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Resumen

Resumen

El cultivo de eélulas de insecto ha tenido, dltimamente, un gran auge, debido a que, en
comparacién con ¢l de células de otros eucariotes superiores, las de insecto ticnen un fcil
manejo y producen altas cantidades de protefna al ser infectadas con un baculovirus
recombinante. Sin embargo, las células de insecto tienen requerimientos nutricionales
complejos, y son altamente sensibles a los estuerzos de corte producidos ¢n liquidos agitados.
Estas caracterfsticas diticultan proveer nutrimentos suficientes al medio de cultivo (incluyendo
oxfgena) para obtener la mayor cancentracin celular posible. Hasta el momento, se han
utilizado estrategias empfricas para resolver este problema, como cambiar completamente el
medio de cultivo, o alimentar mezclas complejas de nutrimentos antes de realizar una infeccién.
Con esto se persigue reemplazar posibles nutrimentos agotados o remover posibles desechos
metabdlicos téxicos. Estas estrategias aumentan de manera importante el costo de los productos
obtenidos a través de las células de inseeto y pueden, a su vez, promover la formacién de
metabolitos t6xicos. En contraste, el diseiio de estrategias computarizadas de alimentaciéon de
nutrimentos permitivia optimizar los cultivos para obtener Lo mayar concentracion de células
viables posible a menores costos y evitando la formacion de metabolitos toxicos. Sin embargo,
para poder desarrollar dichas estrategias, ¢s necesariv tener un conocimicnto completo de las
necesidades nutricionales de las células, En la literatura, esta informacién es atn muy limitada,
por lo que en este trabajo se realizé a caracterizacién del metabolismo de cultivos de células de
insecto en cultivo estdtica y agitado. Asi mismo, se determiné ¢l efecto 6xico del amonio y del
lactato. Ademss se caracterizd el efecto de la tensién de oxigeno disuelto sobrelos pardmetros
cindticos y estequiométricos del cultivo. En los cultivos en biorreactor, se determind en Ifnea el
consumo de oxfgeno, y se utilizd para inferir en linea ¢l agotamiento de nutrimentos, la
concentracién celular viable y la fase de crecimiento. Esta informacién se utilizd para efectuar
alimentaciones selectivas de nutrimentos con base en ¢l consumo de oxfgeno. Todo esto se
realiz6 para los cultivos de las células de insecto sin infectar, con el fin de determinar sus
condiciones 6ptimas de cultivo, Esta informacién podrd ser utilizada posteriormente para obtencr
la mayor cantidad de protefna recombinante, después de infectar estas ‘células con el virus
comrespondiente. 1

Los principales resultados de este estudio se¢ pueden resumir como sigue:

Se encontré que la glucosa y la cistina fueron los nutrimentos que primero se agotaron en
¢l cultivo de células de insecto SI-9 en el medio TNM-FH. La glucosa es la principal fuente de



Resumen

carbono y se agotd aproximadamente a fas 100 horas de cultivo, momento en el que iniciara la
fase estacionaria de crecimiento. La fructosa solo s¢ consumid cuando la concentracion de
glucosa en el cultivo fue inferior a 0.2 g/L. La sacarosa no se consumid a lo largo de los
cultivos. El lactato fue producido por las células con limitacién de oxfgeno y fue utilizado como
fuente de carhono alterna después del agotamiento de la glucosa. La cistina se agotd antes que la
glucosa y su agotamiento no disminuyd la velocidad de crecimiento del cultivo. Cuando se
realizaren cultivos alimentiados, los aminodceidos glutamina, metionina y el deido aspdrtico
tmbién se agotaron. Alanina y deido glutdmico se produjeron en todos los cultivos. Sin
cmbargo, aunque la alanina es (6xica para los cultivos, no llegd en ninguno de las casos a
niveles (6xicos. Los niveles de lactato y amonio producidos en cultivos en lote se mantuvicron
por debajo de las concentraciones téxicas para las células, las que fueron mayores a 10y 15
mM, respectivamente. El suero fetal bovino resulté ser un nutrimento indispensable para el
crecimiento de ¢élulas de insecto en medio TNM-FH. La velocidad de crecimiento tuvo un

comportamiento tipo Monod con relacidn con ¢l suero fetal bovino.

El oxfgeno disuelto (OD) wvo un etecto tipo Monod sobre la velocidad de crecimiento. En
cultivos con OD superior a 5%, la velocidad de erecimiento y el consumo de nutrimenios
permanecio constante, Conforme el OD disminuyd por debajo del 10%. 1a produccidn de lactato
por mol de glucosa aunentd. Esta relacion se utilizé para inferir un OD aparente en sistemas no
instrumentados. Este OD aparente puede ser una util herramienta para determinar el OD
promedio en estos cultivos. El consumo espeeffico de oxigeno también tuvo un comportamiento
tipo Monod con respecto al OD. Se concluye que los cultivos de células de imsecto se deben
realizar a un OD mayor al 5%. Al utilizar ¢l consumo de oxfgena medido en-linca para inferir el
agotamiento de la glucosa y aminodeidos, y realizar en ese momento una alimentacién de
nutrimentos (glucosa y mezclas de aminodeidos). se obtuvo una coneentracion celular viable
mdxima 40% mayor que en los cultivos lote y se mantuvo la fase estacionaria de crecimiento
durante mds tiempo. Esta estrategia evita la acumulacién de metabolitos téxicos. El consumo de
ox{geno determinado en lfnea permiti6, ademds, inferir la concentracién celular y el estado del

cultivo. .

En este trabajo se obtuvieron 1as bases para el disefio de estrategias racionales de control
de cultivos de células de insecto, como son la alimentacién computarizada de nutrimentos y la
definicién de estrategias adecuadas para el cultivo. Estos conocimientos se aplicaron como un
primer paso hacia la consolidacién de sistemas computarizados de control.
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Capitulo 1

Introduccion

La produccién de protefnas con fines terapéuticos y profildcticos cobra mayor
importancia dfa a dia. Tradicionalmente, estas proteinas se han obtenido a través de procariotes
(bacterias), o eucariotes inferiores (levaduras). Sin embargo, estos organismos no realizan las
modificaciones post-traduccionales tipicas de células humanas, como son la adicién de
azucares ligada a -N u -0, la fosforilacidn, la acilacion, la amidacidn, la carboximetilacién, la
isopentilacion, el corte especifico de péptidos y el corte especffico de protefnas. Estas
modificaciones son indispensables para que ta proteina tenga la funcionatidad adecuada dentro
del organismo. En la altima década, se han desarrollado varios sistemas de expresién de
protefnas utilizando células de cucariotes superiores. Uno de los sistemas mds utilizados a
nivel faboratorio es el cultivo de células de insecto v baculovirus, Este sistema consiste en la
expresion de la proteina de interés a través de un baculovirus recombinante que contiene el gen
que codifica para dicha protefni. La proteina se produce después de infectar al culivo de
células de insecto con el baculovirus recombinante. Por lo tanto, la produccién de protefnas
recombinantes en biorreactores es un proceso de dos etapas: la produccion de células de
insecto infectables y la produccion de la protefna despuds de la infeccion.

El sistema baculovirus recombinante/célula de insecto presenta varias ventajas: el nivel
de produccién de protefna recombinante cs alto, comparado con otros sistemas; las células de
insecto realizan la mayorfa de las modificaciones postraduccionales de manera similar a Jas
células de mamffero, y es altamente versalil, ya que permite la expresién de una gran variedad
de protefnas. Estas ventajas han hecho que el sistema tenga grandes posibilidades de
desarrollo futuro. El sistema se ha utilizado exitosamente para producir B-galactosidasas?,
factor de crecimiento del nervio humuno (thNGF)35, interferon?8. 64, vacunas contra la fiebre
aftosa®, y otros méds. Algunas de ‘estas vacunas ya cuentan con patentes y se¢ encuentran en
pruebas para su produccién a gran escala.

Ademds de la producci6n de protefnas, las células de insecto se utilizan para la
produccién de baculovirus silvestre. Este virus es un insccticida natural que infecta
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¥
principalmente a lepiddpteros y produce su muerte. Ya que hasta el momento no se ha
encontrado ningdn baculovirus capaz de infectar a vertebrados, se reconoce camo un método
seguro de control biol6gico. Sin embargo, las limitantes para utilizar el bioinsecticida ¢s su
alto costo y el tiempo largo necesario para que actde el virus en una poblacion grande de

Inseclos.

Para que el sistema baculovirus pueda ser competitivo, tanto en el drea de ta produccién
de protefnas como fa de bioinsecticidas, es necesario optimizar el proceso de cultivo de las
células de insecto. Sinembargo, la informacion en cuanto a los requerimientos nutricionales
de las células, a el efecto de compuestos toxicos y a su metabolismo es muy limitada, Esta
informacidn es un requisito indispensable para desarrollar estrategias de cultivo de las células
para obtener la mayor concentracién celular con los menores recursos posibles.

En este trabajo se han determinado los requerimicntos nutricionales de las células de
insecto tanto en frasco T (cultivos estdticos), frasco agitado y reactor instrumentado. Entre los
nutrimentos estudiados se encuentran: el suero {etal bovino, componente del medio de cultivo
que inerementa de manera importante ¢l costo del productos y eloxigeno disuelt, nutrimento
que limita frecuentemente el crecimicnto, sobre todo en cultivos a mayor escala. Se ha
determinado el efecto sobre el crecimiento celular de dos metabolitos téxicos: el amonio y el
lactato, En cultivo en reactor instrumentado se determing en lnea la velocidad de consumo de
oxfgeno, pardmetro que nos permitié monitorear en Ifnea diversos pardmetros del estado del
cultivo, como concentracién celular, fase de crecimiento y agotamiento de nutrimentos, Se
implementaron también estrategias de alimentacion selectiva de glucosa y aminodcidos.

Todo esto con ¢l fin de lograr obiener la mayor concentracién celular posible, lo cual es
un requisito indispensable para lograr optimizar fa productividad de los cultivos durante la fase

de infeccion,
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Capitulo I1

Antecedentes

2.1 El sistema células de insecto/baculovirus

Las protefnas de interds se expresan en las células de los insectos a través de un
baculovirus recombinante que contiene ¢l ADN que codifica para tal protefna. Estc ADN se
coloca en lugar del gene que codifica para la protefna polihedrina o para la protefna pl0. La
protefna polihedrina protege al virus del medio ambiente, por fo que no es necesaria en el
cultivo in vitro. La funcién de la proteina pl0 no se conoce, pero su eliminacion no afecta la
replicacion in virro del virus, La polihedrina puede constituir hasta el 50% de la protefna

celular, por lo que se pueden obtener niveles alos de expresion de la protefna de interés®,

El baculovirus tiene 1a ventaja de poseer una cdpside expandible que permite la insercidn
de genes muy grandes. Hasta hoy, no sc conoce ¢l mdximo de insercién de secuencias
extraias. El gene puede contener o no intrones, Se pueden expresar simultineamente varios
genes de subunidades de protefnas, donde gencralmente estas protefnas se ensamblan
adecuadamente, Las protefnas expresadas se pueden dirigir a diferentes compartimientos
celulares o ser excretados por la célula, Actualmente existen ya estuches o “Kits” comerciales
que permiten la ficil construceidn de los virus recombinantes y su aislamiento.

2.2 Técnicas de cultivo de células de insecto

La produccién in vivo de baculovirus, utilizando larvas de insectos, ha sido la forma
principal para la produccién de bioinsecticidas. Este método requiere de gran cantidad de
mano de obra, espacio de trabajo y cuidados especiales. Las larvas infectadas son vfctimas
féciles de bacterias y otros par4sitos62.

Sin embargo, al establecer las técnicas para la produccién de protefnas fue necesario
desarrollar un sistema més controlado. El cultivo in virro de células de insecto fue la opcién

wn
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inmediata para la produccidn de proteinas recombinantes y, debido a sus ventajas, se utiliza
cada dfa méds para la produccion de bioinsecticidas. Agathos! ha resumido algunas de estas

ventijas, como son:

@ Costos reducidos de capital para el equipo de propagacidn celular (biorreactores),
camparados con los de las elaboradas instalaciones que se requieren para muntener
msectas completos

@ Costos de mano de obra reducidos

@ Costos menores e fa cosecha y purificacién de la protefna

@ Produccidn de productos virales “limpios™: libres de contaminacién microbiana y de
impurezas indeseables

@® Un mejor monitoreo y control de las condiciones de cultivo que permitirdn un
adecuado control de calidad

@ La posibilidad de diseiar plantas automatizadas y de mayor escala

@® Una mayor productividad obtenida al aplicar nuevos conocimientos en ingenierfa

gendtica o en diseiio de biorreactores

Sin embargo, es necesario superar una gran cantidad de problemas para producir la
mayor cantidad de producto con los menores recursos. Esto permitird que los productos
obtenidos a través de las células de insecto estén al alcance de la mayor cantidad de gente

posible.

Ya que la informacién disponible sobre el comportamiento en cultivo de las células de
insecto es escasa, una prdctica comin ha sido extrapolar los conocimientos del
comportamiento de cultivos de células de mamifero hacia los de células de insecto. Estas
suposiciones no son necesariamente ciertas, como liemos comprobado en este trabajo.

A continuacién enlistaremos las principales limitaciones del cultivo in vitro y las
estrategias que se han seguido hasta el momento para su solucién. En el presente trabajo, se
utiliz6 informacidn sobre cultivos de,células de mamffero cuando no existfa informacién
disponible sobre células de insecto..



Antecedentes

2.2.1 Fragilidad celular

Las células de cucariotes superiores son muy sensibles a los esfuerzos de corte del
liquido y al estrés hidrodindmico al que son sometidas en biorreactores. Las células de insccto
son especialmente sensibles al burbujeo. Bavarian et al.3 y Chalmers et al.'! han comunicado
los principales mecanismos de dafo celular que sufren las células de insccto al interactuar ¢on

burbujas en los cultivos. Estos mecanismos son:

@ La adsorcidn de las células a las burbujas acompaiiada de los esfuerzos de corte a los
que se somete la membrana conforme la burbuja asciende en el reactor.

