionadas para su expresion
en la linea celular HEK-293, mientras que las demas variantes no fueron

incluidas en los estudios realizados a partir de la siguiente seccion.

4.2. Generacion, produccion, purificacion, caracterizacion fisicoquimica vy
biolégica in vitro e in vivo de variantes expresadas en células HEK.
Comparacion con sus analogos expresados en células CHO

4.2.1. Desarrollo de lineas celulares recombinantes

Las lineas celulares HEK recombinantes estables, productoras de cada una de las variantes
hiperglicosiladas de hEPO, fueron desarrolladas por transduccién a partir de PLV. Para ello,
el plasmido codificante de cada una de las variantes se amplificé a partir de sus respectivas
bacterias recombinantes. La integridad de los plasmidos obtenidos fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa.

pb

8000
5000

3000
2000

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de los vectores pLV-pLK-Mut EPO. Calle 1, MMM
(expresado en pares de bases, pb); calle 2, pLV-pLK-Mut 45_47; calle 3, pLV-pLK-Mut 104.

La Figura 23 muestra los perfiles electroforéticos de los vectores amplificados. En todos
ellos se observa una banda de MM superior a 8000 pb, que coincide con el tamafo
esperado de aproximadamente 8200 pb del vector pLV-pLK-MutX. Ademas, en las 2 calles
correspondientes a las muteinas de hEPO se observa la presencia de una banda adicional
de masa 5000 pb correspondiente a la conformacion superenrollada del vector plasmidico
previamente mencionado. Esta conformacion se caracteriza por un alto grado de

compactacioén, exhibiendo una mayor movilidad electroforética en comparacién con sus

106



RESULTADOS Y DISCUSION

formas relajada y lineal, desplazandose mas rapidamente a través del gel. Es pertinente
sefalar que no se observaron bandas difusas de baja MM correspondientes a ARN de
origen bacteriano.

Con el objetivo de confirmar la presencia del fragmento de interés en los vectores
recombinantes, se realizaron digestiones simples y dobles utilizando las enzimas de
restriccion Xbal y EcoRI. Los cortes simples permitieron linealizar el vector dado que el
mismo contiene una Unica secuencia para cada enzima, mientras que la digestién

simultanea liber6 el fragmento de interés de aproximadamente 800 pb (Figura 24).

Mut 45_47 Mut 104

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestion enzimatica. En la
parte superior se indican las calles sembradas de las digestiones correspondientes a cada muteina.
Calles: (A) digestién simple con Xbal; (B) digestion simple con EcoRI; (C) digestion doble con Xbal
y EcoRI. A la izquierda del gel (carril 1) se observa la migracion de los MMM indicdndose, ademas,
sus MM. El rectéangulo rojo indica la presencia del fragmento de interés de apoximadamente 800 pb
liberado por las digestiones dobles.

Finalmente, se evalué la pureza de las preparaciones de ADN. La relacién de absorbancias
resulté de 1,8 para la Mut 45_47, mientras que para la Mut 104 fue de 1,9; resultando en
todos los casos apropiada para su utilizaciéon en el ensamblado de las PLV.

A partir de ellas, se realizaron 3 transducciones consecutivas de células HEK-293,
procediéndose posteriormente al proceso de presién selectiva con puromicina para
seleccionar las células con mayores niveles de expresion de las muteinas de interés. Se

utilizaron concentraciones crecientes desde 4 a 320 pug.mL™".
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Figura 25. Evaluacion de la productividad celular de las lineas HEK recombinantes.

La productividad especifica de las variantes de hEPO se grafic6 en eje de ordenadas en funcion de
la concentracién de puromicina desde 20 a 320 ug.mL'. La productividad celular promedio de cada
estadio se indica en la parte superior de cada barra.

La Figura 25 muestra las productividades obtenidas para cada concentracién de puromicina
empleada como condicion de seleccion. La condicion de maxima productividad celular se
alcanz6 con 40 pg.mL' de puromicina para la linea productora de la variante
Mut 104 (11,4 + 0,2 pg.cél'.dia™"), mientras que para la linea productora de Mut 45 47 la
mayor productividad se obtuvo con 80 pg.mL™" (8,5 + 0,7 pg. cél. dia™"). Estas condiciones
se seleccionaron para proceder con la etapa de produccién de las variantes de hEPO.
Asimismo, se generaron bancos celulares para resguardar las lineas recombinantes. Los
sobrenadantes provenientes del anadlisis de la productividad fueron evaluados por
SDS-PAGE seguido de Western blot con el objetivo de confirmar la identidad de las nuevas
proteinas recombinantes y, simultaneamente, realizar una comparacion preliminar con
relacion al grado de glicosilacion analizando la MM aparente entre las variantes de hEPO
producidas por las lineas celulares CHO y HEK. Para ello, se sembraron masas

equivalentes de ambas variantes.
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Tabla 9. Rango de MM de las

kDa R : CH':"' 45—::'( Y CH::"‘ IO:EK | variantes de hEPO
100 s Variante MM (kDa)
- rhEPO 30-43
- - Mut 45_47 CHO.K1 2550
37— Mut 45 47 HEK293 30-46
Mut 104 CHO.K1 23-50
i — Mut 104 HEK-293 3543
20—

Figura 26. Western blot de los sobrenadantes de cultivo de las muteinas de hEPO expresadas
en células CHO y HEK. En la parte superior se indican los carriles de siembra correspondientes a
los MMM, rhEPO y a las dos muteinas producidas en células CHO.K1 y HEK-293.

En la Figura 26 se observan perfiles electroforéticos de rhEPO y de las variantes Mut 45_47
y Mut 104 expresadas en células CHO y HEK. Dichos perfiles se caracterizan por una banda
de gran amplitud como consecuencia de la presencia de multiples isoformas para cada
proteina. No obstante, las variantes expresadas en CHO exhibieron rangos de MM mas
amplios, probablemente debido a una mayor heterogeneidad de isoformas. En algunas
calles como la correspondiente a Mut 104 CHO, se visualiza una banda de MM entre 20 y
25 kDa, que podria coincidir con muy baja proporcién de proteina no glicosilada o
conteniendo glicanos de escasa MM como los conferidos por la O-glicosilacién del residuo
Ser126. Asimismo, es importante destacar que no se observa la presencia de agregados
de elevada MM en ninguna de las muestras analizadas.

Con relacion a los perfiles de MM, las variantes producidas en células HEK exhibieron
rangos de MM aparente menores al ser comparadas con sus analogas expresadas por la
linea celular CHO. Esta diferencia podria deberse a que las estructuras glicosidicas
generadas por células humanas tienen un menor grado de complejidad, determinado por

un menor grado de antenaridad y/o menor contenido de acido sidlico.

4.2.2. Produccion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO en células HEK
Las lineas celulares HEK recombinantes fueron producidas en condiciones de adherencia.
La produccion se realizé mediante el recambio de medio de produccién cada48 072 hy se
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extendié durante 7 cosechas. La concentracion de las cosechas se evalué mediante ES
indirecto.
La Tabla 10 resume los datos de la produccion en células HEK de cada muteina.

Tabla 10. Produccion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO expresadas en células HEK-293

Variante Numerode  Concentracion promedio Masa acumulada
cosechas (ug.mL") (mg)
Mut 45_47 7 31 ”
Mut 104 7 08 .

Normalmente las producciones en adherencia alcanzan unas 10 cosechas. Sin
embargo, durante la produccion de las muteinas mediante su expresion en células HEK-293
se obtuvo un total de 7 cosechas para cada variante debido al desprendimiento de la
monocapa formada por las células productoras. Esto resultaba esperable considerando que
la linea celular HEK presenta una adhesién méas débil a la superficie de las placas de cultivo.
Las concentraciones obtenidas para la Mut 45_47 y Mut 104 resultaron similares entre ellas.
La masa total obtenida de cada variante se considerd apropiada para proceder a su
purificacién mediante CIA.

