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RESUMEN

La glicosilacion es la modificacién postraduccional de mayor prevalencia y
complejidad estructural que ocurre naturalmente en proteinas terapéuticas,
modulando significativamente su rendimiento, bioactividad, solubilidad, esta-
bilidad proteolitica, inmunogenicidad y su vida media en plasma. La caracteri-
zacién del patrén de glicosilaciéon es importante como parte de los estudios de
aseguramiento de la calidad de una glicoproteina terapéutica, antes y después
de su ingreso al mercado. La caracterizacidon estructural efectiva de los glica-
nos requiere del uso de diversas metodologias analiticas. En este capitulo se
abordan los métodos de analisis como cromatografia de liquidos de alta reso-
lucién o ultra resolucién (HPLC-UPLC), electroforesis capilar (CE), espectro-
metria de masas (MS) e isoelectroenfoque (IEF) empleados solos o en combi-
nacién en el analisis de glicoproteinas, haciendo consideraciones respecto a su
complementaridad y uso diferencial.






INTRODUCCION

El nacimiento de la tecnologia de ADN recombinante marca el inicio en la
transformacion de la industria farmacéutica basada en el uso de biomoléculas.
Las proteinas terapéuticas como anticuerpos monoclonales, péptidos y pro-
teinas recombinantes representan el grupo mas grande de productos en desa-
rrollo por la industria biofarmacéutica (Durocher y Butler 2009; Planinc et al.
2016; Kaplon y Reichert 2019). La produccién de esta nueva clase de moléculas
farmacéuticas o biofarmacéuticos es necesaria para el tratamiento de cancer,
anemia, artritis, diabetes, entre otras enfermedades (Higgins 2010; Duivelshof
et al. 2019). En los ultimos afios, la produccion de biomoléculas terapéuticas ha
cobrado importancia en el ramo farmacéutico, resultado de sus propiedades
terapéuticas, eficacia y especificidad que contrastan con respecto a moléculas
pequeilas. La mayor parte de estas biomoléculas no genera reacciones alérgi-
cas porque estructuralmente es muy parecida a proteinas endégenas como ci-
tosinas, factores de crecimiento, hormonas, inmunoglobulinas y anticuerpos,
ademads de suplementar la actividad de moléculas enddgenas esenciales como
enzimas y factores de coagulacién (Hossler et al. 2009). En la produccién de
proteinas recombinantes, el ADN es fundamental porque contiene la informa-
cién necesaria para que una célula produzca una proteina con una secuencia
de aminoacidos similar a la proteina nativa o silvestre, sin embargo, no pro-
porciona directamente las indicaciones necesarias para que una proteina sea
glicosilada, de tal forma que las secuencias de ADN no garantizan que una mo-
lécula tenga un patrén de glicosilacion similar a las proteinas producidas por
nuestro organismo (Higgins 2010; Dominguez-Vega et al. 2018).

La glicosilacién es la modificacion postraduccional de proteinas mas co-
mun que permite la produccion de secuencias de carbohidratos o glicanos uni-
dos covalentemente a proteinas o lipidos (Spiro 2002; Schwarz y Aebi 2011). De



INTRODUCCION

manera general, los glicanos son divididos en dos grupos principales, los Ny
O-glicanos, cuyas cadenas de oligosacaridos se unen al a&tomo de nitrégeno del
grupo amino de residuos de asparagina en la secuencia consenso Asn-X-Ser/
Thr (X= cualquier aminodacido, excepto prolina) o a un atomo de oxigeno de se-
rina/treonina, respectivamente (figura 1A). Los N-glicanos se encuentran uni-
dos a residuos de asparagina via el nticleo (Man),(GlcNAc), (donde Man repre-
senta manosa y GlcNAc a N-acetilglucosamina). Los N-glicanos se dividen en
tres clases principales: altos en manosa, complejos e hibridos. Los N-glicanos
altos en manosa pueden tener entre 5-9 residuos de manosa, los hibridos pre-
sentan residuos de manosas en la antena al-6 y una o dos antenas con diferen-
te grado de extension en al-3 y los complejos tienen entre dos o cuatro antenas
con diferente grado de extension, gereneralmente terminados en 4cido sialico
(figura 1B).
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Figura 1. A) Esquema de glicoproteina con ejemplos de estructuras de N- y O- glicanos. B)
Estructuras de los principales tipos de N-glicanos encontrados en proteinas humanas. Fuc,
Fucosa; Gal, Galactosa; Glu, Glucosa; Man, Manosa; GlcNAc, N-Acetilglucosamina; Neu, 4ci-
do N-acetil-Neuraminico o 4cido sidlico.

Fuente: elaboracién propia.
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La biosintesis de O-glicanos inicia y termina en el Golgi con la adicién de car-
bohidratos a los residuos de serina o treonina. En mamiferos, el monosacarido
GalNAc es comunmente encontrado al inicio de las estrucutras de O-glicanos,
sin embargo pueden existir ntcleos “cores” de O-manosa que han sido identifi-
cados normalmente en glicoproteinas del cerebro (Endo 1999). Los O-glicanos
pueden variar en tamafio, desde un simple core de GalNAc (Antigeno Tn) hasta
estructuras ramificadas complejas de 1-20 residuos de carbohidratos con ocho
diferentes nucleos, siendo los nucleos 1, 2, 3 y 4 los que se encuentran amplia-
mente distribuidos en glicoproteinas de mamifero (figura 2) (Dell y Morris 2001).

coet Ozl cores W] O

D GalNAc
Core 2 .% Core 4 .%
ok L

B clcNac

Figura 2. Tipos de ntcleos de O-glicanos distribuidos en glicoproteinas de mamiferos. Gal,
Galactosa; GalNAc, N-acetilgalactosamina; GlcNAc, N-Acetilglucosamina.

Fuente: elaboracién propia.

La glicosilacién es dependiente de la actividad de enzimas llamadas glico-
siltransferasas, responsables de transferir los monosacaridos y sintetizar oli-
gosacaridos durante la traduccién o co-traducciéon de las proteinas. Aunque la
glicosilacién es dependiente de glicosiltransferasas codificadas por diversos
genes que actian de forma secuencial, gracias a una organizaciéon compar-
timental, las células producen proteinas con un patrén de glicosilacién que
exhibe cierto grado de variabilidad, es decir, una glicoproteina puede presen-
tarse en diferentes glicoformas (misma proteina con diferente patrén de oli-
gosacaridos) (Spiro 2002); (Sola y Griebenow 2010; Arigoni-Affolter et al. 2019).
Adicionalmente, la glicosilacion puede ser estructuralmente heterogénea con
respecto al sitio de union del glicano (macroheterogeneidad) y con respecto a

16
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la estructura del glicano (microheterogeneidad) (Weerapana y Imperiali 2006;
Mann y Jensen 2003; Walsh et al. 2005).

Siltuximab (SYLVANT)

CHO* Pertuzumab (PERJETA)
Rituximab (RITUXAN)
Factor Vlla (NovoSeven)
Factor VIII (Kogenate® and Kovaltry)

rFVIlIFC (ALPROLIX)
rFIXFc (ELOCTATE)

Dulaglutide (TRULICITY)
ThFVIIE (NUWIQ)

CERVARIX
PRO- VENGE
FLUBLOK

Insectos

Levaduras

Ocriplasmin (JETREA)
Catri (TRETTEN)

Taliglucerase alfa (ELELYSO)

Anti-trombin alfa (ATryn)
Inhibidor C1-esterasa (Ruconest)

Animales

Lipasa &cida lisosomal (Kanuma)

Cetuximab (ERBITUX)
NSo Palivizumab (SYNAGIS)
Dinutuximab (UNITUXIN)

Necitumumab (PORTRAZZA)

Elotu- zumab (EMPLICITI)

Ratén

Figura 3. Sistema de expresion de proteinas recombinantes. CHO (células de ovario de
hédmster chino), BHK (células de bebe de hamster), HEK293 (células embrionarias de rifién
humano), HT-1080 (células de fibrosarcoma), CAP (amniocitos humanos primarios), HuH-
7 (células de carcinoma de higado), PERC.6 (células de retina), HKB-11 (células de rifién/
células B) y NSO y Sp2/0 (células de mieloma murino). *Otros bioterapéuticos producidos en
estas células se describen en la tabla 1.