@ La unién de las células a la interfase aire-medio y et transporte de estas células a la

capa de espuma

@ L destruccion de células adsorbidas a las burbujas debido a la liberacién de energia
potencial al momento de la ruptura de 1a burbuja

@ La destruceion de las eélulas que estin cercanas al lugar de ruptura de las burbujas

Todo esto hace dificil proporcionar oxigeno a los cultivos de células de insecto, sin
someterlas a las condiciones descritas anteriormente. La solucién mds efectiva y generalmente
utilizada es la adicién del copolfmero no i6nico Pluronic F-68%. La adicién del Pluronic al
medio de cultivo ha permitido el cultivo de células de insecto en reactores con aireacion
sumergida o en reactores air lift*, Uno de los mecanismos propuestos del efecto protector del
Pluronic F-68 supone que tal aditivo evita que las células se adhicran a las burbujas al bajar la
tension superficial del medio de cultivo?0, Alternativamente, Murhammer y Gooche??
proponen que el Pluronic interactua con la membrana celular, lo que reduce su rigidez y
proporciona proteccién contra el medio ambiente. Asf mismo, Ramfrez y Mutharasan35 han
dado evidencias de que efectivamente el Pluronic F-68 interactus con la membrana
plasmética, Otros polfmeros que han sido utilizados con éxito para proteger a las células son la
metilcelulosa y la dextrana?0, :
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2.2.2 Transferencia de masa insuficiente

La fragilidad de las células de insecto dificulta proveer la cantidad de oxigeno adecuada
para ¢l 6ptimo crecimiento. Esto seiiala la necesidad de definir a tensién de oxfgeno dptima
para ¢l crecimicnto celular. Sin embargo, existe muy poca informacién sobre esto en la
literatura. Ademds, la poca informacidn disponible es vaga y poco cuantitativa.

Lindsay y Betenbaughs cuantificaron la produccién de f-galactosidasa por St-9 en
cultivos con y sin abastecimiento de aire al cultivo por medio de aireacién superficial (sin
burbujear el cultivo). Obtuvieron el doble de B-galactosidasa en condiciones de aireacién
superficial. Sin embargo, no midieron el oxfgeno disuclio (OD) en ninguno de los cultivos.
Scott et al.8! produjeron una protefna de la cdpside del virus de la hepatitis C a 60 y 80 rpm, y
consideraron que ¢l cultivo a 80 rpm tenfa un OD mayor, Sin embargo, no midieron el OD en
estos cultivos, pero sf observaron un aumento en la concentracién celular viable y un aumento
de 25 veces la produceidn de la proteina en los cultivos agitados a 80 rpm. Wang et al.7!
realizaron cultivos sin control del OD y otros cultivos con OD de 35%. En el cultivo sin
control de OD este disminuy6 hasta 0% después de la infeceidn y las ¢élulas permanecicron
viables mids tiempo, ya que la falta de oxigeno provocd una infeccién poco eficiente. Las
células con OD de 35% murieron rdpidamente debido a lisis provocada por los virus. Wang et
al.”! concluyeron que es necesario que exista oxfgeno en el medio de cultivo para que las
células pucdan mantener su actividad metabélica, y proveer energia y precursores para la
sintesis de prolefnas, Segtin Reuveny et al.’8 es necesario mantener un control de OD en el
proceso de infeccion de Sf-9 ya que encontraron una reduccién del 30% de la produccién de
[3-galactosidasa entre un cultivo a 15% de OD y uno que suponen se encontraba en exceso de
oxfgeno. Estos autores no midieron el OD en el cultivo que supuestamente se encontraba con
exceso de oxigeno. En estos trabajos no hubo una definicién del OD 6ptimo para el
crecimiento celular o para el proceso de infeccién y produccién de las protefnas.

Entre los pocos trabajos que han cuantificado el efecto del OD sabre ¢l crecimiento
celular y la producci6n de protefna seencuentran los de Zhang et al.”? y Hensler y Agathos?6,
Zhang et al.” realizaron cultivos de células de ovario del gusano de seda Bombyx mori BM-5
a 10, 20, 30, 40 y 50% de OD. Encontraron una reduccién en el crecimiento de 24.84% a OD
por debajo de 10%, comparando con cultivos a 30%, en los que obtavicron la concentracién
celular mdxima. Tampoco indicaron diferencias significativas en el crecimiento celular por
arriba del 10%, ni estudiaron el efecto del OD sobre el consumo de nutrimentos. Hensler y
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Agathos?® no encontraron diferencias entre las velocidades de crecimiento, la densidad
mdxima alcanzada, la viabilidad, el coeficiente metabdlico de glucosa y glutamina y el
consumo de oxfgeno a OD de 100, 50, 10 y 5%. En contraste, Jain et al.2 encontraron una
disminucidén de aproximadamente el 25% de la velocidad de crecimiento a 65% de OD en
relacién a cultivos a OD de 10 y 110%. Ademds, encontraron que ¢l consumo especffico de
oxigeno en la fase de produccién de la protefna (antistasina) era mayor conforme ¢l OD
aumentaba. La velocidad espectfica de consumo de oxfgeno fue el doble en el cultivo a 65%
(4-6 moles Oy/cel s) que en el cultivo a 10%, (2-3 moles Oy/cel s) y 4 veces mayor a 110% (9-
12 moles Oyfcel s) que a 10 %. Sin embargo, este trabajo es poco cuantitativo, ya que no
menciona las concentraciones de protefna obtenidas, ni el valor exacto de la velocidad
especffica de consumo de oxfgeno.

2.2.3 Toxicidad de metabolitos

El amonio ha sido reportado como el principal metabolito téxico para células de
mamfferos. El amonio se produce por la célula al metabolizar fa glutamina. Por cada moléeula
de glutamina que se metaboliza se generan dos moléculas de amonio. Ademds, la glutamina
presente en el medio de cultivo libera a amonio al descomponerse espontdncamente. Esta
descomposicidn sigue una cinética de primer orden y depende del pH, fuerza iénica,
temperatura y composicién del medio de cultivo3?,

El amonio actia como una base débil (NH3) y al aceptar un protén s¢ convierte en un
dcido débil (NH4*). Es el NHj3 disuclto, no el ion amonio, ¢l que es soluble en lfpidos y al que
las células de mamfifero son permeables!'S 3, El ion amonio es introducido a la célula por
ciertas protefnas de transporte, entre las que estdn la Nat/K+-ATPasa y el cotransportador
NatK+2Cl-, El ion amonio se une al sitio dc unién de potasio, el sustrato natural de estas
protefnas®6, Este transporte es mds lento que la difusién del NHa. Ya que el equilibrio
amoniaco-amonio depende del pH, es claro que la accién del amonio en términos de toxicidad,
regulacion celular, etc. es una funciénf del pH23. 37, Sin embargo, una vez que el NHj atraviesa
la membrana celular, se puede asociar con un protén para formar el ion amonio, dependiendo
del pH presente en la matriz intracelular, Se han propuesto dos mecanismos de dafio celular
provocado por el ion amonio y/o el amoniaco38, En el primero el amoniaco es el principal
responsable del dafio celular, El amoniaco provoca una alcalinizacién de los lisosomas, lo que
lleva a vacuolacién y muerte celular, Este mecanismo depende del pH extracelular. En el

9
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segundo mecanismo, el ton amonio es ¢l principal toxico. El transporte del ion amonio
interficre con el transporte de potasio al interior de la célula, la que afecta el gradiente de
potasio celular y evita que exista potasio disponible como cofactor de enzimas36, Este
deshalance i6nico puede afectar el metabolismo celular. El transporte de amonio al interior de
la célula tiene un costo energético inGtil para la célula. Ademds el amonio intracelular altera el
pH de la mitocondria y ¢l citoplasma celular, por lo que la célula debe neutralizarlos, lo que
provoca un gasto energético mayor. Este mecanismo es independiente del pH extracelular,

Ambos mecanismos actdan al mismo tiempo.

Hassell et al.?5 han clasificado a las lincas celulares de mamftero en tres grupos, segiin
su respuesta al amonio afadido extracelularmente: a) las que no son afectadas por
concentraciones hasta 2.5 mM (células Vero, epiteliales humanas 293 y fibroblastos humanos
diploides); b) tas que son parcialmente inhibidas con 2mM respecto a sus rendimientos por
mol de sustrato normales en un 50-60% (células McCoy y MDCK); y ¢) en las que sus
rendimientos finales se ven reducidos en mids de un 75% con 2mM de NH4Cl (células HeLa 'y
BHK). Miller et al.*0 reportaron que los cultivos de hibridomas presentan una disminucion de
la velocidad de crecimiento y en la produccidn de amonio a concentraciones de amonio por
encima de SmM. Hansen y Emborg24 observaron en células CHO un aumento del 30% del
coeficiente metabélico de alanina acoplado con una disminucién del coeficiente de produccién
de amonio a concentraciones de amonio altas (6-8mM). Este cambio en ¢l metabolismo del
amonio fue explicado por Miller et al.4% como el uso de la ruta de la alanina aminotransferasa
en la conversién de glutamato a 2-oxoglutarato en lugar de la ruta de la glutamato
deshidrogenasa, Ozturk y colaboradores’! comunicaron para el mismo tipo de cultivo, una
disminucién de la velocidad especifica de crecimiento del 50% con 4 mM de amonio. Aunque
la concentracién tipica de amonio que alcanza un cultivo s de 2 a 5 mM, esta concentracién
aumenta en cultivos alimentados con glutamina o en cultivos con altas densidades celulares.

Basados en esta informaci6n se habfa pensado que las células de insecto eran igualmente
sensibles al amonio, hasta que en 1993 Bédard et al.5 reportaron el efeeto del amonio en el
crecimiento celular y su produccién:por cultivos en lote de células de insecto, El amonio
précticamente no se produjo y no fue téxico en concentraciones hasta de 10 mM. Esta
diferencia en la toxicidad de amonio puede deberse a la diferencia de pH entre el cultivo de
células de mamffero y el de células de insecto, Las células de insecto crecen a un pH menor
(6.2) que las células de mamfifero (7.2-7.3). Como ya se explicé, el pH menor favorece la
formacién del ion amonio en el medio de cultivo en lugar del amoniaco. Asimismo, s¢ sabe

10
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gue la formacion de amonio por descomposicion de la glutamina, disminuye en forma
importante al disminuir el pH*,

Stravoulakis y colaboradores®® han reportado el consumo de amonio por células del
gusano de la seda (Bombix mori ). Este consumo fue registrado en concentraciones altas de
glutamina y aparentemente sucede debido a cambios en el metabolismo celular que resultan en
una mayor tasa de formacién de deido drico, y, por lo tanto, un mayor consumo de amonio. En
S1-9 se deteetd deido drico solamente al final del cultivo en niveles muy pequefios®. Ohman et
al.49 suponen que existe consumo de amonio acoplado a la produccién de alanina en células
St-9.

Ademds del efecto del amonio sobre ¢l crecimiento celular, se ha reportado su efecto
sobre la adicién de azucares y el procesamiento de proteinas. Gooche y Monica?! reportan que
la adicidn de 14mM de amonio a células plasmdticas en cultivo ocasiona la secrecién de
anticucrpos deficientes en el sidlico terminal, Dyken y Sambanis!” no encontraron efecto
sobre el crecimiento de células endocerinas con 6mM de amonio. Sin embargo, esta
concentracin afeetd el procesamicnto y adicidn de azucares a proteinas producidas por las
células. Caceiuttolo et al¥ indicaron que en cultivos de células de insecto, el amonia y el
lactato inhibfan la expresién de protefnas en células de insecto St-9 y High §, adn en
concentraciones que no inhiben el crecimiento celular. Esto ha confirmado la importancia de
controlar Ja produccidn de amonio en los cultivos.

El lactato es el otro metabolito que tienc importante efecto téxico en las células de
mamffero. El lactato es el principal subproducto del metabolismo de glucosa en el
metabolismo anaerobio, aunque también puede ser producido a partir de la glutamina. En el
caso de las células malignas, como los hibridomas, hay una tendencia a la glucélisis incluso
cuando el cultivo no estd limitado de oxigeno. La produccidén de lactato depende de la
concentracién de glucosa, la actividad celular y las condiciones ambientales. Se ha
determinado que el lactato es téxico en cultivos en donde no hay control de pH. La
concentracién a la que el lactato es iphibitorio generalmente es mucho mayor que la del
amonio. Ozturk y colaboradores’! reportaron que en cultivos de hibridomas el lactato era
t6xico a concentraciones alrededor de 55 mM. Atribuyeron el efecto del lactato a un aumento
en la osmolaridad del medio de cultivo, No observaron una disminucidn significativa de pH.

11
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Bédard et al.* y Kamen et al.3! reportaron para cultivos de células de insecto que solo
habfa produccidn de lactato cuando los cultivos no se encontraban ¢n condiciones 6ptimas. Sin
embargo, no indicaron cudles son esas condiciones y hasta que punto afectaban el crecimiento
celular. Bédard y colaboradores’ reportaron un consumo de lactato al {inal del cultivo.

Ademds del amonio y el lactato, otros productos también pueden ser toxicos, aunque
poco hay reportado al respecto. Roberts™? report6 la posible existencia de una sustancia téxica
no dializable que timitaba el crecimicnto celular, Lindsay et al.3 y Bédard et al. 5 reportaron
la existencia de alguna otra toxina, no especificada, que limitaba el crecimiento,

2.2.4 Requerimientos nutricionales complejos

Las células de eucariotes superiores requieren de una gran variedad de sustancias para
que sea posible su cultivo in vitro. Estos requerimientos hacen que los productos obtenidos a
través de estas células sean muy caros. Sin ¢mbargo, su importancia terapéutica ha justificado

su elevado precio.

El suero fetal bovino aporta factores de crecimiento, hormonas, inactiva materiales
toxicos, provee protefnas acarreadoras que estabilizan y hacen disponibles hormonas y
nutrimentos a la célula, provee nutrimentos que suplementan la composicién del medio de
cultivo, contiene inhibidores de proteasas, afecta la solubilidad de nutrimentos y afecta las
propiedades fisicas del medio de cultivo (osmolaridad, cocficicntes de transferencia de
masa)*0, Este suero sustituy6 a la hemolinfa de insecto, que tenfa problemas de metanizacién y
de alto costo?!, Las células de insecto no pueden crecer sin suero o sin los sustitutos, definidos
e indefinidos, que se han diseiiado para reemplazarlo. El disefio de medios de cultivo sin suero
ha facilitado la purificacién de las protefnas obtenidas en cultivos de células de insecto. Sin
embargb. las sustancias que sustituyen al suero son igual o mds costosas que el suero en sf. En
hibridomas Dalili y Ollis!4 comunicaron que la velocidad de crecimiento en cultivos limitados
por suero segufa una cinética tipo Monod. En ese trabajo se utilizé 2% de suero como la
menor concentracién. Léry y Fediere® reportaron para cultivos de células del insecto
Christoneura fumiferana, un crecimiento celular muy lento y muerte con 5% de suero fetal
bovino en medio Grace. A 2% de suero no sobrevivieron las células. A nuestro conocimiento,
este es el dnico trabajo sobre efecto de la concentracién de suero fetal en el crecimiento de
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células de insecto, aungue existen varios trabajos sobre la sustitucion de suero fetal bovino por
yema de huevo!2 u otros suplementos?,

Las célufas de insecto pueden utilizar varias fuentes de carbono. La glucosa ha sido
identificada como la principal® 2357, La maltosa y la fructosa se consumen a partir de que la
glucosa disminuye a valores limitantes, Kamen et al.3! reportaron consumo de lactato después
del agotamicnto de glucosa y glutamina, Este comportamiento de los cultivos de células de
insecto resultd inesperado ya que el lactato es reconocido como un téxico importante para
cultivos de células de eucariotes superioresdt.