4.2.3. Purificacion de las variantes hiperglicosiladas de hEPO por CIA

Se procedidé a utilizar el mismo protocolo de purificacion empleado para las variantes
expresadas en CHO.K1 y descrito previamente. De igual modo, se utilizé la solucién de
elucién Glicina 0,15 M pH 3.

En todos los casos se respeté la capacidad teérica para calcular la masa a sembrar. En la
Figura 27 se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma obtenido durante uno de los
ciclos de purificacion de cada una de las muteinas de hEPO.
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A Mut 45_47 E Mut 104
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Figura 27. Purificacion mediante CIA de las muteinas Mut 45_47 (A) y Mut 104 (B) producidas
en células HEK. En los cromatogramas se representan las sefiales de absorbancia a A=280 nm
(azul), pH (gris) y conductividad (marron) en funcién del volumen de elucion. Mediante lineas
perpendiculares al eje de abscisas se indica, ademas, el inicio de cada una de todas las etapas del
proceso cromatogréfico. En el recuadro superior derecho de cada figura se muestra una ampliacién
del pico de elucion, indicandose las fracciones recolectadas (rojo). Para una visualizacién detallada
de las sefnales de deteccion y de las partes de los cromatogramas, cada uno de ellos fue reiterado
en forma ampliada, constituyendo la Figura A2 de la seccion 6. ANEXO (pagina 146).

La sefal correspondiente a la absorbancia a A=280 nm evidencié que el mayor contenido
de la proteina de interés se obtuvo entre las fracciones 3 y 6. Los valores de recuperaciéon
de las diferentes etapas del proceso de CIA fueron calculados a partir de la cuantificacién
de las variantes mediante ES indirecto.

De forma analoga a los resultados obtenidos en los procesos de CIA de muteinas de hEPO
derivadas de células CHO, no se observaron pérdidas considerables de las muteinas en
las etapas de FT o lavados, demostrando la capacidad del mAb para retener las muteinas
expresadas también en células HEK.

Los eluatos con mayor contenido de las variantes de hEPO fueron concentrados vy
diafiltrados empleando PBS. En una etapa posterior se realizd la evaluacién del grado de
pureza mediante SDS-PAGE seguido de tincion con colorante azul brillante de Coomasie 'y
densitometria de bandas coloreadas. La Tabla 11 resume la recuperacion y la pureza
obtenidas durante el proceso de purificacion de las variantes de hEPO expresadas en
células HEK.
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Tabla 11. Purificacion de las muteinas de hEPO expresadas en células HEK

Variante  N° ciclos de CIA Rendimiento promedio (%)* Plz:/f)za
Mut 45_47 9 35 -
Mut 104 6 5 0

* El rendimiento promedio hace referencia a la recuperacién porcentual
obtenida durante la etapa de elucion.

En la Figura 28 se observan nuevamente tres bandas principales como proteinas
contaminantes, con MM aproximadas de 66, 50 y 25 kDa. La banda de 66 kDa
probablemente corresponde a la BSA derivada del SFB empleado como suplemento del
medio de cultivo, mientras que las bandas de 50 y 25 kDa coinciden con las MM de las
cadenas pesada y liviana del mAb 2B2 desprendido de la matriz de IA. No obstante, esas
impurezas representan un porcentaje inferior al 8%, permitiendo generar lotes de las
variantes expresadas en HEK con un elevado grado de pureza para un Unico paso
cromatografico (superior al 92%) y utiles para su posterior caracterizacion fisicoquimica y
bioldgica.
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Figura 28. SDS-PAGE de las variantes expresadas en células CHO.K1 y HEK-293. En la parte
superior se indican los carriles de siembra correspondientes a los MMM, rhEPO y a las muteinas
Mut45_47 y Mut 104 producidas en células CHO.K1 y HEK-293 y purificadas mediante CIA.
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4.2.4. Caracterizacion fisicoquimica

4.2.4.1. Analisis de los perfiles de MM

Los perfiles de MM de las variantes Mut 45_47 y Mut 104, expresadas en HEK vy,
posteriormente purificadas, fueron evaluadas mediante SDS-PAGE seguido de tinciéon con
colorante azul brillante de Coomasie y comparadas con respecto a sus analogas
expresadas en la linea celular CHO.K1.

Como se observé de forma preliminar en el ensayo de Western blot a partir de los
sobrenadantes de cultivo, las muteinas producidas en uno y otro tipo celular exhibieron una
marcada diferencia en los rangos de MM aparentes siendo inferiores para las variantes
producidas en células HEK (Figura 28 y Tabla 12). Teniendo en cuenta que la secuencia
aminoacidica es la misma para las proteinas expresadas en ambos linajes celulares, las
diferencias observadas se deberian a que las estructuras glicosidicas presentes en las
variantes producidas por esta linea celular tienen un menor grado de complejidad que las
producidas en células CHO.K1 (microheterogeneidad) o bien que tengan un grado de
ocupacién diferente de los sitios de N-glicosilacion (macroheterogeneidad). Este resultado
es consistente con diferentes estudios reportados por otros autores para diferentes
glicoproteinas expresadas en ambas lineas celulares [112,114,115,143].

Tabla 12. MM aparente de rhEPO y de sus variantes

Molécula Rango de MM (kDa)
rhEPO 30-39
Mut 45_47 CHO.K1 33-50
Mut 45_47 HEK-293 30-45
Mut 104 CHO.K1 27-48
Mut 104 HEK-293 30-45

4.2.4.2. Analisis de los perfiles de glicoisoformas mediante IEF

El grado de heterogeneidad de las isoformas de rhEPO y sus variantes producidas por
ambas lineas celulares fue evaluado por IEF utilizando un gradiente de pH entre 3,5y 5,5.
El ndmero total de isoformas presentes en cada proteina fue determinado mediante

densitometria de bandas coloreadas.
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Figura 29. IEF de rhEPO y de sus variantes. En la parte superior se indican los carriles de siembra
correspondientes a rhEPO y a las variantes Mut45_47 y Mut 104 producidas en células CHO.K1 y
HEK-293 y purificadas mediante CIA. A la izquierda del gel se indica la zona de pH en la que los
anfolitos detienen su migracién durante el preenfocado.

El analisis realizado a través de la técnica de IEF permiti6 demostrar claras diferencias en
los perfiles de glicoisoformas de las variantes producidas por cada linea celular.
Particularmente, la Mut 45_47 expresada en células CHO.K1 y HEK-293 exhibi6 un total de
11 y 15 isoformas, respectivamente. Esta muteina present6 un contraste muy marcado al
expresarse en cada huésped celular. La variante CHO present6 incluso 4 isoformas mas
acidas que rhEPO. Es importante destacar que la rhEPO utilizada en el analisis
corresponde al producto comercial empleado para el tratamiento de la anemia, cuya
formulacion esta compuesta por las isoformas mas acidas obtenidas a partir del proceso de
produccion a partir de células CHO.K1. La muteina expresada en HEK mostrd un patron de
isoformas menos acido, siendo las isoformas mas &acidas de esta proteina, aquellas
comunes con rhEPO. Por otra parte, los perfiles observados para la Mut 104 tuvieron mayor
grado de similitud; la variante producida en HEK exhibié 14 glicoformas, de las cuales 11
fueron compartidas por su contraparte producida en células CHO.K1. En particular, la
Mut 104 expresada en CHO mostr6 un amplio rango de isoformas con isoformas menos y
mas &cidas que las de rhEPO.

A pesar de las diferencias en el nimero de isoformas a lo largo de las distintas variantes,

se pudo observar un patron distintivo: las variantes expresadas en CHO exhibieron
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isoformas mas acidas (incluso de mayor acidez que las de rhEPO) mientras que las

expresadas en HEK mostraron una elevada proporcién de isoformas menos acidas.