Fuente: elaboracién propia.

La produccidn de glicoproteinas mediante ingenieria genética hace uso del
cultivo de bacterias, plantas, células de insecto, levaduras y células de mami-
fero (incluidas las humanas), sin embargo, la mayoria son producidas en sis-
temas de cultivo de células de mamifero como células de ovario de hamster
chino (CHO), células de bebé de hamster (BHK) y células de mieloma de ra-
tén (SP2/0 Y NS0) (figura 3, tabla 1) (Planinc et al. 2016; Estes y Melville 2014,
Walsh 2018; Lalonde y Durocher 2017). Estas lineas celulares de mamifero son
ampliamente utilizadas en la expresion de proteinas terapéuticas (figura 3)
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porque son capaces de producir proteinas complejas y de gran peso molecular,
adicionalmente permiten asegurar una reduccion en la inmunogenicidad del
biofarmacéutico, incrementan su estabilidad, eficacia in vivo y pueden produ-
cir modificaciones postraduccionales como la glicosilacion de manera similar
a las producidas en los humanos (Durocher y Butler 2009).

La glicosilacién de proteinas puede afectar la actividad biolégica de los
biofarmacéuticos de manera directa o indirecta debido a la variabilidad en la
glicosilacion en los procesos celulares y, por ende, en la produccién de una
biomolécula. Por consiguiente, el patron de glicosilacién puede ser importan-
te como parte de los estudios de caracterizacion al asegurar la uniformidad
del proceso y la calidad de un bioterapettico antes y después de su ingreso al
mercado. Para obtener una glicoproteina con un patrén de glicosilacién con-
sistente es necesario un proceso de produccion eficiente y una caracterizacion
efectiva mediante el uso de diversas técnicas analiticas. En este capitulo abor-
daremos los principales métodos empleados en el analisis de carbohidratos o
glicanos presentes en glicoproteinas terapéuticas.

18
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IMPORTANCIA DE LA GLICOSILACION EN BIOTERAPEUTICOS

La glicosilacion es la modificaciéon postraduccional con mayor prevalencia
y complejidad estructural que ocurre naturalmente en proteinas terapéuti-
cas porque modula significativamente el rendimiento, bioactividad, solubi-
lidad, estabilidad proteolitica, inmunogenicidad y su vida media en plasma
(Durocher y Butler 2009; Reusch y Tejada 2015).

El patrén de glicosilacion de una proteina terapéutica es un parametro criti-
co para la solubilidad del biofarmaco, estabilidad, farmacocinética y farmaco-
dinamia (Jefferis 2009; Costa et al. 2014; Yang y Bartlett 2019). La Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA por su acréonimo en inglés, Food and Drug
Administration) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA por su acrénimo
en inglés, European Medicines Agency) han establecido guias especificas de
caracterizacion fisicoquimica para demostrar la consistencia de un producto
bioterapéutico glicosilado, considerando la heterogeneidad de las glicoformas,
el contenido de carbohidratos, estructura de los carbohidratos, el sitio de glico-
silacion, entre otros. En ciertas biomoléculas, la glicosilacion es considerada
un atributo de calidad para la liberaciéon del mismo.

La glicosilacion de la regién Fc de anticuerpos monoclonales utilizados en
el tratamiento de cancer pueden modular la actividad de citotoxicidad celu-
lar dependiente de anticuerpo (ADCC) y la citotoxicidad dependiente de com-
plemento (CDC) que permiten la eliminacién o muerte de células tumorales
(Liu 2015; Cymer et al. 2018). Recientemente, se ha reportado que la actividad
ADCC se incrementa en ausencia de residuos de fucosa presentes en el core
de GlcNAc de los N-glicanos, en comparacion con una disminucién de esta
actividad en anticuerpos que contienen el nucleo fucosilado (figura 4). De tal
forma que, mediante ingenieria genética, se han desarrollado lineas de CHO
deficientes en la enzima a-1-6-fucosiltransferasa (FUTS8) o bien se ha inhibido
la fucosilacion para la produccion de anticuerpos afucosilados, incrementan-
do su efecto contra células tumorales (Mori et al. 2007; Subedi y Barb 2016).
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Por otro lado, el grado de sialilacién en la regiéon Fc de las IgGs incremen-
ta la actividad antiinflamatoria, lo que permitiria el disefio de biomoléculas
para el tratamiento de enfermedades como artritis reumatoide (Schwab y
Nimmerjahn 2014). Como se mencion6 anteriormente, las lineas celulares co-
munmente utilizadas para la produccion de anticuerpos y glicoproteinas son
CHO (produccion del 70% de proteinas recombinantes y anticuerpos monoclo-
nales) y células de mieloma de ratén (NSO y Sp2/0) porque son capaces de ge-
nerar patrones de glicosilacién similares al humano (Planinc et al. 2016; Estes
y Melville 2014; Liu 2015). Sin embargo, los patrones de carbohidratos encon-
trados en IgGs de humano son de tipo complejo biantenario con un ntcleo
de fucosa (Fuc), residuos de galactosa (Gal), de N-acetilglucosamina (GIcNAc)
bisectada y acido N-acetilneuraminico (Neu), mientras que las IgGs produci-
das en CHO presentan mayor grado de fucosilacién y un bajo nivel de resi-
duos de galactosa y acido sidlico. Adicionalmente, las lineas celulares de ratén
y de otros mamiferos producen residuos de carbohidratos (Galal-3GalB1l-
(3)4GIcNAc (aGal) y N-glicolil-neuraminico (NeuGc)) que no estdn presentes en
el ser humano porque carece de las enzimas que participan en su biosintesis.
Sin embargo, en el caso del Neu5Gc, a pesar de que el ser humano no puede
producirlo o ha perdido la capacidad enzimatica de hacerlo, las células huma-
nas pueden incorporarlo a partir de la dieta y generar glicoconjugados con
Neu5Gc. Esta comprobado que la presencia de este tipo de dcido sidlico induce
la produccién de anticuerpos contra el mismo. La presencia del residuo y los
anticuerpos anti-Neu5GC han sido relacionados como responsables de infla-
macion cronica (Baker et al. 2001; Beck et al. 2008; Yehuda y Padler-Karavani
2020). Recientemente, también se ha reportado que la presencia anticuerpos
anti-Neu5Gc en suero humano puede formar complejos con bioterapetticos
con presencia de Neu5Gc y reducir la vida media de los biofarmacéuticos y por
consiguiente su eficacia (Ghaderi et al. 2010; Yehuda y Padler-Karavani 2020).
También los glicanos altos en manosa identificadas en anticuerpos o glicopro-
teinas expresadas en células CHO pueden llegan a generar un impacto negativo
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en la vida media de los bioterapéuticos al incrementar su unién al receptor de
manosa (Reusch y Tejada 2015; Goetze et al. 2011).

En resumen, no solamente se debe considerar el efecto de las modificacio-
nes en la ADCC y CDC debido a cambios en los patrones de glicosilacion del
sitio Fc durante la produccién de anticuerpos monoclonales como justificacion
de la importancia crucial de la glicosilacién en los bioterapéuticos, sino tam-
bién por su importancia en aspectos como estabilidad in vivo e in vitro de las
proteinas (Reusch y Tejada 2015; Liu et al. 2009; Liu 2015).

ADCC
cDC l
t NeuGc
Depuracién '
Actividad
Anti-inflamatoria '
Aruc  [Woicnac
D ”
epuracion t Osal ’ Neu
l—V—} . Gle O NeuGce
Altos en
Manosas
. Man

Figura 4. Estructura-funciéon de N-glicanos en bioterapéuticos. La galactosilacién incre-
menta la CDC, los residuos de acido sidlico disminuyen la depuracion del bioterapéutico
e incrementan la actividad antiinflamatoria, mientras que el core de fucosilacién dismi-
nuye la ADCC. Los residuos altos en manosa incrementan la depuracién y la presencia del
acido N-glicolil-neuraminico genera inmunoreactividad. CDC= Citotoxicidad dependiente
de complemento. ADCC= Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. Fuc= Fucosa,
Gal=Galactosa, Glc= Glucosa, Man= Manosa, GlcNAc= N-Acetilglucosamina, Neu=acido
N-acetil-neuraminico o sialico, NeuGc=acido N-glicolilneuraminico.