En cuanto a la sacarosa, existen reportes contradictorios sobre si es utilizada o no por las
células de insecto. Este carbohidrato ha sido adicionado al medio de cultivo para ajustar la
osmolaridad. Reuveny et al.57 observaron que no habia crecimiento celular cuando la sacarosa
era la tnica fuente de carbono disponible. Bédard et al.4 y Ferrance et al.!? informaron que la
sacarosa no se consumia. Stravoulakis ct al.% reportaron la degradacion de la sacarosa por
células, con ¢l consecuente consumo de la glucosa y acumulacién de la tructosa. Wang et al.69
han sugerido fa produccién de o plucosidasa activa por células de Sf-9 infectadas y la
consecuente hidrélisis de la sacarosa con fa utilizacion posterior de la glucosa formada. Grace
y Brzostowski?3 y Clements y Grace!? observaron el consumo de sacarosa por células del
ovario de A. eucalepti a partir de que la concentracidn de glucosa se encuentra por debajo de
1.6 mM.

Mitsuhashi43 ha determinado los aminodceidos esenciales para diferentes lneas de células
de inscctos. En este estudio no se incluye a la linca Sf-9. Sin embargo, podemos hacer
extrapolaciones hacia csta Ifnea celutar. Mitsuhashi ha dividido los aminodcidos en los
siguicntes grupos:

@ g alaning, La concentraci6n de este aminodcido aumenta conforme aumenta la edad
del cultivo como resultado de una transaminacién entre log dcidos pirdvico y
glutdmico y de la degradacidp de otros amino4cidos y de la protefna del suero. No es
esencial para el crecimiento celular, Bédard y colaboradores® indicaron la produccién
de alanina por Sf-9 en TNM-FH hasta el agotamiento de glucosa. A partir de que se
ha agotado la glucosa la alanina se consumfa, debido a su transaminacién para
producir glutamato y piruvato.
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Estos aminodcidos se consumen ¢
altas cantidades durante los cultivos. El deido aspdrtico no es esencial o se requiere en
muy bajas cantidades para el cultivo de células de insecto. La falta de cistina, un
aminodcido esencial, tiene efectos muy marcados en el crecimiento de células de
insecto. La falta de metionina impide el crecimiento celular, por lo que también es un

aminodcido esencial.

El consumo
de estos aminodcidos es menor que para los del grupo anterior. La asparagina no es
esencial para el cultivo de células de insecto, aunque Grace y Brzostowski??
reportaron un alto consumo por células de ovario de A. eucalepsi. La falta de
isoleucina imposibilita el crecimiento celular. La leucina es un aminodcido esencial.
La falta de fenilalanina impide el cultivo prolongado de las células de insccto y limita

el crecimiento. La falla de treonina no tiene efectos marcados en el crecimiento
cclular. Sin embargo, sin clla es imposible mantener las células a largo plazo. El
triptofano limita el crecimicnto de células de lepidépteros. La valina es ur aminodcido

esencial para células de insecto.

La concentracidn de estos aminodcidos cambia muy
ligeramente durante los cultivos. Se supone que la arginina ¢s importante como parte
del ciclo de la ornitina. Es esencial para el cultivo de células de insecto. La glicinaSs,
la lisina y la serina son aminodcidos esenciales.

@ { alanina, deido gludmico v proling, Los patrones de consumo de estos aminodcidos

varfan entre las diferentes lineas celularcs. La B alanina, aminodeido no proteico
precursor del dcido pantoténico, es téxica para la mayorfa de las lineas celulares de
insecto en cultivo, La falta de prolina no produce un efecto marcado en el crecimiento
celular, Sin embargo, es un aminodcido esencial a largo plazo. El 4cido glutdmico
puede ser producido o consumido. Es un aminodcido no esencial; $e ha reportado® su
consumo por Sf-9 durante todo el cultivo, probablemente para producir o
cetoglutarato y amonio porla accién de la glutamato deshidrogenasa.

@ Histidina v tirosina, El perfil de estos aminodcidos cambia durante el cultivo, Segdn
Mitsuhashi43, la histidina y la tirosina son esenciales para el cultivo de células de
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insecto, mientras que Grace y Brzostowski®3 reportaron la produccion de histidina por

células de ovario de A. ewcalepti.

Tremblay y colaboradores® concluyeron que las células de insecto S{-9 son auxotrofas
para cistina y glicina, pero no para metionina o serina. Esto se debe a que las ¢élula S-9 no
tienen la enzima necesaria para la sintesis de estos aminodcidos, la hidroximetiltransferasa de
serina. La falta de esta enzima es un caso dnico en las células de eucariotes y confirma las
diferencias de metabolismo entre mamiferos y células de insecto. A pesar de esto la cistina no
es un aminodcido medido rutinariamente en cullivos de células de insecto. Radford et al.33 han
reportado a Ia cistina como el Gnico aminodeido que se agota en cultivos de Sf-9.

La glutamina es el aminodcido de mayor importancia en el cultivo de células de
mamiferos. Es importante para la sintesis de purinas, pirimidinas, glucosaminas v asparagina.
Reitzer y colaboradores®® presentan evidencia de que la glutamina es la principal fuente de
energfa en ¢élulas Hel.a. Aparentemente, fa oxidacién de glucosa y glutamina estd controlada
coordinadamente en varias lincas celulares”. Cuando la fructosa o galactosa son la fuente de
carbono, el porcentaje de energia obtenida a través de a glutamina es mayor que cuando la
glucosa es fa fuente de carbono El consumo de glutamina, para obtener energfa. origina dos
moles de amonio, mientras que su uso para biosintesis origina solo una. La ruta del
metabotismo de la glutamina en células de mamifero se llama glutamindtisis. E] amonio y el
factato son subproductos importantes en esta ruta. Durante la deaminacion de la glutamina por
la glutaminasa se produce una cantidad considerable de amonio?®,

Bédard et al.? han propuesto para células S$f-9 el mapa metabélico que se muestra en la
Figura 2.1. En esta figura se muestra el metabolismo de carbohidratos y glutamina y la
produccién y el consurno de amortio y lactato,

Con esta informacién se han disefiado medios y estrategias de cultivo de células de
insecto. Ferrance et al.!%, Kamen et al.3!, Wang et al.70. 7!, Roberts69 y Stravoulakis et al.63
consideraron a la glutamina y a la _gll;c'osa como los nutrimentos claves en el cultivo de las
células de insecto. Ferrance et al.!9 reportaron a la glutamina y al glutamato como los
aminodcidos limitantes y como fuente de energfa. Bédard et al.5 reportaron una produccién
lenta de amonio en cultivos de Sf-9, por lo que aseveraron que la glutamin6lisis no era
importante en el cultivo. Sin embargo, aunque la glutamina era el aminodcido dé mayor
consumo, no llegaba a agotarse y no limitaba el crecimiento. Ohman et al.# debatieron la
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3
hipdtesis de Bédard, pues el consumo de glutamina por las células de insecto es demasiado
grande para que toda sea utilizada para la biosintesis. Ademds sostienen la hipétesis de que la
glutamina puede ser sintetizada por células St-9.

También el dcido glutdmico ha sido considerado como un aminodeido clave en el cultivo
de células de insecto. Bédard et ald seialan al deido glutdmico como el aminodeido de mayor
consumo por Sf-9. Ferrance et al.!? reporta limitacién del crecimicento por falta de deido

glutdmico.

Ya que fa alanina es tdxica para células de mamifero, se ha planteado que puede ser
téxica para células de insecto. Sin embargo, la adicién de alanina a los cultivos de células de
insecto ha demostrado que no es téxica hasta niveles de 40mM4 26, mientras que los niveles
tfpicos que se alcanzan cn cultivo diffcilmente rebasan vatores de 12mM4. La produccién de
alanina por las células de insecto esta acoplada al metabolismo de la glucosa. La glucosa es la
principal fuente de carbono para alanina y regula su formacién, Una baja concentracién de
glucosa conduce al consumo de alanina, mientras que una alta concentracién de glucosa
conduce a la produccién de alanina via la glutamato-piruvato transaminasa®?, La alanina es un

subproducto de la glicolisis?o,

El medio para el cultivo de células de insecto contiene frecuentemente dcidos orgdnicos
como dcido cetoglutdrico, succinico o mdlico. Estos dcidos se han catalogado como no
esenciales para el cultivo de células de insecto?d, La mayoria de las células de vertebrados ¢
invercbrados no pueden sintetizar dcidos grasos esenciales y tienen una capacidad muy
limitada para la desaturacién y elongacién de los dcidos grasos. Los lipidos son nutrimentos
indispensables para el cultivo de ¢élulas de insecto y para la produccién de baculovirus??, La
{alta de ellos puede ocasionar degeneracion de las células y falla de infectividad del virus. Las
células de insecto, a diferencia de las de mamffero, no pueden sintetizar colesterol4!. Sin
embargo, ¢l colesterol no se ha caracterizado como un nutrimento esencial. Inclusive, segiin
Léry y Fediere34 el colesterol inhibe el crecimiento celular. 0,

AN

Mitsuhashi4? reporta al extracto de levadura como la principal fuente de vitaminas en el
cultivo de células de insecto. Las vitaminas esenciales para varias Ifneas celulares de insecto
son la tiamina, riboflavina, piridoxina, 4cido félico, niacinamida, inositol, colina, carnitina y
vitamina B-124!,
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2.3 Estrategias utilizadas para mejorar el cultivo in vitro

Se han desarrollado varias estrategias para contender con los problemas antes

mencionados.

Como ya s¢ ha mencionado anteriormente, para contender con el problema de la
fragilidad celular se han utilizado aditivos como el Pluronic F-68 y la metilcelulosa para
proteger a las células de los esfuerzos de corte. Sin embargo, ¢l uso de estos compuestos
disminuyen cl coeficiente de transferencia de masa de manera importante??. Esto, aunado a la
ya baja wansferencia de masa caracterfstica de estos sistemas, ha Hevado al disefio de
impulsores tales como hélices helicoidales3!; y de mélodos de cultivo novedosos, como

biorreactores air-lifr*7.

Para cvitar la limitacidn de nutrimentos en el sistema y la acumulacion de metabolitos
tdxicos, se han utilizado: et cultivo continuo®®, la perfusién!9 y el cultivo en lote alimentado®
19.48.59. 65. 71 En el cultivo continuo, se subutiliza ¢l medio de cultivo, mientras que en la
perfusion es dificil lograr una separacion eficiente de las células del medio de cultivo debido a
que las células sufren dafio celular?, los filtros de separacidn se obstruyen, y los sistemas
suelen ser complejos por to que corren mayores riesgos de contaminacidn. Varios grupos han
utilizado la estrategia de cambiar el medio de cultivo antes de praceder a la infeccién, Hensler
y Agathos26, Kioukia et al.32, Bédard et al.5, Roberts>? y Lindsay et al.3% han utilizado esta
estrategia con ¢éxito. Sin embargo, el procedimiento de separar las células y el medio tiene
riesgos de contaminacidn y de daiio celular, Esto sin considerar el clevado costo del medio de

cultivo que es subutilizado.

El cultivo en lote alimentado ha sido utilizado con el fin de optimizar el cultivo de
células de insecto y como herramienta para estudiar el metabolismo de lfas células de insecto®S,
Roberts? aliment6 glutamina, con lo que aument6 la concentraci6n celular en un 43.5%,
comparada con el caso de reemplazar totalmente el medio de cultivo. Ademds, adicioné un
50% de medio fresco (aument6 la copcentracién celular en un 54.5%, comparada con el caso
de reemplazar totalmente el medio), reajusté el pH (aumento en la concentracién celular
significativa no cuantificada comparada con el caso de reemplazar totalmente el medio) y
aliment suero fetal bovino (aument6 la concentracién celular en un 46%, comparada con el
caso de reemplazar totalmente el medio). Wang et al.”! alimentaron glucosa y glutamina con
lo que tuvicron un aumento en la concentracién celular y en la produccién de protefna, aunque
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no determinaron glutamina, Nguyen et al*® alimentaron glucosa y glutaming, con lo que
anmentd marginalmente fa concentracién celular y disminuyd el rendimicnto de la protefna
fhNGFE (factor de crecimiento del nervio humano). Pasteriormente alimentaron glucosa,
glutamina y extracto de levadura, con lo que anmentd la concentracion celular y la produccién
de protefna, La alimentacidén de lipidos no increment6 la concentracién celular, pero aumentd
la produccién de la proteina. En fermentaciones alimentadas § veces con glucosa, glutamina,
extracto de levadura y lipidos, obtuvieron una concentracion celular 5 veces mayor que la

obtenida en cultivos lote. Estos autores no infectaran este cultivo,

Bédard et al.% alimentaron diferentes concentrados de nutrimentos. Con la alimentacion
de un concentrado de aminodcidos (Arg, Asn, Asp, Glu, Gin, Gly, His, Iso, Leu, Lys, Met,
Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Val, Cys) o de un ultrafiltrado de extracto de levadura (50X)
obtuvieron una recuperacién de la velocidad especffica de crecimiento del 95% comparada
con ¢l caso de reemplazar totalmente el medio. Ademds, reportaron un aumento en fa cantidad

de proteina por célula.

Estas Gltimas investigaciones favorecen la hipdtesis de Ja limitacion del erecimiento por
falta de algdn nutrimento, y no por la presencia de un agente tdxico. Asimismo, apuntan hacia

la necesidad de plantear mejores estrategias de alimentacién de nutrientes.

Caron et al.? observaron una disminucién de la produccion de protefna en cultivos con
altas coneentraciones celulares, Esta disminuciGn se eliming cuando cambiaron-¢l medio antes
de infectar el cultivo, por lo que supusieron la presencia de un agente téxico. Sin embargo, no
determinaron la concentracion de Jos nutrimentos en el medio de cultivo, por o que no pueden
asegurar que todos los nutrimentos se encontraban en concentraciones no limitantes cn los
cultivos con altas densidades celulares. Ferrance et al. ' alimentaron glucosa a cultivos de S1-9
con medio IPL-41 cuando esta estaba agotada, pero no observaron ninguna diferencia en la
concentracién celular o la velocidad de crecimiento entre este cultivo y uno donde se affadié la
misma concentracién de glucosa al inicio del cultivo. Sin embargo, no reportaron si hubo
diferencia entre la concentracién de Jactato de ambos cultivos, La mayor concentracién de
glucosa al inicio del cultivo pudo haber generado mayor cantidad de lactato, que serfa t6xico
en cultivos con altas concentraciones celulares.

