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RESUMEN

Las proteinas recombinantes de estructura compleja con aplicacion biofarmacéutica
deben producirse mayoritariamente en cultivos artificiales de tejidos, para obtener
moléculas biolégicamente activas. Por tanto, actualmente se utilizan sistemas de
expresion de alto costo y técnicamente exigentes. Un caso particular de estos
biofarmacos es la produccion de eritropoyetina humana recombinante, que se utiliza
ampliamente a nivel mundial como terapia contra patologias como insuficiencia renal
cronica, anemia aplasica, y ademas como complemento en terapias para
enfermedades de alta incidencia, como el cancer y el SIDA. En el presente estudio, se
evidencia la relacion entre la actividad biologica in vivo de la EPO humana
recombinante y las cadenas N-glicosidicas enlazadas a la molécula, las cuales
difieren segun el sistema de expresion utilizado en su proceso de produccion. Los
resultados obtenidos confirman que la transduccion directa de las células secretoras
mamarias con vector adenoviral es una metodologia sélida para obtener niveles de
hasta 3 mg/ml de la variante de EPO quimérico (EPO-Fc) de forma soluble. Los
ensayos de expresion de esta glicoproteina quimérica en un sistema de cultivo de
células de mamifero, demostraron que la variante EPO-Fc potencia significativamente
su actividad biolégica in vivo en comparacion al mondémero de eritropoyetina
comercial. Sin embargo, la actividad hematopoyética de EPO-Fc resultd
significativamente menor cuando se expresa en la glandula mamaria de cabra.
Ademas, en el presente estudio se observd que la disminucion de la actividad
biolégica se encuentra directamente relacionada con un bajo contenido de acido
sialico en las cadenas de N-glicanos enlazadas a la EPO-Fc expresada en la leche.
En contraste, la proteina EPO-Fc expresada en cultivos celulares de mamifero mostré
una poblaciéon abundante de N-glicanos con estructuras complejas de multi-sialiladas
(34%), mientras que glicanos Mono-sialilados fueron las principales estructuras
cargadas vinculados a la EPO-Fc expresada en las células epiteliales mamarias de

cabras transducidas utilizando vectores adenovirales. Los resultados obtenidos

iX



sugieren que las estructuras oligosacéaridas N-enlazas poseen un impacto incluso
mayor en la vida media in vivo de la eritropoyetina humana, que el peso molecular de

la proteina recombinante.



SUMMARY

Recombinant proteins with complex structures used in biopharmaceutical application,
must be necessarily produced inartificially cultured tissues to obtain biologically active
molecules. A well known example of these bio-drugs, is the production of recombinant
human erythropoietin (rhEPO), which is widely used as a therapy against diseases
such as chronic kidney disease, aplastic anemia, cancer and AIDS. Current rhEPO
production systems are based on cell cultures, which render a drug, with low
therapeutic potential that has to be enriched of its highly sialylated isoforms to be
biologically active. Unfortunately, this expression approach is both expensive and
technically demanding, and leads to high production and retail costs.

In the present study, we report the close relationship between the in vivo biological
activity and glycosylation processing of recombinant human EPO, which is dependent
on the expression system used in its production process. Our results confirm that the
direct transduction of the mammary secretory cells with adenoviral vector is a robust
methodology to obtain high levels (up to 3 mg/mL) of the chimeric EPO variant (EPO-
Fc) while expression of this chimeric glycoprotein in a mammalian cell culture system
enhanced its in vivo biological activity compared to a commercial counterpart.
However, the hematopoietic activity was significant lower when the EPO-Fc was
expressed in goat mammary gland. This low biological activity was related to the low
sialylation of the glycan chains linked on the milk-derived hEPO-Fc. The glycan
population of mammalian cell-derived EPO-Fc showed a relatively higher abundance
of multi-sialylated complex structures (34%), while, neither the tetra-sialylated nor tri-
sialylated glycoforms were synthesized in the milk-derived EPO-Fc chimeric hormone.
Mono-sialylated glycans were the major charged structures linked to the EPO-Fc
obtained via the adenoviral-transduced goat mammary epithelial cells. This result
strongly suggests that the carbohydrate content is more important in influencing the in
vivo half-life of EPO than the molecular weight of the recombinant protein.
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[. INTRODUCCION

La produccién de proteinas recombinantes como biofarmacos, en conjunto con la
tecnologia del ADN recombinante se ha establecido como un proceso eficiente y
seguro para su aplicacién clinica en diversas patologias emergentes o en aquellas
que carecian de un tratamiento adecuado. Lo cierto es que desde hace casi 30 afios
se utilizan estas proteinas en el tratamiento de diversas enfermedades y hoy en dia
ya son alrededor de 30 las proteinas recombinantes que se comercializan en el
mercado, junto con 120 farmacos recombinantes que se han aprobado para su uso
clinico (Peakmany cols., 1998; Reichert y cols., 2003).

Los sistemas de expresion recombinantes existentes varian de acuerdo a la
complejidad de la proteina de interés. Estos abarcan organismos hospederos
utilizados frecuentemente tales como bacterias y levaduras (Panda y cols., 2013;
Porro y cols., 2013). Ambos sistemas basados en organismos unicelulares permiten
una elevada expresidbn a bajos costos. Sin embargo, en muchas ocasiones la
actividad biolégica de dichas proteinas se ve alterada debido al inadecuado
procesamiento post-traduccional en estos sistemas de expresién (Dingermann, 2008 ;
Rosenberger y cols., 1994; Simmons y cols., 1996). Por esta causa la produccién de
un gran numero de biofarmacos proteicos requiere de la maquinaria biosintética de

células eucaribticas superiores (Aricescu y cols, 2013; Werner y col., 1998).

Un ejemplo de esto, son las proteinas recombinantes estructuralmente complejas las
cuales requieren sistemas de expresion basados en cultivos de células de mamiferos,
puesto que estos son capaces de realizar las modificaciones post-traduccionales
requeridas en la proteina sintetizada, y que son determinantes para una adecuada
farmaco-cinética y actividad biologica (Jelkmann, 2003; Wernery cols., 1998;

Rosenbergery cols., 1994). Dentro de estas modificaciones post-traducciones se



destaca la capacidad de producir un patron de glicosilacion semejante al de las
proteinas producidas de forma natural en el organismo humano, el cual no es
obtenido adecuada o eficientemente en sistemas basados en bacterias, hongos o

plantas (Fauser y cols.,2009).

Un ejemplo de proteinas recombinantes complejas cuya actividad biolégica depende
de un adecuado patrén de N-glicosilacion, es la eritropoyetina humana (hEPO)
(Andersen y cols, 2014 ; Fisher y cols., 1972; Wang y cols., 1985). Esta hormona
glicoproteica tiene un peso molecular de aproximadamente 45kDa en su forma nativa,
y entre un 30-40% de dicho peso corresponde a O y N-glicosilaciones, (Jiang y cols,
2014).

La eritropoyetina humana (hEPO) es una hormona glicoproteica que estimula la
eritropoyesis mediante la unién a su receptor EPO-R que se encuentra en las células
progenitoras eritroides (Andersen y cols, 2014; Fisher y cols., 1972; Wang y cols.,
1985). En adultos humanos sanos, la hEPO es sintetizada a nivel renal, y actia sobre
la médula 6sea para aumentar la produccion de células eritroides en la sangre
(Koeffler y cols, 1981). Pacientes que presentan insuficiencia renal crénica y no son
capaces de sintetizar hEPO, cursan cuadros de anemia y requieren tratamientos de
administracion con hEPO exbégena. Ademas, esta hormona presenta una alta
demanda como complemento a terapias asociadas a otras enfermedades como SIDA
y cancer (Hiradfar y cols, 2014; Adamson y cols., 1990). En la actualidad, la hEPO
humana recombinante es expresada en cultivos artificiales de células de mamiferos
(Jiang y cols, 2014).

La hEPO recombinante presente en el mercado se expresa mayoritariamente en
células de ovario de hamster chino (CHO). De igual forma, otras lineas celulares,

tales como las derivadas de mieloma de ratén (NSO), de rifidn de hamster (BHK),



rifidn de embrién humano (HEK-293) y las células de la retina humana también han
ganado la aprobacion regulatoria para este fin (Zhu y cols, 2008; Paddler y cols,
2011). Sin embargo, el empleo de medios de cultivos requeridos para la mantencion
de células de mamifero, se traduce en procesos de produccién costosos Yy

técnicamente exigentes (Engrie y cols.,2013; Chu y cols., 2001).

Con el objetivo de desarrollar un proceso de produccién de bajo costo, se ha
explorado la posibilidad de expresar EPO humana recombinante en la leche de
mamiferos transgénicos (Houdebine, 2000; Wheeler, 2003). No obstante, la expresion
ectopica de los transgenes es una enorme limitacion del sistema, pues en algunos
casos puede afectar drasticamente la viabilidad del animal transformado, como es el
caso de hEPO (Massoud y col., 1996). Ademas, para la generacion de animales de
granja transgénicos es necesario disponer de un elevado numero de hembras, tanto
de donantes como de receptoras. Estas son indispensables para tener éxito en la
transformacién genética e implantacion de los embriones que darian lugar a las crias
transgénicas. Asociados a estos gastos se pueden afadir los altos costos de los
insumos y equipamientos que se requieren para desarrollar las técnicas de
transferencia de ADN recombinante a embriones de mamiferos y el posterior cultivo in
vitro (Rudolph, 1999; Niemann y Kues, 2003).

En consecuencia, una solucion alternativa para evadir las deficiencias actuales
asociadas a la transgénesis, es la transferencia directa del material genético exégeno
a células del epitelio glandular mamario de dichos animales mediante el uso de

vectores virales (Schagen y cols., 2004).

Los vectores adenovirales se utilizan de forma exitosa en multiples ensayos de terapia
génica, dada su elevada capacidad de transducir células tanto quiescentes como en

division (Nadeau y Kamen, 2003; Schagen y cols., 2004). Se han optimizado los



sistemas de multiplicacién de estos vectores para obtener elevados titulos, facilitando
de esta forma su manipulacion (Kamen y Henry, 2004). Por tal motivo, los vectores
adenovirales resultan ser una alternativa apropiada para la transformacion in situ de la
glandula mamaria (Nadeau y cols., 2003). Dichos vectores virales presentan un
genoma de DNA bicatenario, y poseen una actividad episomal tal que su ADN se
transcribe de forma independiente al de la célula huésped, de tal forma que la
expresion de los genes de interés no se vea afectada por eventos dependientes del

sitio de integracion (Houdebine y cols., 2000).

Asi, la transduccion directa de células de mamifero secretoras con vectores de
adenovirus han demostrado la posibilidad de producir altos niveles de la hormona de
crecimiento humana en la leche de ratones y cabras (Sanchez y cols., 2004). De esta
forma, la transduccion del epitelio glandular mamario con vectores adenovirales
codificantes para el cDNA de hEPO ha resultado en la expresion de la glicoproteina
recombinante a niveles de hasta 2 g / L (Liu y cols., 2010; Toledo y cols., 2006). Este
resultado demuestra la capacidad de producir altos niveles de proteinas
recombinantes en la leche. Sin embargo, la hEPO recombinante derivada de la leche
muestra una actividad hematopoyética in vivo disminuida debido a su bajo nivel de

sialilaciéon (Montesino y cols., 2010).

Se han realizado multiples modificaciones en la estructura nativa de la hEPO para
mejorar sus propiedades hematopoyéticas y la biodisponiblidad de la glicohormona
(Elliot 2003 y 2004). Para ello, se han empleado enfoques como glicoingenieria con el
fin de modificar las propiedades farmacocinéticas de la hEPO a partir de cambios en
las estructuras glicosidicas N-enlazadas a la molécula. Actualmente se encuentra
disponible una variante hiperglicosilado de hEPO, darbepoetin alfa (DA), que contiene
dos sitios adicionales de N-glicosilacion unidos a la secuencia primaria de hEPO.

Esta modificacion se tradujo en un aumento de tres veces en la vida media en suero y



en actividad hematopoyética vivo, en comparacion con la EPO no modificada
recombinante (Egrie y cols., 2003).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado la correlacion entre el tamafio
molecular de eritropoyetina expresada en diferentes cultivos celulares y la tasa de
aclaramiento por filtracion glomerular, asi como por otros mecanismos (Komada y
cols., 1994; Ashkenazi y cols, 1994). Un claro ejemplo, es una variante de hEPO
conjugada con polietilenglicol (hEPO pegilada) posee un peso molecular superior y
por lo tanto un incremento significativo en su vida media plasmatica (Wang y cols.,
2010). Estas observaciones sugieren que el aumento del tamafio molecular de la
EPO humana nativa podria conducir a un incremento en la vida media en suero. Por
tanto a modo de resumen, 1) los factores principales que regulan la biodisponibilidad
in vivo de hEPO en el plasma sanguineo, son las estructuras glicosidicas y el tamafio
molecular de la hormona, mediante mecanismo de depuracion hepética y renal
respectivamente. 2) Que la hEPO recombinante expresada en la glandula mamaria
presenta una actividad hematopoyética disminuida producto patrén de glicosilacion
especifico de la glandula mamaria. 3) Que la generacién de una variante de hEPO de

peso molecular aumentada genera un incremento en su biodisponibilidad.

Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

[I.1. Expresion de proteinas recombinantes

El desarrollo en la tecnologia del ADN recombinante, a mediados de la década de los

70 del pasado siglo, marcé el comienzo de la era moderna en la biotecnologia. La

industria biofarmacéutica con la generacion de proteinas con fines terapéuticos

representa la mayor aplicacion industrial de esta tecnologia (Walsh, 2003). En este

sentido, la produccion de proteinas recombinantes y el desarrollo de modelos

animales forman parte de los objetivos fundamentales de varios grupos de
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investigacion. Gran cantidad de organismos son utilizados como biorreactores para la
produccion de proteinas heterdlogas, entre los que se destacan las bacterias y las
levaduras como los mas simples y baratos, mientras los cultivos artificiales de tejidos
y los organismos genéticamente modificados son considerados como los mas
complejos y costosos (Molowa y Mazanet, 2003). La seleccién de un organismo u otro
para la expresion de proteinas de interés biofarmacéutico esta relacionada con los
eventos post-traduccionales especificos, necesarios para que ocurran los
plegamientos correctos que garanticen la actividad biolégica de la molécula. Este es

un elemento que define los posibles hospedantes a escoger.

II.1.1. Expresion de proteinas recombinantes en procariontes

La especie mas empleada para la produccion de altos niveles de proteinas
recombinantes en procariontes es Escherichia coli, que ha sido ampliamente
estudiada genética y fisiolégicamente (Marino, 1989; Hodgson, 1993; Thomas y col.,
1997). Entre las ventajas que brinda este microorganismo como biorreactor se
encuentran: i) rapida generacibn de biomasa dada su elevada velocidad de
crecimiento, ii) facil manipulacién genética, iii) no requiere de medios de cultivo ni
eguipamientos costosos, iv) alta eficiencia en la incorporacion del material genético
fordneo (Drury, 1994; Georgiou y Valax, 1996). Sin embargo, la expresién de
proteinas en procariontes tiene la desventaja de que estos microorganismos no
poseen la capacidad de producir muchas de las modificaciones post-traduccionales
necesarias para obtener las proteinas recombinantes biolégicamente activas. En
estos hospedantes no ocurre la formacién de puentes bisulfuro entre las cisteinas,
debido a que el ambiente intracelular es muy reductor. Ademas, no son capaces de
enlazar oligosacaridos a las proteinas durante su sintesis, ni de modificar las tirosinas
mediante sulfatacion (Palomares y col., 2004). En bacterias es poco probable la

secrecion de proteinas recombinantes al medio extracelular y frecuentemente las
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proteinas al ser expresadas se acumulan como agregados insolubles en el
citoplasma, denominados cuerpos de inclusion. Para la purificacion de proteinas a
partir de estos cuerpos de inclusidon es necesario el uso de agentes caotrépicos que
tienden a desnaturalizar la proteina recombinante. Estas sustancias pudieran alterar
la estructura terciaria de las proteinas, lo que conduciria a la disminucién o
eliminacion de la actividad biologica inherente a estas moléculas (Wilkinson y
Harrison, 1991; Mayer y Buchner, 2004).

I1.1.2. Expresién de proteinas recombinantes en eucariontes inferiores.

Las levaduras muestran importantes ventajas sobre las bacterias como hospedantes
para la produccién de proteinas heterdlogas de origen eucariotico (Romano, 1995).
Estas combinan la simplicidad de los sistemas de expresion bacterianos con los bajos
costos de los medios de cultivo, ademas poseen un medio intracelular mas apropiado
para el procesamiento post-traduccional y la secrecion (Sudbery, 1996).
Adicionalmente, las levaduras glicosilan las proteinas, lo que influye positivamente en
la integridad estructural, solubilidad y actividad biologica de las cadenas polipeptidicas
sintetizadas (Narhi y col.,, 1991; Kobata, 1992; Varki, 1993). Sin embargo, los
sistemas de expresion basados en la levadura Saccharomyces cerevisiae presentaron
problemas al tratar de llevar a escala industrial los procesos establecidos al nivel de
laboratorio, en su mayoria, relacionados con la inestabilidad de las multicopias del
plasmidio transformante en un ambiente de alta densidad celular (Srienc y col., 1986).
Por otra parte, la incorporacién de cadenas de oligosacaridos que contienen mas de
50 residuos de manosa (Man) genera un perfil muy diferente al de la proteina nativa.
Ademas, las manosas terminales unidas al resto de la cadena mediante un enlace del
tipo al-3, confieren a la proteina una elevada antigenicidad. La hipermanosilacién
también puede modificar la farmacocinética de las glicoproteinas, lo que limita la

utilizacion de la molécula con fines terapéuticos (Sudbery, 1996).0tro hospedante
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muy utilizado en la actualidad, como sistema de expresion, es la levadura metilotréfica
Pichia pastoris. Esta levadura se caracteriza por una eficiente utilizaciéon del metanol
como fuente de carbono y energia, aunque puede igualmente crecer en una gran
variedad de sustratos (Wegner y Harder, 1986). Desde el punto de vista de la
glicosilacion, y a diferencia de S. cerevisiae, en la levadura P. pastoris se sintetizan
cadenas de oligosacaridos de menor grado de polimerizacidbn que carecen cadenas
de manosas terminales unidas por enlaces a1,3. Sin embargo el hecho de que solo
se enlacen oligosacéaridos del tipo oligomanosidico reduce la capacidad de este
hospedante para la expresion de proteinas cuya actividad bioldgica esté directamente
ligada a un patrén de glicosilacion especifico (Trimble y col., 1991).

Recientemente se logré modificar genéticamente la ruta enziméatica de glicosilacion de
la P. pastoris, obteniéndose cepas capaces de generar patrones de glicosilacién de
tipo complejo. Esta es una novedosa alternativa para la produccion de proteinas
recombinantes en eucariontes inferiores que permite la obtencion de la proteina de
interés con un patrén de glicosilacion especifico y con una elevada homogeneidad en

el mismo (Gerngross, 2004).

11.1.3. Plantas como biorreactores para la expresion de proteinas
recombinantes

Las plantas genéticamente transformadas representan una opcién sumamente
econdémica a los actuales sistemas de produccion de biofarmacos, debido a su bajo
costo y capacidad de produccion a gran escala; asi como a la simplicidad de la
cosecha y el almacenaje. La expresién de vacunas y anticuerpos en plantas despierta
un interés especial en la actualidad como sistema de producciébn de proteinas
farmacéuticas (Sharp y Doran, 2001; Mason y col., 2002; Schillberg y col., 2003). Las

plantas son consideradas uno de los sistemas de produccidn mas seguros ya que



carecen de secuencias de ADN oncogenas (Herbers y Sonnewald, 1999; Obermeyer
y col., 2004).

Las plantas poseen ventajas sobre otros sistemas de produccion, particularmente en
términos del sentido préctico, de la economia y de la seguridad, pero al igual que las
levaduras tienen la limitacibn de no generar perfiles de oligosacaridos de tipo
complejo. En las plantas se encuentran ausentes tanto el precursor de acido sialico
como las enzimas encargadas de la elongacion de las cadenas oligosacaridicas: la
B1,4-galactosiltransferasa y la sialiltransferasa (Blixt y col., 2002).Ademas, se conoce
que la adicion de xilosa B1,2 y fructosa al,3 genera biomoléculas con elevada

antigenicidad en ratones y humanos (Bardor y col., 2003).

[1.1.4. Expresion de proteinas en cultivos celulares de mamiferos

La mayoria de las proteinas utilizadas con fines terapéuticos en humanos, incluyendo
las proteinas de la sangre como citoquinas e inmunoglobulinas, proteinas
estructurales, hormonas y proteinas lisosomales, se dirigen hacia el lumen del reticulo
endoplasmatico durante la traduccion y posteriormente se transportan a través del
aparato de Golgi a los compartimentos lisosomales, la matriz extracelular o al torrente
sanguineo (Werner y col.,, 1998). La mayor parte de las modificaciones de las
proteinas durante su sintesis ocurre en estos compartimientos y comprenden los
procesos de corte del péptido sefal, formacion de puentes disulfuro entre cisteinas,
sulfatacién de tirosinas, carboxilacion, metilacion, hidroxilacion, fosforilacion, N y O-

glicosilacién (Kaufman, 1998).

Existen varias proteinas humanas de gran interés farmacéutico, como la
eritropoyetina (hEPO), la al-antitripsina, el activador tisular del plasmindgeno (tPA),

los factores de la cascada de coagulacion VIl y IX, la proteina C y el fibrindbgeno; cuya
9



bioactividad, farmacocinética, estabilidad y solubilidad estan estrechamente ligados a
numerosos procesos de modificacidn post-traduccional como los mencionados
anteriormente. Debido a las caracteristicas de estos biofarmacos se hace necesaria
Su expresion en células hospedantes cuya maquinaria metabodlica sea muy similar a la

célula productora nativa (Chu y Robinson, 2001; Andersen y Krummen, 2002).