Fuente: elaboracién propia. Modificada de Figura 1. N-Glycan Analysis of Biotherapeutic

Proteins: https://www.biopharminternational.com/view/n-glycan-analysis-biotherapeu-
tic-proteins
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Tabla 1. Bioterapéuticos con la mayor cantidad de ventas en el 2020 de acuerdo con FIERCE Farma Special Report.

oy . Ventas en 2017 q
Posicion q e S Linea 54 g Tipo de
Bioterapettico Clase Indicaciones Compaiiia (billones de Ny
en ventas celular Glicosilacion
dolares)
e . .. i
1 Humira Anticuerpo | Artritis reuma- | oy AbbVie 20.39 N-glicosilacién
(adalimumab) monoclonal toide
® .
2 Keytrl'lda Anticuerpo Cancer, Linfoma CHO Merck y Co. 14.38 N-glicosilacion
(pembrolizumab) monoclonal
; Bayery
® -
6 ]'Eylea Protel.na recom Retinopatia CHO Regeneron 8.36 N-glicosilacién
(aflibercept) binante .
Pharmaceuticals
. Psoriasis
® ol
7 Ste.l ara Anticuerpo enfermedad de SP2/0 Johnson & 7.94 N-glicosilaciéon
(ustekinumab) monoclonal ) Johnson
Crohn's
. . [ ] .
3 delvo Anticuerpo Cfmcer de pul CHO Bristol Myers 2.92 N-glicosilacién
(nivolumab) monoclonal mon, melanoma Squibb
Enbrel® Proteinas re- Artritis reuma- N-glicosilacién
11 . . CHO Amgen y Pfizer 6.37
(etanercept) combinantes toide LT
O-glicosilacion
14 Avastin® Anticuerpo Cancer de colon CHO Roche 5.32 N-glicosilacién
monoclonal (Genentech)

Fuente: elaboracién propia.
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METODOLOGIAS DE ANALISIS DE GLICOPROTEINAS

La comprension de la relacion entre la estructura de los glicanos y la funcién
bioldgica del biofarmaco permite tomar decisiones respecto a la informacion
requerida en cada etapa de desarrollo.

El mapeo de glicanos se lleva a cabo aplicando numerosos enfoques y meto-
dologias que dependeran de la diversidad y complejidad de las estructuras de
los glicanos, asi como de la tecnologia y los sistemas de deteccién disponibles
en cada laboratorio. El analisis de glicanos involucra métodos complementa-
rios que permitan la elucidacion de atributos especificos de glicosilaciéon como
el sitio de glicosilacidn, estructura y abundancia de estos (Beck et al. 2013; Dotz
et al. 2015; Dominguez-Vega et al. 2018; Lu et al. 2018). Los métodos analiticos
incluyen cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), electroforesis
capilar (CE), espectrometria de masas (MS) e isoelectroenfoque (IEF). Estos
métodos se complementan dependiendo de si la muestra a analizar es una gli-
coproteina intacta, glicopéptidos, glicanos liberados o monosacaridos libres
(figura 5).
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O PAGE/IEF ( Determinacién de glicoformas )
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( »RP: AF) | estandares de glicanos
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estructural de glicanos
| QCE Perfil de sialilacion y diferenciacion de
glicoformas
‘[D HPAEC-PAD (__ Cuantificacién de monosacéridos |
{u RP-HPLC ( Cuantificacién de monosacaridos )

Figura 5. Esquema general de métodos analiticos en el andlisis de glicanos. El enfoque de
analisis de glicoproteinas esta dividido en cuatro grupos principales: glicoproteinas intac-
tas, glicopéptidos, glicanos liberados o hidrolizados o monosacaridos. Estos métodos son
utilizados en combinacién para determinar los perfiles de glicanos, estructuras y heteroge-
neidad, sitios de glicosilacién y contenido especifico de glicanos.

Fuente: elaboracién propia.
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ANALISIS DE GLICOPROTEINAS INTACTAS

Existe una gran variedad de métodos analiticos para el analisis y caracteriza-
cion de glicanos a nivel de proteina intacta como cromatografia, electrofore-
sis, masas (MS) y algunas técnicas espectroscopicas. Sin embargo, debido a
la resolucién, las MS se han convertido en una herramienta crucial para la
caracterizacion de glicoproteinas terapéuticas. El analisis de glicoproteinas in-
tactas o analisis denominados top utilizando espectrometria, es generalmente
realizado mediante fuentes de ionizaciéon como ionizacién por electrospray
(ESI) o por desorcion con laser asistida por una matriz (MALDI), y se requieren
analizadores de masa de alta resolucién como ToF, Orbitrap, y de resonancia
ciclotrénica de iones (ICR-FT) para resolver pequeias diferencias de masas
(Zhang et al. 2016; Lu et al. 2018; Rojas-Macias et al. 2019; Dominguez-Vega et al.
2018). Sin embargo, el uso de ICR-FT es reducido debido a los altos costos de
mantenimiento del superconductor. Las muestras de glicoproteinas intactas
representan el nivel mds alto de andlisis y generalmente deben ser sometidas
a un paso de separacidon por cromatografia de liquidos (LC) o electroforesis
por capilar (CE) previo a su analisis por ESI o MALDI, aunque también pueden
ser analizadas fuera de linea (sin conexién a métodos de separacion como LC)
(Breuker et al. 2008; Lu et al. 2018; Carillo et al. 2020). El analisis directo de una
biomolécula, por ejemplo un anticuerpo monoclonal intacto, es posible, sin
embargo, este proceso es precedido frecuentemente de un paso de elimina-
cion de sales para obtener mayor calidad en el espectro al disminuir los aduc-
tos de sales y mejorar la eficiencia de ionizacidn.

El analisis de una inmunoglobulina (IgG) utilizando una fuente de ioniza-
ciéon como ESI puede generar iones cuasimolares o picos base con un estado
de carga elevado o carga multiple (z= 20-60), resultando en valores de m/z
en el rango de 2000-5000 daltones que pueden ser detectados por diversos
analizadores. Por el contrario, con MALDI una IgG lleva un maximo de cua-

tro cargas lo que genera una disminucién de la resolucién y precision en la
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determinacion de la masa (Breuker et al. 2008; Beck et al. 2013). Cuando se
analizan moléculas grandes con MALDI, se necesita un analizador con am-
plio rango de m/z que puede obtenerse al acoplar esta técnica a un analiza-
dor de tiempo de vuelo (TOF) (Beck et al. 2013; Dominguez-Vega et al. 2018).
Entonces, MALDI-TOF-MS es frecuentemente utilizado como primer paso
en el andlisis de glicanos porque permite determinar la diversidad de glica-
nos presente en pequeiias cantidades de muestra. Los glicanos neutros se
detectan mejor en modo ion positivo, usualmente [M+Na+]. Una limitante
del andlisis es la pérdida de informacién de los residuos de acido sialico bajo
las condiciones de ionizacién de MALDI, lo cual condiciona el derivatizar los
glicanos para estabilizar los enlaces a-glicosidicos (Quaranta et al. 2020). Los
glicanos sialilados son inestables en el proceso de ionizacidn y son analiza-
dos en modo negativo, o bien las muestras son desialiladas o derivatizadas
antes del analisis mediante permetilacién. La permetilacién de una muestra
de glicanos permite metilar los grupos OH, NH y grupos carboxilos en los
residuos de 4cido sidlico, incrementando la sensibilidad y permitiendo ana-
lizar glicanos neutros y sialilados al mismo tiempo (Wada et al. 2007; Reiding
et al. 2014; Gaunitz et al. 2017).