Ninguna de Jas estrategias mencionadas estd basada en el andlisis del metabolismo de las
células de insecto, y simplemente son procedimientos empfricos. Esto provoca un alza del
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costo de los cultivos, como en el caso de reemplazar totalmente el medio; ast como una mayor
generacion de metabolitos téxicos, ya que se proporcionan nutrimentos ¢n exceso al cultivo.
El desarrollo de estrategias de alimentacion selectiva y racional de nutrimentos de forma
automdtica debe permitir obtener cultivos con mayores concentraciones celulares y
viabilidades mayores, antes de la infeccién. Esto deberd resultar en el aumento del
rendimiento de proteina recombinante. Para desarrollar estas estrategias es necesario tener

conocimiento de las necesidades nutricionales de los cultivos.

Se ha explorado el uso de pardmetros que puedan ser medidos en linea y que permitan
hacer inferencias sobre el estado del cultivo. Estos pardmetros permiten tomar decisiones
sobre los cultivos casi inmediatamente que ha ocurrido un hecho relevante, como el
agolamicnto de algin nutrimento o el alcanzar una cierta densidad celular. En cuanto a
cultivos alimentados, ct consumo de oxfgeno ha sido wtilizado por Ramirez y Mutharasan>?
para detectar el agotamiento de glutamina en cultivos de hibridomas y alimemarla en ese
momento. Utilizando esta estrategia, la concentracion celutar aumentd de 3.5 x100¢el/mL a
5.7 x106¢el/mL; v la concentracién de anticuerpos monoclonales de 28 mp/L a 60 mg/L.
Posteriormente, Higareda?” ha utilizado ¢l consuma de oxigeno para detectar, ademds del
agotamiento de glutaming, el agotamicento de glucosa. Al alimentar glucosa, utilizando el
consumo de oxfgeno para detectar su agotamiento, obtuvo un incremento de 600% de la
concentracién celular méxima y un 300% de ta productividad de anticuerpos monaclonales,
comparando con cultivos lote. Eyer!® utiliz6 también el consumo de oxfgeno para alimentar
glutamina en cultivo de hibridomas, y obtuvo el doble de concentracién celular y el triple de
anticuerpos monoclonales, comparado con cultivo lote. En cultivos de células de insecto, ¢l
grupo del Dr. Amine Kamen (Biotechnology Research Institute, Canada. Comunicacién
personal) ha utilizado la velocidad de generacién de CO; para monitorear el estado de los
cultivos, especialmente para comprobar la eficiencia de las infecciones.

En resumen, para cultivos de células de insecto no existe informacién concluyente sobre
los requerimientos de carbohidratos, amino4cidos, suero fetal bovino y oxfgeno; asf como el
efecto téxico del amonio y el lactato. Esta informacién es indispensable para disefiar
estrategias de control computarizadas para los cultivos, La aplicacién de dichas estrategias
permitird optimizar el cultivo de las células de insecto, y la posterior produccién de protefnas a
partir de ellas. '
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Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar estrategias de control computarizadas de adicion de nutrimentos para
optimizar ¢l cultivo de células de insecto S£-9 (antes de la infeccidn) en biorreactores agitados.

3.2 Objetivos especificos

@ Determinar los requerimicentos nutricionales de células de insecto S1-9 en cultivos estiticos

y agitados:

O Carbohidratos: glucosa, fructosa y sacarosa
O Aminofcidos

O Suero fetal bovino

O Oxigeno

@ Determinar el efecto toxico del amonio y el lactato

@ Utilizar mediciones en lfnea del consumo de oxfgeno para identificar el agotamiento de
nutrimentos y suplementarlos selectivamente. i



Materiales v Métodos

Capitulo 1V
Materiales y Métodos
4.1 Linea Celular

Se utilizo a linca celular S£-9 (Numero de catflogo de la ATCC 1711), Esta linea celular
proviene del ovario de pupa del lepiddptero Spodoptera frugiperda (conocido trivialmente en
México como gusano cogollero del maiz y en Estados Unidos como gusano soldado de otoiio).
La Ifnea S$1-9 fue clonada en 1983 por Smith et al.%, a partir de la lfnea SI-21, obtenida por
Vaughn et al.%8 ¢n 1977, Todos los cxperimentos se realizaron a partir de un mismo lote de
células congeladas en nitrégeno liquido. Las células se congelaron en un ndmero de pase
desconocido, al que se tomé como pase cero. El ndmero de pase es el ndmero de veces que las
células se han subcultivado a partir de que se obtuvo la lfnea celular del tejido original. En todos
los experimentos, lits eélulas se mantuvieron solo hasta un ndmero de pase de 50 despuds de
descongeladas. Las ¢dlulus para indeulo se mantuvieron en cultivo a 27°C en atmdstera sin
provision de CO2, en cultivo estdtico en frasco T, excepto para los cultivos en biorreactor, en
donde se mantuvicron cn frascos agitados & 100 rpm, En la Figura 5.1 se muestra un
diagrama de los frascos T y los [rascos agitados. Es importante mencionar que las células en
cultivo estdtico se adhieren a la pared del frasco. Todos los inGeulos se realizaron con células en
fase de crecimiento exponencial, y se inoculd siempre con una concentracion celular de 0.2 x 109
cel/mL y con una viabilidad superior al 90%. Con este procedimiento se asegura que todos los

expenmentos fueron inoculados con células en las mismas condiciones.

4.2 Medio de Cultivo

Se utiliz6 el medio TNM-FH (Trichoplusia ni medium- Fred Hink, Sigma, T-1032. Ver
composicién en Tabla 4.1). El medio se disolvié en agua filtrada en un equipo Milli-Q
(Millipore Corporation) y se ajusté a pH 6 con hidréxido de sodio IM. Después de esterilizar el
medio por filtracién a través de membrana de 0.22 um, se suplement6 con 10% v/v de suero
fetal bovino (Sigma, F-2449) y con 0.05% de Pluronic F-68 (BASF). En el caso de
experimentos en biorreactor, se adiciond ademds 1% v/v de solucién antibidtica-antimicética

t2
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H
(Sigma A9909; penicilina 100,000 U/L; esteeptomicina 100 mg/L; amfotericing, 250pg/L).

Despuds de filtrar, el medio queda con un pH final de 6.2

i
C )
\ | J
..
Frasco T Frasco Agitado

Figura 4.1 Frasco T y frasco agitado. Las células de insecto sc cultivan en frasco T en
posici6n horizontal, como se muestra en la figura superior. Las células sc adhieren a la pared, lo
que s¢ puede observar en la ilustracion inferior. En los frascos agitados las células permanecen
en suspension,

4.2.1 Estabilidad del medio de cultivo.

En un frasco T de 75 cm? a 27 °C se colocaron, durante 470 horas, 30 mL de medio libre de
células con 10% de suero fetal bovino preparado como se ha descrito anu;riomeme . Se tomé
muestra diariamente para monitorear la degradacién espontdnea de los aminodcidos presentes en
el medio de cultivo, y poder asf _coﬁs'iderar esta degradacién espontdnea en el célculo de

consumo de amino4cidos por las células.
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Tabla 4.1 Composicion del medio de eultivo TNM-FH

Tomado del inserto proporcionado por Sigma

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
- g/l g/L
Clorura de calcio 1.00 L-tiptotano 0.1
(anhidro)
Cloruro de magnesio 1.07 L-tirosina 2Na 0.07
(anhidro)
Sulfato de magnesio 1.36 L-valina 0.1
(anhidro)
Cloruro de potasio 2.24 Acido 0.00002
p-aminobenzoico
Fosfato de sodio 0.88 D-biotina 0.00001
monobdsico
B-alanina 0.20 Cloruro de colina 0.0002
L-alanina 0.23 Acido {6lico 0.00002
L-arginina HCI 0.70 Inositol 0.00002
Acido L-aspdrtico 0.35 Niacina 0.00002
L-asparagina .35 Acido D-pantoténico (0.00002
L-cistina 2HCl 0.03 Pirridoxina HCI (.00002
Acido L-glutdmico 0.60 Ribollavina 0.00002
L-glutamina (.60 Tiamina 0.00002
Glicina 0.65 D(-) fructosa 0,4
L-histidina 2.50 Acido fumdrico libre 0.06
L-isoleucina 0.05 D(+) glucosa 0.7
L-leucina 0.08 Acido 0.37
a-cetoglutdrico
L-lisina HC} 0.63 Hidrolizado de 33
lactoalbimina
L-metionina 0.05 Acido L(-)-mdlico 0.67
libre ‘.
L-fenilalanina 0.15, Acido succfnico 0.06
L-prolina 0.35 Sacarosa 26.68
DL-serina 1.10 { Extracto de levadura 3.33
L-treonina 0.18
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4,3 Cultivos estaticos

Los cultivos estdticos se realizaron en frascos T de 75 cm? (Costar 3375) (ver Figura
4.1). En los cultivas adicionados con amonio se wiliz6 cloruro de amonio (Sigma A-0171) y en
los adicionados con factato, deido L{+]-ldctico (Sigma L-4388). Las células se despegaron de
los frascos por medio del fTujo de un pipeta de 10 mL, hasta que virtualmente ninguna célula
permanecfa adherida al frasco. Este procedimiento se realizd cada vez que era necesario tomar

una muestra o para subcultivar,

4.4 Cultivos en suspensién
4.4.1 Cultivos en frasco agitado

Estos cultivos se realizaron en frascos agitados (ver Figura 4.1) de 100 mL. Se utilizé
un volumen de trabajo de 60 mL. Los cultivos se mantuvicron a 27° C y a una agitacion de 10X
rpm. utilizando un agitador de barra magnética suspendido a 0.3 em del fondo del frasco. Enel
experimento con factato como dnica fuente de carbono se elabaré el medio de cultivo a partir de
los reactivos individuales con la formulacidn de la Tabla 4.1, excepto glucosa. Sc agrepd
glucosa (0.7 g/L) o lactato.

4.4.2 Cultivos en biorreactor instrumentado
4.4.2.1 El biorreactor

En la Figura 4.2 sc muestra un diagrama del biorreactor instrumentado utilizado en este
trabajo. Los cultivos se realizaron en una jarra de 1.7 L con un volumen de trabajo de 700 mL.
Para solucionar el problema de transferencia de masa se utilizaron dos impulsores: Una barra
magnética suspendida con un didmetrordel 43% el didmetro de la jarra a 2 cm del fondo y un
impulsor de cuatro paletas planas con un didmetro del 57% el didmetro de la jara a 7 cm de la
barra magnética, lo que coincide con la superficie del lfquido. Al impulsor de cuatro paletas se le
colocaron dos ampliaciones de 14mina de teflén de 3 cm de largo, con el fin de mejorar la
transferencia de oxfgeno (ver Figura 4.3), Ademds, el reactor cuenta con dos baffles de 1/10

¢l didmetro del reactor.,
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Figura 4.2 Sistema de control y adquisicion de datos. Modificado de la referencia 2.

El oxfgeno disuelto se midi6 con un electrodo polarogrdfico (Ingold Electrodes).
Adicionalmente se midi6 pH y potencial redox (Ingold Electrodes). ',

El reactor se operd a 27°C y a una velocidad de agitacién de 100 rpm. Los controles de
temperatura y agitacion se efectuaron por un sistema Celligen (New Brunswick Scientific Co.).
La tensién de oxfgeno disuelto permanecié constante en cada cultivo en el valor preestablecido
(0,2, 5,10 y 30%) a través del programa de control descrito en la siguiente seccién. El flujo
total de gases (suministrado a través de cilindros de gases presurizados) se mantuvo en 500
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mL/min, excepto ¢n los experimentos a 2 y 5%, donde se mantuvo en 1K) mL/min. En el
cultivo en lowe a 30% OD se inicid con aireacion sumergida a 0.43 vwm y 100 rpm. Debido a que
esto evitd el erecimiento celular, se cambio a aircacion superticial con S0 mL/min y una
agitacidn de 100 rpm. El resto de Tos cultivos sc agitaron a 100 rpm. Como excepei6n, en el
cultivo a 2% se utilizd aire en lugar de oxfgeno para lograr mantener ¢l OD constante, ya que ¢l
flujo minimo de los controladores de flujo mdsico es de § mL/min (ver descripeién del control
de OD en la siguiente scecion). En todas las fermentaciones se partié de un indeulo de 200,000
cel/ml. Las células se centrifugaron a 800 rpm durante 10 min.para eliminar rastros de medio
agotado, y asegurarse que todos los cultivos se inocularan en las mismas condiciones (ver

seccidn 4.1),

15¢cm

Paleta original

3cm

Aumento de teflén

v

Paleta con aumento

Figura 4.3 Impulsor de cuatro paletas modificado. Sc muestra el aumento de teflén
que se e hizo al impulsor para aumentar la transferencia de masa.

4.4.2.2 Programa de control y adquisicion de datos.

4
’

Se utiliz6 un programa de contfol escrito en QuickBasic por Aguilar-Aguila et al.2, La
tensi6én de oxfgeno disuelto se conirol6 en un valor constante y predeterminado a través de la
variacién de la composicién de gases a la entrada (oxfgeno y nitrégeno) por medio de un
algoritmo de control proporcional, utilizando una ganancia entre 1 y 2 para cultivos con ox{geno
y entre 4y 7 para el cultivo conaire, a lo targo de las distintas condiciones de cultivo. El flujo de
gases se control§ con dos controladares de flujo misico 5850E (Brooks Instruments), uno para
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oxigenofaire y uno para nirogeno (cada uno de ellos con una capacidad de 0- 1000 mL/min)(ver
Figura 4.2).

La adquisicion de los valores de oxfgeno disuclto, composicion de gases a la entrada, pH
y potencial redox se realizd cada 300 seg por una computadora Macintosh LC a través de una
tarjeta MacADIOS 411 (GW Instruments) equipada con convertidores analdgicos/digitales y
digitalesfanaléicos, asf como con entradas y salidas digitales??. En la Figura 4.2 s¢ muestra

un diagrama de este sistema.

4.5 Métodos Analiticos
4.5.1 Determinacién de concentracion, viabilidad y tamaiio celular.

En los cultivos en suspensidn, la concentracion y el tamaiio celular se determinaron
utilizando un contador de particulas Coulter (Coulter Multisizer 1. Coulter Electronics) con un
tubo de apertura de 100 pm y utilizando solucion isoténica Isoton 1 (Coulter, 7546719) para
dilnir las muestras. La viabilidad se determind con la téenica de exclusidn de azul de tripano en
un hematocitémetro. Para los cultivos estiticos, la concentracién y la viabilidad celular se
determinaron en un hematocitémetro, en vez del contador Coulter, ya que solo se disponia de
bajos volimenes de muestri.