4.2.4.3. Analisis de macroheterogeneidad

Con el objetivo de evaluar el grado de ocupacion de los sitios de N-glicosilacion en las
variantes producidas en células HEK, las mismas fueron tratadas con la enzima PNGasa F
durante distintos tiempos y evaluadas mediante SDS-PAGE (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de macroheterogeneidad. (A) Variante Mut 45 47 y (B) variante Mut 104
producidas en células HEK, incubadas con PNGasa F durante 0, 1, 3, 30 min y ON (toda la noche,
del inglés overnight) a 37 °C. (C) Variante Mut 45_47 y (D) variante Mut 104 producidas en células
CHO y sometidas al mismo tratamiento, extraidas de Birgi et al. (2021) [111]. A la derecha de los
geles se indica el grado de ocupacién con glicanos desde ningun sitio ocupado (ON) hasta los 4 sitios
ocupados (4N).

El proceso de N-deglicosilacion parcial permitid confirmar la ocupacion completa de los
sitios de N-glicosilacién a través de la visualizacién de 5 regiones de isoformas (con rangos
de MM correspondientes a 4, 3, 2,1 sitio de N-glicosilaciony completamente
N-deglicosilada) que surgen a medida que avanza el tiempo de incubacion, de la misma
manera que fuera observado para las variantes expresadas en CHO [111]. De este modo,
se puso en evidencia que las diferencias visualizadas entre las variantes producidas en

células CHO y HEK se encuentran determinadas por su microheterogeneidad, como
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consecuencia de la presencia de estructuras glicosidicas mas simples en las variantes
producidas en las células humanas. Notablemente, el tiempo necesario para la hidrélisis de
los N-glicanos de las variantes expresadas en células HEK fue significativamente menor
gue para las muteinas producidas en células CHO. Asi, la N-deglicosilacién total requirid
aproximadamente 30 min para las variantes de HEK, mientras que demandoé el tratamiento
durante toda la noche para las de CHO como se observé en Birgi y col. (2021) [111].
Adicionalmente, en la regién del gel correspondiente a la muestra completamente
N-deglicosilada (inferior a 20 kDa e indicada como ON) se observaron tres bandas proteicas
para las variantes expresadas en HEK, que no fueron observadas en las muteinas
expresadas en CHO. Las mismas podrian corresponder a: (i) una forma completamente
N-deglicosilada pero O-glicosilada con uno o dos residuos de acido sidlico, (i) una forma
completamente N-deglicosilada pero O-glicosilada con un residuo de acido sialico o sin
ellos, y (iii) una forma completamente N- y O-deglicosilada. Para confirmar esta hipétesis
se realizé una digestion simultanea con PNGasa F y con 02-3,6,8,9 Neuraminidasa A, lo
que permitié evidenciar la presencia de dos bandas, aspecto que confirma la hidrolisis de
los residuos de &cido sialico por parte de la neuraminidasa (Figura 31) para alcanzar una
banda N-deglicosilada pero O-glicosilada sin acidos sialicos y otra banda sin N- ni

O-glicanos.
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Figura 31. Analisis de microheterogeneidad de Mut 45_47 HEK. Se analizé la heterogeneidad de
las bandas de MM inferior a 20 kDa correspondiente al sitio de O-glicosilacién de la Mut 45_47 (C).
Calle 1, Mut 45_47 HEK nativa; calle 2, Mut 45_47 HEK tratada durante 24 h con PNGasa F; calle
3, Mut 45_47 HEK tratada durante 24 h con PNGasa F y Neuraminidasa A.

4.2.4.4. Cuantificacion de acido sialico
La presencia de AS terminal en las cadenas de los oligosacaridos presentes en las
glicoproteinas es un aspecto sumamente importante, ya que contribuye a aumentar el

tiempo en circulacion sanguinea, mejorando los perfiles farmacocinéticos. La cuantificacion
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del contenido del acido sidlico correspondiente al acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) de
rhEPQO y de sus variantes se realiz6 mediante cromatografia de HPAEC-PAD.
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Figura 32. Cuantificacion de Neu5Ac mediante HPAEC-PAD. En el eje de ordenadas se graficé
la proporcién de moles de Neu5Ac por mol de proteina en funcién de las variantes de hEPO
analizadas. Los datos se expresan como media + SD. Andlisis estadistico mediante la prueba t de
Student. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 de variantes frente a rhEPO; ## p<0,0001
de variantes producidas en distintas lineas celulares.

Los resultados fueron consistentes con las observaciones realizadas a partir del ensayo de
IEF, el cual mostré6 un mayor predominio de isoformas mas acidas en las variantes
producidas en células CHO. En este sentido, las muteinas producidas por esta linea celular
exhibieron un contenido significativamente més alto de Neu5Ac en comparacion con sus
respectivos anélogos expresados en células HEK. Especificamente, esta diferencia fue de
3,6 veces para la proteina Mut 45_47 y de 4,7 veces para la proteina Mut 104.

Ademas, el perfil de mayor contenido de glicoisoformas mas &cidas de la variante
Mut 45_47 observado en el procedimiento de IEF se correlacion6 con su mayor contenido
de AS evaluado por esta técnica cromatografica.

Es importante mencionar que el valor registrado para rhEPO (10,9 + 0,7) es comparable
con aquellos reportados en la bibliografia [51-53,144], siendo menor que los determinados
para las muteinas producidas en CHO, lo que constituye un resultado esperable como
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consecuencia de la introduccion de un sitio adicional de N-glicosilacién en estas variantes
respecto de la molécula original.

Por otro lado, tanto rhEPO como sus variantes expresadas en células CHO mostraron
pequenas cantidades de la variante N-glicoliineuraminico (Neu5Gc), valores que no
pudieron ser cuantificados debido a que en nuestro laboratorio no disponiamos del estandar
para este residuo (Figura 33). La presencia de esta variante de AS en rhEPO ha sido
reportada por distintos autores [52,53,145,146] y representa un aspecto que adquiere
fundamental importancia cuando las células utilizadas para la produccion de biofarmacos
no son humanas, debido a que la cantidad de Neu5Gc debe ser monitoreada como
consecuencia de su potencial inmunogénico y antigénico. Dicha inmunogenicidad y
antigenicidad puede manifestarse por la generacion de anticuerpos y por el
reconocimiento de la molécula por poblaciones de anticuerpos neutralizantes naturalmente
presentes, estas situaciones conducen a limitar la eficacia del medicamento [27,147].
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Figura 33. Cuantificacion de las variedades de AS: Neu5Ac y Neu5Gc mediante HPAEC-PAD.
Cromatogramas correspondientes a su determinacién en las variantes Mut 45 47 CHO (A), Mut
45_47 HEK (B), Mut 104 CHO (C) y Mut 104 HEK (D).

En los cromatogramas se representa la sefial eléctrica detectada (nC) en funcién del tiempo de
retencion (min). En cada uno de ellos se distinguen regiones correspondientes a los remanentes
glicoproteicos derivados del proceso de hidrélisis (a), deteccién de NeubSAc (b) y deteccion de
Neu5Gc (c).

En contraste, este mismo AS no pudo ser detectado para las variantes expresadas en HEK,
confirmando la incapacidad de estas células para sintetizar Neu5Gc como consecuencia de
una mutacibn en el gen que codifica la enzima hidroxilasa CMAH (citidina

monofosfato-N-acetilneuraminico hidroximetilasa) que cataliza la conversion del NeuS5Ac a
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Neu5Gc [148,149]. En este sentido, las muteinas producidas en células HEK podrian exhibir
un menor grado de inmunogenicidad, lo que constituiria una ventaja terapéutica con

relacion a sus analogos producidos en células CHO.