Por otro lado, el patrén de glicanos y su heterogeneidad pueden ser analiza-
dos de forma directa a partir de glicoproteinas intactas utilizando cromatogra-
fia en fase reversa (RPLC), acoplado a un sistema de ionizacion por electroes-
pray-tiempo de vuelo (ESI-TOF), o bien, mediante cromatografia de exclusion
por tamano (SEC) (Zhang et al. 2009; Fekete et al. 2016). La técnica de RPLC
ofrece una mejor separacidon cromatografica de las variantes proteicas (Zhang
et al. 2009) y se pueden detectar masas de anticuerpos (mAb) con 10 ppm de
exactitud (150,000+ 1.5Da), incrementando la temperatura de columna (60-
80°C). La técnica de SEC-MS, aunque con menor resolucién que la RPLC, pue-
de ser una opcién en condiciones de temperatura ambiente, siempre y cuando
se modifique la fase mévil para eliminar las sales que pueden interferir con el
analisis de masas (Xu et al. 2014; Liu et al. 2009). Para perfiles glicoproteicos
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mas complejos como el andlisis de eritropoyetina que contiene tres sitios de N
y uno de O-glicosilacién (Harazono et al. 2013), se recomienda utilizar LC-ESI-
MS, mientras que para perfiles mds heterogéneos como el andlisis de alfa-Dar-
bepoetina con cinco sitios de N-glicosilacion, es mejor utilizar ESI-TOF-MS, o
bien, masas de alta resolucion Orbitrap ExactiveTM Plus (Rosati et al. 2012).
Este sistema permite el andlisis de perfiles de glicanos complejos a nivel de
proteina intacta. Esta tecnologia genera pocas cargas en una proteina cuando
se ioniza en un buffer de acetato de amonio que permite a la proteina retener
su estructura nativa (Rosati et al. 2012; Rosati et al. 2013). Otra manera de in-
crementar la sensibilidad en el andlisis de MS de glicoproteinas es utilizando
agentes reductores como ditioeritrol (DTT), fosfina tris(2-car-boxietil) (TCEP),
B-mercaptoetanol (3-ME) y mercaptoetilamina (MEA) (Jung et al. 2014). El uso
de proteasas como papaina, pepsina, IdeZ e IdeS es también una alternativa
para obtener fragmentos mds pequefios que permitan favorecer el analisis de
MS (Crivianu-Gaita et al. 2015; Brezski y Jordan 2010).

ANALISIS DE GLICOPEPTIDOS

El andlisis de glicopéptidos ofrece informacidn sobre los sitios de glicosila-
cion, el grado de ocupacion y las estructuras quimicas de los oligosacdridos.
El procedimiento de analisis inicia con la digestion de la glicoproteina de
interés a glicopéptidos mediante el uso de proteasas especificas como trip-
sina, Lys-C o Glu-C, o bien, la combinacién de éstas (tabla 2) (Kolarich et al.
2012; Mechref 2012). Posteriormente, la muestra digerida se analiza median-
te técnicas de separacidén cromatograficas como HPLC o UPLC y CE (Lu et al.
2018; Ruhaak et al. 2018). Los glicopéptidos separados se pueden caracterizar
individualmente, mediante andlisis directo por masas o por deglicosilacién
y posterior identificacién de los glicanos. La determinacién de los sitios de
glicosilacion proteica a nivel de glicopéptidos es frecuentemente realizada
utilizando ESI-MS o MALDI-MS, porque son métodos de ionizacién suaves
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que permiten preservar la integridad de la estructura de los glicopéptidos
(Gong et al. 2009; Ruhaak et al. 2018; Gaunitz et al. 2017).

Tabla 2. Proteasas utilizadas comtinmente en la digestiéon de proteinas y glicoproteinas.

Enzima Sitio de hidrolisis | pH optimo
Tripsina Arg, Lys 8.0-9.0
Endoproteinasa, Lys-C Lys 8.0
Endoproteinasa, Glu-C (buffer de fosfatos) Glu 6.5-7.5
Endoproteinasa, Glu-C (buffer de carbonatos) Glu, Asp 8.0-9.0
Pepsina Inespecifica 2.0-3.0
Endoproteinasa (AspN) Asp 8.0

Fuente: elaboracién propia.

El analisis de la microheterogeneidad de glicanos es esencial para entender la
contribucién sito-especifico de las estructuras de glicanos en la seguridad y efi-
cacia de los productos biofarmacéuticos. La identificacién directa de mezclas de
glicopéptidos y péptidos mediante MS esta limitada por el efecto del enmascara-
miento (supresion de iones) de los péptidos sobre las sefiales de los glicopéptidos
(Ongay et al. 2012; Ruhaak et al. 2018). Este efecto se puede evitar al separar los
péptidos de los glicopéptidos antes del analisis, utilizando lectinas acopladas a
matrices de agarosa o sefarosa en columnas que pueden utilizarse a baja y alta
presion (HPLC o UPLC) (Zhang et al. 2011; Ueda et al. 2010; Shetty et al. 2010;
Drake et al. 2011; Johansen et al. 2009; Chen et al. 2020; Gaunitz et al. 2017). El uso
de lectinas para enriquecer fracciones de glicopéptidos permite eliminar los pép-
tidos no glicosilados, utilizando mono o disacaridos que compiten por la unién a
la lectina acoplada a una resina (Zhang et al. 2011; Shetty et al. 2010; Koles et al.
2007; Lewandrowski et al. 2006; Ruiz-May et al. 2014; Ruhaak et al. 2018). La mayo-
ria de las lectinas empleadas son para enriquecer N-glicopéptidos mediante cro-
matografia de afinidad (Hirabayashi 2004; Wuhrer et al. 2007; Ruhaak et al. 2018).
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La lectina Concanavalina (ConA) se ha utilizado para enriquecer glicoproteinas
en muestras de suero y orina (Bunkenborg et al. 2004; Ruhaak et al. 2018). La ConA
se une preferentemente a glicanos oligomanosidicos, hibridos y bi-antenarios,
pero por el contrario, los glicanos tipo tri-antenarios y tetra-antenarios no son re-
tenidos y los residuos de fucosa unidos a GlcNAc pueden disminuir la especifidad
de la lectina (Cummings y Kornfeld 1982). Por otro lado, esta lectina no reconoce
O-glicopéptidos o glicoproteinas. Por esta razon, se ha recurrido al uso combi-
nado de las lectinas ConA y la lectina de gérmen de trigo (WGA) (Bunkenborg
et al. 2004). La lectina WGA reconoce residuos de GlcNAc, quitobiosa y glicanos
sialilados distribuidos en N-y O-glicanos (Bakry et al. 1991; Alley et al. 2013). El
uso combinado de estas lectinas permite entonces el reconocimiento de glicanos
con y sin residuos de acido sidlico (Bunkenborg et al. 2004; Schwarz et al. 1993).

El uso de lectinas para estudiar la O-glicosilacion es poco especifico (Darula
y Medzihradszky 2009; Madera et al. 2005). Algunos reportes han demostra-
do que la lectina Jacalina (JAC) permite satisfactoriamente el enriquecimien-
to de O-glicopéptidos de tipo mucina o de core 1 (GalNAc-Ser/Thr) (Darula y
Medzihradszky 2009; Durham y Regnier 2006; Tachibana et al. 2006). La lectina
JAC se ha utilizado con la lectina ConA y WGA con el objetivo de enriquecer
O-glicopéptidos (Saulsbury 1997). Otras lectinas utilizadas en el enriquecimien-
to de glicopéptidos son las obtenidas de Lens culinaris (LCA) y de cacahuate
(PNA). La primera con especificidad similar a ConA aunque tiene preferencia
por glicanos con residuos de fucosa, mientras que PNA tiene especificidad si-
milar a la lectina JAC pero no reconoce residuos de acidos sidlico unidos a ga-
lactosa (Saulsbury 1997). En la tabla 3, se muestran las condiciones de uso de
las lectinas y el carbohidrato que debe utilizarse para obtener fracciones de
glicopéptidos enriquecidas dependiendo de la afinidad de las lectinas por dife-
rentes residuos de carbohidratos.