En la actualidad mas del 60% de todas las proteinas recombinantes de interés
farmacéutico se producen en cultivos celulares (Hesse y Wagner, 2000). A partir de
que se establecié la primera linea celular en la década del 60 del pasado siglo
(Hayflick y Moorhead, 1961), numerosos tipos celulares de diferentes tejidos y
variadas especies se cultivan in vitro. Sin embargo, solo un nimero reducido de estas
lineas se han modificado genéticamente como biorreactores debido a las restricciones
de bioseguridad asociadas a la produccion de Biofarmacos (Facklam y Geyer, 1991).
Las células mas utilizadas en estos momentos son las lineas de células de ovario de
hamster chino (CHO), las células derivadas de mieloma murino (NSO), las células de
rindn de bebé de hamster (BHK), las células de rifion de embrion humano (HEK-293)
y las células derivadas de retina humana (PERC6), (Wurm y Bernard, 1999). Ademas
del adecuado procesamiento post-traduccional, la secrecién al medio es una de las
mayores ventajas de la produccion de biofarmacos en cultivos celulares. La mayoria
de los productos proteicos desarrollados por esta via son modificados por ingenieria
genética para promover su transporte al medio extracelular. Esto facilita en gran
medida los procesos de purificacion pues, por lo general el medio de cultivo es pobre
en proteinas contaminantes (Berthold y Walter, 1994).El crecimiento acelerado de la
industria farmacéutica propicia la generacion de métodos cada vez mas eficientes y
especificos para optimizar la produccion a partir de cultivos celulares (Hu y Aunins,
1997; Spier y Kadouri, 1997; Meissner y col., 2001). A pesar de todos los factores que
favorecen a los cultivos celulares como sistemas ideales de expresion de proteinas

complejas, los requerimientos biol6gicos de la técnica, asi como la compleja
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infraestructura que se necesita para realizarlos encarecen el producto final (Molowa y
Mazanet, 2003). Una solucion de costo-factibilidad podria estar en la utilizacién de los
animales genéticamente modificados, que pueden llegar a convertirse en pequefas

biofabricas o biorreactores de proteinas recombinantes.

I1.2. Animales como biorreactores

Varias especies de animales se han modificado genéticamente para expresar
proteinas recombinantes en sus fluidos corporales (Wall, 1996). Se define como
transgénico a un organismo al cual se le inserta en su genoma un segmento de ADN
exdgeno y dicha modificacion se trasmite a su descendencia. La transferencia del
material genético para la generacién de animales transgénicos se realiza en etapas
iniciales del desarrollo embrionario, lo que favorece el paso de la nueva informacién a
la linea germinal del individuo. Las aplicaciones principales de los animales
transgénicos se concentran en la obtencion de modelos animales y la produccion de
proteinas recombinantes (Thomson y col., 2003).Por lo general las proteinas
recombinantes producidas en el animal transgénico se expresan en las células de un
tejido especifico y se secretan a un fluido corporal determinado. La eficiencia del
sistema se refleja en la capacidad secretora del tejido escogido y en la facilidad para
colectar el fluido al que se vierte la proteina heteréloga (Keefer, 2004).En mamiferos
se han expresado proteinas recombinantes de interés biofarmacéutico en varios
fluidos corporales. Ejemplos de lo anterior lo constituyen la secrecién de anticuerpos
humanos recombinantes al fluido sanguineo de diferentes lineas transgénicas de
ratones, conejos, cerdos y ovejas (Lo y col., 1991; Weidle y col., 1991), asi como la
expresion en la sangre de conejos transgénicos de al-antitripsina humana
bioldgicamente activa (Massoud y col., 1991). Una primera limitacion de la expresion

en sangre fue separar la proteina recombinante de su homéloga en el hospedante,
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pues las caracteristicas fisico-bioguimicas de estas moléculas se mantienen muy
conservadas entre los vertebrados. Ademas las proteinas secretadas al suero
sanguineo resultan poco estables en este medio o afectan drasticamente la sobrevida
del organismo hospedante, lo que ha determinado que en la actualidad se considere
este sistema como poco idéneo para la expresion de proteinas recombinantes con
interés biofarmacéutico (Houdebine, 2000).En trabajos recientes se obtuvieron
resultados interesantes basados en la expresion de biofarmacos en orina (Keer y col.,
1998) y en plasma seminal (Dyck y col., 1999). Sin embargo la glandula mamaria, con
su elevada capacidad secretora y su facilidad para la extraccion de la leche, es el
organo que ha resultado mas factible para la produccion de proteinas recombinantes
(Colman, 1998).

[1.2.1. Expresion de proteinas recombinantes en la glandula mamaria

[1.2.1.1. La glandula mamaria

La glandula mamaria estd compuesta por un paréngquima que sostiene un arbol de
ductos embebidos en una matriz de grasa. Estos ductos ascienden desde el canal del
pezon y se bifurcan en canales mas finos hasta terminar en una estructura circular
denominada alvéolo (Fig. 1 A). El alvéolo, se encuentra recubierto por una capa de
células epiteliales rodeadas por una capa de células musculares sensibles al estimulo
de la oxitocina (Fig. 1 B, C). En presencia de esta hormona, las células musculares se
contraen y la leche presente en el lumen del alveolo sale al exterior (Allen, 1990). Los
terminales ductales desembocan en unos reservorios denominados galactéforos,
dilataciones situadas inmediatamente detrds del pezén donde confluye la leche. En
los rumiantes, los galactéforos estan conectados y se ensanchan hasta formar una

cisterna donde se acumula la leche en grandes volumenes; un grupo de ligamentos y
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tejido conectivo mantiene la glandula fija al cuerpo y todo el conjunto se recubre por
una capa de piel que conforma la ubre (Fig. 1 A), (Fleet y col., 1975). Las células
epiteliales mamarias que recubren el alvéolo integran la unidad de sintesis y
secrecion. Durante el periodo de lactancia, estas células epiteliales reciben sefales
hormonales que activan los promotores de genes que codifican proteinas especificas
que son producidas y secretadas al fluido lacteo. Ademaés, a través del epitelio

mamario, ocurre el transporte de biomoléculas desde la sangre hasta la leche (Linzell
y Peaker, 1971).

Flujo sanguineo

- Células musculares
CE: células epiteliales
P: parénquima

L: lumen

Células epiteliales

Canal del pezén-—l

(A) (B) ©

Fig.1. Caracteristicas morfolégicas de la glandula mamaria. A: Representacion
esquematica de la glandula mamaria de rumiantes. B: Corte histoldgico de tejido
glandular mamario de una hembra lactante, se observa el conjunto de células
epiteliales que conforman la estructura alveolar. C: Esquema representativo del alvéolo

mamario. (Tomado de: www.agrobit.com/images/udder2.gif).

La leche es un fluido muy abundante en algunos mamiferos y rico en proteinas, sobre
todo en rumiantes, donde se llegan a producir 200 g de proteina por dia en cabra y
hasta 1 kg en vacunos (Rudolph, 1999). Varios estudios han probado que la glandula

mamaria tiene capacidad para producir una variedad de proteinas recombinantes
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biolégicamente activas, entre ellas podemos mencionar el tPA (Gordon y col., 1992),
la hormona de crecimiento humana (hGH), (Devinoy y col.,, 1994), el factor de
crecimiento neuronal (Coulibaly y col.,1999), la proteina C humana (Van Cotty col.,
2001), la antitrombina humana (ATh), (Edmunds y col., 1998) y la lactoferrina humana
(Van Berkel y col., 2002), (ver Tabla 1).

[1.2.1.2. Transgénesis aplicada a la glandula mamaria

En 1987, Lothar Hennighausen y Heiner Westpal del “National Institute of Health” de
EE.UU, en colaboracion con Katy Gordon de ‘“Integrated Genetics Institutes”,
marcaron un hito en el campo de la biotecnologia cuando expresaron el activador
tisular del plasmindgeno humano en la glandula mamaria de ratones transgénicos
(Gordon y col., 1992). Desde entonces se han realizado mdultiples estudios que
contribuyen al desarrollo de técnicas mas eficiente para la generaciéon de mamiferos

transgénicos productores de proteinas recombinantes en la leche.

La expresion de elevados niveles de estas proteinas en la glandula mamaria
depende, en gran medida, del casete de expresion utilizado y del método para la
transferencia del material genético. En este sentido, la fortaleza del promotor es muy
importante. Los promotores mas utilizados son precisamente aquellos que regulan
normalmente la expresion de las proteinas propias de la leche, lo que permite dirigir la
expresion de la proteina recombinante de forma especifica a las células epiteliales
mamarias. La fortaleza de los promotores propios de las proteinas de la leche varia
entre las diferentes proteinas e incluso entre las diferentes especies. Se han descrito
como promotores débiles los promotores de la kappa-caseina y la aS2-caseina
(Houdebine, 2000), mientras que el promotor de la proteina acida del suero de rata
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(WAPT) (Krnacik y col., 1995), el de la aS1-caseina de cabra (Meade, 1999) y el de la
B-lactoglobulina de oveja (Writhg y col., 1991) han resultado muy fuertes (Tabla 1).

Se comprobé ademas que para un mismo casete de expresion, los niveles de
produccion de la proteina recombinante varian de una linea transgénica a otra. Esta
variacion se atribuye a un fendmeno denominado “efecto de posicion”, donde el
silenciamiento en la expresién del transgén estd determinado por la region de la
cromatina, heterocromatina o eucromatina, en la cual este se inserta (Clark y col.,
1994; Krnacik y col., 1995). En la actualidad se han disefiado casetes para la
expresion de proteinas recombinantes en la glandula mamaria que comprenden la
combinacion de grandes secuencias reguladoras de los promotores y elementos
reguladores lejanos, como los LCRs (locus control regions) (Dillon y Grosveld, 1993),
los “insulator” (Chungy col., 1993) y los MARs (matrix attachment regions) (Forrestery
col., 1994). Estos elementos reguladores pueden formar dominios de transcripcion
activa independientes del sitio de integracion.

La especificidad de los promotores es otro punto importante en la transgénesis, dada
la alta homologia que presentan algunos transgenes con las proteinas endogenas del
hospedante. Cuando el transgén se expresa en tejidos ectépicos en las diferentes
etapas de desarrollo del hospedante, puede afectar seriamente su fisiologia (Massoud
y col.,, 1996). A este fendmeno se le denomina efecto colateral de la expresion
ectdpica del transgén. Algunas proteinas recombinantes, como la eritropoyetina,
causan severos dafos en el hospedante cuando son expresadas bajo el control de
promotores que no son regulados estrictamente (Massoud y col., 1996; Schanbancher
y Amstutz, 1997).
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Tabla 1. Proteinas humanas de interés biofarmacéutico expresadas en la leche de

mamiferos transgénicos (Rudolph, 1999). ADNc: ADN complementario; hEPO:

eritropoyetina humana; hGH: hormona de crecimiento humana; tPA: activador tisular

del plasmindgeno; WAP: proteina acida del suero.

Proteina

Transgén

Promotor

Expresion

Referencia

VACA
Lactoferrina

CABRA
Antitrombina III
aS1l-antitripsina
tPA

CERDO
Factor VIII
Proteina C.
Factor IX

CONEJO

Superox. Dismutasa
EPOh

EPOh

hGH

Interleucina-2

Factor de crecimiento
insulinico 1

OVEJA
al-antitripsina
Factor VIII
Factor IX
Fibrinégeno

ADN gendmico

ADNc
ADN gendmico
ADNc

ADNc
ADNc
ADNc

ADNc
ADNc
Prot. de fusion
ADN gendmico
ADN gendmico
ADNc

Minigén

ADNc

ADNc

ADN gendmico

o-Slcaseina bovina

B-caseina de cabra
B-caseina de cabra
B-caseina de cabra

WAP murino
WAP murino
WAP murino

WAP murino

WAP de conejo
B-lactoglob. bovina
WAP murino
B-caseina de conejo
B-caseina de conejo

a~Slcaseina bovina
B-lactoglob. ovina
B-lactoglob. ovina
B-lactoglob. ovina

2 mg/mL

14 mg/mL
20 mg/mL
6 mg/mL

2.7 ug/mL
1 upg/mL
0.2 mg/mL

2.9 mg/mL
50 pg/mL
50 pg/mL
50 pg/mL
0.5 pg/mL
1 mg/mL

35 mg/mL
6 ng/mL
5 npg/mL
5 mg/mL

van Berkel y col., 2002

Edmunds y col., 1998
Meade, 1999
Ebert y col., 1994

Paleyanda y col.1997
Van Cott y col., 2001
Van Cott y col., 1999

Stromgqvist y col., 1997
Massoud y col., 1996
Korhonen y col.,1997
Devinoy y col., 1994
Buhle y col., 1990
Brem y col., 1994

Writhg y col., 1991
Niemann y col., 1999
Clark y col., 1989
Buttler y col., 1997

I1. 2.1.3. Transferencia génica

Los primeros métodos utilizados para la transferencia de ADN heterdlogo a embriones

de mamiferos se basaron en vectores retrovirales. Jaenisch en 1974, describid la

infeccion de blastocistos de raton con el virus SV40 y la persistencia del genoma viral

integrado en los animales adultos y en 1976, el propio Jaenisch obtuvo la transmision

mendeliana del virus de la leucemia murina (MMLV) en embriones de ratén
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microinyectados con este retrovirus. Sin embargo, los oncoretrovirus tienen una
capacidad de transduccion limitada a células en division (Wolf y col., 2000). Debido a
esto, la infeccion de embriones en una etapa temprana de desarrollo con vectores
retrovirales resultdé en una integracion tardia y no homogénea a nivel de tejido,
elementos que afectan considerablemente la eficiencia del método (Haskell y Bowen,
1995).

La reducida capacidad de clonaje, de menos de 10 kb, es otro inconveniente para el
uso de los vectores retrovirales aplicados a la transgénesis. Esto dificulta el clonaje de
las secuencias gendémicas de las proteinas de interés, asi como de las grandes
regiones reguladoras propias de los promotores de las proteinas de la leche y de los
elementos reguladores distales (Brem, 1993). Se refiri6 ademas, que las secuencias
terminales repetidas que flanquean el genoma retroviral interfieren con los promotores
de mamiferos y suprimen o disminuyen la expresion de los genes que regulan (Wells
y col., 1999). De esta forma se desarrolla un fenobmeno de silenciamiento de la
expresion mediado por metilacion en los transgenes y en las vecindades del sitio de

integracion (Jahner y Jaenisch, 1985; Chan y col., 1998).

Otro método utilizado para la transferencia de material genético foraneo es la
microinyeccion de ADN en embriones unicelulares. Este método se ha utilizado, hasta
la actualidad, como la técnica mas universal de transferencia horizontal de material
genético, desde el hallazgo de Gordon en 1980 (Baldassarre y col., 2003). Dicha
técnica consiste en la microinyeccién del ADN fordneo en el pronucleo de embriones
unicelulares y la insercion al azar del material genético en el embridon microinyectado
(Brem y col., 1985; Hammer y col., 1985). El método no ha variado sustancialmente
en los ultimos 25 afos y se aplica en ratones, hamsteres, conejos, cerdos, ovejas,
cabras y vacas (Houdebine, 2000). En la mayoria de los casos los embriones se

extraen de una hembra donante, se microinyecta el ADN foraneo en uno de los
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prondcleos del zigoto y se transfiere a una hembra receptora que engendra las crias
transformadas. En vacas, es necesario madurar los ovocitos y fertilizarlos in vitro para
obtener un numero suficiente de zigotos por hembra donante. Una vez nacidas las
crias, denominadas fundadores, son analizadas para determinar la presencia del
transgén insertado en el genoma vy los individuos positivos se cruzan entre si para

obtener la linea genéticamente modificada.

Los inconvenientes principales de la microinyeccién aplicada a la generacién de
biorreactores, radican en la eficiencia de integracion del transgén en rumiantes y otras
especies mayores (menos del 2% en cerdos, ovejas y cabras; menos del 1% en
vacas) y en el tiempo que transcurre para llegar a obtener un pequefio rebafio que
produzca la proteina recombinante de interés (Tabla 2). Por estas razones se debe
disponer de un numero elevado de hembras donantes y receptoras para obtener un
fundador inicial, lo cual encarece mas el proceso (Wall, 1996; Wells y col., 1999).

La técnica de transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) se utilizo
inicialmente para crear una copia genética idéntica, o clon, de un animal (Campbell y
col., 1996) y representa en la actualidad un procedimiento alternativo para crear
animales transgénicos. La TNCS a partir de células donantes genéticamente
transformadas, permite la introduccion directa de transgenes a ovocitos anucleados.
Las células donantes son modificadas in vitro mediante la transfeccion de ADN
exdgeno, previo a que su material genético sea introducido y reprogramado en los
embriones. Esto permite la seleccion de los transformantes por los métodos
convencionales de biologia molecular, en cuanto a sitio de integracion, nimero de
copias y niveles de expresion de la proteina recombinante. La técnica posibilita,
ademas, la seleccién del sexo en la linea de fundadores, en dependencia del

individuo escogido como donante de tejido (Cibelli y col., 1998).
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Tabla 2. Cronologia de la produccién de proteinas recombinantes en la glandula mamaria

de lineas transgénicas en diferentes especies de mamiferos (Rudolph, 1999).

CONEJO CERDO OVEJA CABRA VACA
Tiempo de gestacion (meses) 1 4 5 5 9
Madurez sexual (meses) 5 6 8 8 15
Tiempo entre la introduccion del transgén y
el inicio de la lactaciéon (meses)

Fundador hembra

Lactacion inducida en la pubertad - - 9 9 16
Lactacion natural 7 16 18 18 33
Fundador macho

Lactacion inducida en la pubertad (hijas) - - 22 22 45
Lactacion natural (hijas) 15 28 31 31 57
Promedio de crias 8 10 1-2 1-2 1
Rendimiento anual de leche (L/afo) 4-5° 300° 500 800 8000
Produccion de materia prima de proteina

recombinante / hembra / afo (kg) 0.02 1.5 2.5 4 40

2 Promedio de produccion de 3 lactaciones por aiio.

® Promedio de produccién de 2 lactaciones por afio.

De esta forma, el 100% de los fundadores seran transgénicos e idénticos, si
provienen de una misma linea celular modificada. Hasta este punto, la TNCS
constituia el método mas eficiente para la obtencién de mamiferos transgénicos como
biorreactores. Sin embargo, persisten ain muchas limitaciones: la metodologia es
compleja, demanda equipamiento y reactivos muy caros y la eficiencia es muy baja en
animales de granja; los nacimientos a partir de embriones clonados e implantados en
hembras receptoras oscilan entre un 3-5%. En vacas, los fetos generados por TNCS,

se pierden entre el dia 35 y el 60 de gestacion. La muerte fetal se incrementa en un
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60% comparada con embriones generados a partir de la fertilizacion in vitro, (Hill y
col., 1999).

Otra causa muy frecuente de pérdida de crias se debe a complicaciones en el
embarazo, debido al sindrome del feto gigante. También se observan anomalias
pulmonares y deficiencias metabdlicas tanto en los fetos como en las crias recién
nacidas, lo que aumenta el indice de mortalidad. Estos problemas se asocian a
deficiencias en la reprogramacion del genoma diploide, que se refleja en alteraciones
letales en los diferentes estadios del desarrollo del embrion clonado (Stice y Rzucidlo,
2001).

En los ultimos cinco afos la transferencia de genes a embriones tempranos, mediada
por vectores retrovirales, ha resurgido con el empleo de nuevos vectores lentivirales
(Pfeifer y Verma, 2001). Los lentivirus son una familia de retrovirus que infectan
células quiescentes y en division (Follenzi y col., 2000) con una elevada estabilidad y
sin que se evidencie el indeseado efecto de silenciamiento génico (Pfeifer y col.,
2002). En el 2003 Ikawa y col. obtuvieron un 60% de eficiencia de ratones
transgénicos mediante la transduccién de embriones con un vector lentiviral. Un grupo
de investigadores de la Ludwig-Maximilians University de Munich, Alemania, liderados
por el Dr. Alexander Pfeifer y el profesor Gottfried Brem obtuvieron 70% de eficiencia
en la generacion de cerdos transgénicos, mediante el sistema de transduccién de
embriones tempranos con vectores lentivirales (Hofmann y col., 2003). Un afio mas
tarde, los mismos autores refieren un 100% de eficiencia en la generacién de vacas
transgénicas con este método (Hofmann y col., 2004). Estos resultados son los mas
alentadores obtenidos hasta el presente en el campo de la transgénesis aplicada a

animales de granja.
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[1.2.1.4. Modificacidén genética in situ del epitelio glandular mamario

La generacion de lineas transgénicas de animales de granja para la expresion de
proteinas heterélogas es en la actualidad un proceso con muchas limitaciones. Como
ya se debatié anteriormente, la eficiencia de integracion del transgén es muy baja
cuando se utliza la técnica de microinyeccion. Ademas, el tiempo entre la
microinyeccion del embrion y la obtencion de la linea transgénica puede durar afios
en las especies mas productivas (Tabla 2) y el costo en general es muy alto (Colman,
1999).

La modificacién genética in situ de la glandula mamaria es una alternativa para evadir
las limitaciones de la transgénesis. Este método consiste en transferir el ADN
directamente a las células que constituyen el epitelio mamario de una hembra adulta.
Una vez que ocurre la modificacion genética, la proteina recombinante es secretada a
la leche. La morfologia de la glandula mamaria facilita el procedimiento; existe una
comunicacion directa, a través de los finos canales ductales, desde el alvéolo hasta el
terminal del canal del pezén, lo que permite acceder desde el exterior hasta las
células epiteliales mamarias sin necesidad de emplear la cirugia. Mediante la
canalizacion del pezon es posible introducir un catéter al galactéforo o la cisterna e
infundir antibidticos, farmacos o material genético a la glandula mamaria
(Schanbancher y Amstutz, 1997).

El método de modificacién genética in situ es aplicable a casi todas las especies de
mamiferos independientemente de su fondo genético y permite la insercion de
multiples casetes de expresion. La regulaciéon de éstos no se ve restringida a
promotores tejido especificos y ademas, se reduce considerablemente el tiempo entre
la aplicacion del método de modificacion y la obtencion del producto de interés

(Schanbancher y Amstutz, 1997). Se han utilizado multiples estrategias para modificar
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directamente la glandula mamaria, sin embargo no existe actualmente un método
establecido que funcione de forma eficiente. Las principales limitaciones estan
asociadas a la baja eficiencia con que ocurre la modificacion genética y al corto
tiempo que se mantiene la expresion de la proteina heterdloga, o que genera bajos

niveles de produccion.