4.2.4.5. Andlisis de la estabilidad térmica

Con el objetivo de evaluar si el cambio en la composiciéon y complejidad de los glicanos
presentes en las variantes producidas en células HEK genera un impacto en la estructura
terciaria de la proteina, la estabilidad térmica de estas variantes fue evaluada mediante la
técnica de TS utilizando el mismo protocolo aplicado a sus analogos producidos en células
CHO (Figura 34).
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Figura 34. TS de rhEPO y de sus variantes producidas en células HEK-293. Se realiz6 la
comparacion de las variantes Mut 45_47 (A) y Mut 104 (B) producidas por ambas lineas celulares.
En el eje de ordenadas se representa la fluorescencia relativa en funcién de la temperatura.

La Twm de las variantes producidas en células HEK fue calculada por ajuste no lineal de los
datos experimentales registrados y se resumen en la Tabla 13, en donde se comparan con

sus analogos producidos en células CHO.
Tabla 13. Temperatura de fusion de rhEPO y de sus variantes

Variante Tm (°C)
rhEPO 50,5+0,4
CHO.K1 45,310,4
Mut 45 47

HEK-293 44,34+0,5

CHO.K1 52,5+1,3
Mut 104
HEK-293 52,5+0,2
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La presencia del glicano en si mismo o la mutacion efectuada produjo un descenso de 5 °C
en la Tw de la variante Mut 45_47 mientras que produjo un incremento de 2 °C en la
correspondiente a la variante Mut 104. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en las Tu de cada variante expresada en uno u otro hospedador celular,
demostrando que las diferencias en los patrones de glicosilacion entre ambas lineas

celulares no generaron un impacto sobre el plegamiento de las proteinas.

4.2.5. Evaluacion in vitro de la actividad biolégica

4.2.5.1. Evaluacion de la actividad eritropoyética

La AE in vitro de las variantes derivadas de células humanas fue evaluada empleando la
linea celular UT-7. Se incluyeron ademas los analogos correspondientes con el objetivo de

realizar la comparacion entre ambos linajes celulares.
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Figura 35. AE in vitro utilizando células UT-7. En el eje de ordenadas se graficé la sefial de
absorbancia de las muestras luego de completar la reaccién colorimétrica en funciéon de la
concentraciéon del estandar (rhEPO) o de las variantes expresadas en ambos hospedadores
celulares.

Como se observa en la Figura 35, ninguna de las variantes de hEPO, expresadas en CHO
o HEK, fue capaz de estimular la proliferacién celular, demostrando la ausencia de AE in
vitro. Esta falta de respuesta es atribuida a la modificacion realizada sobre las variantes de
hEPO, ya sea por la modificacién aminoacidica o por un impedimento estérico provocado
por la glicosilacién para unir al receptor homodimérico, por medio del cual desencadena su

funcion eritropoyética. Contrariamente, rhEPO demostré su funcion eritropoyética
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evidenciada por una curva de proliferacion dosis-dependiente utilizando la linea celular
uT-7.

4.2.5.2. Evaluacion de la actividad neuroplastica

Como se menciond previamente, los efectos neuroactivos de hEPO para promover la
supervivencia neuronal, la diferenciacién y la neuritogénesis han sido ampliamente
descritos. En consecuencia, estudios in vitro de neuritogénesis, formacion de filopodios y
sinaptogénesis son claves para el entendimiento del desarrollo neuronal, dado que reflejan
procesos que suceden en el desarrollo normal del cerebro. Por lo tanto, se evalué la
capacidad de los derivados de HEK para estimular tales procesos y se realizd su
comparacion con las respuestas obtenidas para las variantes de CHO.

4.2.5.2.1. Evaluacion de la neuritogénesis

Las neuritas son prolongaciones celulares que emergen del soma de una neurona en sus
primeras etapas de desarrollo y que en etapas posteriores pueden diferenciarse en axones
o dendritas [150].

Para la evaluacion de la neuritogénesis se trataron células N2a indiferenciadas con distintas
concentraciones de rhEPO o de las variantes en privacién de SFB. Luego del tratamiento,
se evaluo el promedio de la extension de las neuritas en cada neurona para cada condicion.
Todas las variantes de hEPO exhibieron un incremento dosis-dependiente en su capacidad
para promover la neuritogénesis observado en la mediciéon de la extension de neuritas. A
partir del andlisis estadistico se determind que todas las variantes evaluadas fueron
capaces de estimular la generacion de neuritas de manera significativa al ser administradas
en una dosis de 300 ng.mL"". Con respecto a la menor concentracion evaluada (50 ng.mL"),
se vislumbrdé un incremento, pero el mismo no resultd estadisticamente significativo
(Figura 36). Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
con la misma variante expresada en diferentes hospedadores celulares y evaluadas en las

mismas concentraciones.
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Figura 36. Evaluacion de la neuritogénesis in vitro en cultivos de células N2a. (A) Imagenes
representativas de células N2a privadas de suero y tratadas con cada condicién (Barra de escala:
20 ym). (B) Cuantificacion de longitud promedio de neuritas. Las células fueron tratadas con 50 y
300 ng.mL-' de rhEPO o de sus variantes. En el eje de ordenadas se grafico la longitud promedio de
neuritas en funcién de cada variante en eje de abscisas. Los resultados se expresaron como media
+ SEM de n=20-25 células por condicién correspondientes a 2 ensayos independientes. Prueba
estadistica de ANOVA de una via con correccién de Bonferroni de rhEPO (control positivo) o de
muteinas frente al control negativo (PBS) * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Los resultados obtenidos fueron comparables a los reportados para rhEPO sobre cultivos
primarios de neuronas, en los que también se observd una correlacién positiva entre la
elongacion de las neuritas y la concentracién evaluada de la citoquina [151,152]. Mas
especificamente, los valores registrados para la molécula original y las variantes producidas
en células CHO resultaron equivalentes a los descritos por Birgi y col. [111].
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4.2.5.2.2. Evaluacion de la formacion de filopodios

Los filopodios conforman un grupo de pequenas prolongaciones celulares membranosas
formadas dentro de las neuritas que participan en los procesos de deteccion de senales
quimicas, migracién de neuronas y formacion de nuevas conexiones entre las mismas
[153].

Para determinar la densidad de filopodios, se emplearon cultivos primarios de neuronas de
hipocampo de ratas, las cuales fueron tratadas durante 4 DIV con distintas concentraciones
de rhEPO o de sus variantes.
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Figura 37. Evaluacion de la densidad de filopodios. (A) Imagenes representativas y sus
ampliaciones de neuronas de hipocampo de rata luego de 4 DIV, tratadas con cada condicién. Barra
de escala: 20 ym. (B) Cuantificacién del nimero de filopodios. Las células fueron tratadas con 50 y
300 ng.mL-" de rhEPO o de sus variantes. En el eje de ordenadas se graficé en nimero de filopodios
en funcién de cada variante en eje de abscisas. Los resultados se expresaron como la media + SEM
de n=15-20 células por condicién correspondientes a 2 ensayos independientes. Prueba estadistica
de ANOVA de una via con correccién de Bonferroni de rhEPO (control positivo) o de las muteinas
frente al control negativo (PBS) * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Tanto rhEPO como las muteinas producidas por ambas lineas celulares exhibieron un
efecto estimulatorio de la formacién de filopodios en los cultivos primarios de neuronas de
hipocampo. Dicho efecto fue estadisticamente significativo para la condicién de 300 ng.mL"
(Figura 37). Del mismo modo que lo observado en la evaluacion de neuritogénesis, se
evidencidé un incremento dosis-dependiente de la respuesta a pesar de que la menor
concentracion ensayada no mostrd diferencias estadisticamente significativas frente al
control (PBS) utilizado en el ensayo. Asimismo, las neuronas tratadas con 50 ng.mL™" de
las muteinas evidenciaron un notable aumento con respecto a rhEPO, lo que podria sugerir
que las muteinas poseen una mayor eficiencia para desencadenar la respuesta
neuroplastica referente a la generacion de filopodios. Nuevamente, no se observaron
diferencias significativas entre las respuestas al tratamiento con una misma variante
expresada en ambas lineas celulares y en las mismas concentraciones.