El enriquecimiento de glicopéptidos es necesario porque se evita la supre-
sion competitiva entre péptidos y glicopéptidos frecuentemente resultado de
la compejidad de las digestiones enzimaticas de glicoproteinas. Otros métodos
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de enriquecimiento de glicopéptidos desarrollados son SEC (Alvarez-Manilla et
al. 2006; Ruhaak et al. 2018) y la cromatografia liquida de interaccién hidrofili-
ca con sefarosa o celulosa (HILIC) (Hagglund et al. 2004; Dominguez-Vega et al.
2018). La técnica cromatografica de separacion HILIC también puede ser aco-
plada a nano-ESI o UPLC-MS (Hagglund et al. 2004; Takegawa et al. 2006; Wuhrer
et al. 2005; Gaunitz et al. 2017; Alley et al. 2013) para el analisis de glicopéptidos.
Una vez separados los glicopéptidos se analizan por ESI o MS-MALDI, siendo
LC-ESI-MS el método mas eficiente y ampliamente utilizado (Ongay et al. 2012).
Cuando la abundancia de los glicopéptidos es baja, no es recomendable utilizar
un sistema de fase reversa acoplado a masas o RPLC-MS debido a la supresion
ionica generada por la coelucién de glicopéptidos de mayor abundancia. La
metodologia de HILIC es una de las mejores opciones para separar glicopépti-
dos aunque tiene la desventaja de no distinguir entre glicopéptidos isémeros
(Desaire 2013). Para diferenciar glicopéptidos isdémeros se debe utilizar un sis-
tema nano-LC-MS utilizando capilares empacados con carbén grafitico poroso
(PGC) que permitan resolver glicopéptidos cortos producidos por digestion,
por ejemplo con la enzima Pronasa E (Hua et al. 2012).

Tabla 3. Lectinas y condiciones de uso en cromatografia por afinidad.

1 Lectina unida a resina de columna.
2 Buffer de unidén para preparar las muestras y remover proteinas inespecificas.

Lectina: Buffer de unién? (pH 7.4 Carbohidtato contenido en !
Con A 20 mM Tris, 0.15 NaCl, 1 mM Ca*?, 1 mM Mn* 0.5 M Metil-a-D-manopiranosido
WGA 20 mM Tris, 0.15 NaCl 0.5 M N-acetil-glucosamina

JAC 20 mM Tris, 0.15 NaCl 0.8 M Galactosa

PNA 20 mM Tris, 0.15 NaCl, 1 mM Ca*?, 1 mM Mg* 0.5 M Lactosa

LCA 20 mM Tris, 0.15 NaCl, 1 mM Ca*?, 1 mM Mn*? 0.5 M Metil-a-D-manopiranosido

3 Buffer de elucién 20 mM Tris, 0.15 NaCl.

Fuente: elaboracién propia.
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La espectrometria de masas en tandem es mas especifica si se requiere es-
tablecer el perfil de un glicopéptido, sin embargo, tiene la desventaja de que
puede generar degradacion de glicopéptidos sialilados si éstos no son derivatiza-
dos previamente (Reusch y Tejada 2015). El andlisis de glicopéptidos por LC-MS/
MS permite determinar el sitio o sitios de glicosilacién y la composisicion de
glicanos presentes en el glicopéptido. No obstante, es necesario emplear un sis-
tema alternante de masas entre la disociacion por colisién inducida (CID) y las
técnicas de disociacién por captura de electrones (ECD) y disociacion por trans-
ferencia electrénica (ETD) en instrumentos Orbitrap (Alley et al. 2013; Gaunitz
et al. 2017; Chen et al. 2020). La técnica de CID permite romper residuos de gli-
canos unidos a glicopéptidos generando informacion acerca de la composicion
y secuencia de carbohidratos, dejando intacta la parte peptidica, mientras que
con ECD y ETD se rompen de manera predominante los enlaces peptidicos y se
utilizan para identificar el sitio de glicosilacion en la glicoproteina y la secuencia
péptidica (Scott et al. 2011; Segu y Mechref 2010; Fekete et al. 2016; Hagan et al.
2014). De tal forma que los péptidos enriquecidos pueden ser fragmentados me-
diante CID-ETD y asi es posible analizar los residuos de glicanos mediante CID y
la secuencia de glicopéptidos y el sitio de union de los glicanos con ECD y ETD.

El método fotodisociacién ultravioleta (UVPD) es una via emergente de gran
potencial para analizar tanto glicopéptidos como glicanos hidrolizados. El pul-
so de fotones UV generados por laser son utilizados para excitar iones en un
rango de 3.5-7.9 eV. El nivel de fragmentacion de iones es mayor y N- y O- gli-
copéptidos se han detectado a 157 nm, mientras que grupos labiles presentes
en oligosacaridos como los residuos de 4cido sialico se han analizado a 193 nm
determinando su localizacion es estructuras ramificadas (Ruhaak et al. 2018).

HIDROLISIS DE GLICANOS

Otro método de analisis consiste en obtener los glicanos mediante hidrdli-
sis enzimatica o quimica. La metodologia utilizada para hidrolizar o liberar
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glicanos depende de la glicoproteina que se analiza. El agente de hidrdlisis se
selecciona de acuerdo con el tipo de eliminacién (N- u O-glicanos) y el nivel
requerido (monosacaridos, disacdridos y oligosacaridos) (Merry y Astrautsova
2003).

HIDROLISIS DE N-GLICANOS

Un método quimico utilizado para hidrolizar N-glicanos y N-glicoproteinas
es la hidrazindlisis. Este proceso ha sido reemplazado por métodos enzimati-
cos. Los N-glicanos pueden ser liberados enzimaticamente de las glicoprotei-
nas mediantes el uso de una amidasa comercial conocida como N-glicosidasa
F de Flavobacterium meningosepticum (PNGasa F) (Koles et al. 2007). La enzi-
ma PNGasa F hidroliza glicanos unidos entre el core de N-acetilglucosamia
(GlcNAc) y el residuo de asparagina de todos los N-glicanos, con excepcion de
los que contienen el residuo de a(1,3)-fucosa unido al core de GlcNAc encon-
trado en glicoproteinas de plantas e insectos (Tretter et al. 1991). La PNGasa F
hidroliza glicanos altos en manosa, hibridos y complejos (Yang y Bartlett 2019)
en condiciones de pH 7.5. Otra enzima es la PNGasa A aislada de almendras; es
una amidasa utilizada para hidrolizar glicanos a(1,3)-fucosilados (Royle et al.
2006b) que funciona a pH 4.0, mientras que la enzima endo D hidroliza los dos
residuos de GlcNAc dentro del core quitobiosa. Para hidrolizar todas las clases
de N-glicanos, se utiliza la enzima endo H que es selectiva para estructuras
oligomanosa y de tipo hibrido. Existen otras endoglicosidasas como F1, F2 y
F3, siendo F1 muy similar en mecanismo de hidrdélisis a endo H, mientras que
F2 prefiere cadenas biantenarias y F3 hidroliza cores de tipo bi- y tri-antena-
rios fucosilados (Freeze y Kranz 2010) (figura 6). La eficiencia de la digestion
por lo general depende de la accesibilidad de los glicanos en la proteina y por
ello la proteina debe desnaturalizarse para permitir la exposicion del sitio de
glicosilacion, a menos que se desee distinguir entre glicanos de superficie y del
interior de la proteina (Merry y Astrautsova 2003).
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Figura 6. Enzimas utilizadas para hidrolizar N-glicanos. PNGasa F hidroliza N-glicanos en-
tre el residuo del aminoacido asparagina (Asn) convirtiéndola a Asp, y las endoglicosidasas
H, Dy F hidrolizan los N-glicanos entre los dos residuos de GIcNAc en la regién del core de-
jando el residuo de GlcNAc unido a la proteina. Aa =aminoacidos, Xaa (cualquier aa, excepto
Pro) y S/T (Ser/Thr).