En los dltimos aflos se han desarrollado dos meétodos fundamentales para la
modificacion genética in situ de la glandula mamaria: i) la transfeccién por métodos
fisico-quimicos ii) la transduccion basada en vectores virales. La transfeccion directa
del epitelio mamario mediada por métodos fisico-quimicos se ensayd con varias
metodologias. Entre ellas se encuentran la transfeccién in situ con complejos
asociados a poliones como DEAE-dextrana y poli-L-lisina (Hens y col., 2000), la
endocitosis mediada por receptor (Sobolev y col., 1998) y la transfeccion mediada por
pistolas de genes (Furth y col., 1992; Kerry col., 1996). En algunos casos se detecto
la presencia del transgén y la expresion de la proteina recombinante, aunque los
niveles fueron tan bajos que ninguno de estos métodos se valord positivamente como

una posible via de produccion de proteinas en la glandula mamaria.

Los vectores retrovirales también se han manipulados para la introduccion directa de
genes en las células epiteliales mamarias. La capacidad de estos vectores de
insertarse en el genoma hospedante se empled para generar modelos animales utiles
en estudios de cancer de mama y terapia génica, mediante la técnica de infusion
directa del virus a través del canal del pezén (Golovkina y col., 1996; Ozturk-Winder y
col., 2002; Bao y col., 2004). En 1994 Archer y col. generaron un vector retroviral
incompetente para la replicacion, basado en un hibrido del MMLV vy el virus de la
leucemia del Gibon, que contenia insertado el gen de la hGH. Este vector fue
infundido en la glandula mamaria de cabras con lactacion inducida y la transduccion

retroviral en las células epiteliales mamarias condujo a la expresion del transgéen. La
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proteina recombinante se obtuvo en la leche de los animales tratados a razon de 60
ng/mL en el primer dia de ordefio y disminuyé durante los préximos dias hasta
obtenerse una meseta de expresion de 12 ng/mL entre los dias del 9 al 15 de
lactacion. Con este trabajo se comprobd la capacidad de transduccion in situ de la
glandula mamaria para la expresion de proteinas recombinantes, mediante la infusion
directa de un vector retroviral. Sin embargo, los bajos niveles de expresion obtenidos
desestiman este método como una posible aplicacion practica (Archer y col., 1994).

Los vectores adenovirales se emplean comiunmente en ensayos de terapia génica
(Nadeau y Kamen, 2003; Schagen y col., 2004), y constituyen en la actualidad una
herramienta importante para la transduccion in situ de la glandula mamaria. Cuando el
adenovirus infecta la célula diana no se integra al genoma celular, sino que
permanece en el ndcleo como una entidad independiente o epicromosomal. Por lo
tanto, los casetes de expresion que portan la informacion genética no son sometidos
al efecto de silenciamiento génico dependiente del sitio de integracion. De esta forma
se pueden introducir genes con copias multiples e independientes en las células
epiteliales mamarias mediante una infusion del vector viral a través del canal del

pezon.

Los primeros ensayos realizados para la transduccion directa de la glandula mamaria
mediante vectores adenovirales se enfocaron en estudios de terapia génica aplicada a
cancer de mamas (Yang y col., 1995; Jeng y col., 1998). En trabajos mas recientes,
se infundié la glandula mamaria de cabras no lactantes con un vector adenoviral para
secretar lisostatina, una proteina con actividad antibacteriana, como terapia contra la
mastitis (Fan y col., 2002; Fan y col., 2004). La expresiéon de la proteina recombinante
se detectd a partir de las secreciones de la ubre durante los 15 dias posteriores a la
infusion. Los niveles de expresion estuvieron en el orden de décimas de microgramos

por mililitro en las secreciones mamarias, lo que resulté superior a lo referido para
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retrovirus (Archer y col., 1994). Sin embargo no se cumplieron las expectativas de la

aplicabilidad de estos resultados a un sistema productivo.

Russell y col. en el 2003 refieren la transduccién de las células epiteliales mamarias
murinas hasta 7 dias después de una infusion de la glandula con un vector adenoviral
que expresaba el gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP). En este caso
no se detectaron alteraciones en el funcionamiento de las células transducidas, ni
respuesta inflamatoria severa durante ese tiempo; pero se observO una mastitis
severa en los animales tratados, a los 12 dias después de la infusién con el vector
adenoviral.

Aunque estos trabajos reflejan la capacidad de transduccion de los vectores
adenovirales en la glandula mamaria, los resultados no prueban su factibilidad como
método de produccion de proteinas recombinantes. Los principales inconvenientes

radican en los bajos niveles y el corto tiempo de expresion de los transgenes.

Il. 3. Glicosilacidn

La célula eucariota presenta diferentes compartimentos de membrana con funciones
especificas. El sistema de endomembranas que conforma la via secretora es uno de
los méas especializados y esta constituido por el reticulo endoplasmatico (RE), el pre-
Golgi, el aparato de Golgi, membranas transportadoras y vesiculas (De Duve, 1991).
En la via secretora se controla el ensamblaje de las proteinas recién sintetizadas y se
define su destino en la célula. Uno de los eventos mas importantes en estos
compartimentos es la adicibn de oligosacaridos a las cadenas polipeptidicas
nacientes. Este es un proceso dinamico que se inicia en el RE y fluye por los
diferentes compartimentos del aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica (Roth,
2002).
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La glicosilacion se define como la union de cadenas de azucares a las moléculas de
proteinas y en eucariontes esta descrita como la mayor modificacion covalente que
define la estructura y la funcion de las proteinas secretables y de membranas
(Hercovics y Orlean, 1993). A diferencia de la sintesis proteica, no existe un molde a
partir del cual pueda ser copiada la posicion de cada monosacéarido en la cadena
naciente. La estructura oligosacaridica es ensamblada en la medida en que el
polipéptido migra por los diferentes compartimentos de membrana en la via secretora.
En estos, se encuentran ancladas enzimas especificas para cada segmento, que
median cada una de las modificaciones de la cadena de oligosacéaridos. La secuencia
de dicha cadena va a depender mayoritariamente de las condiciones del
microambiente celular, de la disponibilidad de donores y de la localizacion espacial de
las enzimas en el sistema de endomembranas, especificamente el RE y el aparato de
Golgi (Roth, 2002).

Existen dos tipos fundamentales de glicosilacion, la O-glicosilacion y la N-
glicosilaciéon. La O-glicosilacion consiste en la modificacion de la cadena polipeptidica
a través de la union sucesiva de moléculas de monosacaridos a la proteina, mediante
un enlace covalente entre la N-acetil-a-D-galactosamina (GalNAc) y el grupo hidroxilo
de la L-serina (Ser) o la L-treonina (Thr). Mientras que la adicion de los N-glicanos
esta mediada por la union covalente entre la N-acetil-B-D-glucosamina (GICNAc) y el
nitrégeno del grupo amida de la L-asparagina (Asn). Las glicoproteinas pueden
contener mas de un sitio de glicosilaciéon y pueden enlazar tanto N- como O-glicanos,
unidos a la misma cadena polipeptidica. Un fenbmeno muy comun es el de la
microheterogeneidad de las estructuras oligosacaridicas enlazadas a los residuos de
aminoécidos, lo que genera una variabilidad de glicoformas para cada glicoproteina
(Vincent e Imperiali, 2001).
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El desarrollo de la biologia celular y molecular revel6 el importante papel que pueden
desempefiar los azlcares en el reconocimiento célula-célula (Stamenkovic y col.,
1992; Scholler y col., 2001), en el correcto plegamiento de la cadena polipeptidica
naciente (O'Connor e Imperilai, 1996; Wujek y col., 2004) y en la actividad biol6gica

de las glicoproteinas (Korner y col., 1999).

[1.3.1. N-glicosilacion

La N-glicosilacion comienza en el RE e incluye como primer paso la transferencia del
oligosacarido pre-sintetizado al grupo amida de la asparagina, que se encuentra
formando parte del tripéptido Asn-X-Thr (Ser), denominado en la literatura como
“sequon”, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina (Nishikawa y
Mizuno, 2001). La sintesis del precursor es un proceso asimétrico que se inicia en el
lado citoplasmético de la membrana, donde se incorporan dos residuos de N-
acetilglucosamina y cinco residuos de manosa (MansGIcNAc;) al dolicolpirofosfato.
Posteriormente, el precursor se traslada al lumen del RE por un movimiento
transversal complejo, donde continda la sintesis hasta la incorporaciéon de nueve
residuos de manosa y tres residuos de glucosa (GlcsMangGIcNAC,), (Tai e Imperiali,
2001).

Una vez transferido el oligosacarido precursor al péptido naciente, la accién de
exoglicosidasas especificas presentes en el lumen del RE lo transforma en un
oligosacarido del tipo MangGIcNAC,, a la salida de éste. Cuando la glicoproteina inicia
su transito por el aparato de Golgi, la estructura MangGIcNAc, puede ser modificada
por manosidasas especificas residentes en este compartimento o extendida por la
incorporacion de otros monosacaridos. Estas modificaciones crean estructuras

diferentes, que pueden ser del tipo: i) oligomanosidicas, ii) complejas e iii) hibridas

26



(Fig. 2). Independientemente del tipo de estructura sintetizada, el pentasacéarido
constituido por MansGIcNAc, (unido directamente a la Asn) se conserva durante las
modificaciones que incorpora el oligosacarido inicialmente transferido al sitio de
glicosilacién, y es conocido como nucleo de las estructuras oligosacaridicas N-
enlazadas (Kobata, 1992).

Las ramificaciones de N-glicanos de tipo oligomanosidico (Fig. 2 A) se caracterizan
por poseer extensiones de manosas unidas al-2, al-3 y/o al-6 al nucleo
Man3GIcNAc,. Las dimensiones de dichas extensiones varian en dependencia de la
proteina expresada y de la célula hospedante donde ésta se sintetiza. Asi, estructuras
de tipo Mang.oGICNAC, se encuentran en eucariontes superiores, mientras que en P.
pastoris son comunes estructuras del tipo Mang.1sGICNAC, y en S. cerevisiae pueden
llegar hasta Mansg.150GICNAC, (Sudbery, 1996).

Las estructuras de oligosacaridos N-enlazados del tipo complejo (Fig. 2 B, C) estan
formadas por una gama de monosacaridos cuya distribucion genera combinaciones
heterogéneas. A partir de los residuos de manosas terminales [J enlazados (Mana)
del ndcleo MansGIcNAc,se sintetizan extensiones o antenas mediante la adicion de
residuos de N-acetil-lactosamina (GalB1-4GIcNAc). Como consecuencia, se forman
estructuras complejas bi, tri o tetrantenarias, segun el nimero de residuos que se
afiaden a los Mana. En las estructuras biantenarias (Fig. 2 B) son comunes las
uniones B1-2 entre los residuos de N-acetil-lactosamina y las manosas terminales del
ndcleo. Las estructuras tri y tetrantenarias (Fig. 2 C) se obtienen por uniones
adicionales del disacéarido Galp1-4GIcNAc en posicion B1-4/6, a los mismos residuos
de Mana. A partir de estas ramificaciones se puede encontrar acido N-acetil-
neuraminico y/o acido N-glicolil-neuraminico terminales mediante enlaces «2-3/6.

Ademas, es frecuente la adicion de fucosa (Fuc) enlazada a1-3/6 al residuo GIcNAc
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del extremo reductor y la adicion de xilosa (Xy) B1-2 o GIcNAc B1-4 al residuo
Manp del nucleo (Dwek y Quicho, 1991).

Estas son las estructuras complejas mas abundantes, aunque existe una gran
heterogeneidad de isoformas posibles. Al igual que en las ramificaciones
oligomanosidicas los oligosacéaridos de tipo complejo varian en dependencia de las
caracteristicas de la proteina a que se unen y al sistema hospedante donde se
expresan. Se puede observar también el fendbmeno de microheterogeneidad por sitio.
Una proteina expresada en un hospedante determinado no tiene homogeneidad en la
estructura de la cadena de oligosacaridos para un mismo sitio de glicosilacion; por lo
gue se generan isoformas de estructuras para dicho sitio. Los N-glicanos de tipo
hibrido (Fig. 2 D) muestran caracteristicas del tipo oligomanosidico y del tipo
complejo. En este caso se extiende una ramificacion de tipo complejo a partir del
monosacarido Manc. 1-3 del ndcleo y una ramificacion del tipo oligomandsido a partir
de la Mana. 1-6 (Kornfeld y Kornfeld, 1985).

28



Mance 1—2Mamx.l\

6
/3Ma.noL1\
Mang 1 ——2 Mano.! @ Manpl—4GIcN A cpl—4CLcN Ac
Marnot 1 ——2 Marow 1 —2Manocl/
(A)
[ GlcNAc Pl Fuca: 1
Gal Bl----|34CIcNAc pl—2Manol_ :
B P \6 4 6
< 3Manpl—A4GlcNAcpl —4c3;1cNAc
2
Gal Bl----| 3/4GIlcNAC [&1—2Manor,l/ :
L Xylpl Fucc. 1
(B)
Fuc (x}
3
Gal}31—4GlcNAc|31\ GleNAc Bl Fucerl
6 : :
/zMamxl\ 4 &
euSAc/Ge o 2 — 3/t Galfl —4GIcNAcpl 6 L
™ D n Gl — 4CIeNACP1_ GManp1—4GIcNAchl — 451N A
2Mamx.l/ :
4 H
Galfl —4GlcNAc1 / Fuca:l
(C) Fuc Oti
IMancel
\6
/3Manoc1\
Mana.1 S Manf1—4GIcN A cpl—4G1cN Ac
(D) Gal pl—— 4GIcNACc |31—2Manct,l/
Fuc: fucosa GIcNAc: N-acetil-glucosamina

Gal: galactosa Neu5Ac: acido N-acetil-neuraminico

Fig. 2 Estructuras probables de oligosacaridos N-enlazados (Kornfeld y Kornfeld, 1985).

A: Estructura de N-glicanos tipo oligomandsido.

B: Estructura de N-glicanos tipo complejo. Se observa la formacion de diantenas terminales de
galactosa. Las lineas discontinuas representan uniones alternativas.

C: Estructura de N-glicanos tipo complejo. Se observa la formacion de tetrantenas que pueden
terminar en acido N-acetil-neuraminico o &cido N-glicolil-neuraminico. Las lineas discontinuas
representan uniones alternativas.

D: Estructura de N-glicanos tipo hibrido.
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I1.4. Adenovirus

Los adenovirus fueron aislados y caracterizados por primera vez en 1953 al estudiar
el origen de las enfermedades del tracto respiratorio superior en humanos. El prefijo
“adeno” proviene del tejido a partir del cual fueron aislados, el tejido glandular
adenoide. Los estudios epidemiologicos demostraron que los adenovirus son
causantes de enfermedades respiratorias febriles agudas y han sido asociados a la
conjuntivitis epidérmica y a una gran variedad de gastroenteritis infantiles (Yolken y
col., 1982). Actualmente ya han sido identificados unos 100 miembros del grupo
adenoviral, cuyos hospedantes incluyen mamiferos y aves. Los serotipos mas
estudiados han sido el 2 (Ad2) y el 5 (Ad5), (Belousova y col., 2002; Musher, 2003).

I1.4.1. Clasificacion

Los adenovirus constituyen la familia Adenoviridae, dividida en dos géneros:
Mastadenovirus (virus humanos, de simios, bovino, equino, porcino, ovino y canino) y
Aviadenovirus (limitada a virus de aves). Se han identificado 49 serotipos
adenovirales humanos. Los serotipos se clasifican en 6 subgrupos, basados en la
aglutinacion de células sanguineas y otras propiedades como la oncogenicidad del
virus en roedores recién nacidos. El subgrupo A induce tumores con alta frecuencia,
el B de forma moderada y los subgrupos C, D, E y F carecen de actividad oncogénica
(Chiuy col., 2001).

11.4.2. Estructura

Los adenovirus presentan una simetria icosaédrica, con 20 superficies triangulares y

12 vértices, en un diametro total de 70 a 100 nm. Las particulas virales estan
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compuestas por un 13% de material genético (ADN) y un 87% de proteinas y trazas
de carbohidratos. La capsida se compone de 252 capsémeros, de los cuales 240 son
hexameros y 12 pentameros (simetria 2-3-5). Cada pentamero contiene una base,
que forma parte de la superficie de la capsida y una fibra proyectada hacia el exterior,
cuya longitud varia entre los diferentes serotipos (Lortat-Jacob y col., 2001), (Fig. 3).

La proteina fibrilar que surge de cada vértice estd compuesta por 3 copias del
polipéptido IV. Sus residuos amino-terminales estan unidos a la base del pentamero.
El nimero de unidades repetidas difiere entre serotipos. El extremo carboxilo-terminal
contribuye a la formacion de un bulbo terminal que interactda con el receptor en la
célula diana. La proteina IV participa en el empaquetamiento del ADN viral. La
capsida esta conformada por 7 proteinas, mientras que el nacleo contiene 4 proteinas
y el genoma viral, el cual contacta con 3 de ellas, ricas en arginina (polipéptido V, VIl y
mu). El polipéptido V conecta el ndcleo y la capsida. La proteina VIl es la mayor de las
proteinas del ndcleo y tiene una funcion semejante a las histonas, se asocia de forma
no covalente al genoma y genera una sustancia semejante a la cromatina; mientras
que la funcion del polipéptido mu es aun desconocida. La cuarta proteina es la
llamada proteina terminal (TP) que se une covalentemente por un enlace fosfodiester
al extremo 5 del ADN. Esta proteina se considera iniciadora de la replicacion del

genoma viral y media la union a la matriz nuclear (Tabla 3) (Zhang e Imperiali, 2003).

[1.4.3. Organizacién del genoma

El genoma adenoviral es lineal, posee una talla de 30-38 kb que varia segun el grupo
y. teéricamente tiene la capacidad de codificar entre 30 y 40 genes. EI ADN contiene
secuencias repetidas e invertidas en sus extremos de una longitud de entre 100 y 140
pb denominadas ITR. Estas secuencias posibilitan el proceso de recircularizacion de

la cadena de ADN, que es imprescindible para su replicacion. Ademas, cuenta con
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una secuencia empaquetadora, ubicada a unos cien pares de bases del final del
cromosoma, que sirve de guia para la interaccion del ADN viral con sus capsoémeros.
Ambas hebras de ADN son codificantes (lkeda y col., 2003).

El cromosoma consta de cinco unidades de transcripcion tempranas (E1A, E1B, E2,
E3 y E4), dos unidades de transcripcion tardia (IX y IVa2) y una unidad muy tardia
que es procesada para generar 5 familias de ARNm tardios (de L1 a L5) (Fig. 3).
Estos genes se transcriben por la enzima ARN polimerasa Il. EI cromosoma también
contiene uno o dos genes VA (segun el serotipo) transcriptos por la enzima ARN
polimerasa lll. Por convencion, el gen E1A se coloca en el extremo izquierdo del
mapa genético; le siguen E1B, IX, mayor tardio, VA, E3, E4, E2 y IVa2.La activacion
de cada unidad transcripcional se determina por su propia localizacion en el
cromosoma y por la localizacion relativa de las demas unidades. Los ARNmM
resultantes de la transcripcién se diferencian mediante un proceso de “splicing” y por

el uso de diferentes sitios poli-A (Kawakami y col., 2003).

E1A E1B L1 L2 L3 L4 E3 LS
—_ % > > > > e

Genoma Adenoviral

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%
“— —— B
E2B E2A E4
Fig. 3. Estructura del adenovirus humano serotipo 5
1)Micrografia electréonica de transmisiéon de adenovirus humano de tipo C
2)Estructura del adenovirus humano serotipo 5 (Tomado de:

http://nobelprize.org/medicine)

3) Mapa representativo del genoma del adenovirus humano serotipo 5 (Ferreira y col.,

2005).
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[1.4.4. Ciclo replicativo de los adenovirus

La replicacion de los adenovirus esta dividida en dos fases: temprana y tardia. La fase
temprana comienza una vez que el virus interacciona con la célula hospedante y
consta de las siguientes etapas: adsorcion, penetracion y transcripcibn de genes
tempranos. Durante la fase tardia se desarrolla la expresion de genes tardios y el

ensamblaje de los viriones.

Tabla 3. Proteinas adenovirales y su funcién (Zhang e Imperiali, 2003).

Proteina

Localizacion

Funciones conocidas

Polipéptido II

Mondmero hexameérico

Estructural

Polipéptido III

Base del pentamero

Penetracion

Polipéptido IIIa

Base del pentamero

Penetracion

Polipéptido IV Fibra Union al receptor

Polipéptido V Ndcleo Empaquetamiento

Polipéptido VI Hexamero Ensamblado de la
particula

Polipéptido VII Nucleo Semejante a histonas.

Polipéptido VIII Hexamero Ensamblado de la
particula

Polipéptido IX Hexamero Ensamblado de la
particula

TP Genoma Replicacion del genoma

TP: Proteina Terminal.
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La unidn de la particula viral a la superficie celular es mediada por la fibra proteica, a
través de la region carboxilo-terminal, que se une al receptor celular. El receptor
primario de los adenovirus es el receptor de coxsackievirus y adenovirus (CAR),
proteina de 46 kDa, ubicada en la membrana celular y relacionada con la familia de
las inmunoglobulinas (Tomko y col.,, 1997). La proteina estd compuesta por un
dominio extracelular, un dominio transmembrana tipicamente hidrofébico y un dominio
citoplasmatico (Bergelson y col.,, 1998). Se ha observado que el CAR media la
interaccion de células homotipicas, contribuye a la integridad de las uniones
epiteliales estrechas y regula el crecimiento de las células tumorales, pero su funcion
natural exacta no se ha definido aun (Petrella y col., 2002).