4.2.5.2.3. Evaluacion de la formacion de sinapsis

La sinapsis constituye la conexién funcional entre neuronas, proceso que permite la
transmisidén de senales en el sistema nervioso. El efecto estimulatorio de rhEPO y de sus
variantes en la sinaptogénesis fue evaluado cuantificando la colocalizacién de los
marcadores presinaptico (Syn) y postsinaptico (NMDA-R1) en cultivos primarios de
neuronas de hipocampo de ratas de 15 DIV tratados con distintas concentraciones de
rhEPO o de sus variantes.

Como muestra la Figura 38, se observé una respuesta dosis-dependiente de la
sinaptogénesis para todas las proteinas, no evidenciandose nuevamente diferencias entre
la misma proteina expresada en diferentes hospedadores celulares. De manera analoga al
efecto observado en la evaluacion de filopodios, la respuesta en la sinaptogénesis de las
neuronas tratadas con una dosis de 300 ng.mL' fue superior y estadisticamente
significativa para las muteinas expresadas en ambas lineas celulares respecto de rhEPO,
lo que permitiria pensar que estas variantes poseen una mayor AN in vitro que la molécula
de rhEPO sin modificar. No obstante, dada la variabilidad de los ensayos, es necesario ser
cautos con estas aseveraciones y evaluar el comportamiento de la AN in vivo, de manera
de confirmar el efecto vislumbrado in vitro. De confirmarse el mencionado efecto, el mismo
constituiria  un potencial muy importante para las muteinas como candidatos
neuroterapéuticos, dado que el incremento en la neuroplasticidad se correlaciona con
mejoras en las funciones cognitivas superiores, incluyendo el aprendizaje y la memoria
[154,155].
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Figura 38. Evaluacion de la sinaptogénesis. (A) Imagenes representativas y sus ampliaciones de
neuronas de hipocampo cultivadas durante 15 DIV en presencia de los diferentes tratamientos. Las
imagenes muestran 25 ym de longitud dendritica de una neurona representativa, inmunomarcada
con el marcador presinaptico Syn (magenta) y el marcador postsinaptico NMDA-R1 (verde). En las
imagenes combinadas, los asteriscos blancos y los recuadros sefialan colocalizacién detectable de
Syn/NMDA-R1 (blanco). Barra de escala: 5 um. (B) Cuantificacion de la sinaptogénesis como puntos
de colocalizacion entre los marcadores Syn y NMDA-R1 graficados en el eje de ordenadas en funcién
de los diferentes tratamientos. Los resultados se expresaron como media + SEM del nimero de
puntos de colocalizacién de los marcadores en al menos n=15 neuronas por condicién
correspondientes a 2 ensayos independientes. Prueba estadistica de ANOVA de una via con
correccion de Bonferroni de rhEPO (control positivo) o de muteinas frente al control negativo (PBS)
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.2.6. Evaluacion de las propiedades bioldgicas in vivo

4.2.6.1. Propiedades farmacocinéticas

La influencia en la PK debido a los distintos perfiles de glicosilacién mostrados por rhEPO
y sus variantes expresadas en distintos hospedadores fue evaluada en ratas
Wistar inyectadas por via ip. La Figura 39 muestra los perfiles farmacocinéticos obtenidos

para cada proteina estudiada.
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Figura 39. Perfiles PK de rhEPO y de sus variantes. Se graficd la concentracion de cada proteina
(rhEPO o variantes de hEPO) en funcion del tiempo transcurrido desde la inyeccion ip de las mismas.
Los datos graficados corresponden al valor promedio de concentracién + SEM (n=4) de las
determinaciones.

Las muteinas expresadas por la linea celular CHO.K1 permanecieron mayor tiempo en

circulacién sanguinea, siendo detectadas en tiempos mas tardios posinyeccién (hasta
120 h para la variante 45 47 y 72 h para la variante 104) comparadas con sus
correspondientes analogas expresadas por la linea celular HEK-293, detectables hasta so6lo
24 h posadministracion. Este aumento en el tiempo de circulacion se encuentra influenciado
por los glicanos unidos a las proteinas, los que otorgan mayor radio hidrodinamico y mayor
carga negativa a pH fisiolégico, prolongando su permanencia en el sistema circulatorio.
Notablemente, la Mut 104 producida en células CHO exhibié un perfil farmacocinético
similar al de rhEPO a pesar de contar con una cadena de N-glicanos adicional y un mayor
nuamero de residuos de acido sialico. Esto podria deberse a la composicion de isoformas de
dicha muteina. Como se observo en el andlisis del perfil de glicoisoformas mediante |EF,
esta variante posee simultdneamente isoformas mas y menos acidas que la rhEPO sin
modificar. Las primeras contribuyen a prolongar su permanencia en circulacion, mientras
que las restantes con menor radio hidrodinamico e inferior carga negativa son filtradas con

mayor facilidad por el glomérulo renal y ademas interaccionan mas facilmente con los

126




RESULTADOS Y DISCUSION

receptores hepaticos de asialoglicoproteinas, los que las retiran velozmente del plasma.
Estos ultimos acontecimientos compensan la mayor permanencia de las isoformas mas
acidas, determinando que la Mut 104 tenga un comportamiento similar al de la molécula
original.
Para analizar los datos obtenidos, los modelos compartimentales de farmacocinética
representan herramientas analiticas sumamente Utiles que permiten predecir mediante
expresiones matematicas cémo un farmaco es absorbido, distribuido, metabolizado y
eliminado del organismo. En el presente trabajo de tesis, los datos experimentales de
concentracion a distintos tiempos posinyeccion fueron ajustados a un modelo de inyeccion
extravascular, con absorcion lineal y eliminacién de primer orden. A partir del ajuste se
estimaron los parametros farmacocinéticos resumidos en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros PK de rhEPQO y de sus variantes

Mut 45 47 Mut 104
rhEPO
CHO HEK CHO HEK
Ka
(h) 0,27 £ 0,05 0,3+0,2 0,55+ 0,02 0,50 + 0,01 0,34 £ 0,01
Vb
180 £10 44 +10 496 + 126 121 £5 348 + 103
(mL)
ke
(h) 0,0767 +0,0001 0,0526 +0,0002 0,1368 + 0,0009 0,12 + 0,01 0,261 + 0,006
AUC
(ng.h. 7240 + 411 43734 + 9469 1535 + 467 7203 £ 1055 1185 + 331
mL")
(o]
13,8 £0,7 2405 70 £18 14 +£2 91 +29
(mL. h")
Cma’x
(ng. 339 +43 1615 + 533 135 +42 538 + 39 127 + 35
mL)
Tmax
) 6,6 0,7 7+2 3,32 + 0,05 3,79 +£0,09 3,37 £ 0,03
t12
9,043 + 0,007 13,17 £ 0,04 5,07 £ 0,03 6,0 +0,6 2,66 + 0,06

Los parametros PK fueron calculados para cada animal y se expresan como el valor promedio + SD (n=4).

127



RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas estadisticas permitieron evidenciar diferencias significativas en todos los
parametros analizados, tanto entre rhEPQO y sus variantes como para una misma muteina
producida por distintos linajes celulares.

Como puede observarse en la Tabla 14, la Mut 45_47 expresada en células HEK y la Mut
104 producida por ambas lineas celulares integran un grupo caracterizado por un proceso
de metabolizacién mas rapido, que se encuentra determinado por constantes de absorcion
(ka) y eliminacion (ke) superiores. Esta aceleracion en el metabolismo provoca que tanto el
tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima (Tmax) como el tiempo de
vida media de eliminacion (t12) se acorten con respecto a rhEPO. Una posible explicacion
del comportamiento observado radica en la composicién de isoformas de cada variante. En
este sentido, independientemente de que la Mut 104 CHO posea un mayor contenido de
residuos de &cido sialico que rhEPO, las proteinas que integran este grupo poseen en
comun la existencia de isoformas notablemente menos acidas y de menor radio
hidrodinamico que rhEPO, que podrian estar difundiendo mas rapidamente desde la
cavidad peritoneal hacia el sistema circulatorio [156].