Fuente: elaboracién propia.
HIDROLISIS DE O-GLICANOS

La hidrolisis de los O-glicanos unidos a los residuos de Ser y Thr sigue siendo
un reto debido a la limitada especificidad de las enzimas O-glicanasas reporta-
das. La enzima conocida como O-glicanasa (endo-a-N-acetilgalactosaminidasa
o Eng) extraida de Diplococcus pneumoniae (Bhavanandan et al. 1976; Brooks y
Savage 1997; Kobata y Takasaki 1978), es capaz de liberar residuos del core-1
de los O-glicanos (Gall, 3GalNAc-Ser/Thr) de disacdridos y presenta poca to-
lerancia a oligosacdridos de mayor longitud. En la actualidad, la O-glicosidasa
comercial endo-GalNAc obtenida de Enterococcus faecalis, hidroliza el core 1y
3 de estructuras de O-glicanos (Hagan et al. 2014). Aun cuando se dispone de
esta enzima, los métodos quimicos siguen siendo la mejor alternativa de hi-
drodlisis de los O-glicanos presentes en las glicoproteinas. La f3-eliminacién en
condiciones alcalinas (Fukuda 2001) y la hidrazindlisis (Patel y Parekh 1994)
son los dos métodos quimicos més utilizados en la liberacién de O-glicanos. La
hidrazinolisis o liberacién quimica utilizando hidrazina anhidra se ha utilizado
ampliamente generando glicanos reductores con alto rendimiento (Merry et
al. 2002; Patel y Parekh 1994), sin embargo, su uso se ha limitado por la baja
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disponibilidad del reactivo debido a su peligrosidad (Goso et al. 2017). Otro in-
conveniente del uso de la hidrazindlisis es que en esta reaccion se eliminan
los grupos acetatos presentes en los N-glicanos, generando pérdida de infor-
macion de estos grupos, por ejemplo en los residuos de acido sidlico (Bendiak
y Cumming 1985; Patel et al. 1993). Esta reaccién no es especifica y se liberan
aproximadamente entre el 10-20 % de los N-glicanos durante el proceso (Patel
y Parekh 1994).

La B-eliminacién alcalina es el método mas reconocido en la hidrdlisis de
O-glicanos, sin embargo, puede presentarse degradacién de los mismos debi-
do a las condiciones de pH elevado requeridas durante la reaccién (Fukuda
2001). Existe una adaptacién de la B-eliminacién en condiciones no reductoras
utilizando un medio débilmente alcalino con amonio, que es compatible con
la deteccién por espectrometria de masas y que evita que los glicanos hidroli-
zados se degraden por formacién de glicosil-aminas (Huang et al. 2001; Royle
et al. 2002). La B-eliminacién en condiciones reductoras utilizando NaOH para
hidrolizar el enlace glicosidico entre los glicanos y el péptido, debe incluir el
uso de borohidruro de sodio (NaBH,) para reducir los glicanos libres a aldito-
les con la finalidad de prevenir la aminacién reductiva. Sin embargo, el méto-
do tiene la limitante que la sensibilidad del anélisis disminuye porque no se
pueden derivatizar los glicanos con fluorocromos (Carlson 1966; Hagan et al.
2014). En general, los O-glicanos pueden ser hidrolizados utilizando hidrazina
o NaBH, mediante una reacciéon de B-eliminaciéon con una posterior reduccién
de los glicanos liberados para evitar la formacion de productos de degradacion
(Wada et al. 2010; Goetz et al. 2009), pero deben considerarse las desventajas
de cada método de hidrdlisis dependiendo de los residuos de carbohidrato a
analizar.

El perfil de los glicanos hidrolizados puede ser analizado por MALDI-TOF-
MS realizando previamente permetilacién para mejorar la eficiencia de ioni-
zacion y para estabilizar los glicanos sialilados durante el andlisis simultaneo
de glicanos neutros y sialilados en modo ionizacién positiva (Zhang et al. 2009;
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Sanchez-De Melo et al. 2015; Marino et al. 2010; Gaunitz et al. 2017; Ruhaak et al.
2018). La esterificacion de acidos sialicos, ademas de permitir estabilizarlos,
da la posibilidad de distinguir por MALDI-MS el tipo de enlace de estos resi-
duos (a2-3 y a2-6) (Reiding et al. 2014).

ANALISIS DE GLICANOS CON MARCAJE FLUORESCENTE

El analisis de los glicanos hidrélizados es un reto debido a la falta de grupos
cromoforos en su estructura natural y a la heterogeneidad causada por los tipos
de anémeros, posiciones y configuraciones de enlace. Por esta razdn, los glica-
nos obtenidos por hidrdlisis quimica o enzimatica son cominmente marcados
con fluorocromos para hacer mas sensible su deteccién mediante aminacion
reductiva (Ruhaak et al. 2010; Zaia 2008; Gaunitz et al. 2017; Ruhaak et al. 2018),
para mejorar la eficiencia de ionizacién y facilitar su andlisis por HPLC/UPLC,
MSy CE (Zaia 2008; Marino et al. 2010; Lu et al. 2018). La derivatizacién quimica
es el método mas comun que se emplea para marcar glicanos en su extremo
reductor mediante aminacién reductiva (Ruhaak et al. 2010). Se puede acoplar
un marcador fluorescente a cada mono y oligosacarido, facilitando asi la deter-
minacion de cantidades nanomolares. Los dos fluor6foros mas utilizados para
el marcaje de glicanos son 2- aminobenzamida (2-AB) y dcido 2-aminobenzoico
(2-AA) (Ruhaak et al. 2010). El fluor6cromo 2-AB carece de carga negativa y es
utilizado como estandar en andlisis por HPLC, pero su eficiencia de ioniza-
cion en ESI es baja. Por otro lado, el fluorocromo 2-AA tiene carga negativa
y puede utilizarse en CE y MALDI (Ruhaak et al. 2010; Mo et al. 1998; Ruhaak
et al. 2018). La Procainamida [4-amino-N-(2-dietilaminoetil) benzamida] tam-
bién puede utilizarse para marcar a los N-glicanos incrementando su eficien-
cia de ionizacion en ESI en comparacion con 2-AB detectando N-glicanos de
baja abundancia (Kozak et al. 2015; Chen et al. 2020). Recientemente, se repor-
taron dos nuevos fluoréforos para marcar N-glicanos: RapiFluor-MS (RFMS)
(Lauber et al. 2015) y el 6-aminoquinolil-N-hidroxi-succinimidil carbamato
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(ACQ) (Stockmann et al. 2015) que permite la derivatizacion de glicosilaminas.
Previo al uso de MS para analizar los glicanos marcados se debe remover el
exceso de fluorocromos y sales. Los métodos que pueden considerarse son
HILIC, RPLC, intercambio anidénico (HPAEC), PGC y filtracion en gel (Ruhaak
et al. 2010; Ruhaak et al. 2018; Dominguez-Vega et al. 2018). E1 UPLC y UHPLC,
como nueva tecnologia cromatografica en la purificacion de moléculas, ha per-
mitido disminuir el tiempo requerido para los analisis y ha mejorado la reso-
lucion con el incremento de la presiéon como resultado del uso de columnas
con menor tamafo de particula (menor a 2um) en comparacién con el HPLC
(Guillarme et al. 2010; Novakova et al. 2006; D’Atri et al. 2019). El método de
HILIC es mejor que otros métodos de HPLC para separar glicanos. Los glica-
nos marcados con 2-AB son eluidos y comparados con una escalera de dextran
(homopolimero de glucosa) utilizado como estandar y permite realizar una es-
timacién del nimero de unidades de glucosa presentes de manera rapida y
altamente reproducible (figura 7) (Marino et al. 2010; Lauber et al. 2015; Pabst
y Altmann 2011; Ahn et al. 2010; Pucic et al. 2011; D’Atri et al. 2019; Dominguez-
Vega et al. 2018). Con esta informacién y bases de datos como Glycobase, que
contienen los valores de tiempos de retenciéon normalizados (GU) obtenidos
mediante un amplio analisis de especies de glicanos por HILIC-HPLC/UPLC,
RPLC y por electroforesis por capilaridad con fluoresencia inducida por laser
(CE-LIF), es posible calcular la abundancia de cada monosacarido presente y
proponer una estructura del glicano (Royle et al. 2006a; Campbell et al. 2015;
Lu et al. 2018). A este analisis se pueden acoplar digestiones con exo-glicosidas
que permitan remover monosacaridos terminales, y de esta forma, asignar de
manera especifica los residuos de carbohidratos y el tipo de enlace (figura 7)
(Campbell et al. 2015; Duffy y Rudd 2015). Una mejora de este método es el
uso de un robot de bajo costo como nueva plataforma de analisis del perfil
de N-glicanos. Stockmann et al., 2013, determinaron el perfil de N-glicanos de
una IgG durante varias etapas como la purificacién del anticuerpo a partir del
cultivo celular, hidrdlisis de los glicanos, marcaje con fluoréforos, y finalmente

37



ANALISIS DE GLICOPROTEINAS

se analizaron las muestras por UPLC en placas de 96 o 384 pozos con una exce-
lente reproducibilidad (Stockmann et al. 2013).