La adsorciéon adenovirus-célula hospedera es un proceso lento que necesita varias
horas para ser maximo y donde también interactuan integrinas de membrana con la
secuencia Arg-Gly-Asp presente en el polipéptido Il del pentdmero. La entrada a la
célula tiene lugar mediante vacuolas fagociticas y la ruptura de las mismas ocurre
debido a la actividad téxica del pentamero; lo que libera las particulas virales al
citoplasma (Bergelson y col., 1997). El desnudamiento del virus ocurre de forma
ordenada, primero son liberados los pentameros y se obtiene una particula esférica
semidesnuda. Posteriormente el ADN migra hacia el nicleo, donde penetra a través
de los poros nucleares y se convierte en una estructura facilmente digerible por la
ADNasa | para generar fragmentos que forman un patron similar al de la cromatina.
Las histonas celulares reemplazan al polipéptido VII, el mayor constituyente del
ndcleo, antes de que se transcriba el ADN viral (Kasamatsu y Nakanishi, 1998; Kirby y
col., 2000).
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[1.4.5. Activacion de genes tempranos

Los genes tempranos estan directamente relacionados con la expresion de proteinas
involucradas en la replicacién del genoma viral. La activacion de los genes tempranos
es determinada por proteinas activadoras codificadas por la unidad E1A (Fig. 4). Esta
unidad transcripcional codifica para dos ARNm durante la fase temprana de la
infeccion y tres durante la fase tardia. Sus productos contienen tres regiones
conservadas (CR1, CR2 y CR3), y no muestran dominios de unién al ADN, sino que
se unen a proteinas celulares y modifican su funcién; estos son conocidos como
trans-activadores (Russell, 2000). Estas proteinas se unen, ademas, a una gran
variedad de factores de transcripcion y proteinas reguladoras y se acoplan y activan el
dominio TATA; mediante su unién con la proteina TBP “TATA binding protein”, lo que
provoca un desplazamiento del supresor tumoral p53, involucrado en el control del
ciclo celular (Sauthoff y col., 2002). Generalmente, los genes tempranos permanecen
activos durante la replicacion del ADN, aungue sus niveles de transcripcion disminuye

lentamente, debido a la muerte celular por apoptosis (Grand y col., 2002).

[1.4.6. Replicacion del ADN adenoviral

La replicacion de los adenovirus se divide en dos fases. La primera fase se inicia a lo
largo del ADN lineal, donde se copia una de las dos hebras. Los productos resultantes
consisten en un duplex de ADN, parental e hijo, mas una hebra solitaria. En la
segunda fase se sintetiza la cadena complementaria de la hebra desplazada.
Posteriormente la estructura se recircula para mas tarde volver a ser reconocida por la
maquinaria de iniciacion y asi recomenzar el proceso. Los primeros 18 pb del ADN
contienen un origen de replicacion al que se unen proteinas celulares, como ORP-A 'y

proteinas de origen viral como la proteina preterminal y la ADN polimerasa. La
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proteina preterminal (cebador para la replicacion) se une a la polimerasa y el complejo
formado es capaz de reconocer secuencias especificas en el origen de replicacion. La
elongacion de la cadena requiere dos proteinas codificadas por los genes presentes
en la regién E2: la propia polimerasa y las proteinas de union a la cadena sencilla;

ademas de una proteina celular, el factor nuclear Il (Pruijn y col., 1986).

[1.4.7. Activacidon de genes tardios

Los genes tardios son responsables de la sintesis de la mayor parte de las proteinas
estructurales. Las regiones codificadoras de los genes tardios en los adenovirus se
encuentran organizadas en una gran unidad de transcripcién. Este transcripto es
procesado por utilizacion de sitios poli A y “splicing” diferenciales para generar al
menos unos 18 ARNm distintos, que pueden ser agrupados en 5 familias: de L1 a L5
(Danthinne e Imperiale, 2000). La expresion de esta familia de ARNm es controlada
por un promotor tardio, cuya actividad se incrementa a lo largo del progreso de la
infeccion. Las cinco familias de ARNm adenovirales contienen una secuencia no
codificadora en el extremo 5 de 200 nucleétidos, que es importante para el traslado
de los ARNm virales durante la fase tardia de la infeccién y la activacion selectiva de

la sintesis proteica (Evans y Hearing, 2003).

[1.4.8. Encapsidacion y salida de la célula infectada

Durante la fase de encapsidacion los trimeros de hexameros son unidos rapidamente
a los monoémeros tras su sintesis en el citoplasma. La proteina L4-100 kDa media la
unién y actua como un molde sobre el que ocurre el proceso. Los pentameros son

ensamblados lentamente en el citoplasma con la fibra. El pentamero y la fibra se
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ensamblan de manera independiente, para luego unirse y formar un capsémero
completo. Los capsdmeros se acumulan en el nucleo, donde ocurre la encapsidacion.
La secuencia sefial de empaquetamiento esta compuesta por secuencias especificas,
localizadas cerca del extremo 5' y tienen la funcion de mediar la entrada del ADN viral
a la cépsida pre-ensamblada (Parks y col., 1996). Luego del ensamblaje de la
capsida, el ADN y las nucleoproteinas se acoplan en el interior, y finalmente, se
produce un procesamiento proteolitico del viribn que estabiliza la particula (Benihoud
y col., 1999).

Existen al menos dos mecanismos mediante los cuales se facilita la salida de las
particulas virales hacia el exterior celular. Ambos incluyen la degradacién de los
filamentos intermedios del citoesqueleto celular, lo que hace que la célula sea mas
vulnerable a la lisis. La muerte de la célula hospedante facilita la liberacion de la
progenie adenoviral (Doronin y col., 2003).

11.4.9. Vectores adenovirales recombinantes

Ademas de ser los modelos en el desarrollo de terapias suplementarias y multiples
terapias contra el cancer, los vectores adenovirales se han empleado en terapias
génicas hacia células endoteliales, renales, cardiacas, hepaticas, nerviosas,

musculares y hematopoyéticas (Russell, 2000).

Los vectores adenovirales defectivos para la replicacibn se convirtieron en una
atractiva herramienta por su capacidad de transducir eficientemente una variedad de
tipos celulares, tanto en division como quiescentes. El proceso infectivo propicia una
expresion transitoria, pero muy vigorosa del ADN foraneo, ya que no se ve afectada

por los efectos de insercion en regiones silentes de la cromatina. La conservacion
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epicromosomal del genoma viral también es muy ventajosa pues disminuye los
riesgos de mutagénesis por insercién. Su uso se ha extendido, ademas, por su facil
multiplicacion y purificacién, su baja patogenicidad, la posibilidad de expresion
simultanea de genes y de obtener titulos de hasta 10* particulas virales/mL en lineas
celulares complementarias (Graham y Prevec, 1995; Kamen y Henry, 2004).
Actualmente se han desarrollado métodos eficaces para la generacién de vectores
adenovirales, donde el vector que contiene el casete de expresion de interés se une
por recombinacion homologa a un segundo vector que contiene las secuencias
adenovirales. Estos sistemas de vectores permiten la insercion de hasta 10 kb de
material genético exdgeno y algunos de ellos tienen incorporado el gen de la proteina
fluorescente verde, lo que permite conocer la eficiencia de la transduccion viral (He y
col., 1998).

11.4.9.1. Vectores adenovirales de primera generacion

Los vectores adenovirales mas utilizados en la transferencia de genes son aquellos a
los que se les ha eliminado la regiébn génica E1 (Ad-AE1) y por tanto no pueden
replicarse fuera de la linea celular complementaria. Los mismos han sido nombrados
vectores adenovirales de primera generacion y pueden presentar también cortes de
varios tamarfios en la regién E3, que facilita la clonacion de insertos mayores dentro
del genoma viral (He y col., 1998). Aunque esta ultima regién no es esencial para el
crecimiento del virus in vitro, posee genes implicados en evadir la respuesta inmune

del hospedante (Graham y Prevec, 1995).

Los adenovirus recombinantes AE1 son amplificados en la linea celular de rifion
humano embrionario HEK-293. Esta linea celular ha sido modificada genéticamente y

expresa una copia integrada de la unidad de transcripcion E1 del Adenovirus humano
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serotipo 5. Asi, proporciona in trans, las funciones de E1 para la propagacion y
produccién a gran escala de tales vectores. Los Ad-AE1 no son capaces de activar las
fases temprana y tardia de la transcripcion a partir del genoma adenoviral
recombinante. Por tanto, la expresion del transgén solamente se logra en la célula
diana bajo el control de un promotor especificamente activo o constitutivo (Yang y
col., 1994).

Aunque esta barrera para la expresion de genes del adenovirus es muy eficiente, no
es absoluta. Una expresion limitada de genes adenovirales puede, por si sola, afectar
la fisiologia de la célula diana o inducir una respuesta inmune celular (Fallaux y col.,
1998). La expresion de los genes adenovirales remanentes es citotoxica “‘per se”y
estimula frecuentemente una fuerte respuesta inmune contra las células infectadas
(Yang y col., 1994; Yang y col., 1996; McCormick, 2001).

11.4.9.2. Vectores adenovirales de segunda generacion

Una segunda estrategia fue crear vectores multidefectivos que permitieran evadir con
mayor efectividad la respuesta inmune del hospedante. Se les denominan vectores
adenovirales de segunda generacién a aquellos que ademas de la region E1, se les
eliminaron las regiones E2A o E4 (Lusky y col., 1998). La region E2a genera una
proteina de union especifica al ADN de simple cadena que durante la fase temprana
de la infeccion es esencial para la iniciacion de la replicacion viral. La region E4
codifica varias proteinas reguladoras con accion pleiotrépica en la acumulacion,
procesamiento y transporte de los ARNm tempranos y tardios, en la replicacion del
ADN viral y en el ensamblaje de la particula (Grave y col., 2000). Con estos vectores,
a pesar del aumento en el tiempo de expresion del transgén de hasta 6 meses (Van
Linthout y col.,, 2002), la respuesta inmune del hospedante continua siendo un

problema para mantener estables los niveles de expresion.
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11.4.9.3. Vectores adenovirales vacios

Se ha descrito una nueva generacion de vectores adenovirales dependientes de
ayudantes, en los cuales las secuencias que codifican para proteinas virales se han
eliminado completamente, denominados “gutless”. Estos vectores tienen una
capacidad de insercion de hasta 37 kb y son propagados en lineas celulares de
empaquetamiento que expresan la recombinasa Cre (Kochanek y col.,, 2001).
Ademas, se conoce que los vectores “gutless” pueden ser producidos con elevada
pureza, pero los titulos virales son mucho mas bajos que los obtenidos con vectores

de primera y segunda generacion.

Con estos vectores se logré disminuir la inmunogenicidad, obteniendo una expresion
de los transgenes por periodos tan prolongados como dos afios (Morral y col., 1999).
Aunque se redujo considerablemente la respuesta inmune celular no puede controlar
la respuesta humoral desarrollada ante las proteinas de la capsida adenoviral. La
neutralizacion del vector adenoviral por los anticuerpos producidos en una primera
inoculacién, fundamentalmente IgG e IgA, constituye un obstaculo para una segunda
infeccion, excepto cuando el vector es liberado en compartimentos particulares como

los tumores (Amalfitano y col., 1998).

[1.5. La eritropoyetina humana

La eritropoyetina humana es la principal hormona involucrada en la diferenciacion de
células madre eritrocitarias y en el mantenimiento de sus niveles fisiologicos (Krantz,
1991). Esta hormona es una glicoproteina con caracteristicas acidas, secretada por el
higado durante la etapa fetal y en el rifion del individuo adulto (Lappin y col., 2002). La

EPOhN fue el primer factor de crecimiento hematopoyético reconocido (Fisher, 1972),
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su regulacion es dependiente de los niveles de oxigeno en sangre y su expresion es
controlada por el factor de transcripcion inducido por hipoxia tisular HIF-1o (Semenza,
1999).

La EPOh actua sobre las células progenitoras eritroides de la médula 6sea a través
de la union con receptores especificos de membrana, para estimular la proliferacion y
diferenciacion celular. Su accién se ejerce principalmente sobre los progenitores
celulares de maduracion terminal, de la cascada celular eritropoiética (Spivak, 1992).
Su concentracion plasmatica en individuos sanos es de 10-20 mUI/mL (Rege y col.,
1982).

La deficiencia de hEPO en el organismo provoca anemia severa. Esta enfermedad se
observa mayoritariamente en pacientes con deficiencia renal cronica y fallos renales
asociados a traumas y transplantes de riion (McGonigle y col., 1984). La anemia
provocada por la disminucion de los niveles de hEPO en sangre estd asociada
también a los efectos de las quimioterapias en pacientes con cancer, a los
tratamientos con azidovidina en pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana y a pacientes con nefropatia diabética. ElI suministro
externo de la hormona es esencial para solucionar o minimizar los efectos de estas

enfermedades (Maxwell, 2002).

El gen que codifica la hEPO se clon6 en 1985 (Jacobs y col., 1985) y se obtuvieron
lineas celulares de mamiferos que expresaban eficientemente la hormona con
actividad hematopoyética in vivo (Lin y col., 1985). En la actualidad, la fuente
mayoritaria de eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) se produce en células

CHO modificadas genéticamente (Weber y col., 2004; Yoon y col., 2005).
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La hEPO es una glicoproteina de 165 aminoacidos con una talla molecular estimada
de 37 kDa, la molécula posee dos puentes disulfuro internos entre las cisteinas 7-161
y 29-33, que son muy importantes en el mantenimiento de la actividad biolégica (Lai y
col., 1995). La glicoproteina posee tres sitios potenciales de N-glicosilacion,
localizados en las posiciones Asn-24, Asn-38 y Asn-83 y un sitio de O-glicosilacion en
el residuo Ser-126 (Dordal y col., 1985). La fraccion proteica constituye el 60% de la

molécula y el contenido de carbohidratos el 40% (Semenza, 1999).

Los oligosacéaridos N-enlazados a la EPOh presentan estructuras del tipo complejo
(Fig. 2 C). Las estructuras mayoritarias corresponden a tetrantenas con terminaciones
NeuAca2-6 y no se presenta GIcNAc unida al Manf del nudcleo, se encuentran
ademas estructuras bi y tri antenarias pero en mucho menor proporcion. La carga
negativa que aporta el acido sialico es la responsable de las propiedades acidas de la
molécula, la cual presenta un punto isoeléctrico entre 3.31 y 4.11, que corresponde a
una concentracion de entre 9.5-13.9 mol de &cido siadlico/mol de hEPO (Morimoto y
col., 1996).

[1.5.1. Relacion entre la actividad biolégicay la glicosilacion

La EPOh se une a las células eritroides a través de un receptor de membrana
especifico y saturable, el cual forma parte de los receptores de citoquinas clase |
(Winkelmann, 1992). La interaccion de la EPOh con su receptor desencadena una
gama de respuestas que regulan la supervivencia, la proliferaciéon y la diferenciacion

celular.
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Fig 4. Estructura primaria de la Eritropoyetina humana (hEPQO). Esquematizacion de los
tres sitios de N-Glicosiliacion en los residuos de asparagina 24, 38 y 83 con estructuras
tetra-antenarias y del sitio Unico de O-glicosilacién en el residuo de serina 126.Imagen

obtenida de http://eritropoyetina.com .

La ruta de transduccion de la informacion desde la membrana celular al nucleo se
activa mediante la cascada de sefalizacion: Janus 2 quinasa / transductor de sefal y
activador de la transcripcion 5 (JAK2/STAT5) (Okutani y col., 2001), en la que JAK 2
esta asociada de forma constitutiva al receptor. Este se ha detectado ademas, en
diversos tipos celulares como las células endoteliales (Ribatti y col., 1999), células del
musculo liso (Ammarguellat y col., 2001), neuronas (Lewezuk y col., 2000), astrocitos

y microglias (Nagai y col., 2001).

Como se ha descrito en trabajos anteriores, el contenido de acido sialico es necesario
para el mantenimiento de la actividad hematopoyética de la hEPO in vivo (Dordal y
col., 1985; Elliot y col., 2004). La EPOh recombinante, obtenida a partir de células
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CHO vy enriquecida en estructuras tetrantenarias sialiladas producto del proceso de
purificacion, muestra una actividad hematopoyética in vivo equivalente a la EPOh
nativa, pero una baja actividad in vitro. Sin embargo, la fraccion béasica de la hEPO
recombinante muestra tres veces mas actividad in vitro con relacién a la glicoproteina

humana nativa, pero muy baja actividad in vivo (Misaizu y col., 1995).

Las cadenas de oligosacéaridos enlazados a la hEPO incrementan su talla e impiden
que sea filtrada a través de los rifiones. La presencia de acido neuraminico terminal
impide que se expongan residuos de galactosa que son reconocidos por receptores
de estos monosacaridos presentes en el higado. Esto determina el tiempo de vida

media de la glicoproteina en sangre.

La hEPO mas bésica es eliminada del plasma 20 veces mas rapido que la molécula
que posee un elevado contenido de acido sialico (Fratantoniy Seamon, 1994).
Ademas, la glicosilacion es necesaria para el transporte plasmatico de la hormona y
para su paso desde la sangre hacia la médula Osea, a través de las células
endoteliales de la barrera sangre-médula 6sea. La composicion y estructura de los
carbohidratos determinan la estabilidad conformacional de la molécula y sus
caracteristicas de union al receptor (Darling y col., 2002).

Existen evidencias de que la hEPO esta relacionada con la fisiologia del Sistema
Nervioso Central y con efectos neuroprotectores bajo circunstancias de hipoxia o
isquemia (Lewezuk y col., 2000; Olsen, 2003). La hEPO encontrada en el SNC se
produce por dos tipos celulares que sostienen el sistema paracrino de la hormona, las
neuronas y los astrocitos (Marti y col., 1996). La glicoproteina circulante producida en
los rifones no puede cruzar la barrera hematoencefélica por su elevado peso
molecular. Sin embargo, se ha comprobado que la EPOh producida en los astrocitos

de ratas presenta menor peso molecular, comparada con la isoforma circulante, lo
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que puede estar asociado a un menor contenido de 4cido sialico. Este hecho apoya el
concepto de accion paracrina en el cerebro, debido a que la hEPO en el plasma
sanguineo necesita de una extensa sializacion para evitar su eliminacion en los
riniones y el higado e incrementar el tiempo de vida media en sangre (Masuda y col.,
1994).

I1.6. Proteinas de Fusién y su uso como biofarmacos.

Las proteinas de fusion o proteinas quiméricas son proteinas creadas a través de la
unién de dos 0 mas genes que codifican para proteinas independientes. La traduccion
de esta secuencia gendmica codifica para un Unico polipéptido con propiedades
funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales (Dumont y cols, 2014).
Asi, proteinas de fusion recombinantes han sido sintetizadas artificialmente mediante
la tecnologia de ADN recombinante para su uso en investigacion o la terapéutica
bioldgica (Oliveira y cols, 2013). EIl propdsito de la creacion de proteinas de fusion
sintéticas en el desarrollo de biofarmacos es el de mejorar las propiedades y
funcionalidad de un péptido mediante la incorporacién sinérgica de multiples proteinas
en un solo complejo. Estudios previos, han reportado que la fusién de dos o mas
dominios proteicos, permiten potenciar la actividad biolégica del farmaco
recombinante o generar nuevas combinaciones funcionales con un amplio rango de

aplicaciones biotecnolégicas (Yu y cols,2015).

Hasta el afio 2008 han sido aprobadas seis proteinas de fusiébn para su uso
terapéutico (Aggarwal y cols, 2008). Un ejemplo particular, es Etanercept, que se
compone de un fragmento de 75kDa proveniente del receptor de TNF-a humano
unido al fragmento Fc de la inmunoglobulina humana de clase | (Ducharme y cols,

2008). Este biofarmarco que posee un amplio rango de aplicacién y se encuentra
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disponible en el mercado desde 1998. Posteriormente se aprobd el uso de
Denileukin diftox, un biofarmaco que consiste en el dominio de transmembrana de la
toxina diphtheria unida a interleuquina 2 humana (IL-2), y que cuyo blanco terapéutico
corresponde a células cancerigenas malignas que sobre-expresan el componente p55
(CD25) del receptor de IL-2 humano.

[1.6.1. Disefio de secuencias espaciadoras.

Se ha descrito que la incorporacion de péptidos espaciadores flexibles presentes
entre las secuencias primarias de la proteina de fusion permite el plegamiento
independiente de cada una de las subunidades, conserva adecuadamente la funcion
fisiolégica de ambas proteinas y disminuyendo la citotoxicidad asociada al polipéptido
recombinante (Klement y cols, 2015). En consecuencia, el disefio, analisis y
prediccién in silico del nimero éptimo de aminoacidos presentes en la secuencia
espaciadora mediante herramientas de dinamica y docking molecular (Wu y cols,
2013), resulta fundamental en la estabilidad y funcionalidad de la molécula
recombinante (Kleins y cols, 2014). Adicionalmente, el estudio in silico de los
espaciadores permite la incorporacion de sitios de escision para proteasas o agentes
quimicos con el objetivo de la separacion de ambas proteinas ( Chng y cols, 2015).
Las herramientas anteriormente descritas, han permitido la expresion de proteinas
quiméricas unidas a proteina GST (Eirnarson y cols, 2007), péptido FLAG
(Siegemund y cols, 2013) u otros péptidos especificos que permitan la purificacién de
la proteinas mediante cromatografia de afinidad.
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Tabla 4. Proteinas de Fusidon aprobadas para su uso terapéutico (Schimdt y cols,

2009)
Farmaco Aprobacion Compaiiia Enfermedad Mecanismo Blanco Proteina Proteina Ref.
de accion 1 2
Etanercept Noviembre Amgen Reumatismo, Inhibidorde TNFayp P75 IgG1 Fc Duchame
(Enbrel) 1998 Inc Artritis, TNF TNFaR (2008)
Psoriasis
Denileukin Febrero ElSal Linfoma Inhibe Receptor IL-2 Toxina de Tutturro
Diftitox 1999 Co Ltd cutaneo Expresion de IL-2 Difteria (2007)
(ontak) de receptor
IL-2
Alefacept Enero Astellas Psoriasis Inhibicion CD2 LFA-3 IgG1 Fc Strober
(Amevive) 2003 Pharma de células T (2007)
activadas
Abatacept Febrero Bristol- Atritis Artritis CD80, CTLA-4 IgG1 Fc Lundquist
(Orencia) 2006 Meters Reumatoide Reumatoide CD86 (2007)
Rilonacept Febrero Regeneron Sindrome Inhibidor de IL-1 Receptor IgG1 Fc Hoffman
(Arcalyst) 2008 Peridodico IL-1 IL-1 (2008)
Romiplstim Agosto Amgen Inc Trombocitopenia Estimulador Receptor TPO IgG1 Fc Cines
(Nplate) 2008 purpura de la TPO (2008)
biosintesis de
plaquetas

11.6.2. Proteinas de fusién-Fc.

Un gran numero de proteinas efectoras utilizadas como biofarmacos, presenta una
corta vida media en circulacion producto de su bajo peso molecular. Asi, su rapida
eliminacién del torrente sanguineo, acota significativamente su ventana terapéutica y
por tal motivo, se requieren dosis frecuentes del biofarmaco para preservar su
actividad biolégica (Schimdt y cols, 2009). En consecuencia, se han empleado
diversas estrategias para incrementar el tiempo en circulacion de dichos biofarmacos,
lo que ha derivado en el disefio y expresion de diversas proteinas de fusion

compuestas por la proteina efectora y el fragmento Fc de inmunoglobulinas, albamina
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y transferrinas (Farmer y cols, 2005). Es asi, como estudios anteriores han
demostrado que la adicién del Fragmento Fc de inmunoglobulinas es suficiente para
proveer a la proteina de fusion, funciones inmunes y una vida media extendida
producto de la via de reciclamiento de anticuerpos asociada al receptor neonatal del
fragmento Fc (Fc-Rn), expresado constitutivamente en tejidos derivados de intestino,
pulmén e higado (Lencer y cols, 2005). Otras ventajas en el disefio de proteinas de
fusion-Fc, resultan en su secrecion estable al medio de cultivo en forma soluble
mediante la via de procesamiento y secrecion de anticuerpos, la solubilizaciéon de
proteinas hidrofobicas y un incremento en la avidez de ligandos multivalentes
producto de la conformacion dimérica de la proteina quimérica. Actualmente, mas de
12 proteinas de fusién-Fc se encuentran en fase de ensayos clinicos para su
posterior aprobacion y uso terapéutico, tales como Factor IX-Fc (Dumont y cols,
2006), VGFR1-Fc (Rieily y cols, 2007), FGFR1-Fc (Zhang y cols, 2007), CTLA4-Fc
(Vicenti y cols, 2005), TACI-Fc (Gatto y cols, 2008) entre otras.