Por su parte, esta composicidn de isoformas de Mut 104 CHO proporciona valores de area
bajo la curva (AUC) vy, por ende, del clearance plasméatico (Cl), similares a rhEPO, sin
evidenciar diferencias significativas entre ambas muestras.

Asimismo, en la comparacion de los pardmetros PK y en concordancia con la
caracterizaciéon fisicoquimica, las variantes exhibieron radicales diferencias en sus
parametros farmacocinéticos mas importantes. La Mut 45_47, expresada en células CHO
exhibié un ti» media 2,6 veces superior y un Cl plasmatico 29 veces menor respecto de su
contraparte expresada en células HEK.

En el caso de la Mut 104, la mayor diferencia en la comparacién entre ambas lineas
celulares radic6 en un ti2 2,3 veces mayor y Cl plasmatico 6,5 veces superior de la variante
producida en células CHO respecto de su contraparte expresada en HEK. Conforme a lo
esperado, la menor complejidad de las estructuras glicosidicas presentes en las variantes
producidas en células HEK serian responsables de una menor vida media, y
concordantemente, una mayor velocidad de eliminaciéon plasmatica. Por un lado, la
presencia de glicanos con mayor grado de antenaridad, como ocurre en las proteinas
producidas en CHO, provoca un aumento de la masa molecular aparente y del radio
hidrodindmico, disminuyendo la velocidad de filtracion glomerular. Ademas, el fendmeno de
repulsion que se produce entre las cargas negativas de las variantes, atribuidas a los
residuos de &cido sialico y los glicosaminoglicanos presentes en la superficie del glomérulo,
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reducen aun mas la velocidad de filtracion renal [157]. Por otro lado, la presencia de
residuos de AS disminuye la endocitosis y posterior protedlisis mediada por receptores
hepaticos, los cuales poseen especificidad hacia residuos de galactosa o
N-acetilglucosamina [158] que se encuentran enmascarados en las variantes producidas.
Como consecuencia de las caracteristicas otorgadas por los glicanos que decoran las
proteinas producidas en células HEK, su depuracién se encuentra aumentada tanto por el
mecanismo renal como por el hepatico.

Finalmente, es importante destacar que las variantes derivadas de células humanas
exhibieron un volumen de distribucion aparente significativamente superior con respecto a
sus analogos, siendo este aumento de 11 veces para Mut 45_47 y de aproximadamente
3 veces para Mut 104. Si bien este parametro no representa un volumen fisiol6gico del
organismo donde fue realizado el estudio, se encuentra relacionado con la salida de las
proteinas del sistema circulatorio y su acumulacion en érganos y tejidos periféricos, siendo
el SNC de principal interés [139].

Diversos autores han demostrado que algunos derivados de hEPO pueden atravesar la
BHE y requieren una breve interaccion para desencadenar respuestas citoprotectoras.
Erbayraktar y col. [109] describieron que la asialoEPO, un analogo de hEPO generado por
desialidacion enzimatica, que presenta una vida media plasmatica inferior a una hora, fue
capaz de alcanzar el SNC y exhibir un amplio espectro de actividades neuroprotectoras.
De este modo, las muteinas expresadas en células HEK podrian tener un aumento
significativo en el pasaje a través de la BHE, alcanzando asi el SNC para desencadenar la
respuesta neuroplastica de manera similar a moléculas como la asialoEPO. Es decir, las
células HEK confieren un tipo de glicanos a las moléculas de EPO que permitirian que no
se eliminen tan rapidamente de circulacion como la asialoEPO, pero a su vez otorgan un
mayor volumen de distribucion con respecto a las producidas en células CHO lo que les
conferiria una mayor llegada al SNC.

4.2.6.2. Evaluacion de la AN in vivo

El efecto de rhEPO y de sus variantes fue evaluada in vivo mediante el estudio la
arborizacion (medida como el nimero de intersecciones desde el soma y extension de las
dendritas) que son capaces de estimular a nivel de neuronas piramidales presentes en la
region CA1 del hipocampo de ratones sanos de la cepa CF-1. Este estudio representa una

aproximacion a modificaciones responsables de mejoras cognitivas. Para ello, las neuronas
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fueron tefidas mediante la técnica de Golgi-Cox y el efecto neuroplastico de las

glicoproteinas en estudio se cuantificé mediante el analisis de Sholl.
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Figura 40. Evaluacion de la plasticidad neuronal in vivo en ratones CF-1. Se muestran fotos

representativas de neuronas tefidas mediante la técnica de Golgi-Cox correspondientes a un area
de 250 pm x 250 um, evaluandose las siguientes muestras: control negativo (PBS), rhEPO vy las
variantes de hEPO expresadas en diferentes hospedadores (A).
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Ademas, se representa graficamente los resultados obtenidos a partir de los experimentos de ratones
tratados con Mut 45 47 (B) y los tratados con Mut 104 (C) ambas expresadas en distintos
hospedadores celulares. Tales representaciones corresponden a dos histogramas donde se grafica
la longitud promedio de las dendritas o el nimero de intersecciones de las neuritas en el andlisis de
Sholl en funcién de las muestras estudiadas y un tercer grafico donde se representa el nimero de
intersecciones de las neuritas en el andlisis de Sholl en funcién de la distancia desde el soma
neuronal. Se cuantifico el nimero de intersecciones con circulos concéntricos separados a intervalos
de 10 um desde el soma. Barra de escala;: 50 ym. Los datos se expresan como media £ SEM de al
menos 30 neuronas por grupo. Analisis de la varianza (ANOVA) con correccién de Tukey. * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 de rhEPO y variantes frente a PBS; # p<0,05 de variantes frente a rhEPO.

En la Figura 40 se observa que los grupos tratados con rhEPO y sus variantes exhibieron
aumentos estadisticamente significativos en la longitud de las dendritas y el nimero de
intersecciones desde el soma en las neuronas piramidales del hipocampo con respecto al
grupo control negativo (PBS). Este resultado permite confirmar que tanto la molécula
original como sus muteinas producidas por células CHO y HEK, luego de ser administradas
por via ipe ingresar al sistema circulatorio, fueron capaces de proveer respuesta
neuroplastica. Estos resultados se encuentran en concordancia con numerosos reportes
bibliograficos en los cuales se han evaluado in vivo diferentes aspectos del proceso de
neuroplasticidad en la region del hipocampo utilizando una dosis de 42 ug.kg™”' de rhEPO y
CEPO administrada por via ip, que resulta muy similar a la dosis utilizada en la presente
tesis (50 pg.kg™). El trabajo realizado por Almaguer-Melian y col. [159] demostr6é que la
rhEPO desencadena mecanismos moleculares que permiten modular la plasticidad
sinptica en neuronas ubicadas en la region del giro dentado del hipocampo de ratas Wistar.
Ademas, en modelos animales de ratones tales como los de la cepa C57BL/6, Dong Hoon
Oh y col. [160] evidenciaron un efecto promotor de rhEPO y CEPO sobre la elongacion de
las dendritas de neuronas ubicadas en la region CA1 del hipocampo. Otros estudios
utilizando esta misma cepa murina han puesto de manifiesto la actividad estimulatoria de
rhEPQO con relacién a la neuritogénesis [161], la formacion de espinas dendriticas (similar
al aumento de la densidad de filopodios) [162] y la sinaptogénesis [163] en neuronas
piramidales ubicadas en la regién CA1 del hipocampo, procesos que fueron evaluados in
vitro en la presente tesis de posgrado.