4.5.2 Determinacién de glucosa, sacarosa y lactato

La glucosa, sacarosa y lactato se determinaron enzimdticamente con un analizador
bioqufimico YSI modelo 2700 (Yellow Spring Instruments). El analizador cuenta con
membranas con enzimas inmovilizadas (glucosa oxidasa y L-lactato oxidasa) para determinar
glucosa y lactato. Las enzimas catalizan la reacci6n entre la muestra y el oxdgeno para formar un
derivado y peréxido de hidrégeno. Lia sonda del sensor contienen un sistema de electrodos
amperométricos que responden ante la presencia del peréxido. El flujo de corriente en el circuito
del 4nodo de platino es linearmente proporcional a la concentracién de glucosa y de lactato. La
sacarosa”se cuantificé transformandola a glucosa y fructosa por medio de la enzima P-
fructosidasa (Boehringer Mannheim, No. cat. 104914). Posteriormente se determind la
concentracién de glucosa final en el YSI (glucosa presente en la muestra mds Ia glucosa formada
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por la inversién de la sacarosa) y se restd la concentracidn de glucosa presente originalmente en
la muestra. La concentracidn de sacarosa es estequiométricamente proporcional a la

concentracion de glucosa formada.

4.5.3 Determinacion de fructosa

Para determinar fructosa se utilizé el "kit" No. 716260 de Boehringer Mannheim. El
ensayo consiste en la fosforifacion de la {ructosa por la hexoquinasa. Posteriormente, la
fosfoglucosa isomerasa convierte la fructosa-6-fosfato en glucosa 6 fosfato. La glucosa-6-
fosfato reacciona con NADP para formar gluconato-6-fosfato y NADPH. El NADPH formado
es estequiométricamente proporcional a la cantidad de fructosa, El NADPH se cuantificé por su
absorbancia a 340 nm.

4.5.4 Determinacion de aminodcidos

Se utilizg un analizador de aminodcidos Beckman modelo 63K, El método incluye una
cromatograffa de liquidos por intercambio iénico. Se utiliz6 una columna sencilla (10 cm High
performance column for lithium buffer methods No. 338051, Beckman). Se usan cuatro buffers
de litio, ninhidrina y un regenerante de hidréxido de litio. Los componentes de la muestra eluyen
de acuerdo a su carga y al buffer de litio utilizado para su elucién??. Un detector determina la
absorbancia de los componentes ninhidrina positivos a 570 y 440 nm. Las concentraciones de
aminodcidos y amonio se determinan usando curvas patrdn realizadas por Higareda??. Estas
curvas fucron obtenidas en las mismas condiciones y utilizando el mismo equipo que los
utilizados en este trabyjo.

Las muestras se prepararon de la signiente manera$3;

1. Agregar a la muestra 6 uL de HCI 2N para evitar la desorcién dé amonio y guardar a
~20°C hasta el momento del an4lisis. * *

2. Colocar 80pL de muestra a temperatura ambiente y agregar 180uL de 4cido S-
sulfosalicilico al 35% para precipitar la protefna.

3. Mezclar en vortex 5 seg y dejar reposar 5 min a temperatura ambiente,

4. Adicionar 140 pL de hidréxido de litio 0.5M para neutralizar y mezclar en vortex.
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5. Centrifugar a 4000 rpm durante 15 min y separar el sobrenadante. Repetir este paso
hasta que el sobrenadante este perfectamente claro. Se puede guardar el preparado hasta 24 h
para su andlisis.
6. Tomar 50 pL del preparado y agregar 450 pL de buffer Li-S que contenga un control
interno, Se utilizé deido glucosamfico (0.4 mg/L) y/o dcido L-a aminoadfpico (3.6 mg/L).

7. Mezelar con vortex ¢ inyectar SO pL en el analizador de aminodcidos Beckman,
Cada dicz muestras se intercalé un estdndar con aminodcidos y amonio (Beckman,
338088) para verificar el funcionamicnto del equipo y la cuantificacién de los componentes. La

funcidn de los estdndares internos es permitir corregir posibles errores en el volumen inyectado

al analizador.
4.6 Consideraciones matematicas

4.6.1 Calculo de parametros cinéticos del cultivo

El crecimiento de células de inseeto sigue el modelo de Monod, en donde:

—L=px 4.1

donde pl es la velocidad especeffica de crecimiento real, t es el tiempo, Xt e la concentracién
celufar total y Xy es la concentracién celular viable. La velocidad de crecimiento aparente, fap
¢s el resultado de la diferencia entre la velocidad de crecimicnto real y la velocidad de muerte. La
Hap esta dada por:

Hyp =H —kd 4.2

donde kd es la velocidad especffica de.muerte. De tal forma la cinética de crecimiento se puede
expresar también como:

— = “‘nva 4.3
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Integrando la ecuacion 4.3 se obtiene:

ln -& :Mup(lwtu) 44

r
v

En donde Xy es la concentracion de células viables al tiempo t, y Xyg s la concentracién
celular viable al inicio de la fase exponencial. La velocidad de erecimiento es constante durante
la fase exponencial de crecimiento. A partir de la pendiente de la recta formada por la gréfica de
In(Xv/Xvo) contra tiempo se obtiene la velocidad especifica aparente de crecimiento. La
velocidad de crecimiento reportada en este trabajo es fa velocidad de crecimiento aparenie (Hap)
y se indica a lo fargo del texto como simplemente velocidad especffica de crecimiento ().

Los coeficientes metabélicos, qi, y el rendimiento aparente se calcularon con la siguiente
ccuacion’2,
-dS

ZhagX,
X, 4.5

donde Sj es la concentracion del carbohidrato, aminodcido o amonio, y qj es el coeficiente
metabdlico (0 consumo especifico del nutrimento “i”, o produccién especffica del producta “i”).
En la fase de crecimiento exponencial, donde se pueden considerar a los coeficientes metabélicos

como constantes, la ecuacién 4.5 se integra para dar:

5 ::'gj_(xv"X\',))'*'Sio 4.6
Hap

Por lo tanto, conociendo pp, se puede obtener el coeficiente metab6lico de la pendiente
de una curva de Xy-Xyo contra Sj. El rendimiento aparente, Yap. estard dado por el inverso de
tal pendiente, es decir, Yap =p/gj. En algunos casos el coeficiente metabdlico no fue constante,
porlo quenosereportagiy Yap.
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4.6.2 Cailculo en linea de Ia velocidad de consumo de oxigeno
(VCO).

En la Figura 4.4 se muestra un diagrama esquemdtico de una fermentacién lote.
Haciendo un balance de oxigeno en la fase liquida para este reactor:

%?—:k,.a[c* -c,]-[qolxv] 4.7

donde CJ es la concentracién de oxigeno en el liquido, V| es el volumen del liquido, C* es la
concentracién de oxfgeno a la saturacién del liquido, kLa es el coeficiente volumétrico de
transferencia de masa, y qO; es la velocidad especifica de consumo de oxigeno. El término
q0,Xy corresponde a la velocidad de consumo de oxigeno (VCO).

Cge Cgs
Fo—» VeCe —®
SR VA
L
SRR oI
I P
..........

Figura 4.4 Diagrama esquemdtico de una fermentacion lote, Donde Cg es igual a la
concentracidn de oxfgeno en la fase gaseosa, F es igual al flujo de gases, V es igual al volumen
del reactor.

LI
C] se obtiene a partir del electro86 de oxfgeno disuelto sumergido en el cultivo. C* se
obtiene a pariir de la consideraci6n de que la concentracién de oxfgeno en la fase gaseosa a la
entrada, en el reactor y a la salida son iguales. Esta consideraci6n se basa en la suposicién de
que la fase gaseosa en el reactor esta bien mezclada, y que el consumo de oxigeno es mucho
menor que el flujo de gases en el reactor, por lo que es despreciable. Esta suposicién es vélida,
ya que el consumo de oxfgeno de las células de insecto es menor a 4 x10-10 mmol/cel h, como
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se verd en la seceidn 5.6, lo que provoca una diferencia entre la entrada y la salida del reactor
menor del 0.5% en estado estacionario, si se mantiene una relacién de flujo de oxigeno a espacio
vacfo del reactor mayor a 0.1 min-!. A partir de medidores de flujo mdsico, se conoce la fraccién
mol de oxigeno a la entrada del reactor, con lo que se calcula la presién parcial de oxigeno . En
estas condiciones, y conociendo la constante de Henry y la concentracion molar del agua, se

determina C* con la siguiente ecuacidn:

C* = Cu:npn_,
i H

4.8

Para calcular el k[ a se utiliz6 el método de respuesta del sistema a un cambio escalonado.
El kL a es igual al inverso de la constante de tiempo de un sistema de primer orden. La constante
de tiempo es igual al tiempo que tarda el sistema en alcanzar el 62.3% de la respuesta después de
un cambio escalonado. EI k] a obtenido fue de 2.39 h!. Para comprobar que no hubo variacién
del kL a durante los cultivos, se repitié la medicién después de la fermentacidn., lo que resulté
en 2.32 h-!, Esto indica que solamente hubo una variacién menor al 3% en el transcurso del

cultivo.
Discretizando la ecuacion 4.7, y reordenando, se obtiene la siguiente expresion:

K:+qﬂy{ch+qm)* c,, -C,

VCO =k, a
2 [, ~

49

donde i es el elemento de discretizacién Con la ecuacidn 4.9 que se determind la velocidad de
consumo de oxfgeno en linea.
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Capitulo V

Resultados y Discusion

5.1 Estrategia de experimentacion

Con el fin de lograr los objetivos planteados en el capitulo 3 se siguid la estrategia
experimental planteada a continuacién, En negrillas se muestra el inciso en el que se reportan los
resultados de cada punto.

@ Caracterizacion del crecimiento y del consumo o produccion de nutrimentos en cultivo
estdtico (5.3), en cultivo en suspension en frascos agitados (5.4.1) y en biorreactores
instrumentados (5.4.2). Con el fin de eliminar el efecto de la descomposicion
espontdnea de los aminodcidos, especialmente glutamina, se determinaron coeficientes
para cuanltificar esta degradacion espontdnea. Esta informacion se considerd para
conocer el consumo real de los aminodcidos por los cultivos de células de insecto
(5.2).

@ Determinacion del efecto de los metabolitos téxicos amonio (5.3.2) y lactato (5.3.3)
en el crecimiento y en el consumo de nutrimentos de células de insecto.

@ Determinar el requerimiento de suero fetal bovino (5.3.4) y de oxigeno de las células
de insecto (5.6).

@ Utilizar toda esta informacién para establecer estrategias computarizadas de alimentacién
de nutrimentos con base en la velocidad de consumo de oxfgeno (5.‘7).

€y

5.2 Estabilidad del medio de cultivo

Algunos amino4cidos se descomponen esponténeamente en las condiciones de cultivo de
las células de insecto. Ademds de esta descomposicién espontdnea, el suero fetal bovino

contiene enzimas, como la glutaminasa, que provocan degradacién enzimdtica’0, Con el fin de
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diferenciar eventos metabdlicos de la descomposicidn espontinea y enzimdtica (de aqui en
adelante Hamadas simplemente "descomposicidn espontdnea”) de los aminodcidos presentes en
el medio de cultivo, se analizé periddicamente la composicién de aminodcidos en medio sin
células en condiciones de cultivo celular (en frascos T a 27°C con pH inicial de 6.2 y 10% de
suero fetal bovino). En {a Figura 5.1 se muestra la degradacion espontdnea de los aminodcidos
y la generacién de amonio. Cabe sefialar que en todo el trabajo la abreviatura Cys se refiere a
dimero de cisteina, es decir, la cistina. En el Apéndice I se encuentran las cinélicas completas

de la degradacién espontinea de todos los aminodcidos.

Arbitrariamente, se clasificaron como aminodcidos "estables” aquellos que se degradan
espontdneamente en menos del 20% en 450 h, y los que se degradan espontdneamente mds del
20% fueron clasificados como "inestables”. En el Apéndice I se reportan los valores de
concentracién promedio y desviacion estindar a lo largo de las 450 h para los aminodcidos
estables. Para los aminodcidos inestables, se supuso una cinética de descomposicidn de primer

orden:

donde k es la constante especifica de degradacion. Integrando la ecuacion 5.1 se puede obtener
la constante especifica de degradacién de cada aminodcido de la pendiente de In (S/So) contra ¢l
tiempo. En la Tabla 5.1 se listan los aminodcidos inestables y su correspondiente constante de
degradacidn.

La glutamina y el dcido aspdrtico son los que mds se degradan espontdneamente. La
glutamina es el aminodcido mds 1dbil , y su degradacién es especialmente importante ya que lleva
a la produccién de amonio (Figura 5.2). Ozturk y PalssonS® mostraron cémo la constante de
degradaci6n espontdnea de la glutamina disminuye conforme disminuye el pH. Un aumento en
la temperatura también disminuye esta constante. En este trabajo se obtiene una constante de
1.15 x10-3 h-1, comparado con la constante de 2.17 x10-3 h-! que obtienen Ozturk y Palsson a
pH de 7.4 y a 37°C en medio DMEM. La descomposicién espontdnea de la glutamina genera el
81% del amonio generado en el medio de cultivo, mientras que la descomposicién espontdnea
del resto de los aminodcidos solo genera el 19.2% del amonio. Cabe sefialar que los niveles de
amonio generados por la descomposicién espontdnea de la glutamina no alcanzan niveles téxicos
para las células, como sc verd en la seccién 5.3.2. Sin embargo, Gooche y Monica?!,
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Figura 5.1 Degradacién espontdinea relativa de aminodcidos del medio de
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cultivo después de 450 h a 27°C. Valores negativos se refieren a produccién. La

abreviatura “'Cys” se refiere a cistina.
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Dyken y Sambanis!?, y Cacciuttolo et al.8 han reportado inhibicién en la expresién/procesado

de proteinas por concentraciones de amonio que no son téxicas para el crecimiento celular. Por

lo tanto, no se debe descartar que estos niveles de amonio puedan afectar la fase de produccién

de protefna recombinante.