El acoplamiento del UPLC a detectores de masas es una metodologia pri-
mordial en el analisis de glicanos. Existen ya en el mercado tecnologias LC-MS
de analisis de glicanos como la plataforma biofarmacéutica UniFi® que incor-
pora datos de separacion de glicanos por HILIC-UPLC, deteccién fluorescente
y confirmacion por masas de alta resolucién. La metodologia HILIC-UPLC-MS
puede volverse mas poderosa mediante el uso de reactivos como RFMS que
incrementa 160 veces mds la sensibilidad de los glicanos en el analisis por MS
comparado con el tradicional fluorocromo 2-AB (Lauber et al. 2015).

Los glicanos hidrolizados también pueden ser analizados por electroforesis
por capilar, acoplando un detector de fluoresencia inducida por laser (CE-LIF)
con alta sensibilidad y resolucion, utilizando el fluorocromo APTS (8-amino-
pirina-1,3,6-trisulfonato) para marcar oligosacaridos (Guttman 1996; Guttman
et al. 1996; Lu et al. 2018), aunque también existen reportes utilizando el fluo-
roforo 2-AA (Kamoda et al. 2006). La separacion de glicanos marcados por CE
estd basada en la relacién volumen hidrodindmico: carga. La separacién de
biomoléculas se basa en el transporte de analitos a través de un campo eléctri-
co hacia el anodo o catodo, mientras que el tamafio de la molécula determina
la velocidad del transporte. A pesar de que la mayoria de los carbohidratos no
tiene carga con esta metodologia es posible separarla y diferenciar estructuras
de glicanos isoméricas (Guttman 1996; Guttman et al. 1996; Kamoda et al. 2006;
Ma y Nashabeh 1999; Lu et al. 2018; Yang y Bartlett 2019). Una ventaja de la CE
es la verlocidad del andlisis y la cantidad de muestra requerida (<1 pL). Sin
embargo, la desventaja es el limitado nimero de estandares de glicanos en el
mercado que podrian permitir asignar los picos en CE. La CE-LIF puede ser
utilizada en conjunto con UPLC como un método en 2D (Mittermayr et al. 2011)
y acoplarse a masas, pero aun no se ha explorado y sigue siendo un reto en el
campo de la glicomica.
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Figura 7. Representacion de un perfil de HILIC con N-glicanos marcados con 2-AB sin di-
gerir (SD) y utilizando exo-glicosidasas. ABS: Enzima sialidasa de Arthrobacter ureafaciens
(EC 3.2.1.18) hidroliza acido N-acetilneuraminico (NeuAc) ligado a(2-6/3/8) y N-4cido gli-
colilneuraminico (Neu5Gc), BTG: B-Galactosidasa bovina (EC 3.2.1.23) hidroliza residuos
no reductores de galactosa con enlaces 3(1-3/4). BKF: a-Fucosidasa (EC 3.2.1.51) hidroliza
residuos de fucosa no reductores en enlaces a(1-2/6) de manera mas eficiente que residuos
a(1-3/4), GUH: B-N-acetilglucosaminidasa digiere residuos de N-acetilglucosamina (GlcNAc)
ligadas a manosa en posicién (1-4) pero no hidroliza a GlcNAc (1-4) bisectada a manosa.
Otras enzimas como NANT1: Sialidasa de Streptococcus pneumoniae (EC 3.2.1.18) hidroliza re-
siduos de Neu y Neu5Gc en posiciones a(2-3). SPG: B-Galactosidasa de S. pneumoniae (EC
3.2.1.23) hidrolizea residuos de galactosa unidos 3(1-4). AMF: a-fucosidasa de almendra (EC
3.2.1.51) digiere residuos de fucosa unidos a(1-3/4), excepto el core de fucosa a(1-6).

Fuente: elaboracion propia. Modificada de Figura 4 del articulo https://www.nature.com/
articles/nchembio.437.pdf

ANALISIS DE GLICANOS SIN DERIVATIZAR

Los glicanos hidrolizados proveen informacién referente al contenido es-

pecifico de residuos terminales como acidos sidlicos, galactosas, manosas,
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GlcNAc, o bien, O-monosacaridos (Tangvoranuntakul et al. 2003; Orvisky et al.
2003; Keck et al. 2008). Los residuos de NeuAc se obtienen por hidroélisis acida
o enzimatica utilizando una enzima llamada neuroaminidasa (Clostridium per-
fringens) (Rohrer et al. 1998) y pueden ser cuantificados con alta sensibilidad
y resueltos sin derivatizar mediante cromatografia de intercambio anidnico
HPAEC a pH elevado con deteccién amperométrica por pulsos (PAD) (Rohrer
et al. 1998; Yao et al. 1989), utilizando estandares comerciales de acido siali-
co como el 4cido 3-deoxi-D-glicero-D-galacto-nonulosonico (Lingg et al. 2012).
Esta metodologia permite separar algunos isémeros y detectar directamente
glicanos nativos sin marcar con un fluoréforo. No obstante, acoplar MS a este
método de separacién cromatografica es complicado debido a que en este sis-
tema se utilizan fases moviles con pH elevado y alta concentracién de sales
que interfieren con la ionizacién de los glicanos (Higgins 2010). Ademas, la
cuantificacién absoluta del glicano sélo es posible si se conocen los factores de
respuesta PAD individuales para las diversas estructuras de carbohidratos. El
analisis de otros monosacaridos, excluyendo a los residuos de NeuAc, se reali-
za mediante hidrolisis dcida con acido trifluoroacético (TFA). Posteriormente,
los residuos de NeuAc y los carbohidratos hidrolizados se separan por HPLC
(Higgins 2010; Yang y Bartlett 2019). Este método presenta el inconveniente de
hidroélisis incompletas y los carbohidratos son inestables debido a las condi-
ciones acidas utilizadas (Marino et al. 2010; Higgins 2010). La cromatografia en
grafito poroso (PGC) también puede ser utilizada para separar glicanos y ofre-
ce selectividad ortogonal adicional en comparacién con otras columnas (Pabst
y Altmann 2011; Grey et al. 2009; Ruhaak et al. 2018). Con este tipo de fase, si es
posible aplicar un método de PGC-MS por ionizacién con electrospray y reali-
zar analisis directo de glicanos.