Asimismo, ambas variantes producidas en células CHO mostraron un aumento significativo
de los parametros estudiados in vivo en comparacién con el grupo rhEPO. En el caso de
las variantes producidas en células HEK, se observé el mismo comportamiento con
excepcion de la longitud dendritica en la Mut 104 que no fue estadisticamente significativa
en comparacion con rhEPQO. Para cuantificar la complejidad dendritica se utilizé el analisis
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de Sholl midiendo el nimero de intersecciones dendriticas a distancias crecientes del soma.
La cuantificacion revelé un aumento estadisticamente significativo en el numero de
intersecciones para las variantes Mut 45_47 y Mut 104 en las dendritas de las variantes
derivadas de CHO y HEK en comparacién con el de ratones tratados con rhEPO y PBS.
Estos resultados concuerdan con los resultados de los estudios in vitro previos, lo que
respalda que las variantes hiperglicosiladas promueven la morfogénesis neuronal con
mayor eficacia y complejidad que la rhEPO sin que existan diferencias significativas entre
distintos hospedadores para produccion de la misma variante. Una posible explicacién de
la mayor eficacia en términos de neuroplasticidad in vivo de las variantes de hEPO podria
relacionarse con la capacidad de interaccidon entre las distintas proteinas y los diferentes
receptores. Desde el punto de vista estructural-funcional, las mutaciones introducidas en la
secuencia original de la molécula de hEPO fueron disefiadas especificamente en residuos
criticos para la interaccion con el receptor homodimérico, segun lo descripto en la
bibliografia [57-58], evitando alterar la regién molecular asociada con la actividad
neurobioldgica. Estas mutaciones, localizadas en una hélice a distinta de aquella vinculada
a la interaccion entre hEPO vy el receptor heterodimérico, incorporaron un nuevo sitio
consenso de N-glicosilacidon. Dicho sitio introdujo un N-glicano —una estructura de radio
hidrodinamico considerable o voluminosa— capaz de provocar el impedimento estérico en
la interaccion entre la regidn responsable de la eritropoyesis con el receptor homodimérico.
De este modo, incluso en condiciones donde los glicanos menos complejos presentes en
las muteinas producidas por células HEK pudieran aumentar la afinidad global por los
receptores, la interaccidn con el receptor homodimérico permanecié bloqueada por la propia
estrategia del disefno, mientras que la unién al receptor heterodimérico se conservé. De este
modo, mientras que rhEPO es capaz de interaccionar y activar tanto el receptor
homodimérico (EPOR2) como el heterodimérico (EPOR/BcR), las muteinas de hEPO solo
podrian realizarlo con este ultimo. Es decir que la rhEPO se iria consumiendo o titulando
en la interaccion con el receptor homodimérico mientras que las variantes lo harian
exclusivamente con el heterodimérico. Esto determina que, para una dosis equivalente, un
mayor numero de moléculas sea capaz de interaccionar con el receptor heterodimérico vy,
por lo tanto, las muteinas sean mas eficientes para desencadenar la respuesta
neurobioldgica (en comparacion con la molécula sin modificar) y que, de acuerdo con la
bibliografia [138,164—167], podria correlacionarse con una actividad cognitiva superior.

Por otra parte, en este estudio no se observaron diferencias significativas entre las variantes

producidas por los distintos linajes celulares. Teniendo en cuenta que las muteinas

132



RESULTADOS Y DISCUSION

producidas en células HEK presentan una mayor depuracién sistémica que aquellas
expresadas en células CHO, las mismas podrian atravesar con mayor eficiencia la BHE
resultando en un inicio de accién mas rapido. Por el contrario, las muteinas provenientes
de células CHO tienen una vida media en sangre mas prolongada, aunque posiblemente
enfrentan una mayor dificultad para atravesar la BHE como consecuencia de las
caracteristicas de sus glicanos. Estas situaciones opuestas podrian explicar la
neuroplasticidad comparable observada in vivo a pesar de sus diferentes perfiles
farmacocinéticos, realzando a la linea celular HEK como plataforma de eleccién para la
produccion de variantes de hEPO hiperglicosiladas como candidatos para el tratamiento de
patologias asociadas al SNC.
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CONCLUSIONES

El tratamiento de patologias asociadas al SNC requiere del desarrollo de candidatos
terapéuticos que ataquen puntos claves de estas enfermedades, no sélo disminuyendo o
controlando los sintomas, sino deteniendo su progresién. En los ultimos afnos, la hEPO ha
cobrado especial relevancia debido a sus propiedades neurobioldgicas, dentro de las que
se destacan la neuroproteccién, neurogénesis y neuroplasticidad. Con el objetivo de
explotar selectivamente estas propiedades, sin los efectos asociados a la actividad
eritropoyética, se han desarrollado distintos analogos de hEPO mediante la aplicacion de
técnicas tales como la transformacion quimica, la modificacion del contenido de acido
sidlico o el empleo de técnicas de ADN recombinante.

Con relacion a lo ultimo, previamente en nuestro laboratorio se generaron 12 variantes de
hEPO mediante glicoingenieria por hiperglicosilacion utilizando la linea celular CHO.K1
como plataforma de produccién. Para ello, mediante mutagénesis sitio-dirigida se realizaron
modificaciones en la regidbn molecular responsable de la actividad eritropoyética,
incorporando un sitio consenso de N-glicosilacion, con el objetivo de obtener variantes que
preserven la actividad neuroplastica pero exhiban reducida o nula actividad eritropoyética.
Parte de este trabajo de tesis se centrd en la produccidn, purificacion y caracterizacion
fisicoquimica y biolégica de todas las variantes para seleccionar los candidatos mas
promisorios para expresarlos en las células de origen humano HEK-293 y estudiar las
propiedades de estas variantes en comparacion con las mismas muteinas producidas en
células CHO.K1. Con excepcion de la variante Mut 15_17, el resto de las muteinas se
purificaron de manera exitosa, obteniendo eluatos con purezas superiores al 84%. Cabe
mencionar que, si bien la CIA no constituye un proceso adecuado en un proceso
downstream para la obtencion de bioterapéuticos, en esta instancia representé una
estrategia muy Util para poder obtener a las variantes con un elevado grado de pureza en
un Unico paso cromatografico y con masas adecuadas para su caracterizaciéon. La
evaluacion fisicoquimica y bioldgica permitié seleccionar las 2 muteinas mas promisorias,
denominadas Mut 45_47 y Mut 104. Estas variantes mostraron la incorporacién de un cuarto
sitio de N-glicosilacién, una masa molecular superior y un mayor nimero de isoformas mas
acidas que rhEPO. Asimismo, al analizar su estructura y estabilidad térmica, ambas
demostraron un adecuado plegamiento con estructuras secundarias y terciarias similares a
rhEPO. En cuanto a su funciéon biolégica, se confirmé el bloqueo de la actividad
eritropoyética tanto in vitro como in vivo para ambas proteinas y la preservacion de la
actividad neurobiol6gica, medida in vitro como su capacidad neuritogénica. El resto de las
variantes producidas fueron descartadas por preservar parte de la funcidn eritropoyética
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(Mut 49, Mut 62_64, Mut 72_74, Mut 149), por presentar problemas para su obtencién en
condiciones puras (Mut 15_17, Mut 98_100) o por presentar un estado de plegamiento
inadecuado (proteinas mal plegadas, inestablemente plegadas o desplegadas), es decir,
una estructura proteica comprometida (Mut 62_64, Mut 65_57, Mut 76_78, Mut 106_108,
Mut 149 y Mut 151_153).