Tabla 5.1 Aminodcidos inestables y su constante especifica de degradacion

Aminoicido

k (h-Dx103

Gln
Asp
Arg
His
Met
Asn
Trp
Cys*
Phe

115
0.60
0.42
0.28
0.18
0.16
0.12
0.09
0.06

*La abreviatura Cys se refiere a cistina,

Concentracién, mM

(]

A

[NH;3

Glutamina

48 96 144 192

v

v L} [}
240 288
Tiempo, h

T
336

T
384

T
432

Figura 5.2 Degradacién espontdnea de la glutamina y produccion de amonio
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8.3 Cultivos estaticos
5.3.1 Caracterizacion

El cultivo estdtico sigue siendo el método preferido para producir proteinas por técnicas de
ADN recombinante a pequefia escala. El cultivo estdtico se caracteriza por una transterencia de
oxfgeno deficiente, ya que esta se lleva a cabo exclusivamente por difusion. Ademis, las células
de insecto se adhieren al fondo del frasco (ver Figura 4.1), lo que dificulta adn mds el
proveerlas de oxfgeno. La capacidad de las células de adherirse a la pared de los frascos provoca
daiio celular y variacién experimental, ya que es necesario desprender las células cada vez que se
toma una muestra. En la Figura 5.3 se muestra una cinética tipica de crecimiento de las células
de insecto en estas condiciones, mientras que en e} Apéndice I1 se muestran otras cinéticas de
cultivos en Jas mismas condiciones. Duranie la fase de crecimiento exponencial, la glucosa es la
principal fuente de carbono. El lactato se produce seguramente como consecuencia de la falta de
oxigeno en estos cultivos. Las células utilizan principalmente la glucdlisis como ruta para la
generacion de energia v se producen 1.35 moles de lactato por cada mol de glucosa consumida
por las células. Este aspecto se discutird mds ampliamente en la seccion 5.6, Asimismo, la
fructosa se consume a partir de que la glucosa llega a niveles inferiores de 0.2 g/L.. Cuando la
glucosa se encuentra en valores menores de 0.1 g/L y la concentracion celular se encuentra en
aproximadamente 1 x109 cel/mL, hay una nueva fase de adaptacidn seguida por una nueva fase
de crecimiento exponencial, en donde las células utilizan el Jactato como principal fuente de
carbono, Esto concuerda con lo reportado por Bédard et al.%, que observaron consumo de
lactato hasta su agotamiento en la fase estacionaria del cultivo.

En la Tabla §.2 se muestra la mdxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracidn celular méxima en estos cultivos antes del agotamiento de la glucosa, y durante la
fase de consumo de lactato. En la literatura no estin reportados estos valores para cultivos
estéticos.

‘

.

Tabla 5.2 Méxima velocldad especifica de crecimiento y concentracién celular
mdéxima en cultivos estdticos (media y desviacién estdndar de tres cultivos)

Velocidad de crecimiento | Antes del agotamiento de Elucoéa 0.014 +/-0.0006
h-1 Durante el consumo de lactato | 0.012+/-0.001
Xv mdxima Antes del agotamiento de glucosa| 0.806+/-0.118
x100 cel/mL Durante el consumo de lactato 1.2404/-0.135

Xv significa concentracidn celular viable,
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El consumo de aminodcidos se puede dividir en tres fases segin la fuente de carbono
utilizada por la célula. En la Figura 5.4 se muestra una cinética tipica de consumo de
aminodcidos en cultivo estdtico. Debido a la disponibilidad del analizador de aminodcidos, solo
se analizaron los aminodcidos para uno de los cultivos estiticos. Ya que se observd poca
variacion entre los cultivos, se puede considerar que el perfil de consumo o produccion en otros
cultivos estdticos es similar. En la primera fase. la glucosa es la principal fuente de carbono.
Todos los aminodcidos se consumen, incluyendo la alanina que generalmente se produce. En la
Figura 5.4 se puede observar también que hay un consumo inicial de amonio y su produccion
inicia a partir del agotamiento de la glucosa. Stravoulakis et al.0> y Wang et al.?0 reportaron un
comportamiento similar, en el que atribuyen el consumo de amonio a la reaccion de aminacion
del o-oxoglutamato, reaccién fundamental para la sintesis de los aminodcidos. En el Apéndice
11 se muestra el coeficiente metabélico y el rendimiento aparente de todos los aminodcidos en
esta etapa y al final del cultivo. Al final de la primera etapa la concentracién de todos los
aminodcidos, excepto glutamina y asparagina aumenta. La razon de este aumento se desconoce,

En Ja segunda etapa, donde el lactato es la principal fuente de carbono, hay consumo
principalmente de glutamina y cistina y produccion de alanina, mientras que la concentracion del
resto de los aminodcidos permanece pricticamente constante. En la tercera etapa, o fase de
muerte, la concentracién de aminodcidos aumenta debido a su liberacién al medio de cultivo por
las células muertas, o por la hidrdlisis de proteinas presentes en el medio. Sin embargo, no hay
un aumento en la concentracién de glutamina y metionina. Esto sefiala que estos aminodcidos no
estaban presentes en las células lisadas, o cran rdpidamente consumidos por las células viables

en el cultivo.

En la Figura 5.5 se muestra ¢l consumo relativo de los aminodcidos al agotamiento de
glucosa y al final del cultivo. En estos cdlculos se ha tomado en cuenta la degradacién
espontdnea de los aminodcidos que fueron considerados como instables en la seccién 5.1.
Para calcular esta degradacidn se utilizé la ecuacién 5.1 y las constantes reportadas en la Tabla
5.1. Ya que la concentracién de los aminodcidos varfa con el tiempo, se-utilizé la mayor
concentracién a lo largo del cultivo como la concentracidn inicial Si para el célculo de la
degradacién espontdnea. Esto da como resultado que los consumos o producciones estén
ligeramente subestimados. En el caso de amino4cidos consumidos, la altura total de las
columnas corresponde a la desaparicién del amino4cido. La seccién de la columna en negro
corresponde a la degradacién esponténea, y el resto de ta columna corresponde al consumo real
del aminodcido. Los valores negativos se refieren a produccién, En este caso, la columna rayada
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Figura 5.5 Consumo relativo de aminodcidos en cultivo estdtico, El agotamiento de
glucosa ocurre a las 133.25 horas de cultivo, En el caso de amino4cidos consumidos, la altura
total de las columnas corresponde a la desaparicién del amino4cido. La seccién de la columna en
negro corresponde a la degradacién esponténea, y el resto de la columna corresponde al
consumo del aminodcido. Los valores negativos se refieren a produccién. En este caso, la
columna rayada se refiere a la concentracién medida del aminodcido, y la barra negra
corresponde a la concentracién que se calcula se degrad6 espontdneamente.
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se refiere a la concentracion medida del aminodicido y la barra negra corresponde a la
concentracién que se calcula se degradé espontdneamente.

Antes del agotamiento de glucosa la degradacion espontinea de los aminodcidos inestables
fue menor al 5%, excepto en el caso del dcido aspdrtico (7.79 %), asparagina (5.58 %) y
glutamina (14.11 %). Al final del cultivo, solo el dcido aspirtico (18.54 %), la asparagina
(9.01%) y la glutamina (32.11%) se degradaron en mds de un 6%. Vale la pena recalcar que el
tiempo de cultivo en los frascos T fue mayor que el tiempo promedio para cultivos en
suspension, 215 horas. Ya que la mayoria de los aminodcidos se degradan en menos de un § %,
se decidid despreciar esta degradacion esponténea, excepto para el caso de la glutamina. En la
Figura 5.6 se muestra la curva de degradacién, consumo y desaparicién total (consumo mds
degradacion) de la concentracién de glutamina. El coeficiente metabdlico para glutamina antes
del agotamiento de la glucosa (eliminado la degradacién espontinea) es de 42.7 pmol/x 10%el h,
y el rendimiento es de 0.39 x10%ecl/mmol, y durante la fase de consumo del lactato, el
coeficiente metabélico es de 68.85 pmol/x10%el h y ¢l rendimiento de 1.089 x10%el/mmol. En
todos los cilculos siguientes se aplicard la correccién por degradacion espontinea de la
glutamina,

Al agotamiento de glucosa, la cistina es el aminodcido de mayor consumo ( 81.7 %). Ya
que la cistina no puede ser sintetizada por las células+3. 96 se considera como un aminodcido
clave para el cultivo de células de insecto. Después de la cistina, e} aminodcido de mayor
consumo es el dcido aspdrtico, con un consumo del 56.9%. La melionina se consume en un
31.3% y la glutamina en un 17.19%. Estos aminodcidos pueden ser considerados como los mds
importantes. El dcido aspdrtico no es esencial para las células de insectos, pero la cistina,
metionina y glutamina si fo son. En esta fase del cultivo, se producen dcido glutdmico, alanina,
prolina y asparagina. El amonio se consume, probablemente debido a los mecanismos
explicados anteriormente,

Al final del cultivo, solo la cistina, glutamina, metionina, tirosina y el 4tido aspdrtico estén
en concentraciones menores a las del iniclo del cultivo. La concentracién de amonio aumenta en

un 80 %, comparando con la concentracién al inicio del cultivo, aunque se mantiene en-

concentraciones no téxicas para las células.
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Figura 5.6 Consumo y degradacion espontinea de la glutamina en cultivo

estatico. Consumo y degradacién corresponde a la concentracion de glutamina total en el
medio de cultivo, consumo real se refiere solo a la glutamina consumida por las células.

5.3.2 Efecto del amonio en el crecimiento celular

Para evaluur el efecto del amonio en el crecimiento celular se realizaron cultivos estiticos
en donde se agregaron concentraciones de cloruro de amoniode 0.5, 1,3,5,6, 10y 15 mM.
Algunos de estos experimentos se realizaron por triplicado, como se muestra en la Figura §.9.
Se utilizé cloruro de amonio ya que la adicién de amoniaco al medio de cultivo alterarfa de forma
importante el pH. Ademds, el ion cloruro se encuentra generalmente en altas concentraciones en
los cultivos, mientras que otros iones; gomo el sulfato, son téxicos para los cultivos (Lena
Hiéggstrom, Departamento de Bioguimica y Biotecnologfa, Royal Institute of Technology,
Estocolmo, Suecia; comunicacién personal). Para verificar que el cloruro de amonio afiadido no
afectara el pH del medio de cultivo, se determiné el pH de alfcuotas de medio con cloruro de
amonio en las mismas concentraciones que para los experimentos. Hubo diferencia de 0.12
unidades de pH entre el testigo y la muestra con 15mM. Esta diferencia no afecta ¢l crecimiento
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de las células de insecto’d. En la Figura 5.7 se observa una comparacién entre cinéticas tipicas
adicionadas con 0, 5, 10 y 15 mM de cloruro de amonio. La fase de crecimiento exponencial
duré aproximadamente lo mismo en todos los cultivos. En el cultivo control, la concentracién
celular total disminuye al terminar la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, en ¢l caso de
los cultivos con amonio, la concentracién celular aumenta a pesar de que el cultivo se encuentra
ya en fase de muerte. Se debe recordar que estos experimentos se realizaron en cultivos
estdticos, con la consecuente dificultad de desprender totalmente las células de la pared del
frasco. Es probable que la adicién de amonio haya cambiado la adherencia de las células, lo que
significarfa que probablemente no se trata de un aumento de la concentracién celular total, sino
que las células se desprenden de los frascos solo al final del cultivo, cuando ya no son viables.
En la Figura §.8 se muestra el consumo de glucosa y la produccién/consumo de glucosa por
las células a las diferentes concentraciones de amonio. No hubo diferencia en el consumo de
glucosa entre los cultivos (ver también el Apéndice II). En todos los casos se utilizé el lactato
una vez que la concentracién de glucosa era casi cero. El lactato se consumié en su totalidad en
todos los experimentos.

En la Figura 5.9 se muestran fa mdxima velocidad especifica de crecimiento v la
concentracién celular médxima. Se muestran las barras de error de los experimentos que se
realizaron por triplicado. En este caso, la variacién entre los experimentos es muy grande debido
a que se trata de cultivos ‘estdticos, Como ya se menciond, en estos cultivos es necesario
desprender las células de los frascos para contarlas. Esto origina diferencias entre las tomas de

muestra. Esta alta variabilidad no se ha observado en cultivos en suspensién, como se verd mds

adelante,

No hubo diferencia en la mdxima velocidad especifica de crecimiento a las diferentes
concentraciones de amonio. La concentracién celular viable midxima alcanzada fue mayoren el
cultivo con 15 mM de amonio. En la literatura se reporta que no hay un efecto de la
concentracién de amonio hasta 10 mM5, lo que concuerda con nuestros resultados. Aunque
exista una disminucién de la concentracién celular méxima a 15 mM de amor‘nib. es dificil que se
llegue a estas concentraciones en cplt!w'o en lote. Sin embargo, concentraciones de amonio
mayores se pueden obtener en cultivos con altas concentraciones celulares. En nuestros cultivos
hemes encontrado una concentracién mdxima de amonio de 3 mM. Comparado con los cultivos
de hibridomas, en donde el amonio es téxico a partir de 2 mM>3!, las células de insecto son muy
resistentes al amonio, Esta tolerancia al amonio puede deberse més a factores ambientales que a
la sensibilidad de la célula en sf. El pH de cultivo de las células de insecto (6.2) es sensiblemente
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Figura 5.7 Efecto de la adicién de amonio en cinéticas de crecimiento de

cultivos estdticos. En el recuadro se muestra la concentracién inicial de amonio.
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Figura 58 Efecto de la adicién de amonio en ¢l consumo de glucosa y consumo

o produccion de lactato por cultivos estdticos. En el recuadro se muestra la
concentracién inicial de amonio.
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menor que el pH de cultivos de hibridomas (7.2-7.3). Esto provoca que el equilibrio ion
amonio-amoniaco se desplace hacia el ion amonio. Varios trabajos han reportado una mayor
tolerancia al amonijo en cultivos con pH menor'? 37. 38, Esto puede deberse a que, aunque el
mecanismo de dafio por el ion amonio no depende del pH extracelular®, el daiio por amoniaco
disminuye a pH menor, como se menciond en los antecedentes. Sin embargo, no se debe olvidar
el efecto negativo del  amonio sobre ta expresion y modificacion postraduccional de las
protefnas, adn en concentraciones no txicas para las célufas® 17. 21 Es necesario. entonces,
controlar la concentracién de amonio de forma que se mantenga en la menor concentracion

posible.
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Figura 5.9 Efecto de la adicién de amonio en la mdxima velocidad especifica de
crecimiento y la méxima concentracién celular viable en cultivo estdtico. En los
experimentos que se realizaron por triplicado se muestra media y desviaci6n estdndar. Para el
resto de las concentraciones solo se r lzq un experimento.

5.3.3 Efecto del lactato en el crecimiento celular

El lactato es un metabolito téxico para las células de mamifero, Con el fin de determinar su
efecto sobre el crecimiento de las células de insecto, se realizaron cultivos con 5, 10y 15 mM de
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dcido lictico. Para descartar que el efecto téxico del lactato. si lo hubiera, fuera debido a un
cambio de pH, se afadieron estas concentraciones de dcido lictico a medio sin células. Tales

concentraciones no provocaron una variacién de pH.

Todos los experimentos para determinar el efecto del lactato se realizaron una sola vez. La
Figura §.10 muestra el efecto del lactato sobre el crecimiento celular, y 1a 8,11, el consumo
de glucosa y lactato. El consumo especitico de glucosa fue mayor en los cultivos a 10y 15 mM
de lactato (ver también Apéndice 11) EI consumo de lactato después del agotamiento de la
glucosa sucedié en todas las concentraciones, En el caso de la concentracion 15 mM de lactato se
observé consumo de lactato desde el inicio del cuitivo. En la Figura 5,12 se muestra la
mdxima velocidad especifica de crecimiento y la concentracién celular mdxima alcanzada en los
cultivos a diferentes concentraciones de lactato. A 5 mM la concentracién celular méxima
disminuyé en un 38%, a 10 mM un 43.8% y a 15 mM un 48.2%, comparado con el cultivo
control. A pesar de que solo se realizd un experimento a cada concentracién de lactato, estas
diferencias en las concentracion celular son significativas si se utiliza la desviacion estindar mds
grande obtenida en frascos T.0.75 x 100 cel/mL.