La MS es una herramienta esencial para la glicociencia desde el surgimien-
to de los métodos de ionizaciéon suave como MALDI y ESI-MS. Estos métodos
modernos permiten el analisis de mezclas de glicanos tanto en la forma nati-

va como derivatizada, sin embargo, en muestras de mamiferos es preferible la
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permetilacién de los glicanos hidrolizados para neutralizar los monosacaridos
acidos o glicanos sialilados (Mechref y Novotny 2002; Wada et al. 2007). La per-
metilacion elimina la carga de los glicanos y los convierte en hidrofébicos dismi-
nuyendo la supresion iénica permitiendo su andlisis cualitativo por MALDI-TOF.
Con este método, la ionizacion resulta en iones simples generando espectros
mas sencillos; caso contrario sucede con la ESI que crea mutiples picos cargados
haciendo mas dificil el andlisis del espectro (Zaia 2010), lo que puede resolverse
purificando los glicanos por cromatografia de liquidos para simplificar el espec-
tro o bien utilizarse como unico método de analisis (Ritchie et al. 2010). El pro-
blema de la identificacion de glicanos por masas es que los glicanos isémeros no
pueden ser resueltos utilizando s6lo masas, sino que deben utilizarse metodolo-
gias complementarias como MS tdndem en las que los iones son fragmentados
en multiples pasos para discernir entre estructuras isoméricas (Triguero et al.
2010). Las fases estacionarias PGC son ampliamente utilizadas en la purificaciéon
y separacion de glicanos sin derivatizar, lo cual permite caracterizar isomeros
estructurales gracias a la interaccion del analito con la superficie del grafito.
En este método, los glicanos altos en manosa eluyen rdpido en comparacion a
especies sialiladas o fucosiladas que presentan mayor retencion, asi los isome-
ros 31,4 unidos a residuos de galactosa se pueden separar de los 31,3Gal porque
eluyen mds rapido. En cuanto a los isémeros a2,6 unidos a residuos de NeuAc,
pueden separarse de los a2,3 NeuAc porque eluyen antes que estos tltimos (Yang
y Bartlett 2019).

La movilidad de iones (IM) es una técnica analitica que se ha utilizado en
aereopuertos para detectar agentes quimicos y explosivos, pero que también
esta tomando relevancia porque permite separar y analizar biomoléculas io-
nizadas en fase gaseosa (helio o nitrégeno). La combinacion de IM con la es-
pectrometria de masas (IM-MS) se vuelve una herramienta poderosa porque
no sélo permite detectar moléculas en fase gaseosa en base a su relacién m/z,
sino que pueden separarse iones de acuerdo a su masa, carga, tamafio y forma,

permitiendo analizar isémeros. El primer paso consiste en separar los iones
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dependiendo de las colisiones con el gas de arrastre y, posteriormente, los io-
nes se introducen en un analizador de masa para determinar su relacion m/z
en microsegundos (Mucha et al. 2019; Hofmann y Pagel 2017). La IM-MS se ha
utilizado en la caracterizacién de N- y O- glicanos sin derivatizar especifica-
mente en la diferenciacion de isomeros porque se pueden separar de acuerdo
a su tiempo de mobilidad. Esta herramienta sigue mejorandose en la caracteri-
zacion de carbohidratos, sin embargo, siguen existiendo complicaciones sobre
todo por la existencia de conférmeros que sobrelapan a los isomeros estructu-
rales durante el andlisis (Ruhaak et al. 2018).

HERRAMIENTAS INFORMATICAS PARA EL ANALISIS DE GLICANOS

El desarrollo de técnicas analiticas poderosas como CE, HPLC y MS ha gene-
rado la acumulacién de una gran cantidad de datos referentes a estructuras de
glicanos (Zaia 2008; Domann et al. 2007; Ruhaak et al. 2018; Dominguez-Vega et
al. 2018). Con la finalidad de facilitar el andlisis de estos datos, se han creado
diversos softwares y bases de datos como Glycobase, una coleccién de datos
analiticos de N- y O- glicanos obtenidos por CE y cromatografia de liquidos
(Campbell et al. 2015; Hayes et al. 2011). La base de datos UniCarb-KB de diver-
sos glicanos analizados por LC-MS/MS (Hayes et al. 2011; Gaunitz et al. 2017)
permite analizar las m/z obtenidas de diversas elucidaciones estructurales de
glicanos. GlycoMod es una herramienta web que permite encontrar posibles
glicanos analizados por masas y esta basada en una libreria in silico de datos de
masas de glicanos sin derivatizar, o bien, monosacaridos metilados o acetilados
(Cooper et al. 2001), y aunque carece de filtros biolégicos, contiene estructuras
inverosimiles que son confirmadas con datos de la base GlycosidIQ (Joshi et al.
2004), que actualmente se encuentra integrada a UniCarb-KB. Por otra parte,
GlycoFragment y GlycoSearchMS son herramientas que permiten interpretar
espectros de MS/MS (Lohmann y von der Lieth 2003, 2004), comparando expe-
rimentos de masas con una libreria tedrica extraida de SweetDB que contiene
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datos de N- y O- glicanos. Una herramienta similar a estas es GlycoPepDB que
realiza busquedas comparativas de glicanos de bases de datos contra los repor-
tados en la literatura (Go et al. 2007). Existen otras herramientas como éstas que
analizan datos de masas de iones cargados, de N-y O- glicoformas y de glicanos
unidos a proteinas en multiples sitios de glicosilacién. Sin embargo, las bases
de datos de glicanos son limitadas porque no existen colecciones completas
debido a que existen estructuras de glicanos no reportadas atin, y porque no se
conocen las secuencias de proteinas cuando se realizan busquedas en la base
de datos para la identificacion de glicoproteinas o glicopéptidos.

CONCLUSIONES

El analisis estructural de glicanos en glicoproteinas terapéuticas y en otro tipo
de muestras sigue siendo un reto analitico. Es necesario siempre considerar la
respuesta que se requiere para seleccionar una estrategia o bloque de analisis
adecuado. En cada uno de estos bloques de andlisis existen limitaciones, como
la pérdida de los sitios de glicosilacién durante el analisis de glicanos hidroli-
zados, que requieren del analisis de glicopéptidos o glicoproteinas intactas. Sin
embargo, en el analisis de glicopéptidos se puede perder sensibilidad si no se
realiza un enriquecimiento de las muestras para eliminar los péptidos no gli-
cosilados. Por otro lado, en la identificacion de sitios de glicosilacion es nece-
sario recurrir a nuevas tecnologias de fragmentacién, como CID con técnicas
como ECD y ETD para obtener informacién de los glicanos y péptidos al mismo
tiempo. En cuanto al analisis de glicanos hidrolizados, el uso de CE permite
analizar N-glicanos con carga o residuos neutros previamente derivatizados;
esta metodologia podria adaptarse a métodos mds robustos.

Por el momento, la tecnologia HILIC es la via de oro, por ser la mas sim-
ple y capaz de separar diferentes oligosacaridos en base a sus propiedades hi-
drofilicas o hidrofébicas. La incorporacion del sistema de UPLC al analisis de
N-glicanos mediante HILIC ha mejorado la resolucién y reducido los tiempos
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de analisis. Adicionalmente, el marcaje con fluorocromos es sencillo y robusto
y permite la prediccién de los valores GU que, con las bases de datos, es una he-
rramienta potencial en la elucidacién de N-y O-glicanos. El andlisis estructural
de N-glicanos por este método, puede enriquecerse y confirmarse utilizando
exoglicosidasas, sin embargo, para el caso de O-glicanos existe la limitante de
la baja disponibilidad de enzimas en el mercado.

En espectrometria de masas se siguen desarrollando aplicaciones cada dia y
puede decirse que, de manera global, su uso en el analisis de glicanos es limita-
doyaun nivel muy especializado. La determinacion de la secuencia de glicanos
puede obtenerse por experimentos de MALDI, sin embargo, aunque este mé-
todo es eficiente y rdpido, la asignacién de la estructura exacta del oligosacari-
do requiere del uso de ténicas ortogonales como una combinacién HPLC-MS.
Finalmente, los requerimientos que no puedan ser cubiertos con los diferentes
métodos analiticos, pueden suplirse con analisis en 3D utilizando resonancia
magnética nuclear (RMN) y cristalografia de rayos X. Desafortunadamente, el
uso de estas herramientas exige un alto nivel de especializacién para interpre-
tar los datos y la cantidad de muestra requerida muchas veces no es compatible
con la baja abundancia de las glicoproteinas.

El andlisis estructural de los carbohidratos seguird siendo un reto para la gli-
cociencia debido a la variabilidad en la secuencia de los glicanos y su distribu-
cion en el espacio. Hasta el momento no existe un método inico que permita la
elucidacidn estructural de los glicanos, y, dependiendo del objetivo, se seguira
haciendo uso del mejor método o de una combinacion de ellos.
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