Las variantes Mut 45_47 y Mut 104 demostraron las caracteristicas mas apropiadas para
su expresion mediante el empleo de la linea celular HEK. La eleccién de esta plataforma
productiva tuvo el objetivo de generar variantes que exhiban similitud con la hEPO
expresada fisioldgicamente por neuronas y astrocitos, caracterizada por la presencia de
estructuras glicosidicas mas simples, menor contenido de AS, ausencia de los epitopes
inmunogénicos Neu5Gc y Gala1,3Gal y mayor capacidad de interaccion con el receptor
heterodimérico. En este sentido, las lineas celulares recombinantes productoras de forma
estable de las muteinas mencionadas fueron utilizadas para su produccién y la siguiente
purificacién mediante CIA, lo que generd moléculas con una pureza superior al 92%. El
analisis fisicoquimico permitié demostrar claras diferencias entre las variantes producidas
por la linea celular HEK y las correspondientes a la linea celular CHO. De este modo, las
muteinas producidas por células HEK exhibieron menor MM y, considerando la ocupacion
completa de los sitios de N-glicosilacién, estas diferencias se correlacionan con el menor
contenido de AS y el perfil de glicoisoformas menos acidico observado por IEF.

Un aspecto muy importante en esta comparacion se relaciona con la deteccion de la
variante de acido sidlico potencialmente inmunogénica (Neu5Gc) en las células CHO
mientras que sus niveles no fueron detectables en las moléculas obtenidas a partir de la
expresion en células HEK. Desde el punto de vista estructural, Mut 45_47 y Mut 104
derivadas de ambas lineas celulares exhibieron una Tw similar a rhEPO, por lo tanto, las
diferencias en los perfiles de glicosilacién no se tradujeron en una modificacion en su
conformacion y, consecuentemente, sobre su estructura terciaria.

La caracterizacion biolégica in vitro de las muteinas derivadas de células humanas confirmé
el bloqueo completo de la AE y la conservacion de la AN con relacion a los procesos de
neuritogénesis, formacion de filopodios y sinaptogénesis, coincidentes con aquellos
obtenidos para las variantes producidas en células CHO. Adicionalmente, se observo que
las muteinas fueron mas eficientes que rhEPO para estimular la sinaptogénesis in vitro.
En los ensayos in vivo, las diferencias observadas en el grado de glicosilacidon se tradujeron
en grandes modificaciones en los perfiles farmacocinéticos. En términos generales, las

variantes producidas en células CHO permanecieron en circulacion durante tiempo mas

136



CONCLUSIONES

prolongado en comparaciéon con sus analogos producidos en células HEK, que solo
pudieron ser detectadas hasta 24 h posinyeccion. Esto se correlacionaria con una mayor
eliminacion hepatica a través de la captacion por los receptores de asialoglicoproteinas
dado el menor contenido de acido sidlico y a una mayor eliminacion renal mediante filtracion
glomerular debido al menor radio hidrodinamico como consecuencia de estructuras
glicosidicas menos complejas. Particularmente, la Mut 104 CHO exhibié un perfil similar a
rhEPO a pesar de contar con un sitio adicional de N-glicosilacién, como consecuencia de
un efecto de compensacion entre sus isoformas mas acidas que tienden a prolongar el
tiempo en circulacion plasmatica y las menos sialidadas que lo disminuyen.

Teniendo en cuenta los parametros méas importantes, las variantes derivadas de células
humanas demostraron una mayor velocidad de depuracién plasmatica y menor vida media,
resultado previsible en funcibn de sus estructuras glicosidicas menos
complejas -caracteristicas de las células HEK- y a su menor contenido de acido sidlico.
Asimismo, estas muteinas exhibieron un mayor volumen de distribucion aparente, lo que
estaria relacionado con su salida del sistema circulatorio hacia los tejidos periféricos. De
este modo, tanto Mut 45_47 como Mut 104 podrian atravesar la BHE y alcanzar el SNC
para desencadenar la respuesta neurobiolégica, de manera analoga a distintas variantes
reportadas en la bibliografia como la asialoEPO.

Finalmente, el estudio de la actividad neuroplastica in vivo mostré que las modificaciones
contenidas en ambas variantes expresadas por los dos hospedadores celulares estudiados,
no afectaron negativamente su AN, sino que, contrariamente, la misma se manifesté de
manera mas eficiente que la correspondiente a rhEPO confirmando la tendencia observada
en la evaluacion in vitro. Esta mejora podria asociarse, por un lado, a un incremento en la
afinidad al receptor heterodimérico (manifestado por la mejora en la actividad biolégica
evaluada in vitro) y, por el otro, con la capacidad de ambas para interaccionar sélo con el
receptor heterodimérico diferenciandose de rhEPO que lo estaria haciendo con ambos
receptores (homodimérico y heterodimérico). De este modo, ante masas equivalentes de
proteinas, las variantes de hEPO tendrian mayor disponibilidad para desencadenar una
respuesta neurobiolégica mas eficiente.

Finalmente, la aplicacion de la estrategia de glicoingenieria por hiperglicosilacién junto con
la seleccién de una linea celular derivada de células humanas como sistema de expresion
permitieron obtener variantes de hEPO sin actividad eritropoyética y mejorada funcion
neurobiol6gica con respecto a la molécula original. Estas muteinas ademas tendrian un

perfil de glicosilacién con mayor similitud la hEPO producida fisiolégicamente en el SNC,
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caracterizado por glicanos con menor grado de antenaridad y sialidacion junto con la
ausencia de residuos glicosidicos inmunogénicos, lo que representan ventajas funcionales
significativas en comparacion con los derivados desarrollados previamente. Incluso, a pesar
de su mayor velocidad de depuracion plasmatica, son capaces de alcanzar el SNC y
desencadenar la respuesta de forma mas eficiente que rhEPO. Estas propiedades, que
potencian su desemperio terapéutico, destacan a la linea celular HEK-293 como una
plataforma ideal para la produccién de analogos de hEPO, los cuales representan
prometedores candidatos para el tratamiento de patologias asociadas al SNC.
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Esta seccion presenta reiteraciones ampliadas de los cromatogramas obtenidos durante los
procedimientos cromatograficos empleados para la purificacion de las variantes de hEPO
producidas por ambas lineas celulares. En cada cromatograma se representan las senales
de deteccién de absorbancia a A = 280 nm (azul), de pH (gris) y de conductividad (marron)
en funcién del volumen de elucién. Las lineas perpendiculares al eje de las abscisas
sefnalan el inicio de cada una de las etapas del proceso cromatografico. En el recuadro
ubicado en el margen superior derecho de cada figura se incluye una ampliacién del pico
de elucién, en la cual se indican las fracciones recolectadas (rojo).

Es pertinente senalar que la seccion del cromatograma correspondiente a la etapa de
segunda elucion se muestra identificada como CIP (del inglés, Cleaning in Place),

denominacion asignada automaticamente por el software del cromatégrafo.
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Mut 65_67

Absorbancia A= 280 nm e
mAU Conductividad 4420
— 1440
1500
-1480
1000 -1480
-1500
500 o 5
o
o
° ~1540 Al A2 A3 AL AS AS AT AB A% AYDANY
150 160 170 180 mL
-500 - :5 s
- o~ = &
4 o ~N >
-1000 |2 - - &
— - L2l
2 g 3/ §
w - 2 O
-1500 . ———
0 50 100 150 200 250 mL

L Mut 72_74

— AbsorbanciaA= 280 nm - mh
Conductividad 378 |
mAU
1500 »
1000
AS AT AR AS
140 145 mL
500 |

o
Equilibradp

Lavado 1
Neutralizacion

A2 M M MY

142




ANEXO

Mut 76_78
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Mut 104
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Mut 149
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Figura A1: Cromatogramas ampliados correspondientes a los procedimientos de purificacion
de cada muteina mediante CIA, segun consta en la Figura 18 del manuscrito (pag. 94).
Muteinas: Mut 45_47 (A), Mut 62_64 (B), Mut 65_67 (C), Mut 72_74 (D), Mut 76_78 (E), Mut 98_100
(F), Mut 104 (G), Mut 106_108 (H), Mut 149 (I) y Mut 151_153 (J).
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Figura A2: Cromatogramas ampliados correspondientes a los procedimientos de purificacion
mediante CIA de las muteinas Mut 45_47 (A) y Mut 104 (B) producidas en células HEK, seguin
consta en la Figura 27 del manuscrito (pag. 111).
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