El efecto téxico del lactato se atribuye principalmente a un cambio en el pH del medio de
cultivo, 0 a un cambio de la osmolaridadS!, En este caso, el efecto del cambio de pH queda
descartado, como se habfa mencionado anteriormente. En ningiin cultivo Ja concentracién de
lactato fue superior a 15 mM. Queda la posibilidad de un cambio de osmolaridad, aunque es
poco probable, debido a las bajas concentraciones afiadidas de lactato. No se encontraron
reportes sobre el efecto del lactato en el crecimiento de células de insecto. En el caso de células
de mamifero, Hassell et al.?3 encontraron que no hay efecto de lactato hasta 20 mM en células
McCoy. Vero y BHK, mientras que para hibridomas, el efecto tdxico inicid a partir de 10 mM.

En los cultivos lote, la concentraciones de lactato llega hasta 6.6 mM en condiciones de
limitacién de ox{geno. A partir de el agotamiento de la glucosa se inicia el consumo del lactato,
lo que disminuye la posibilidad de que sea téxico para las células. Avin en cultivos con altas
concentraciones celulares (7x106 cel/m'L'), Bédard y colaboradores* han reportado que no hay
produccién de lactato, siempre y cuando el cultivo cuente con oxfgeno suficiente. De ahf se
concluye que es necesario tener un buen control del oxfgeno disuelto en el cultivo para evitar
produccién de lactato, que podrfa llegar a niveles téxicos en cultivos con altas concentraciones
celulares. La relacidn entre la produccidn de lactato y el OD se estudiard en la seccién 5.6.
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Figura 5.10 Efecto de la adicion inicial de lactato en las cinéticas de crecimiento
de cultivos estdticos. En el recuadro se muestra la concentracién inicial de lactato.

50



Resultados ¥ discusion

1.5
- 0mM
——0— Glucosa
l —a— Lactato
0.5
0 ) I 1 -
5mM
=
)
3
(¥
.E
8 T
=] 10 mM
O

15 mM

01— ' T — T 7 T ’
0 48 96 144 192 240
Tiempo de cultivo, h ,

Figura 5.11 Efecto de la adicién inicial de lactato en el consumo de glucosa y la
produccién o consumo de lactato por cultivos estaticos. En el recuadro se muestra la

concentracion inicial de lactato.
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Figura 5.12 Efecto de la adicion de lactato en la mixima velocidad especifica de
crecimiento y la concentracion celular viable maxima

5.3.4 Efecto de la concentracion de suero fetal bovino

El suero fetal bovino (SFB) es el componente mds caro en el medio para el cultivo de
células de insecto. Con el fin de conocer los requerimientos de las células de insecto de este
compuesto y proveer solo la cantidad necesaria para optimizar el crecimiento celular, se
cultivaron las células con diferentes concentraciones de SFB (0, 0.5, 1, 2, 5, 10%). Se realizé
un cultivo con cada una de las condiciones. En el Apéndice II se muestran las cinéticas de los
cultivos a diferentes concentraciones de SFB.

[
G

No hubo crecimiento celular en los cultivos con 0 y 0.5% de SFB. En los cultivos por
debajo del 10% (5, 2 y | %) se observé una disminucién de la méxima velocidad especffica de
crecimiento, comparando con el cultivo a 10% de SFB. En la Figura 5.13 se observa como la
velocidad especffica de crecimiento siguié un comportamiento tipo Monod en relacion con la
concentracién de SFB, aunque debido a que no hubo crecimiento con 0y 0.5% de SFB la curva

Concentracidn celular viable maxima, x 100 cel/mL
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no parte del origen. Dalili y Ollis! observaron un comportamiento similar en cultivos de
hibridomas, aunque la menor concentracion de suero que probaron fue la de 2%.

Hay un efecto importante en la concentracion celular mdxima alcanzada, ya que entre 5y
10% de SFB se obticne casi el doble de la concentracién celular (Figura 5.14). Estos
resultados confirman la necesidad de afadir 10% de SFB al medio TNM-FH para lograr ¢l
crecimiento adecuado de SI-9. No existen en la literatura trabajos sobre el efecto de la
concentracion celular de SFB en cultivos de S-9. El tinico reporte sobre SFB y suefecto en el
crecimiento de células de insecto es el de Léry y Fediere34, que observaron un crecimiento
celular muy lento de células del insecto Christoneura fumiferana con 5% de suero fetal bovino en
medio Grace y muerte celular a 2% de SFB. Sin embargo, no reportan valores cuantitativos
sobre la disminucién de la concentracidn celular.
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Figura 5.13 Efecto de la concentracién de suero fetal bovino en la mdxima
velocidad especffica de crecimiento. La lfnea solo indica la tendencia de los datos.
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Figura S5.14 Efecto de la concentracion de suero fetal bovino en la
concentracion celular viable mixima

5.4 Cultivo en suspension
5.4.1 Caracterizacion del crecimiento en frascos agitados

El cultivo en suspension de las células de insecto tiene varias ventajas, como la factibilidad
de escalamiento, una mejor transferencia de masa, y el mantener las células en suspension (no es
necesario despegar las células de la pared de los frascos), lo que resulta en cultivos
homogéneos. La mejor transferencia de oxfgeno trae como consecuencia una menor generacién
de lactato. Como se puede observar en la Figura 5.15, se producen solo Q.25 g/L de lactato,
mientras que en cultivo estético se progiucen hasta 0.6 g/L. (ver Figura 5.3). La glucosa es la
principal fuente de carbono. A partir de <'1ue la concentracién de glucosa es menor que 0.2 g/L
inicia el consumo de fructosa. La fructosa se consume hasta su agotamiento. El lactato también
se consume a partir de que la glucosa y fructosa alcanzan niveles menores de 0.1 g/L. En el
Apéndice III se muestran cinéticas de otros cultivos en frascos agitados, y los
correspondientes pardmetros cinéticos y estequiométricos relevantes.
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Figura 5.15 Cinéticas tipicas de crecimiento y consumo de nutrimentos en
cultivo en suspension en frascos agitados. Las lfneas marcan el agotamiento de las
fuentes de carbono: A) glucosa, B) fructosa, C) lactato.
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En la Tabla 5.3 se muestran la mdxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracion celular viable mdxima antes del agotamiento de la glucosa, periodo en el que el
cultivo permanecié en la fase de crecimiento exponencial. Se muestra la media y desviacion
estdndar de tres cultivos, Los resultados fueron muy similares para los tres cultivos, con una
desviacion maxima del 12%. La méxima velocidad especifica de crecimiento en frascos agitados
fue mayor que en cultivos estdticos (0.025 h™! y 0.014 h-!, respectivamente). La mixima
velocidad especifica de crecimiento en frascos agitados resultd ser igual a la reportada por
Kioukia et al.3 en las mismas condiciones; y menor a la reportada por Drews et al.!0, 0,03 .
La concentracién celular viable midxima alcanzada antes del agotamiento de glucasa fue 50%
mayor en el cultivo en suspension que en el cultivo estitico. Sin embargo, al final de el cultivo la
concentracién celular viable méxima es igual para ambos sistemas. Esto es debido a que en el
cultivo estético la glucosa se desvié hacia lactato, que fue consumido después del agotamiento de
glucosa, para generar biomasa (ver también Tabla 5.2). Ya que la produccion de lactato fue
baja, cuando se agotd la glucosa las células entraron a fase estacionaria. La concentracién celular
médxima alcanzada en estos cultivos (2,15 x106 cel/mL) fue similar a la reportada por Kioukia et
al.32, que obtuvieron concentraciones celulares miximas de entre 1.9y 2.37 x 100 cel/mL: y
Drews et al.'® que reportaron concentraciones de 1 a 3 x 109 cel/mL. En cuanto al rendimiento
de glucosa, Drews et al.!6 reportaron un rendimiento de 5.38 x 100 cel/g, muy inferior al
obtenido en este trabajo, 1389 x 100 cel/g. Sin embargo, el rendimiento reportado por Drews et
al.16 no es creible, ya que multiplicando el rendimiento obtenido por ellos por la concentracion
de glucosa en un litro de medio, 0.7g, se obtendria una concentracién celular de 3.7 x 103
cel/mL, mientras que en su trabajo reportan la obtencién de 1 a 3 x 10 cel/mL. Nguyen et al.*8
obtuvieron un coeficiente metabélico de glucosa de 0.021 mg/x100cel h, similar al obtenido en
este trabajo, que fue de 0.018 mg glucosa/x [0° cel h. En el Apéndice I se muestran los
resultados de experimentos realizados para evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
glucosa y la posibilidad de la sustitucién de glucosa por lactato.

En la Figura 5.16 se reporta la cinética de consumo o produccién de aminodcidos en
cultivos en frascos agitados. Debido a la disponibilidad del equipo, ¢olo se analizé la
concentraci6n de los aminodcidos en ufio de los cultivos. No se observé la clara divisién en la
cinética relacionada con la fuente de’carbono observada en cultivos estdticos (ver Figura 5.4).
Al principio, todos los aminoécidos se consumieron. La alanina y el 4cido glutdmico se
consumen ligeramente y después se produjeron a lo largo de todo el cultivo. Posteriormente, las
concentraciones de otros aminoécidos permanecen relativamente constantes, excepto la de cistina
y glutamina, que se consumen a lo largo de todo el cultivo. Después del agotamiento de la
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glucosa se producen alaning, glicina, serina, lisin, histidina, treonina y dcido glutdmico. La
concentracion de amonio se incrementd ligeramente hasta las 130 horas de cultivo. A partir de
las 130 horas, el amonio se produjo de mancra importante. Este cambio coincidid con la entrada
del cultivo a la fase de muerte.

Tabla 5.3 Mixima velocidad especifica de crecimiento y coneentracion celujar
mixima en cultivos en suspension, Media y desviacion estindar de tres cultivos.

Mixima velocidad especifica de | Al agotamiento de glucosa 0.025 +/- 0.001
crecimiento, h*!

Xv mdxima Al agotamiento de glicosa 1.069+/- 0.138

x106 cel/mL Al final del cultivo 1.245+/-0.120

XT mixima Al agotamiento de glicosi 1.273+/-0.113

x10¢ cel/mL Al final del cultivo 2.152 +/- 0.053

Xv significa concentracion celular viable, X' significa concentracidn celular total

La Figura 5.17 muestra el consumo relativo de los aminodcidos antes del agotamicnto de
glucosa y al final del cultivo. En el caso de la glutamina, la altura total de la columna
corresponde a su desaparicion, la seccién de la columna en negro corresponde a lu degradacidn
espontdnea, y el resto de la columna corresponde al consumo real. A lo largo del cultivo, el
aminodcido de mayor consumo fue la cistina, la cual se consumid en un 72% al agotamiento de
glucosa, y en un 100% al final del cuitivo. La cistina fue el Gnico aminodcido que se agotd. El
segundo aminodcido de mayor consumo fue la glutamina que se consumid en un 38% antes del
agotamiento de glucosa y en un 62.4% al final det cultivo. La metionina se consumid casi en la
misma cantidad que la glutamina, con un consumo del 34.5% al agotamiento de glucosa, y en
un 62.4 % al final del cultivo. El resto de los aminodcidos se mantuvieron en concentraciones
relativamente altas, por lo que no limitan el crecimiento celular. Esto concuerda con lo reportado
por Drews et al.!6, quienes observaron que ninguno de los aminodcidos se agotaron a lo largo
del culuvo Sin embargo, en su trabajo 1o determinaron cistina. Tanto las observaciones de
Drews et al.!6, Bédard et al.5 y este trabajo coinciden con que la glutamina no limita el
crecimiento celular en cultivos lote de Sf-9 en medio TNM-FH. En la literatura®!, se reportan
valores del coeficiente metabélica de glutamina en cultivos en frascos agitados de 71.53
pmol/x 109 cel h a 9.3 pmol/x10? cel h. El valor obtenido en este trabajo, 40 pmol/x109 cel h, se
encuentra dentro de este rango. '
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5.4.2 Cultivos en biorreactor

El cultivo de células de insecto en biorreactores instrumentados permite un estricto control
de las distintas variables ambientales, como temperatura y OD; y un monitoreo completo de
aquellas variables que no se controlan, como pH y redox. En los primeros experimentos en
biorreactor, la transferencia de masa no fue suficiente para controlar el OD. Para mejorar Ja
transferencia de masa en el reactor. se utilizé, ademds de la barra magnética suspendida, un
segundo impulsor de cuatro paletas modificado como se explica en Materiales y Métodos. Con ¢l
fin de evitar subsecuentes problemas de transferencia de masa, se procedid a efectuar un cultivo
con aireacién sumergida como lo reportan Murhammer y Goochee4®, Debido a los esfuerzos de
corte & los que se sometieron las células no hubo crecimiento celutar y disminuyé la viabilidad
del 82 al 30%. A las 42 h se pas6 a aireacién superficial y se cambid el flujo de gases de 0.43
vvin 2 0.5 L/min. El oxigeno disuelto (OD) se mantuvo constante en 30% a lo largo del cultivo.