En contraparte, las desventajas asociadas al disefio de proteinas de fusion-Fc radican
en su alto costo productivo, debido a la necesidad de su expresién en cultivos de
células de mamifero (Khawli y cols, 2008). Ademas,se ha identificado que elevadas
concentraciones plasmaticas del fragmento Fc de inmunoglobulinas son capaces de
generar toxicidad a través de mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) mediado por la interaccion del dominio CH2 receptores de Fc-y
en la superficie de células efectoras inmunes que dirigen las funciones de fagocitosis
o lisis (Bouman y cols, 2008). Sin embargo, proteinas quiméricas unidas al fragmento
Fc de anticuerpos, no han demostrado un efecto de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) debido a que carecen del dominio CH1 y la region bisagra

necesarios para la activacion de dicho proceso (Mitoma y cols, 2008).
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En base a todos los antecedentes anteriormente expuestos, nos planteamos la

siguiente pregunta de investigacion.
¢Podra una alternativa molecular quimérica derivada de la eritropoyetina humana
potenciar su actividad hematopoyética, aun cuando la hormona se exprese en células

epiteliales de la glandula mamaria de cabras?

Para responder a la pregunta de investigacion, el presente estudio tiene como

hipétesis:
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HIPOTESIS

“Una alternativa molecular quimérica derivada de la eritropoyetina humana que
incremente su talla molecular potenciaria su actividad hematopoyética, aun cuando la

hormona se exprese en células epiteliales de la glandula mamaria de cabras.”

OBJETIVO GENERAL:

“Expresar y caracterizar una alternativa quimérica de la hEPO recombinante en la
leche de cabras genéticamente modificadas, evaluando su actividad hematopoyética

in vivo.”

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Disefiar mediante modelacién molecular una variante quimérica derivada de la

hEPO y del fragmento Fc de la inmunoglobulina G humana.

2. Generar un vector adenoviral recombinante que exprese la variante quimérica

disefiada y evaluar su capacidad de expresion en cultivos celulares.

3. Caracterizar las alternativas producidas mediante transducciéon adenoviral in

vitro e in vivo en la glandula mamaria de cabras.

4. Comparar la actividad hematopoyética in vivo de la glicoproteina quimérica

expresada en la glandula mamaria y en la linea celular humana SiHa.
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. MATERIALES Y METODOS

.1 MATERIALES

[11.1.1. Cepas bacterianas

La cepa de Escherichia coli TOP 10 se utilizo en este trabajo en las diferentes etapas
de clonacion, como cepa amplificadora de vectores plasmidiales de interés.

Top 10: F’ [lacl? Tet'] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZ AM15 AlacX74 deoR
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG

La cepa de Escherichia coli BJ5183  (AdEasy'™-Vector  System,
QuantumBiotechnologies, EE.UU) se utiliz6 durante la generaciéon de los vectores
adenovirales, especificamente para mediar la recombinacion homadloga entre el vector
de transferencia y el plasmidio que contenia el genoma adenoviral.

Escherichia coli BJ5183: endA sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdr [Str'].

I11.1.2. Lineas celulares

Las lineas celulares descritas a continuacion se utilizaron fundamentalmente para la
amplificacion de vectores adenovirales y para la expresibn de proteinas
recombinantes.

HEK-293A: células de rifion de embriébn humano (ATCC CRL 1573).

SiHa: células derivadas de carcinoma de utero humano (ATCC HTB-35).

GMEC: células epiteliales mamarias de cabra (Capra hircus) aisladas de un cultivo
primario de glandula mamaria. Donadas en el Laboratorio de Biotecnhologia y

Biofarmacos, Universidad de Concepcion, Chile.

51



HC11: células epiteliales mamarias de raton resistentes a higromicina, donadas por el
Dr. Jeff Rosen (“Baylor Collage of Medicine”, Houston, EE.UU). Propiedad intelectual

del Dr. Bernd Groner (“Deutsche Cancer Institat”, Freiburg, Alemania).

111.1.3. Animales

En el presente trabajo se utilizaron ratones y cabras para la expresion de proteinas
recombinantes en la leche y ratones como modelo para ensayos de actividad
biologica.

Ratones: Ratones (Mus musculus) de la linea C57-BL6 de 6 semanas de vida,
procedentes del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP).

Cabras: Cabras (Capra hircus) de la raza Sannen de 1 y 2 afios de edad, disponibles
en los criaderos de la Unidad Pecuaria “Quinchamali’, Facultad de Ciencias

Bioldgicas, Universidad de Concepcion.

I11.1.4. Medios de cultivo.

La composicion de los diferentes medios de cultivos requeridos en los experimentos

se relaciona a continuacion.

[11.1.4.1 Medio para el cultivo de bacterias.

LB: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7.5. Para el medio LB
sélido se afiade agar bacterioldgico 15 g/L (Gibco-BRL, EE.UU).
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[11.1.4.2 Medios para el cultivo de células de mamiferos

Medio _minimo (DMEM): Medio Minimo Esencial Dulbecco (Gibco-BRL, EE.UU),
suplementado con L-glutamina 0.3 mg/mL, piruvato sédico 1 mM y solucién
antibiético-antimicoético 1X (Gibco-BRL, EE.UU).

Medio de crecimiento: DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%,
(Gibco-BRL, EE.UU).

Medio de induccion: DMEM suplementado con insulina 5 ug/mL, hidrocortisona 1

ug/mL y prolactina 1 ug/mL. Las tres hormonas fueron obtenidas a través de la casa
comercial Gibco-BRL, EE.UU.

Medio de congelacion: DMEM suplementado con dimetilsulfoxido 10% (Sigma,
EE.UU) y SFB 20%.

I11.1.5. Plasmidios

pMinus-Epo-Fc: vector que contiene el cADN de la proteina quimérica EPO-Fc,

sintetizado por la empresa GenScript Inc., EE.UU.
pAdTrack-CMV: vector de transferencia adenoviral (AdEasy'™-Vector System,

QuantumBiotechnologies, EE.UU). Posee un sitio de clonaje multiple bajo el control
de un promotor CMV donde se inserta el gen de interés y contiene una unidad
transcripcional constitutiva para el gen de la proteina verde fluorescente (GFP), que
permite evaluar la transfeccion adenoviral. Contiene una unidad transcripcional de
expresion propio de procariontes que le confiere resistencia a kanamicina (Kan).

pAd-EASY-1: vector de 33.4 kb que contiene el genoma del adenovirus humano
serotipo 5 (Ad-5) con la region E1 (Ad-5 nucleétidos del 1 al 3533) y la region E3 (Ad-
5 nucledtidos del 28, 30-130, 820) eliminadas (AdEasy “-Vector System,
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QuantumBiotechnologies, EE.UU). Posee ademas un segmento de ADN que contiene
el origen de replicacion del pBR322 y un gen de resistencia a ampicilina (Amp).

[11.1.6. Enzimas, proteinas de referencia y anticuerpos

Endonucleasas de restriccion: Las endonucleasas de restriccion utilizadas provinieron

de la casa comercial New England Biolabs (Inglaterra) y fueron manipuladas segun

las recomendaciones de los fabricantes.

hEPO comercial: Eritropoyetina comercial 55,ug/mL (Recormon®, Chile).

algG ratdn-HRP: anticuerpo policlonal contra la IgG de raton, conjugado con HRP
(AbCam,EE.UU).

algG cabra-HRP: anticuerpo policlonal contra la IgG de cabra, conjugado con HRP
(CIGB-Sancti-Spiritus).

aEPO ratébn anticuerpo monoclonal contra la EPOh elaborado en ratén,
(AbCam,EE.UU).

aEPO cabra: anticuerpo monoclonal contra la EPOh elaborado en cabra, (AbCam,
EE.UU)

algG humano-NIR: anticuerpo monoclonal contra el fragmento Fc de la IgG humana

conjugado con NIR (Jackson, EE.UU.)

I11.1.7. Soluciones

Las soluciones y tampones utilizados en el presente trabajo se prepararon de acuerdo
a las siguientes formulaciones.
Avertin: 1,25g de Tribometanol a 2,5mL de 2-Metil-Butanol y calentado a 55°C,
posteriormente se llevé a 100 mL con H20 puray fue filtrado por 0,22 um.
PBS: Tampon fosfato-salino, NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, Na,HPO, 1.09 g/L, pH 7.2.
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PBS-EGTA: Tampon fosfato-salino, NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, Na,HPO4 1.09 g/L,
EGTA 3,mM pH 7.2.

PBS-Tween: Solucion de lavado para Western blot, tween-20 al 0.05% disuelto en
tampon PBS.

Tris-CaCl,: Tampon de separacion de leche, Tris base 10 mM, CaCl, 10 mM, pH 8.0.
Tris-Glicina: Tampon para electroforesis de proteinas, glicina 144 g/L, Tris base 30
g/L, SDS 0.1%, pH 8.3.

Soluciéon tampon denaturante: glicerol 10%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, Tris-base
0.0625 g/L, bromofenol azul 0.001%, pH 6.8

Solucién tampdén de transferencia para Western blot: Tris base 5.8 g/L, glicina 2.9 g/L,
metanol 20%, pH 9.2.

Solucién de bloqueo: leche descremada al 5% diluida en tampo6n PBS.

Solucién tampon sustrato DAB: diamino bencidina (DAB) 0.75 mg/mL, H,0, 0.03%,

disueltos en tampoén PBS.

Solucién de Rojo Ponceau: Ponceau S 20 g/L (Sigma, EE.UU); acido tricloroacético
(TCA) 300 g/L (SIGMA, EE.UU.), acido sulfosalicilico 300 g/L (Merck, Alemania).
Tampon de Equilibrio: Tris Base 20mM , NaCl 0.25 M, pH 8.

Tampon de Elucion: Glicina 0.1 M, NaCl 0.25M , pH 3.

Tampon de Neutralizacion: Tris Base 1M, pH 8.

I1.2. METODOS

[11.2.1. Técnicas béasicas de genética molecular

Los procedimientos generales requeridos para la evaluacion y el manejo del ADN se
realizaron de acuerdo a lo descrito por Sambrook y col. en 1989. Las digestiones de
ADN con las enzimas de restriccion se realizaron de acuerdo a las recomendaciones

de las casas comerciales. Los cebadores empleados se sintetizaron en el CIGB con el
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sistema automatico “Gene Assembler Plus DNA Synthetizer” (Pharmacia-LKB,
Suecia) por el método del [-cianoetilfosforamidito (Sinha y col., 1983). Las
electroforesis de ADN se efectuaron en geles de agarosa al 0,8, al 1% o al 1.5%
peso/volumen (p/v) en tampon TBE a 5 V/cm, segun las exigencias necesarias. La
recuperacion de fragmentos de ADN a partir de los geles de agarosa se hizo segun
los juegos de reactivos “QlIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen, EE.UU).

I11.2.2. Transformacion de Escherichia coli

La preparacion de las células competentes a partir de E. coli y su transformacion con
plasmidos se realiz6 segun el método de la electroporacion establecido por Sharma y
Schimke, 1996.

[11.2.3. Aislamiento de ADN plasmidico

La purificacion del ADN de los plasmidos de E. coli se realizé mediante el método de
lisis alcalina descrito por Birnboim y Doly en 1979. Para la transfeccion de células de
mamiferos los plasmidos se purificaron mediante el juego de reactivos “E.N.Z.A.
Plasmid Midi and Maxi Purification Kits” (Omega-Biotek, EE.UU.).

[11.2.4. Técnicas basicas para el cultivo de células de mamifero.

[11.2.4.1. Descongelacion

El proceso se realizd de forma rapida, el vial que contenia las células se descongel6
en un bafio a 37°C con agitacion. Posteriormente las células se lavaron con medio
DMEM vy se centrifugaron a 106 g durante 5 min. El sobrenadante se decanto y el

precipitado celular se resuspendié en medio de crecimiento. Las células se sembraron

56



en frascos para cultivo adherente (Falcon, EE.UU.) y se incubaron a 37°C, CO, al 5%

y humedad relativa del 95%.

I11.2.4.2. Cambio de medio

El medio de cultivo se cambi6 teniendo en cuenta la densidad celular y el pH del
medio, se utilizé medio DMEM para las lineas celulares HEK-293 y SiHa. Para las
células GMEC se us6é DMEM-F12. Ambos suplementados con L-glutamina (0.3
mg/ml), piruvato sédico (1 mM) y antibiético-antimicotico (10 000 U de penicilina, 10
000 ug estreptomicina y 25 pg anfoterisina) 100X (GIBCO, EE.UU), mas 10% de
suero bovino fetal (SFB). EI medio de cultivo metabolizado se extrajo mediante
aspiracion con pipetas Pasteur de vidrio, las células se lavaron con 6 mL/placa de
PBS (Tampon fosfato-salino, NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, Na,HPO4 1.09 g/L, pH 7.2) y se
adicion6 medio fresco DMEM acondicionado con suero fetal bovino(SFB) al 5%,
previamente calentado a 37° C.

[11.2.4.3. Propagacion

Una vez que el cultivo alcanzé un 95% de densidad celular en monocapa, se elimind
el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con un volumen de PBS. Se
afadié solucion de tripsina 0.25% y EDTA 0,01% y se incubd en las condiciones
descritas durante 5 min. Las células se resuspendieron en medio de crecimiento y se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. El precipitado celular se resuspendié en 5 ml
de medio de crecimiento fresco. Posteriormente se prepard la dilucion a sembrar
utilizando el mismo medio. Las células se sembraron en placas o frascos de cultivo y

se incubaron en las mismas condiciones.
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111.2.4.4. Conteo de células viables

Después de incubar las células durante 2 min con tripsina-EDTA al 0.25%, se llevaron
a un volumen deseado con DMEM suplementado con SFB al 10%. Se realiz6 una
dilucion 1:10 del medio con células en el colorante tripan azul al 0.5% (5 g/L tripan
azul; 8.5 g/L NaCl), garantizando la resuspensién en un tubo eppendorf. Se presento
la dilucion al cubreobjeto sobre la camara de Neubauer la cual se llené por capilaridad
y hasta cubrir la cAmara. Se contaron las células negativas a la tincion por campo en
microscopio oOptico. Se calculd la concentracion de células por mL segun la formula:
C= N x 10* x D, donde N es el total de células contadas, 10 es el factor constante de

la cAmara y D la dilucion.

[11.2.4.5. Congelacion

Las células se propagaron hasta obtener una monocapa celular con una densidad del
70%. Luego se individualizaron mediante un tratamiento con solucion de tripsina-
EDTA a 37°C durante 2 min. Las células desprendidas del frasco de cultivo se
resuspendieron en medio de crecimiento y se centrifugaron a 106 g durante 5 min.
Finalmente se resuspendieron en medio de congelacion, previamente enfriado a 4°C,
y se distribuyeron en criotubos de 1 mL (Sigma, EE.UU) incubados en hielo.
Posteriormente los criotubos se incubaron a -70°C durante 24 h y finalmente se

conservaron en tanques de nitrdgeno liquido.

I11.2.4.6. Transfeccién en cultivos celulares

Las células HEK-293A se sembraron a una confluencia del 40% en medio de

crecimiento y se contindo el cultivo hasta alcanzar una confluencia celular del 80%.
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Una hora antes de comenzar el ensayo de transfeccion se cambidé el medio de
crecimiento por medio DMEM fresco. Como reactivo de transfeccion se utilizo
lipofectamina, de la casa comercial Invitrogene, EE.UU.

El ADN y la lipofectamina se diluyeron por separado en medio DMEM. El ADN se uso
en una proporcién de 1 pg por cada 10° células y el volumen final se ajust6 a 250 pL
con medio DMEM vy se dejo reposar a 25°C durante 10 min. Se utilizaron 4 pL de
lipofectamina por cada pg de ADN vy el volumen final también se llevé a 250 uL con
medio DMEM y se dejo reposar a 25°C durante 10 min. Pasado este tiempo se
unieron ambas diluciones, se mezclaron varias veces con la micropipeta y se dejaron
reposar a 25°C durante 30 min. Posteriormente se afiadié la mezcla a la monocapa
celular y se incub6 a 37°C durante 12 h. Finalmente se sustituy6 el medio anterior por
medio de cultivo fresco y las células se dejaron crecer hasta el 100% de confluencia

celular.

[11.2.5. Generacién vectores adenovirales con la variante EPO-Fc

[11.2.5.1. Clonacién del gen de la EPO-Fc en el vector pAdTrack-CMV

El ADNc de la EPO-Fc presente en el vector pM13-EPO-Fc se digirié6 con las
endonucleasas EcoRV y Kpnl y el segmento de ADN resultante se subclon6 en los

sitios de restriccibon EcoRV|l|[Kpnl del vector pAdTrack-CMV. ElI plasmido
recombinante resultante pAdTrack-se denominé EPO-Fc.
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[11.2.5.2. Generacion de los genomas adenovirales por recombinacion homéloga

La insercion de la unidad transcripcional de interés en el genoma adenoviral se realizo
mediante recombinacion homodloga en la cepa de E. coli BJ5183. El vector de
transferencia recombinante se llevé a su conformacion lineal mediante una digestion
enzimatica con la endonucleasa de restriccion Pmel y se co-electroporé con el
plasmido pAd-EASY-1 en la cepa BJ5183, en una proporcion de 1ug de vector lineal y
100 ng de pAd-EASY-1l. Los genomas recombinantes se identificaron mediante
digestién con la endonucleasa Pacl. Los plasmidos recombinantes se transformaron
en la cepa de E. coli TOP 10 y se purificaron mediante el conjunto de reactivos
“E.N.Z.A. Plasmid Midi and Maxi Purification Kits” (Omega-Biotek, EE.UU.).

111.2.5.3. Generaciéon de los viriones Adenovirales AEPO-Fc

Los viriones adenovirales recombinantes se generaron mediante la transfeccion del
genoma adenoviral recombinante en la linea celular HEK-293A. Con el objetivo de
liberar el genoma adenoviral de la secuencia de origen bacteriano, se digirieron 20 g
del vector plasmidico pAdEasy-E2his con la endonucleasa Pacl, y el producto de la
digestion se transfect6 en las células HEK-293A, previamente crecidas hasta un 70%
de confluencia en frascos de cultivo de 25 cm? (Falcon, EE.UU.). La transfeccién se
realiz6 empleando el reactivo lipofectamina (Invitrogen, EE.UU), acorde a las
instrucciones del fabricante. La eficiencia de la transfeccion se comprobd por la
presencia de la GFP en las células transfectadas mediante observacion directa del
cultivo en el microscopio de fluorescencia (Olympus YX-81) con una magnificacion de
100X. El cultivo se mantuvo en monocapa celular confluente durante 7 dias y se
afiadié medio fresco a intervalos de 3 dias. La presencia de viriones infectivos se hizo
evidente por la formacion de halos de lisis alrededor de las células fluorescentes. Los

vectores virales resultantes se denominaron AdEPO-Fc.
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[11.2.5.4. Amplificacién de los vectores adenovirales

La multiplicacion de los viriones se desarrolld en la linea de empaquetamiento
adenoviral HEK-293 cultivadas con medio DMEM +SFB al 10% en placas de 100
mm?, con una confluencia cercana al 80%. Tras 8 h de infeccién, se cambié medio a
DMEM s/SFB y luego de 48 h post-infeccion, el cultivo se desprendio del frasco y las
mezclas de células se rompieron mediante tres pases sucesivos de congelacion-
descongelacién, de -20°C a 37°C, seguido de agitacion vigorosa. La muestra se

centrifug6 a 10621 g y el sobrenadante se almacend a -70°C hasta su titulacion.

111.2.5.5. Titulacién de los vectores adenovirales

La titulacion de las muestras adenovirales y lentivirales se realiz6 mediante diluciones
seriadas en base 5 (40/200) en una placa de 96 pocillos. Se tomaron 40 uL de cada
una de las diluciones y se transfirieron a una placa de cultivo de 96 pocillos,
previamente sembrada con una densidad celular de 5 x 10* células HEK-293A por
pocillo. Las células se incubaron a 37°C, CO, al 5% y humedad relativa del 95%
durante 48 h, luego se cont6 en el microscopio de fluorescencia el nimero de células
gue expresan GFP en los pocillos.

Se defini6 como una particula viral o unidad formadora de color (UFC) a la maxima
dilucion en la cual se visualiz6 al menos una célula fluorescente por pocillo. El
resultado de estos conteos se promedia y se multiplica por la dilucién para obtener el

titulo viral, el cual se expresa en UFC/mL.
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[11.2.6. Transduccidon adenoviral en cultivos celulares de mamiferos
[11.2.6.1. Seleccién de multiplicidad de infeccion en GMEC y SiHa.

Para realizar este ensayo se sembraron tres placas diferentes con una densidad de
1x10° células por pocillo en una placa de 12 pocillos. Cada placa contuvo células
SiHa o GMEC, respectivamente. Pasadas 24 h cada muestra de células, con una
confluencia cercana al 80%, se transdujeron con diferentes multiplicidades de
infeccion (MOI) del vector adenoviral. Las células SiHa se cultivaron con medio
DMEM +SFB 10% antes de la infeccién con el vector Ad-EPO-Fc, mientras que las
células GMEC se cultivaron con medio DMEM-F12 +SFB 10%. Posteriormente se
transdujeron 5 pocillos de cada placa con cantidades crecientes del vector viral, que
correspondian a 5, 14, 25, 70 y 210 particulas virales por célula. Se mantuvieron 7
pocillos sin transducciéon a modo de control negativo. Pasadas 8 h de transduccion, se
cambiaron los medios a medio sin SFB, para finalmente evaluar la expresién de GFP
y el efecto citopatico a las 16 y 96 h post-transduccién, en el microscopio de
fluorescencia Olimpus YX-81. Finalmente, se colectd el medio de cada pocillo por
separado y se centrifugd a 2236 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se almacend
a -20°C.

[11.2.6.2. Expresion de proteinas recombinantes en cultivos celulares mediada

por vectores adenovirales

La expresion de proteinas recombinantes en cultivos celulares se realiz6 en frascos
de cultivo de 75 (Falcon, EE.UU) con capacidad para 5x10° células. El cultivo se
amplifico hasta un 95% de confluencia en 300 mL de medio de crecimiento.

Posteriormente se cambi6 el medio de crecimiento por 200 mL de medio DMEM y se
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inoculé el vector adenoviral a una MOI de 25. Las células se cultivaron durante 80 h'y

finalmente se cosecho el medio para su posterior andlisis.

[11.2.7. Expresion de la proteina EPO-Fc en laleche de cabra

111.2.7.1. Induccion de lactacion en cabra

La induccion se realizé en tres cabras nuliparas, segun el método descrito por
Cammuso y col., 2000. La edad de los animales oscilaba entre 1 y 1.5 afios. Durante
los primeros 13 dias del ensayo se administré progesterona (Sigma, EE.UU.) 0.75
mg/kg de peso/animal y p-estradiol (Sigma, EE.UU.) 0.25 mg/kg de peso/animal. La
inoculacién se realizé en dias alternos y por via intramuscular. Pasados 5 dias del
tratamiento, se dieron dos masajes mamarios diarios, hasta el término del ensayo. En
los dias del 14 al 16 se administré prednisolona (Sigma, EE.UU.) 0.4 mg/kg de

peso/animal, también por via intramuscular.

[11.2.7.2. Infusion adenoviral en la glandula mamaria de cabra

Para realizar los ensayos de infusion adenoviral en la glandula mamaria las cabras se
ordefiaron de forma manual hasta lograr el secado total de las ubres. Se introdujo un
catéter, acoplado a una jeringuilla de 50 mL, a través del canal del pezdn hasta la
cisterna de la glandula mamaria. Mediante el catéter se infundi6 tampon PBS-EGTA
(26mM) estéril a la cisterna, hasta que se llend totalmente. Se realiz6 un masaje
exhaustivo de la glandula mamaria y se escurrid el contenido de las ubres. Este
proceso de lavado se repitio dos veces. Finalmente, se infundié la solucion que
contenia el vector adenoviral AdEPO-Fc a un titulo de 1x10° UFC/mL, hasta repletar

el contenido de la cisterna de la ubre derecha y se tomé la ubre izquierda como
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control negativo para la expresion de EPO-Fc. Pasadas 24 h se escurrié
exhaustivamente el contenido de las ubres mediante ordefio manual y a partir del dia

2 después de la transduccion, los animales se ordefiaron diariamente.

111.2.7.3. Tratamiento de la leche

La leche colectada, tanto de raton como de cabra, se conservé a -20°C después de
cada ordefio. Las muestras de leche se diluyeron cinco veces en tampoén Tris-CaCl, y
se centrifugaron a 10621 g durante 10 min a 4°C. Se obtuvo una fase liquida
correspondiente al suero, una capa superior de grasa y un precipitado insoluble
correspondiente a las caseinas que se desechd. El suero se extrajo cuidadosamente

con la pipeta y las muestras se conservaron a -20°C hasta su andlisis.

[11.2.8. Técnicas de manipulacion e identificacién de proteinas

[11.2.8.1. Precipitacion de proteinas con TCA- deoxicolato de sodio

A la muestra se le adicioné deoxicolato de sodio (1.5 mg/ml) en una proporcién de /1
y se agité vigorosamente durante 1 min, se dej6 reposar 10 min a 25° C. Se agrego6
!/10 de &cido tricloroacético (TCA), se agit6 fuertemente 1 min y se deja reposar a 25°
C durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min y se
obtuvo un precipitado que se lavé con acetona fria (4° C) agitandose fuertemente.
Finalmente la muestra se centrifugd a 11118 g durante 5 min y el precipitado

resultante se disolvié en 50 pl de agua y se almacené a 4°C hasta su analisis.
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[11.2.8.2. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida

Las muestras de proteinas se separaron mediante electroforesis unidimensional en
gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Las proteinas se
desnaturalizaron mediante la adicion de la solucion tampon denaturante. La mezcla
de reaccion se calentd6 durante 5 min a 100° C para asegurar la completa
denaturacion de las muestras. La corrida electroforética se realiz0 en una camara
Mighty Small Il SE 250. Se utilizo solucion tampon de corrida de proteinas Tris-Glicina
en los compartimentos catédico y anddico. La separacion de las muestras se realizé a
una corriente constante de 30 mA durante 1 h.

La visualizacién de las bandas se logré mediante la tincion del gel en una solucién de
azul de Coomassie R-250 al 0.05% durante 20 min. Posteriormente, se hicieron
lavados sucesivos con solucién de destincion (metanol 10% y acido acético 10%)
hasta observar las bandas de proteinas definidas.

[11.2.8.3. Electrotransferencia de proteinas.

La transferencia a membranas de nitrocelulosa BA-85, se realiz6 una vez separadas
las proteinas en SDS-PAGE, en un equipo de transferencia semi-seco Trans-Blot-
Turbo (BioRad, E.E.U.U.). El gel de poliacrilamida se colocé sobre la membrana y se
sometio a la accion de un campo eléctrico de corriente constante (300 mA) durante 2
h en solucion tampon de transferencia para Western blot.

[11.2.8.4. Identificacion de proteinas mediante Western blot

La inmuno-identificacion de las proteinas de interés se realizé segun el procedimiento
descrito por Burnett en 1981. La membrana de nitrocelulosa que contuvo las proteinas
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electrotransferidas se sumergié en solucion de bloqueo durante 1 h, se lavé con
tampon PBS y se incubd con el anticuerpo primario monoclonal anti-hEPO y/o anti-
Fragmento Fc de la IgG humana a 37°C durante 1 h. Al cabo de este tiempo, la
membrana se lavo a 25° C, tres veces con PBS-tween durante 5 min. Posteriormente,
se incubd con el anticuerpo secundario policlonal anti-raton conjugado con HRP o
NIR, diluido 1/5000, a 37° C durante 1 h y posteriormente se realizaron los mismos
pasos de lavado. El revelado se realiz6 con un conjunto de reactivos de reaccion
guimioluminiscente ECL (Sigma, EE.UU.) en oscuridad, y se revelé6 mediante exposiciéon en
un film fotosensible. Un segundo método utilizado para revelar fue la utilizacién de
diaminobenzidina (Sigma, EE.UU.) y peréxido de hidrogeno, revelando directamente sobre la
membrana de nitrocelulosa. Los anticuerpos marcados con NIR, fueron revelados a través
del equipo Odyssey(Li-Cor, EE.UU.) mediante la determinacion de la absorbancia a las
longitudes de onda de 680 y 790 nm.

111.2.8.5. Cuantificacién de EPO-Fc utilizando ELISA sandwich

La cuantificacion de la EPO-Fc presente en las diferentes muestras se realizd
mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA). La EPO-Fc presente en la muestras
se cuantific6 mediante un sistema de ELISA-sandwich utilizando anticuerpos a-hEPO,
de acuerdo al protocolo validado en el Departamento de Fisiopatologia, Universidad
de Concepcion, Chile. Se sensibilizé durante 12 h una placa de 96 pozos (Falcon, EE.UU.)
utilizando un anticuerpo policlonal a-EPO hecho en cabra diluido 1:2000. Posteriormente se
realizaron 3 lavados para eliminar los anticuerpos no adheridos a la placa y se adicionaron
diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:5000 de la muestras de EPO-Fc purificada tanto de
cultivo como de suero de leche de cabra. Se realizaron otros 3 lavados para eliminar las
proteinas no retenidas. Finalmente, se adiciond el anticuerpo monoclonal detector a-EPO-
HRP (1:5000) y se realizaron otros 3 lavados. El ensayo se revel6 con el reactivo

colorimétrico O-fenilendiamina (OPD) y se midi6 a una densidad 6ptica (DO) de 492nm. Se
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utilizé una muestra de hEPO comercial 55ug/mL (Recormon, Roche) para realizar la curva de

calibracion.

[11.2.9. Purificacion de EPO-Fc expresada en medio de cultivo de células SiHa y

leche de cabra

La purificacion de la proteina EPO-Fc se realiz6 mediante cromatografia de afinidad
utilizando una columna de proteina A-Sefarosa activada con bromuro de cianégeno
(Sigma, EE.UU.). Las muestras, tanto de medio de cultivo como de suero de leche de
cabra, se filtraron utilizando filtros de 0.2 [Om previo a la purificacion. Como primera
etapa se empaquetd la columna conservando un volumen total de 5 mL de matriz.
Posteriormente la columna se equilibré con tampon de Tris Base 20mM, NaCl 0.25 M,
pH 8.0, utilizando 10 volimenes a un flujo constante de 4mL/min. Las muestras se
diluyeron 1:3 utilizando el mismo tampdn de equilibrio y se incorporaron a la columna,
colectando la “fraccion no incorporada”. Posteriormente se lavéd la columna con 10
volimenes de tampon de equilibrio y se colectd una segunda fraccion denominada
“fraccion de lavado”, y se eluyo la proteina EPO-Fc utilizando 4 volumenes de tampdn
Glicina 0.1 M, NaCl 0.25M, pH 3.0. Las muestras eluidas se neutralizaron con 100uL
de tampon de Tris Base 1M, pH 8.0. Todas las muestras se concentraron utilizando
polietilenglicol (PEG), se dializaron contra 20 volimenes de solucion PBS, se filtraron

con filtros de 0.2um y se almacenaron a -20°C.

[11.2.10. Actividad hematopoyética in vivo de la EPO-Fc recombinante

111.2.10.1. Determinacién de la dosis efectiva de EPO-Fc en modelos murinos

La determinacion de la dosis efectiva de EPO-Fc se realiz6 en modelos murinos

normociticos mediante una curva de dosis-respuesta. Para ello se utilizaron 24 grupos
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experimentales de 5 ratones cada uno, de 6 semanas de edad y un peso entre de 30-
40 g. Las muestras utilizadas en el ensayo correspondieron a una solucién de PBS
como placebo, hEPO comercial (Recormon, Roche) como control positivo, hEPO
expresada en células SiHa, EPO-Fc expresada en células SiHa y EPO-Fc expresada
en leche de cabra en dosis de 44, 88, 132, 200 ug/kg, para cada caso.

Para realizar el ensayo los ratones se anestesiaron con 2 mg de Avertin (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) por via intraperitoneal y posteriormente cada muestra se inoculo via
intra-venosa, diluidas en PBS hasta un volumen de 100uL. La administracion de las
muestra se realizé en los dias 1, 3 y 6 del ensayo.

Posteriormente, se colectaron muestras de sangre de los grupos de ratones el dia 13
del ensayo mediante via retro-orbital y utilizando capilares de hematocrito con
heparina (Hirschmann, Alemania). Las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante

10 min y se midié hematocrito.

[11.2.10.2. Ensayo de actividad hematopoyética en modelos murinos.

Se utilizaron grupos 4 grupos experimentales de 10 ratones cada uno, de 6 semanas
de edad y un peso entre de 30-40g. Las muestras utilizadas en el ensayo
correspondieron a una solucién de PBS como placebo, hEPO comercial (Recormon,
Roche) como control positivo, EPO-Fc expresada en células SiHa y EPO-Fc
expresada en leche de cabra en dosis de 88ug/kg para cada caso. Los ratones se
anestesiaron con 2 mg de Avertin (Sigma-Aldrich, EE.UU.) por via intraperitoneal y
posteriormente se inocularon via intra-venosa con una muestra en un volumen final de
100uL. La administracion de las muestra se realizaron los dias 1, 3y 6 del ensayo.

Posteriormente, se colectaron las muestras de sangre de los grupos de ratones los
dias 5, 7 13, 17, y 22 del ensayo mediante via retro-orbital y utilizando en capilares de

hematocrito con heparina (Hirschmann, Alemania). Las muestras se centrifugaron a
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10.000 g durante 10 minutos y se determind el incremento de hematocrito en cada

uno de los casos.

111.2.10.3. Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico a los resultados de los ensayos de actividad
biologica de las diferentes muestras de hEPO y EPO-Fc recombinantes. La
normalidad de los datos se comprobd mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza se verific6 mediante la prueba de Bartlett. Los datos
cumplieron una distribucién normal por lo que se realiz6 un analisis de varianza de
clasificacion simple y una prueba de Dunett para la comparacién de las medias de
cada uno de los grupos con un control comun, para un nivel de significacion de

p<0.05. Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism, version 4.0.

[11.2.10.4. Manipulacién de Animales.

La manipulacion de animales se realizé de acuerdo a las normas establecidas por el
comité de bioética y bioseguridad de la Universidad de Concepcidén y se superviso
mediante la participacion personal veterinario calificado en cada una de las etapas
requeridas.  Agradecimientos al Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de

Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion.

[11.2.10.5. Desglicosilacién con la enzima PNGasa F

La proteina recombinante EPO-Fc purificada a partir de cultivo de células SiHa vy

leche de cabra, se desnatur6 a 100°C durante 15 minutos en una solucidon que
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contenia 0.1% de SDS y 5% de B— mercaptoetanol. Posteriormente, se adiciond
Nonidet P-40 (NP-40) a una concentracion final de 1%, previo a la adicién de la
enzima amidasa PNGasa F (Biolabs, Beverly, MA). La digestion se realiz6 utilizando
5 unidades de PNGasa F por ug de glicoproteina a una temperatura de 37° C durante

1 hora.

[11.2.10.6. Extraccion de oligosacéaridos

Los oligosacaridos liberados mediante tratamiento enzimético con PNGasa F se
separaron de la proteina por adicion de 3 volimenes de etanol absoluto frio. Al cabo
de 30 min de incubacion a -20°C, la muestra se centrifugé a 10621 g durante 10 min.
El sobrenadante se colectd en un tubo de reaccién y el precipitado se lavé con etanol
frio al 80%. Posteriormente se centrifug6 a 10621 g durante 5 min. Los sobrenadantes
obtenidos de ambas centrifugaciones se combinaron y la mezcla de oligosacaridos se

concentrd en una centrifuga evaporadora al vacio sin calentamiento.

[11.2.10.7. Reaccion de derivatizacion de oligosacaridos con 2-AB

Los oligosacéridos secos obtenidos a partir de la desglicosilacion de la proteina se
marcaron con 2-aminobenzamida (2-AB) segun el método de aminacion reductiva
descrito por Bigge y col. en 1995. A la mezcla de oligosacaridos se le afiadiéo 5 uL de
2-AB 0,35 M disueltos en una mezcla de dimetil sulféxido/acido acético (DMSO:HAC)
7:3 (vol/vol) y 5 uL de cianoborohidruro de tetrabutilamonio 1.5 M disuelto en la misma

mezcla que se refiere anteriormente. La reaccion se realizdo a 60°C durante 4 h. Se
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afiadio 200 pL de agua destilada después de terminada la reaccion y para remover el

exceso de reactivo se hicieron 5 extracciones con 300 uL de acetato de etilo.

111.2.11.8. HPLC en fase normal

La mezcla de oligosacaridos unidos a 2-AB se sometié a una cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) equipado con una columna de fase normal (TSK-GEL Amida-
80, 250 x 4.6 mm, Tosoh Biosep, Japon). La separacion de los oligosacaridos se
realizdé en un equipo de separacién (Shimadzu, Japén) equipado con un detector de
fluorescencia. Se utiliz6 como solvente A una solucion de acido férmico 50mM
ajustado a pH 4.4 con una solucion de amonio, y como solvente B una solucion de
acetonitrilo. La separacion de los N-glicanos marcados, se realiz6 por un gradiente
lineal de 20-58%(v/v) de solvente A, durante 152 minutos a un flujo de 0,4 mL/Min.
Las muestras fueron cargadas en una solucion de acetonitrilo al 80%(v/v). La
deteccion de la fluorescencia se realizé utilizando una longitud de onda de excitacion
de 330 nm y una longitud de onda de emision de 420nm, segun el protocolo descrito
por Montesino y cols, 2008. La posicion de las fracciones eluidas de N-glicanos
fueron determinas en unidades de glucosa (GU) en comparacion con un patrén de

dextrano hidrolizado unido a 2AB, tal como es descrito por Guile y cols, 1996).

1.2.11.9. WAX-HPLC

La mezcla de oligosacéridos unidos a 2-AB se separé en fracciones acidas y neutras

mediante HPLC equipado con una columna de intercambio anionico débil (WAX-

HPLC, BioSep-DEAE-PEI, 75 x 7.80 mm, Phenomenex, San Juan, Puerto Rico). Se

utilizé como fase mévil un gradiente compuesto por soluciones de acido formico 0.5 M

(Solvente A) ajustado a pH 9.0 con una soluciones de amonio 37% (v/v), y metanol

10% (v/v) (Solvente B) disuelto en agua. El flujo de la separacion fue de 1.0 mL/min y
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la deteccién de fluorescencia se realiz6 a una longitud de onda de excitacion de
339nm y una longitud de onda de emision de 420nm, segun el protocolo establecido

por Guille y cols, 1994.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los vectores adenovirales se presentan como una herramienta eficiente para
modificar genéticamente las células de mamiferos. En el desarrollo del presente
estudio se generd un vector adenoviral recombinante que codifica para la proteina de
fusion EPO-Fc, unido a una sefial de secrecion. Este vector se us6 como modelo para
transducir las células epiteliales mamarias y expresar de proteinas recombinantes in
vitro e in vivo. Adicionalmente, se evalué la actividad biolégica de la molécula
generada y purificada a partir del suero de leche de cabras o de cultivos artificiales de

células humanas.

IV.1. Diseiio de la variante dimérica de eritropoyetina EPO-Fc

La variante quimérica de hEPO se construy6 fusionando un monémero de hEPO de
193 aminoécidos, con el fragmento Fc de la IgG humana de clase Il de 170 residuos
aminoacidicos. Para ello, se identificé en la base de datos de Genbank los cDNA
correspondientes a ambas proteinas. Para preservar integra la funcionalidad y
estructura de la proteina, se utilizd un péptido espaciador flexible compuesto a base
de aminoacidos con cadenas laterales poco ramificadas, tales como Serina y Glicina,
y se establecié una distancia 6ptima de once aminoacidos (SGGGGGSGGGG). El
ensamble post-traduccional de los mondmeros generé un homodimero de 748
residuos aminoacidicos, que se estabiliz6 mediante un enlace disulfuro que se
generod a través de los residuos de cisteina presentes en el dominio CH2 de la IgG
humana. EI mondmero quimérico, contiene cuatro potenciales sitios de N-
Glicosilacion localizados en los residuos de Asparagina (Asn) 24,38 y 83 ubicados en
la secuencia primaria de hEPO y un dltimo sitio en la Asparagina 297 del fragmento
Fc de la IgG humana. Finalmente, la estabilidad de la molécula EPO-Fc se determin6

mediante Docking y Dinamica Molecular utilizando las herramientas bioinformaticas
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ProtFusidn y Rosseta. Mediante los resultados obtenidos, se calcul6 la distancia del
espaciador y el solapamiento éptimo de las subnidades, con el objetivo de prevenir la
desestabilizacion energética de la molécula debido al impedimento estérico y la
repulsion de cargas entre aminoacidos. La proteina de fusion resultante, se denominé
EPO-Fc (Fig. 5), con una talla total estimada de 138 kDa. Finalmente, se sintetizo el
gen para EPO-Fc en un vector comercial que contenia las secuencias de las
endonucleasas EcoRV y Kpnl para la posterior insercion del gen en el vector de

interés.

© Enlace Disulfuro
QO Sitio de Glicosilacion

Fig. 5. Variante dimérica de hEPO.

Disefio informatico de la proteina de fusion generado mediante la herramienta
ProtFusion a partir de las secuencias codificantes para hEPO y el fragmento Fc de la
IgG humana clase II, utilizando un péptido enlazador flexibles de once residuos de
aminoacidos (SGGGGGSGGGRG).
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IV.2. Generacion del vector adenoviral AAEPO-Fc

El vector adenoviral AdEPO-Fc se construyd0 mediante el sistema de vectores
AdJEASY (AJEASY ™-Vector System, QuantumBiotechnologies, EE.UU). El segmento
genomico de 1.3 kb correspondiente al gen de la proteina de fusion EPO-Fc (Fig. 6-
A), se clond en el vector de transferencia pAdTrack-CMV (Fig. 6-B), bajo el control del
promotor inmediato temprano del citomegalovirus humano (PCMV). Como resultado
de la clonacion se obtuvo el plasmidio de 10.2 kb denominado pAdTrack-EPO-Fc
(Fig.6-B y Fig. 7). Este vector se co-transformd con el vector pAd-EASY-1 en la cepa
de E. coli BJ5183 y se obtuvo el plasmidio pAd-EPO-Fc (Fig.6-C), que contiene una
unidad transcripcional para la proteina EPO-Fc, una segunda unidad transcripcional
para el gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP) y el genoma del
adenovirus humano serotipo 5 con las regiones E1 y E3 eliminadas (AE1, AE3).

El vector pAd-EPO-Fc se digirié con la endonucleasa Pacl (Fig.7) con la finalidad de
eliminar la regién bacteriana del plasmidio y el segmento resultante de 35.77 kb se
transfecté en la linea de empaquetamiento adenoviral HEK-293A (Fig.8-A), que
aportan in trans los productos génicos de la regién E1, lo que permitié la generacion
de viriones infectivos, denominados AJEPO-Fc. La eficiencia de la transfeccion y la
formacién de halos de lisis (Fig.8-B), asi como el efecto citopéatico producto de la
multiplicacion del virus en la linea de empaqguetamiento, se observo por la expresion

de GFP en las células transformadas (Fig. 8 C-D).

El vector adenoviral se amplificé en la linea celular HEK-293A, en cultivos de hasta
10’ células y se obtuvieron los viriones infectivos mediante lisis celular producto de
pases sucesivos de congelacion/descongelacién y posterior centrifugacion.
Generando un titulo viral de 10** UFC totales de AAEPO-Fc y a partir de ese material
se realizaron todos los ensayos de expresion de EPO-Fc expuestos en el presente

trabajo.
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Fig. 6. Clonamiento del vector pAdTrackEPO-Fc y obtencion del vector
pAdEPO-Fc por via de recombinacion de homologos.

A) Obtencion del gen EPO-Fc (1293 pb) a partir de un vector sintético digerido con las
endonucleasas EcoRV y Kpnl. 1: Vector digerido con EcoRV y Kpnl. 2: PPM

B) Identificacion de recombinantes positivos para pAdTrackEPO-Fc.

1: PPM 2: recombinante positivo 1 + Kpnl y
EcoRV

3: recombinante positivo 2 + Kpnl y EcoRV 4: pAdTrack + Kpnly EcoRV

5: recombinante positivo 1 6: recombinante positivo 2

7: PPM 1kB

C) Evento de recombinacion de homélogos en la cepa E. coli BJ5183. El vector aislado
a partir de la colonia 11 presenté un patron de migracion electroforético similar al
vector pAdEASY lo que lo identific6 como un recombinante positivo.
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Fig. 7.Diagrama representativo de los pasos de clonacién para la generacién del vector
adenoviralAdEPO-Fc.

La banda correspondiente al segmento gendmico de la EPO-Fc se insertd en el sitio de clonacién multiple
del vector de transferencia pAdtrack-CMV y se generd el plasmidio pAdtrackEPO-Fc. Como resultado de la
recombinacion de homdlogos entre los plasmidios pAdtrackEPO-Fc y pAdEASY-1, en la cepa de E. coli

BJ5183, se obtuvo el vector pAdEPO-Fc. Mediante digestidn enzimatica con la endonucleasa Pacl, se liberd
la regién bacteriana del plasmidio pAdEPO-Fc. 77
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Fig. 8. Generacion y amplificacion de los vectores adenovirales AdEPO-Fc en la

linea de empaquetamiento HEK-293A.

A: Transfeccién del genoma adenoviral recombinante del AdEPO-Fc en la linea celular
HEK-293A. Microfotografia en campo oscuro con magnificacién de 100 X.

B: Formacion de halos de ruptura celular como resultado de la multiplicacion del
adenovirus recombinante. Microfotografia en campo oscuro con magnificacion de 40 X.

C: Amplificacion del vector AdEPO-Fc 24 h post-infeccidon. Microfotografia en campo
claro con magnificacion de 40 X.

D: Amplificacion del vector AdEPO-Fc 48 h post-infeccion. Microfotografia en campo
claro, magnificacién de 40 X.
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IV.3. Ensayo de transduccion adenoviral en cultivos de GMEC.

Para evaluar la capacidad del vector adenoviral ADEPO-Fc de transducir células
epiteliales mamarias, se realiz6 un ensayo de transduccion en cultivos in vitro. Se
seleccion6 como modelo, el cultivo primario GMEC, que correspondia a un cultivo
enriquecido en células epiteliales de glandula mamaria de cabra. El cultivo celular
anteriormente descrito, se utilizo como modelo in vitro para homologar el
microambiente de la glandula mamaria. La cantidad 6ptima de particulas virales por
célula se estandariz6 previamente, transduciendo células GMEC con titulos de
multiplicidad de infeccién (MOI) de 14, 25, 70, 210 y 400 UFC/célula. 24 h post-
transduccion se detectdo la expresion del gen reportero GFP como parametro
comparativo, observando una expresion maxima a 25 UFC/célula(Fig.9-A) para la
linea control humana SiHa en contraste del cultivo de células GMEC(Fig.9-B) que
presentd una expresion maxima del gen reportero GFP utilizando 70 UFC/célula.
Ademas, el cultivo primario de glandula mamaria de cabra presenté la particularidad
de formar estructuras ramificadas por sobre la monocapa que fueron denominados
“‘domos celulares” (Fig.9-B), con una estructura semejante a los acinos glandulares

reportados en la glandula mamaria in vivo.

La elevada capacidad de transduccién adenoviral mostrada por las células GMEC
durante el ensayo pudiera relacionarse con una expresion abundante del receptor de
coxsackievirus y adenovirus (CAR) en las células epiteliales mamarias (Qin y col.,
2003). En base a esta evidencia, se debia ocurrir un fenémeno similar en las células

epiteliales de la glandula mamaria de cabra in vivo.
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Fig. 9. Transduccion adenoviral de cultivos de células humanas y murinas.

A: Transduccion de células SiHa con 70 UFC/cel, como un modelo comparativo de
linea CHO en la que se produce actualmente hrEPO a nivel industrial. Microfotografia
en campo claro y campo oscuro con magnificaciéon de 40 X

B: Transduccion de células GMEC con 70 UFC/cel, como un modelo in vitro de la
transduccion de células epiteliales mamarias. Microfotografia en campo claro vy
campo oscuro con magnificacion de 40 X.

IV.4. Expresion de la proteina de fusion EPO-Fc en células SiHa.

Como control positivo para validar los experimentos posteriores se expreso la proteina
EPO-Fc en un sistema basado en cultivo de células SiHa como un modelo celular
humano (Fig.10). La cantidad 6ptima de particulas virales por célula para transducir
las células SiHa, se determind previamente mediante un ensayo de transduccioén con
una MOI de 5, 14, 25, 70 y 210. Se tom6 como criterio de transduccién la expresion
de GFP en las células transformadas. A las 24 h post-transduccion se detectd la

expresion de GFP en el 100% de los cultivos, que fue especialmente intensa en las
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células tratadas con la MOI de 25, segun la evaluacion cuantitativa del color verde en
los cultivos. Para comprobar la presencia de la proteina EPO-Fc en el medio de
cultivo y la fraccion retenida intracelularmente se precipitaron y concentraron las
proteinas obtenidas en ambos extractos y se realizdé una electroforesis de proteinas
con su respectivo Western blot (Fig. 11). El analisis en SDS-PAGE mostré la
presencia de la proteina EPO-Fc en el medio de cultivo entre 100 y 150 kDa, lo que
se corresponde con el peso molecular estimado para el dimero de EPO-Fc,
correspondiente a 130 kDa en condiciones desnaturantes no reductoras (Fig.11-B).
Del mismo modo, cuando se realiz6 el SDS-PAGE en presencia de un agente
reductor, se aprecié una banda entre 50 y 60 kDa que se coincide con el tamafio

esperado de 60 kDa para el mondmero proteico (Fig.11-A).

Fig. 10. Expresion de la proteina EPO-Fc y GFP a las 96 h post-

transduccion adenoviral en células SiHa.

Microfotografia en campo claro y campo oscuro con magnificacion de 100 X.

El Western blot realizado tanto en condiciones reductoras como no reductoras, indica

la presencia de EPO-Fc con un patrén de banda ancho, caracteristico de proteinas

multi-glicosiladas, del mismo modo se visualiza una banda intensa en la fraccion

intracelular (PI) de la proteina, la que presenta un peso molecular menor que la
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fraccion secretada (Fig.11-B). Esta proteina podria corresponder a la fraccion de

EPO-Fc retenida intracelularmente que aun no ha sido modificada por la adicion de

glicanos a nivel del Golgi. Adicionalmente, el analisis en SDS-PAGE y Western Blot

mostré una banda uUnica en condiciones no reductoras, lo que indicé una elevada

estabilidad de la proteina de fusion producto de los enlaces disulfuro intracatenarios

presentes en la region CH2 de la secuencia primaria correspondiente a la IgG

humana. Las bandas fueron identificadas mediante Western blot con el anticuerpo

monoclonal ahEPO (Fig. 11). Finalmente las cantidades de proteina EPO-Fc aisladas

de medio de cultivo se cuantificaron mediante ELISA, y se obtuvo una concentracion

para EPO-Fc de 100 ug/mL.
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Fig. 11. Analisis en SDS-PAGE 10%, tincion con azul de Coomassie y
Western blot con anticuerpo monoclonal «hEPO. Se evalu6 en cada caso la
cantidad de proteina EPO-Fc secretada al medio de cultivo (EPO-Fc) y la fraccién
retenida intracelularmente (PI), con sus respectivos controles (C-) y PI (C-).

A) Caracterizacion de la proteina EPO-Fc en presencia de un agente reductor, capaz
de romper los puentes di-sulfuros presentes en la region Fc de la IgG humana.

B) Visualizacién de la proteina EPO-Fc en condiciones no reductoras.
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IV.5. Transduccion de la gldndula mamaria de cabra con el vector AdEPO-Fc

Los resultados obtenidos anteriormente permitieron estandarizar los parametros a
tener en cuenta para lograr niveles elevados de expresion de proteinas
recombinantes en la glandula mamaria. Mediante un protocolo previamente
establecido (Toledo y cols., 2006), se realizo la transduccion adenoviral con el vector
AdEPO-Fc en la glandula mamaria de cabras durante la lactacion inducida
hormonalmente, en presencia de EGTA 36mM. El fundamento del uso de EGTA se
debe a que durante la lactacién activa se produce una impermeabilizacion del epitelio
secretor, reforzada por la formacion de uniones estrechas entre las células epiteliales
polarizadas (Nguyen y col. 2001). Esto conduce a una menor accesibilidad a los
receptores adenovirales desde la superficie apical, debido a que estos parecen

encontrarse en la cara basolateral del epitelio mamario.
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Fig. 12: Cinética de expresion de EPO-Fc en leche de cabras transducidas con el
AdEpo-Fc.

A) Western blot (a¢hEPO) en condiciones No reductoras y reductoras, de las muestras de
EPO-Fc expresadas en cultivos de células SiHa y un control comercial de hEPO (Recormon).

146+0,17 | 3,57+0,13 | 4,59+0,17 | 4,23+0,19 | 413+0,18 | 3,42+0,12 | 2,34+0,15 | 1,81+0,16 | 1,19+0,18 1,0+0,17 | 0,52+0,15

B) Western blot en condiciones no reductoras, de las muestras de suero de leche obtenidas
a partir de la glandula mamaria de cabras transducidas con el vector adenoviral AAEPO-Fc.
PPM: patron de peso molecular; D2-D12: Suero de dias post-transduccién; C+: Epo-Fc
expresada en cultivo de células SiHa; hEPO: control de eritropoyetina humana.

C) Niveles de expresion de la proteina EPO-Fc presente en la leche de cabras transducidas
adenoviralmente y determinados mediante ELISA.
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Una ruptura temporal de estas uniones estrechas, mediada por el acido etilen-glicol-
tetracético EGTA (Stelwagen y col.,, 1995), incrementa el acceso de los vectores
adenovirales a sus receptores celulares desde la superficie apical de las células
epiteliales. En base a lo anteriormente descrito, las glandulas mamarias de una cabra
nulipara con lactacion inducida hormonalmente, se lavaron con un tampon EGTA
36mM y se infundieron con el vector AAEPO-Fc a una concentracion de 10° UFC/mL
de modo similar al proceso previamente validado en modelos murinos. El ensayo se
comenzo en el dia 13 del protocolo de induccién hormonal (Cammuso y col., 2000).
En esta etapa la glandula ya habia completado su proceso de crecimiento por el
efecto del tratamiento con esteroides (progesteronal/estradiol) y presentd una
secrecion estable de leche. Cabe destacar que el flujo de leche en los 3 dias
posteriores se incremento por el efecto relajante de terapia con prednisolona.

La cinética de expresion de la EPO-Fc en el suero de leche de las cabras, se visualizé
mediante un andlisis en SDS-PAGE al 10% y la proteina se identificd realizando un
Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal chEPO, en donde se observo una
banda Unica correspondiente a la proteina de interés, lo que confirmé que EPO-Fc se
expresa correctamente en este sistema de expresion (Fig. 12-B). La proteina EPO-Fc
gue se obtuvo en la leche de cabra presentd un tamafio molecular de 130 kDa
aproximadamente, inferior a su homdloga expresada en cultivos celulares. La
disminucién en la talla molecular, comparada con la proteina EPO-Fc expresada en
cultivo de células SiHa, podria deberse a una diferencia en el patrén de glicosilacion

de la EPO-Fc expresada en la glandula mamaria de cabra.

El promedio de expresion de la EPO-Fc se determind mediante ELISA y se obtuvo
valores promedios de 3 g/L en los primeros 7 dias de ordefio (Fig. 12-C), con una
marcada disminucion de la expresion hacia el dia 8 hasta el dia 12. Los resultados
concuerdan con lo descrito por otros autores, que identifican un corto tiempo para la

expresion de transgenes mediada por vectores adenovirales de primera generacion
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(AE1, AE3), (Liu y cols, 2010; Yang y col.,, 1994; Lusky y col., 1998). Esto pudo
deberse a la respuesta inmune del hospedante contra las proteinas adenovirales que
se expresan en las células transformadas (Hun y cols, 2010; Yang y col., 1996;
Ghazizadeh y col., 2003).

IV.6. Purificacion de la proteina de fusion EPO-Fc expresada in vitro e in vivo

Para concentrar la proteina de interés y eliminar la presencia de moléculas
interferentes que puedan influir en el posterior analisis de actividad biolégica, se
realizé la purificacion de la proteina de fusion expresada. Tomando ventaja del disefio
particular generado para la variante quimérica EPO-Fc, se realizo la purificacion de
las isoformas de EPO-Fc expresadas tanto en cultivos de células SiHa (anélogo del
sistema productivo actual en células CHO), como en la leche de cabra, mediante una
cromatografia de afinidad utilizando una matriz de proteina A-Sefarosa activada con
bromuro de ciandégeno. El fundamento de la técnica se basa en el uso de la proteina A
de Staphylococcusaureus que interactia y se une al fragmento Fc de diversas IgG

humanas (Freydell y cols., 2010).

Para la purificacion de EPO-Fc expresada in vivo y obtenida a partir de la leche de
cabra, se mezclaron las muestras de leche colectadas en los dias 4, 5 y 6 de ordefio
que corresponden a los dias de mayor expresion (~4 g/L de EPO-Fc), ambas
muestras, fueron purificadas por separado mediante recirculacion sucesiva por la
columna de afinidad y posterior elucion mediada por cambio de pH.

El analisis en SDS-PAGE al 10%, (Fig. 13-A) revelé una banda cercana a los 130 kDa
en cada una de las fracciones, que coincide con el tamafio de la proteina EPO-Fc,
gue esta presente desde la porcién inicial hasta el eluido, siendo esta ultima fracciéon
la mas enriquecida en el proceso de purificacion. Para confirmar que la banda

obtenida pertenecia a EPO-Fc se realizO un Western blot utilizando un anticuerpo
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monoclonal ohEPO (Fig.13-B). Los resultados obtenidos sugieren que la
cromatografia de afinidad resulto ser eficiente y especifica para la unién de la proteina
de fusién, no detectdndose proteina en la fraccion de lavado de la columna. Mediante
rondas sucesivas de purificacién se determiné que la captacion maxima de la matriz
de proteina A-Sefarosa correspondia a 5 mg de EPO-Fc/mL de matriz con un 95%
pureza y un porcentaje de recuperacion del 75% respecto a la muestra inicial (Fig.13-
C). De esta forma, se logré purificar la proteina EPO-Fc en un solo paso
cromatografico, en contraste a las cinco etapas cromatograficas a la que debe ser
sometida la rhEPO en el sistema de produccién basado en cultivos celulares (Chu y
cols., 2001; Dehnes, 2010; Lonnberg, 2010).
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Fig. 13. Purificacion de EPO-Fc a partir de células SiHa y de leche de cabra.

A) Andlisis en SDS-PAGE 10% con tinciéon azul de Coomassie. PPM: Patron de peso molecular de
proteinas pretefido; INI: Fraccidn inicial; NI: Fraccidn no incorporada a la matriz; LAV: Fraccion de
lavado; ELU: Eluido correspondiente a EPO-Fc purificado.

B) Western Blot (¢hEPO) en condiciones No reductoras de las fracciones colectadas en el proceso de

purificacion.
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IV.7. Actividad hematopoyética in vivo de la proteina EPO-Fc expresada en leche
de cabra

La actividad biolégica de la proteina EPO-Fc, expresada en las células SiHa y en la
glandula mamaria de cabras, se determiné mediante un modelo hematopoyético in
vivo, utilizando modelos murinos de la linea C57-BL6. Las muestras de EPO-Fc
expresadas en células SiHa y en la glandula mamaria de cabra, fueron purificadas
mediante cromatografia de afinidad y posteriormente se concentraron y dializaron
contra un tampon PBS. La concentracion de la proteina en ambos casos se determiné
mediante ELISA utilizando un anticuerpo ohEPO y extrapolando los valores a partir de
una curva de calibracibn que se realizé con un patron de rhEPO comercial
(Recormon®, Roche), de concentracion conocida. Los valores de concentracion
obtenidos fueron de 0,6 mg/mL y 2mg/mL de EPO-Fc purificados a partir de células

SiHa y leche de cabra, respectivamente.
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Fig. 14: Curva dosis-respuesta para EPO-Fc.
La actividad biolégica se determiné como el incremento del hematocrito en ratones
B6D2F1 normociticos, inoculados con tres dosis de las muestras de hEPO y EPO-Fc
recombinantes. Los puntos de las lineas de tendencia representan el promedio y la
desviacion estandar del respectivo grupo experimental.
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Para determinar la minima dosis de proteina recombinante a la cual se obtuvo el
maximo incremento del hematocrito en modelos murinos, se realizé6 una curva de
dosis-respuesta. Para ello, se inocularon cuatro grupos experimentales, con dosis de
44, 88, 132, 176 y 220 ug/kg de peso de la proteina EPO-Fc expresada en cultivo y en
la glandula mamaria de cabras (Fig. 14). Ademas, se establecieron como controles un
placebo en base a PBS y la curva dosis respuesta de una rhEPO comercial
(Recormor®, Roche). A partir de la curva dosis-respuesta (Fig.14) se determiné que la
dosis 6ptima en modelos murinos normocitémicos correspondia a 88 ug/kg de peso, a
la que se alcanz6 un maximo de incremento de hematocrito correspondiente al 15%

para EPO-Fc expresado en cultivo de células SiHa.

Los valores presentados en la grafica se normalizaron con respecto a los valores de
hematocrito obtenidos en el grupo control y se expresaron como el incremento en el
porcentaje de hematocrito. Determinada la dosis efectiva, se realizO un ensayo
comparativo de actividad hematopoyética en el tiempo, en el cual se seleccionaron 4
grupos experimentales, a los cuales se les administraron 3 dosis de 88 ug/kg de las
respectivas muestras en un periodo de 6 dias. Se colectaron muestras de sangre los
dias 1, 5, 7, 13, 17, 23,27 y 33 del ensayo y se obtuvieron los parametros de actividad
biologica correspondientes, los que se normalizaron respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos indican que tanto el control positivo de rhEPO como la
proteina EPO-Fc expresada en cultivo indujeron un incremento estadisticamente
significativo en el hematocrito con respecto al grupo placebo (prueba de Dunnett,
p<0.05). La media del grupo EPO-Fc de cultivo resulté ser aproximadamente 3 veces
superior al valor observado en los animales tratados con la rhEPO
(Recormon®)(Fig.15). La medicion de hematocrito en diversos dias del ensayo,
permitié de igual modo evaluar la biodisponibilidad de la molécula EPO-Fc de cultivo,

en donde se observé un aumento significativo en la vida media de la molécula en
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sangre, prolongando su actividad aproximadamente en 10 dias mas que el control de
rhEPO comercial (Fig.15). Este resultado sugiere que al aumentar la talla de la
molécula mediante la generacion de una proteina de fusion, fue posible incrementar la
biodisponibilidad del biofarmaco producto de una disminucion en la depuracién renal.
Sin embargo, contrario a lo esperado, la actividad hematopoyética de la EPO-Fc
expresada en leche de cabra no evidencié un incremento significativo con respecto al

grupo control negativo (Fig.15).
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Fig. 15. Actividad hematopoyética in vivo de la EPO-Fc expresada en células
SiHa y en la glandula mamaria de cabra.

A) Cinética de actividad hematopoyética para EPO-Fc, determinada a partir del incremento del
hematocrito en modelos murinos normociticos inoculados con 3 dosis de hrEPO o EPO-Fc. Los
puntos de las lineas de tendencia representan el promedio y la desviaciéon estandar dentro del
grupo experimental. El analisis estadisticos de los datos se realizd respecto al grupo placebo,
mediante la prueba de Dunnett y un ensayo One-Way ANOVA(p<0.05).
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IV.8. Andlisis del perfil de oligosacaridos N-enlazados a EPO-Fc.

La proteina EPO-Fc posee un peso molecular aproximado de 138 kDa, cuyo
contenido de oligosacaridos constituye el 30% del peso la molécula, por o que una
variacion en el patron de glicosilacion puede modificar significativamente el peso

molecular de la glicoproteina.

Con el objetivo de evaluar si la actividad hematopoyética reducida de la variante EPO-
Fc expresada en leche de cabra se debia a la alteracion en el patron de glicosilacion,
se realizé el analisis de los glicanos presentes en las variantes recombinantes de

cultivo y leche.

En consecuencia, para determinar si la diferencia en el peso molecular de las
variantes de EPO-Fc de cultivo y leche, correspondia a una diferencia en la secuencia
aminoacidica o al grado de polimerizacion de los oligosacéridos N-enlazados (Fig. 12-
B), se desarroll6 un ensayo de N-desglicosilacion con PNGasa F, que hidroliza el
enlace entre el residuo de asparagina y el primer residuo de N-Acetil Glucosamina
(Fig.16-A).

Posterior al tratamiento con la endoglicosidasa, el andlisis en SDS-PAGE 10% mostro
gue los mondmeros resultantes presentaron en ambos casos una talla idéntica y
aproximada de 50kDa (Fig.16-B, carriles 3 y 4). EIl resultado confirmd que la
diferencia en el tamafio de ambas isoformas se atribuye a las estructuras N-enlazadas
a la molécula quimérica, en los residuos de asparagina 24, 38 y 83 presentes en la
secuencia primaria de hEPO y al residuo de asparagina 297 presente en el fragmento

Fc de la IgG | humana.
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Fig. 16. Ensayo de N-desglicosilacion de EPO-Fc con PNGasa F

A) Esquema del sitio de corte para PNGasa F.

B) Analisis SDS-PAGE 10% en condiciones no desnaturantes de las variantes de EPO-Fc
de cultivo y leche. 1: EPO-Fc expresada en cultivo celular; 2: EPO-Fc expresada en leche
de cabra ; 3: EPO-Fc expresada en cultivo celular tratado con PNGasa F en condiciones
desnaturantes ; 4: EPO-Fc expresada en leche de cabra en condiciones desnaturantes ;

5: Marcador de peso molecular.

IV.9. Perfil de isoformas de los oligosacaridos N-enlazados a la EPO-Fc.

Después de obtener la fraccién que contiene los oligosacaridos de la cadena proteica
por digestidon enzimatica con PNGasa F, los glicanos libres fueron marcados con el
fluoréforo 2-aminobenzamida (2AB), mediante una reaccién de aminacion reductiva,
en la que se obtuvieron derivados completamente estables. La mezcla de glicanos
cargados se separ6é mediante cromatografia de intercambio aniénico débil (WAX-
HPLC), y un gradiente de Fomiato de amonio-Acetonitrilo y Metanol.

Las muestras se separaron en funcion del contenido de Ac. acetil-N-neuraminico
terminal (Ac. Sialico) presente en los glicanos aislados, obteniéndose fracciones

neutras carentes de Ac. Sialico y fracciones mono, di, tri y tetra cargadas.
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Posteriormente, se evalué el perfil de separaciéon de cada una de las fracciones
aisladas a partir de los oligosacéaridos N-enlazados a las EPO-Fc recombinantes,
expresadas en células epiteliales mamarias de cabra y en cultivo de células SiHa,
mediante cromatografia en fase normal (HPLC) utilizando una matriz Amida 80 y un
gradiente de Amonio-Acetonitrilo. De esta forma, en la separacion cromatogréfica el
tiempo de eluciébn se correlaciona directamente con el tamafio del oligosacarido

correspondiente.

Los resultados obtenidos indican que el perfil de los N-glicanos enlazados a la EPO-
Fc expresada en leche de cabra, resultd diferir en gran medida respecto de su
homologa expresada en cultivos celulares. Los picos mayoritarios presentes en la
EPO-Fc expresada en leche de cabra mostraron un desplazamiento hacia bajos
tiempos de elucion, lo que se corresponde con estructuras oligosacaridicas mono y di-
antenarias (Fig.17-A). Mientras que su variante de cultivo, presentd picos
relacionados con estructuras tri y tetra-antenarias (Fig.17-B). Revelando una
abundancia cercana al 34% de glicanos tri y tetra-cargados unidos a la EPO-Fc
expresada en cultivos celulares. Sin embargo, para la variante de EPO-Fc expresada
en la leche de cabra, solo se revel6 la presencia de estructuras mono y di-sialiladas
(Fig. 17-C).
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Fig. 17 Perfil de glicanos N-enlazados de EPO-Fc recombinante expresada en
células SiHa y leche de cabra.
Los oligosacaridos marcados con 2AB fueron fraccionados mediante cromatografia de
intercambio anidnico débil (WAX-HPLC) y posteriormente separados por HPLC en fase
normal.

A) Perfil de glicanos de EPO-Fc expresada en cultivos artificiales de células SiHa.

B) Perfil de glicanos de EPO-Fc expresada en la glandula mamaria de cabras.

C) Porcentaje de glicanos obtenidos a partir de WAX-HPLC.
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IV.10. Analisis de actividad hematopoyética de variantes deglicosidadas de
EPO-Fc.

Para determinar la correlacion del perfil glicosidico presente en la EPO-Fc y su
actividad hematopoyética in vivo, se realiz6 un segundo ensayo en modelos murinos
normociticos. Previo al ensayo, se evaluo la capacidad de la amidasa PNGasa F para
desglicosilar la proteina EPO-Fc en condiciones no denaturantes, con el fin de

mantener intacta la estructura de la proteina.

EPO-Fc SiHa EPO-Fc Leche de Cabra
Pre-TTO Red. No Red.| Red. No Red.
PNGasa F + = | = L = |4 - PPMkba)

150
100
80
70

60

50

150

' 100

70

60

- 50

1 2 3 4 5 6 7 8
Fig. 18. Ensayo de N-desglicosilacion de EPO-Fc con PNGasa F en condiciones

reductoras y no reductoras.

Andlisis en SDS-PAGE 10% con tincion azul de Comassie y Western Blot con
anticuerpo monoclonal ahEPO.

PPM: Patréon de peso molecular de proteinas pretefiido;

Pre-Tratamiento Reductor: SDS+DTT

Pre-Tratamiento no Reductor: PBS
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El analisis en SDS-PAGE al 10% en condiciones no denaturantes mostré una banda
cercana a 100 kDa para las variantes de cultivo y leche tratadas con PNGasa F (Fig.
18, carriles 4 y 8), mientras que el control de EPO-Fc expresado en cultivo present6
un peso molecular ligeramente superior al de su homologo en leche. Ademas, se
observd el mismo patron cuando las muestras fueron denaturadas previo al
tratamiento con PNGasa F, observandose una banda comun cercana a 50 kDa (Fig.
18, carriles 1 y 5), que confirmo la actividad de la enzima en una muestra denaturada
y en condiciones nativas de EPO-Fc. Es asi como, el ensayo de desglicosilacion
mostré que la digestiébn con PNGasa F fue capaz de desglicosilar completamente las
isoformas EPO-Fc de cultivo y leche en condiciones no denaturantes (Fig.18), sin
embargo, fue necesario utilizar una cantidad de enzima 5 veces mayor a la requerida

en presencia del pre-tratamiento reductor.

Determinadas las condiciones para desglicosilar la proteina EPO-Fc en condiciones
no denaturantes, se realizO un ensayo hematopoyético utilizando 5 grupos
experimentales, a los cuales se les administraron 3 dosis de 88ug/kg en un periodo de
6 dias, de las muestras de EPO-Fc de cultivo y leche, en condiciones nativas y

desgliosiladas para cada caso.

El ensayo de actividad biolégica in vivo revel6 una disminucion significativa en la
actividad hematopoyética de la variante de EPO-Fc de cultivo cuando es sometida al
tratamiento con PNGasa F, similar a la actividad observada por la EPO-Fc expresada
en la glandula mamaria, en presencia o ausencia del tratamiento con PNGasa F (Fig.
19). Los resultados anteriormente descritos, indican que la actividad hematopoyética
de la hEPO y su variante EPO-Fc, requiere un patrén de N-glicosilacion especifico tri
o tetra antenario y con la presencia de Ac. Sialico terminal. La diferencia significativa
en la actividad in vivo de las variantes de EPO-Fc expresadas en cultivo y leche de

cabras sugiere que ademas de la talla de la molécula, el patron de glicosilacion es un
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factor importante en la regulacion de la actividad bioldgica de la hEPO. Asi, se analizé
el patron diferencial de la proteina EPO-Fc expresado en la glandula mamaria de
cabra, obteniéndose principalmente fracciones de EPO-Fc neutras y mono-sialiladas.
En contraste, su variante expresada en cultivos de células SiHa mostré un porcentaje
mayor de glicanos en la fraccién de isoformas cargadas (Fig. 18-B). Estos resultados
concuerdan con la evidencia previamente reportada, en donde se ha identificado que
proteinas recombinantes expresadas en la glandula mamaria presentan
mayoritariamente isoformas con una estructura di-antenaria mono-sialilada(Sanchez y
cols., 2005). Lo anteriormente descrito, sugiere que estructuras glicosidicas completas
son necesarias en la regulacion de la biodisponibilidad y la actividad hematopoyética
de la hEPO in vivo.

204

X KK

-+~ Placebo
-+ EPO-Fc SiHa
EPO-Fc Leche
-+ EPO-Fc SiHa + PNGasa F
-o- EPO-Fc Leche + PNGasa F

Porcentaje de Hematrocrito

Dias de Ensayo

Fig. 19. Actividad hematopoyética in vivo de variantes de EPO-Fc deglicosiladas.
A) Cinética de actividad hematopoyética para EPO-Fc, determinada a partir del incremento
del hematocrito en modelos murinos normociticos inoculados con 3 dosis de cada muestra.
Los puntos de las lineas de tendencia representan el promedio y la desviacion estandar
dentro del grupo experimental. El andlisis estadistico de los datos se realizé respecto al

grupo placebo, mediante la prueba de Dunnett y un ensayo One-Way ANOVA(p<0.05).



nativa (Fig. 20-A), favorecen la exposicion de residuos de Galactosa y N-
acetilgalactosamina, y su posterior reconocimiento, internalizaciéon y metabolizacién
por los receptores de galactosa y manosa-3-fosfato presentes en el higado,
incrementando hasta siete veces la depuracion de la molécula en modelos murinos
(Wasley y cols.,2013). Mientras que ensayos de interaccion in vitro, han dilucidado un
mecanismo alternativo de depuracion de hEPO circulante, el cual indica que la
presencia de acido neuroaminico terminal regula directamente la afinidad con la que
se une hEPO con su receptor EPO-R, eludiendo procesos de internalizacion y
degradacion de la glicoproteina a través de la activacion constitutiva de su receptor.
(Gross y col., 2005).
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Caracteristica rh-EPO producida en CHO rh-EPO producida en leche
No. antena 4 2
Carga de los N-glicanos Mayoritariamente cargados Pobremente cargados
(Tetrasialidados) {Monosialidados)
Tipo de acido en los 100% acido N-acetilneuroaminico 50% acido N-acetilneurocaminico
extremos 50% acido N-glicolilneuroaminico
Tipo de enlaces en las Enlace galactosamina Enlace galactosadiamina
antenas (GlcNac-Gal) (GlcNac-GalNac)

Fig. 20. Patrones de N-glicosilaciéon asociados a las variantes de hEPO.

A) Patron de N-glicosilacién tetra-antenario tetra-sialilalo presente en hEPO expresada
in vitro en cultivos de células de mamifero.

B) Patrén de N-glicosilacion di-antenario mono-sialilado presente en hEPO expresada in
vivo en la glandula mamaria.

C) Tabla comparativa para las variantes de hEPO recombinante expresadas in vitro e in

vivo.



Los parametros observados en el presente proyecto, junto con las referencias
anteriormente descritas, sugieren que el factor determinante en la biodisponibilidad de
la hEPO no solo resulta ser el tamafio de la molécula que regula su depuracion renal
(Montesino y cols., 2008), sino también la presencia de estructuras N-glicosidicas Tri
o Tetra-antenarias sialiladas, que regulan mecanismos de depuracion hepéticos e

intracelulares de la hEPO circulante.
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V. DISCUSION GENERAL

Los animales transgénicos como biorreactores constituyen una alternativa para la
produccion de proteinas recombinantes. No obstante, la generacidon de estos
animales se convierte en un proceso largo, costoso y técnicamente exigente. La
posibilidad de transformar genéticamente el epitelio mamario de animales adultos
evade muchos de los inconvenientes asociados a la transgénesis (Rudolph, 1999;
Niemann y Kues, 2003; Houdebine, 2000; Wheeler, 2003). A partir de la
implementacion de la transduccion adenoviral in situ de la glandula mamaria de
rumiantes ha Ipermitido la expresién sostenida durante al menos 10 dias de varias
proteinas recombinantes a niveles de expresion que promedian 1 g/L. Como ejemplo
podemos citar la hormona de crecimiento humana (Han y cols, 2009), la eritropoyetina
humana (Liu y cols, 2010), la proteina E2 del virus de la peste porcina clasica
(Sanchez y cols, 2014), el factor de crecimiento neuronal beta humano (Xiao y cols,

2009) y la lactoferrina humana (Han y cols, 2007).

En el presente trabajo se utilizé este método de transduccion transitoria del epitelio
mamario de mamiferos adultos, en el que se obtuvieron elevados niveles de
expresion de proteinas recombinantes en la leche de cabras genéticamente
transformadas (~4 g/L). La modificacion genética in situ del epitelio mamario con
vectores adenovirales permitid la transduccidn masiva de las células epiteliales
mamarias de hembras adultas durante lactancia inducida hormonalmente y se pudo
obtener la proteina recombinante EPO-Fc expresada en la leche en un intervalo de 11

a 14 dias después de aplicado el procedimiento.

Utilizando un cultivo primario de células de glandula mamaria de cabra (GMEC) se
evalué la capacidad de los vectores adenovirales de primera generacion para

transducir eficientemente las células epiteliales del tejido alveolar mamario. Los
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resultados obtenidos indicaron una expresion maxima del gen de EPO-Fc utilizando
75 UFC/célula. La elevada capacidad de transduccién adenoviral mostrada por las
células GMEC durante el ensayo permitid extrapolar los parametros obtenidos en el
modelo in vitro al modelo in vivo de la glandula mamaria.

Posteriormente, el método de transduccion adenoviral se extendi6 a cabras, una
especie con elevada capacidad productiva, y se obtuvieron niveles de expresion
promedio de EPO-Fc de 4 g/L. Ademas, a través del método establecido por Toledo
y colaboradores (2006) se logro la ruptura temporal de las uniones estrechas entre las
células epiteliales mamarias, mediante la adicion de EGTA al inoculo adenoviral. Este
es un elemento muy importante en el procedimiento, puesto que permite la
transduccion del epitelio mamario durante la lactacién inducida hormonalmente con

una elevada eficiencia (Fig. 12).

Las principales desventajas del método propuesto radican en el corto tiempo de
expresion (12 dias en cabras) y en la imposibilidad de volver a transducir los animales
con el vector adenoviral. Sin embargo, la potencialidad de este procedimiento como
sistema productivo se refleja en los elevados rendimientos de proteina recombinante
por animal. Tomando en cuenta los elementos de la dosis adenoviral Optima, el
momento de inoculacién y la adicion de EGTA al inoculo, se logré la expresion de
EPO-Fc en la leche de cabra durante la lactacion activa, a niveles promedio de 4 g/L
en los primeros 7 dias de ordefio (Fig. 12-B). La capacidad del sistema para
responder de forma expedita a la expresién de proteinas recombinantes en la leche
de mamiferos, unido a los altos rendimientos de expresién y la simplicidad del
procedimiento, lo convierte en una herramienta con un elevado potencial como

posible sistema productivo.

Adicionalmente, en el presente estudio se disefid una variante dimérica de hEPO

unida al fragmento Fc de la IgG humana mediante técnicas de modelacién y dinamica
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molecular. La proteina quimérica expresada en cultivos celulares y en la glandula
mamaria de cabras mostr6 una elevada estabilidad en su forma dimérica,
identificAndose una banda Unica mediante analisis en SDS-PAGE y Western Blot (Fig.
11 y 12). Por otra parte, la incorporacion del fragmento Fc de la IgG humana en la
construccion de la proteina de fusion EPO-Fc, permiti6 optimizar el proceso de
purificacion de la molécula mediante una sola etapa de cromatogréafica utilizando una
matriz de proteina A-Sefarosa (Fig. 13), a diferencia de las cinco etapas
cromatograficas que son requeridos para la purificacion de hEPO recombinante (Chu
y cols., 2001; Dehnes, 2010; Lonnberg, 2010). Mediante el método utilizado se
obtuvieron niveles de pureza de hasta un 95% y una eficiencia de hasta 5 mg/mL de
matriz, lo cual evidencia las ventajas de utilizar el fragmento Fc de la IgG en la
construccion de proteinas de fusion tal y como ha sido reportado en estudios previos

(Hoffman y cols,200; Tutturro y cols, 2007).

Durante el desarrollo de este estudio, se evidencié ademas que la glicoproteina EPO-
Fc expresada en la glandula mamaria de mamiferos (Fig. 14,15 y 18) presentaba una
diferencia en la sintesis de los oligosacaridos N-enlazados a las subunidades hEPO,
de forma similar a como se ha reportado anteriormente (Zhou y col., 2005; Montesinos
y cols., 2008), con una glicoheterogeneidad desplazada principalmente hacia
estructuras glicosidicas di-antenarias, y con una fraccion mayoritaria de isoformas
neutras y mono-sialiladas , en contraste de las isoformas expresadas en cultivos
artificiales de mamifero que presentaron estructuras mayoritarias de tipo Tri y Tetra-

antenarias multi-sialiladas(Fig. 17 y 20).

Los ensayos hematopoyéticos realizados en modelos murinos normociticos
evidenciaron un incremento significativo del hematocrito cercano al 17% en los grupos
tratados con la proteina EPO-Fc respecto al mondmero de hEPO, cuando la proteina

guimérica es expresada en cultivos artificiales de células de mamiferos (Fig.14).
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Adicionalmente, el ensayo de actividad biol6gica mostré6 un aumento en el tiempo de
accion de EPO-Fc de 10 dias respecto a los individuos tratados con hEPO (Fig.15).
Los fendmenos anteriormente expuestos, podrian atribuirse a un incremento en la
biodisponibilidad de la proteina de fusion EPO-Fc producto del aumento en su tamafio
molecular y una disminucion significativa de su depuracion renal, tal como se
esperaba y como ha sido evidenciado en la literatura (Strober y cols, 2007; Duchame
y cols, 2008). De igual forma, se han dilucidado mecanismos alternativos que
permiten la extension de la vida media de proteinas de fusion Fc mediante la via de
reciclamiento de anticuerpos asociada al receptor neonatal del fragmento Fc (Fc-Rn)
(Lencer y cols, 2005). Estas caracteristicas en conjunto con la gran estabilidad
observada por el dimero la glicoproteina EPO-Fc (Fig. 11 y 12), producto de los
enlaces disulfuro intracatenarios generados por los dominios CH2 de la secuencia
primaria de la IgG humana presente en el disefio de la molécula, demuestran las
enormes ventajas de las proteinas de fusion unidas al fragmento Fc para su uso

terapéutico.

Sin embargo, opuesto a lo esperado, la actividad hematopoyética de la variante de
EPO-Fc expresada en la glandula mamaria de cabra, presentd una actividad
hematopoyética disminuida respecto a su homéloga de cultivo y al control de hEPO,
con un incremento promedio del hematocrito de un 3% y un tiempo de accion de tan
solo 12 dias (Fig. 15). Un efecto similar se observé cuando la variante de EPO-Fc
expresada en cultivos de células de mamifero, fue previamente tratada previamente
con PNGasa F, evidenciando que isoformas N-desglicosiladas de la proteina
quimérica presentan una actividad hematopoyética y una biodisponibilidad similar a la
variante de EPO-Fc expresada en la glandula mamaria en presencia y ausencia del

tratamiento con PNGasa F (Fig. 19).
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En consecuencia, las diferencias identificadas en las estructuras glicosidicas N-
enlazadas para las variantes de EPO-Fc en cultivo y en la gldndula mamaria(Fig.15 y
19), indican que el tamafio de la molécula, y oligosacéaridos N-enlazados son factores
que afectan significativamente la actividad biologica de la hEPO. Finalmente, la
evidencia actual sugiere fuertemente que las estructuras oligosacaridas N-enlazas
poseen un impacto incluso mayor en la vida media in vivo de la eritropoyetina

humana, que el peso molecular de la proteina recombinante.

Asi, el patron de glicosilacion especifico de las proteinas expresadas en la glandula
mamaria de cabra, podria atribuirse a una disminucion o insuficiencia en la expresion
de diversas glicosil-transferasas, tales como las enzimas GnTasa IV y V, debido a
regulaciones tejido-especifico presentes el tejido epitelial mamario. Dichas enzimas se
localizan a nivel del trans-Golgi y se ha observado que participan en la adecuada
ramificacion de residuos de galactosa caracteristicos de las terminaciones N-
Glicosidicas presentes en glicoproteinas de mamiferos. De esta forma, surgen
diversas proyecciones para responder a las interrogantes generadas a partir de los
resultados obtenidos en el presente trabajo. Desde determinar la funcién biolégica
de las estructuras glicosidicas N-enlazadas a la variante quimérica EPO-Fc. Hasta
evaluar diversas estrategias de humanizacién del tejido epitelial mamario, para
establecer el uso de la glandula mamaria de mamiferos como una plataforma eficiente
de proteinas recombinantes estructuralmente complejas con una actividad biolégica

semejante a la proteina nativa.
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VI. CONCLUSIONES

1. El método de transduccidon transitoria de la glandula mamaria con vectores
adenovirales es una herramienta que posibilita el analisis expedito de nuevas

variantes de proteinas recombinantes a expresar en la glandula mamaria.

2. La conformacibn de una variante dimérica de eritropoyetina potencia
significativamente la actividad hematopoyética in vivo de la hormona cuando esta se

expresa con un patrén de glicosilacion semejante a la proteina nativa.

3. La glandula mamaria de cabra no es idonea como biorreactor para la expresion
de glicoproteinas cuya actividad biol6gica esté estrechamente relacionada con un
patréon de N-glicosilacion especifico de tipo complejo, independientemente de las

modificaciones que se generen en el peso molecular de la hormona.
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VII. PROYECCIONES

1. Aplicar el sistema de transformacion adenoviral en la glandula mamaria utilizando
vectores de generaciones mas avanzadas que permitan extender el tiempo de
expresion de la proteina recombinante de interés, tales como vectores lentivirales o

adenoasociados.

2. Disefar ensayos de desglicosilaciéon, desializacion de las moléculas hEPO y
EPO-Fc para conocer la funcién bioldgica de los glicanos N-asociados en la funcion

hematopoyética de la molécula.

3. Realizar estudios para modificar el patron de glicosilacion de las proteinas
expresadas en la glandula mamaria de cabra hacia fenotipos de glicoproteinas

humanas con un potencial uso terapéutico.

4. Extender las aplicaciones del sistema de expresion a otras glicoproteinas
recombinantes cuya actividad biolégica no dependa de un patrén de glicosilacion

especifico.
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