Como se puede observar en la Figura 5.18. después de un periodo de adaptacidn, el
crecimiento celular procedid de forma normal. El crecimiento celular siguid un comportarmiento
similar al de los frascos agitados. El agotamiento de glucosa marcd el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento. El consumo de oxigeno sigue el mismo perfil que la curva de
crecimiento celular, es decir, incrementa exponencialmente conforme aumenta la concentracién
celular, En el momento en el que se agoté la glucosa, el consumo de oxigeno permanecid
constante y las células entraron a la fase estacionaria de crecimiento. El consumo de oxfgeno
cayo cuando se agotd la fructosa. Este comportamiento contrasta con el reportado por
Higareda??, quien observé una drdstica cafda en el consumo de oxigeno de hibridomas en el
momento en el que se agotd la glucosa. Sin embargo, se debe considerar que en el medio de
cultivo utilizado por Higareda?? solo hay una fuente de carbono metabolizable, la glucosa,
mientras que enel TNM-FH hay glucosa, fructosa y lactato. Las células permanecieron en fase
estacionaria hasta el agotamiento de lactato, La fase de muerte inicia aproximadamente 24 horas
después de la cafda en el consumo de ox{geno, En otro cultivo en lote (Figura 5.19) en el que
hubo problemas para controlar el OD, hubo una produccién de lactato de ha‘st'a 0.6 g/L. En este
caso se observa como el agotamiento 'de'léctato también provoca una disminucién en el consumo
de oxfgeno, Esto indica que el agotamiento de esta fuente de carbono, también puede provocar el
cese en la respiracién. En lo subsecuente, toda la discusi6n de esta seccién se referir solo al
cultivo mostrado en la Figura 5.18.
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Figura 5.18 Cinéticas de crecimiento y consumo de nutrimentos en biorreactor.
Debido a fallas en el sistema, no se adquirieron datos de las 205 a las 217 horas. El oxfgeno
disuelto fue controlado al 30%.
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El perfil del consumo de oxigeno en estos cultivos y su relacion con los cambios en el
estado del cultivo puede ser utilizado como una valiosa herramienta para diseiar estrategias
computarizadas de alimentacion de nutrimentos y permitird inferir el estado del cultivo.
Utilizando esta herramienta, es posible alimentar los mutrimentos justamente en el momento en
que el cultivo los requiere, lo que disminuye la generacién de metabolitos téxicos y reduce los
costos de produccidn, pues se alimenta Gnicamente el nutrimento que se ha agotado. Como se
discutird mds adelunte, el consumo de oxigeno obtenido en linea permite conocer inmediatamente
la concentracion celular y la fase de crecimiento en la que se encuentra en cultivo, con lo que es
posible tomar decisiones a partir de informacion obtenida en linea, sin los retrasos inherentes de
los métodos de andlisis de muestras fuera de lfnea y sin perturbar el sistema. El consumo de
oxfgeno permite, ademds, detectar contaminaciones, pues un microorganismo extrafio en el
cultivo resultard en un consumo de oxfgeno mayor, facilmente detectable.

No hubo produccién de lactato en el cultivo, aunque el lactato presente en el suero fetal
bovino se consumié cuando los niveles de glucosa fueron préximos a cero. En la fase de
consumo de lactato hubo un aumento de las células viables, a diferencia del caso del frasco
agitado, en donde aumentd ligeramente la concentracion total de células pero las eélulas viables
disminuyeron. Esto puede deberse a una limitacién por oxigeno en los cultivos en los frascos
agitados. La fructosa se consumié a partir de que la concentracidn de glucosa se encontraba por
debajo de los 0.2 g/L.. Existe poca informacidn en la literatura sobre el consumo de la fructosa,
ya que generalmente no se determina, a pesar de estar presente en el medio de cultivo. No hubo
consumo de sacarosa en el cultivo, atn cuando el resto de los carbohidratos se habfan
consumido en su totalidad.

Los aminodcidos glutamina, metionina, tirosina y cistina se consummieron a lo largo de todo
el cultivo. La cistina se agotd a las 160 horas de cultivo. La glutamina es el segundo aminodcido
de mayor consumo, aunque no se consume totalmente. La metionina y tirosina, aminodcidos
esenciales para las células de insecto, continuaron presentes en el medio al final del cultivo. Las
cinéticas completas de conisumo/produccién de los aminodcidos se encuentran en el Apéndice
IV. o

El pH disminuy6 al inicio de la fase de crecimiento exponencial; permaneci6 constante a lo
largo de la fase de crecimiento exponencial y aument6 conforme las células entraron a la fase de
crecimiento estacionaria, con el respectivo cese en la respiracién. A pesar de que no hubo control
de pH alolargo del cultivo, éste permaneci6 en valores no inhibitorios para el crecimiento
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Figura 5.19 El agotamiento de lactato también provoca una disminucién en el
consumo de oxigeno. El aumento en el OD provocé la accién de control de cerrar el flujo de
oxfgeno. El cultivo permanecié por debajo del OD deseado, 2%, lo que provocé la produccién
de lactato. El baxio OD provoc6 una disminucién en el consumo de oxigeno a las 170 h, como se
verd en la seccién 5.6. Cuando se restableci6 el control del OD, el consumo de oxigeno
recuperd los valores de antes de la perturbacidn.
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celulardd hasta el final del cultivo, cuando en la fase de muerte tardfa el pH aumenté solamente
hasta 7.05. El potencial redox disminuyé a lo largo dela fase de crecimiento exponencial y
permanecio6 relativamente constante en la fase estacionaria y la fase de muerte celular, No
respondié especialmente a algin evento, excepto a los cambios de OD. En todos los cultivos se
obtuvo un comportamiento similar de pH y redox, por lo que no se muestran en este trabajo,

En la Tabla 5.4 se muestran los pardmetros cinélicos y estequiométricos para este
cultivo. La mdxima velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial durante la
aireacién superficial fue de 0.026 !, muy similar a la que se obtiene en frascos agitados (0.024
hr!). La concentracién cejular viable maxima de 2.06 x10% cel/mL, fue un 35% mayor que en
cultivo en frascos agitados (1.34 x100 cel/mL). Paralelamente, la concentracidn celular médxima
(3.07 x106 cel/mL) resulté 30% mayor que en el cultivo en frascos agitados (2.15 X100 cel/mL.).
Ademds, la viabilidad a lo largo del cultivo en biorreactor se mantuvo entre un 95-99 %, después
de que se recuperd el cultivo del dafio por la aircacién sumergida; mientras que la viabilidad en
cultivos en frascos agitados se mantiene entre 90 y 95G.

Tabla 5.4 Midxima velocidad especifica de crecimiento y concentracion celular
maxima en cultivo en biorreactor

Velocidad de crecimiento, h-! 0.024
Xv médxima, x106 cel/mL 2.062
XT méixima, x10¢ cel/mL 3.066

Xv significa concentraci6n celular viable, XT significa concentracién celular total

El consumo relativo de los aminodcidos al agotamiento de glucosa y al final del cultivo, se
muestran en la Figura §,20. La cistina fue el aminoécido de mayor consumo, con un consumo
relativo del 82% al agotamiento de glucosa y de 100% al final del cultivo. Esto coincide con lo
reportado por Ferrance et al.!% para cultivos de Sf-9 en biorreactor en medio IPL-41, que
contiene el doble de cistina que el TNM-'FH, pero sostiene concentraciones celulares del doble
que el TNM-FH!S, La metionina se consumié en 75 % al final del cultivo. Kamen et al.3!
reportaron un consumo de metionina del 100% al final de un cultivo en el que alcanzaron una
concentracion celular de 5.4 x106 cel/mL. La glutamina fue el tercer aminodcido de mayor
consumo, aunque, debido a la degradaci6n espontdnea, su concentracién disminuy6 en un 99%
hacia el final del cultivo. Al agotamiento de glucosa, la concentracién de glutamina habfa
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Figura 5.20 Consumo relativo de aminoécidos en fermentacion en lote a 30%
OD. Valores negativos se refieren a produccién. Solo se considerd la degradacidn espontdnea
de glutamina, ya que el resto de los amino4cidos se degradan espontdneamente en menos de un
5%. La altura total de la columna corresponde a desaparicion, la seccién de la columna en negro
carresponde a la degradacién espontdnea, y el resto de la columna corresponde al consumo real.
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1

disminuido en un 59 %, por lo que aun estaba presente en el medio de cultivo cuando las células
entraron a fase estacionaria. Tirosina, dcido aspdrtico, asparagina, arginina. triptofano, leucina y
fenilalanina fueron consumidos durante todo el cultivo, aunque no disminuyeron su
concentracién inicial en mds del 50%. La isoleucina mantuvo su concentracién pricticamente
constante a lo largo de todo el cultivo. La lisina, serina, histidina, glicina y prolina fueron
ligeramente consumidas antes del agotamiento de glucosa, y se produjeron al final del cultivo.
La alanina fue el aminodcido de mayor produccidn en el cultivo, con una concentracidn final de
190% con respecto al inicio del cultivo. Bédard et al.% y Kamen et al.3! han reportado
produccidn de alanina durante la fase de crecimiento en cultivos de células de insecto. La
coneentracidn de dcido glutdmico aumentd en un 40% al agotamiento de glucosa y en un 70% al
final del cultivo. La valina y Ia treonina también fueron producidas por las células antes y
después del agotamiento de glucosa. La concentracién de amonio se mantuvo en o por debajo de
3.5 mM, concentracién que no afecta el crecimiento celular’.

Este cultivo permitié conocer el comportamiento de las células de insecto en biorreactor.
Sin embargo. la aireacién sumergida provocé la muerte de una gran cantidad de células y
condiciones diferentes a las de otros cultivos, lo que debe tomarse en cuenta al hacer
comparaciones.

5.5 Comparacién entre los diferentes sistemas de cultivo de células
de insecto. '

Las diferentes técnicas de cultivo, como ya se ha discutido, tienen varias ventajas y
desventajas. En la Tabla 5.5 se resumen los resultados obtenidos en los cultivos en frasco T,
frasco agitado y biorreactor instrumentado. En cultivo en frasco T, se obtiene una concentracion
celular menor en mayor tiempo, ya que la velocidad de crecimiento es mayor. EI mayor
inconveniente de los frascos T es la baja viabilidad de los cultivos. Un cultivo en estas
condiciones se mantiene con una viabilidad menor al 85 %. Para obtener una éptima expresién
de protefnas es necesario tener un cultivo con una viabilidad superior al 90%. Sin embargo, para
realizar estos cultivos solo se requiere de mfnimo equipo.

Los cultivos en frascos agitados se mantienen con viabilidades mayores al 90 %. La

concentracién celular alcanzada es mayor que en los frascos T, con viabilidades también
mayores. Sin embargo, en estos cultivos no instrumentados no es posible mantener un control
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estricto de las condiciones de cultivo, como OD. La falta de control de la tensién de oxigeno
disuelto en estos cultivos es mds grave cuando se trabaja en la fase de produccién de proteinas,
ya que se ha reportado un aumento en el requerimicnto de oxigeno en esta fase 61, Ademds, es
imposible utilizar estrategias de control como las descritas anteriormente. Este tipo de cultivos se

utiliza cuando se desea producir protefnas o virus a baja escala.

En los cultivos en biorreactor instrumentado la concentracion celular mixima alcanzada es
mayor. Ademds, se puede monitorear constantemente el estado del cultivo. Este monitoreo
proporciona informacién que permite el disefio de estrategias de control con las que se pueden
obtener mayores rendimientos de células, protefna recombinante o virus. El control del oxigeno
disuelto por arriba de las concentraciones criticas es de gran importancia, como se discutird en la
siguiente seccién. La desventaja de esta técnica de cultivo es que requiere de una mayor cantidad
de equipo con un mayor costo. Sin embargo, cuando se desea producir a una escala mayor, este
costo adicional se justifica, ya que es la tnica opcidn de escalamiento en sentido estricto.

Tabla 5.5 Comparacién entre cultivos realizados en frasco T, frasco agitado y

biorreactor instrumentado

Pardmetro Frasco T Frasco agitado  Biorreactor*
Mixima velocidad especifica 14 4/ 0.0006 0,025 +/- 0.001 0.024

de crecimiento, h-!

Concentracién celular viable 114 +- 0.135 1 445 +/- 0.120 2,062
méxima, x 106 cel/mL

Concentracion celular mdxima 2,156 +/- 0.150  2.352 +/- 0.053 3.066

x 100 cel/mL

* Cultivo burbujeado

5.6 Efecto del OD en el crecimiento celular

[
.

El oxfgeno es un nutrimento indi'spensablc para el crecimiento celular. El conocer el
intervalo de tensi6n de oxfgeno ideal para el crecimiento celular permitird conocer el margen de
operacién de biorreactores, especialmente aquellos con deficiencias en el mezclado.

Se cultivaron las células en tensiones de oxfgeno de 0, 2, 5, 10 y 30% con respecto a la
saturaci6n del aire. El cultivo a 2% se hizo por duplicado. Ya que las cinéticas de crecimiento y
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el consumo de nutrimentos fueron similares, solo se muestran las gréficas para uno de los
cultivos y solo se analizaron aminodcidos para uno de los cultivos. A pesar de que no se
realizaron duplicados de los cultivos a 10 y 30% OD, los cultivos alimentados a estos OD
(seccidn §.7) pueden ser considerados como duplicados si se toman los datos antes de realizar
la primera alimentacidn. Estos cultivos se utilizaron para el cdlculo de los pardmetros cinéticos y
estequiométricos a las diferentes tensiones de oxigeno. En la Figura §.21 se muesiran las
cinéticas de los cultivos a diferentes OD. Las cinéticas de los cultivos por arriba del 2% tienen
comportamientos bastante similares, mientras que los cultivos a 2% duran 7 dias mds que el
resto de los cultivos, debido a que en estos cultivos la mdxima velocidad especifica de
crecimiento es mnenor. A 0% de OD no hubo crecimiento, sino muerte celular.

{ —— 30% oxigeno
254 —0— 10%
{—— 5%
2 —m 2%
0%

pans

1 | 1 1 d
48 96 144 192 240 288 336 384
Tiempo de cultivo, h

Figura §.21 Efecto del OD sobre el crecimiento de células de insecto

En la Figura .22 se muestra el consumo o produccién de carbohidratos y lactato en los
cultivos a diferentes OD, Los resultados que no se muestran no se determinaron por falta de
reactivos. El consumo de glucosa depende de la velocidad de crecimiento, ya que los cultivos
con velocidades de crecimiento mayores la consumen més rdpidamente. A pesar de que en el
cultivo a0% de OD no hubo crecimiento celular, hubo consumo de glucosa. Esta glucosa fue
convertida por las células en lactato, Por cada mol de glucosa consumida se generaron 2.2 moles
de lactato. Esto indica que otra fuente de carbono, posiblemente fructosa (no determin'ada). fue
transformada también en lactato por las células. A otros OD, solo se consumi6 lactato cuando la
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Figura 5.22 Efecto del OD en el consumo/produccion de carbohidratos y
lactato.
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'

concentracion de glucosa fue menor de 0.2 g/L. La concentracion de sacarosa fue relativamente
constante a lo largo de los cultivos. En los cultivos a OD menor de 10% hubo una ligera
produccién de lactato, que se consumié después del agotamiento de glucosa. Reuveny et al.58
reportan produccién de lactato en un cultivo con OD controlado a 15 %, mientras que en este
trabajo solo se detectd produccion de lactato a OD por debajo del 5%. Sin embargo. el cultivo de
Reuveny et al. se realizd en reactor de SL a 80 rpm, por lo que se puede tratar de un cultivo no
homogéneo, en ¢l que algunas células se encontraban en regiones con tensiones de oxigeno

bajas, lo que probablemente originé la produccidn de lactato.

Las cinéticas de consumo o produccién de los principales aminodcidos a diferentes OD se
muestran en la Figura 5.23. La glutamina se consumié o degradd espontdneamente (ver
también Figura 5.20) en casi un 100 % al final del cultivo a OD de 30%, mientras que en el
cultivo a OD de 10% su concentracidn permanecid cercana a cero al final del cultivo, aunque no
se agotd. A OD de 5% la glutamina se agotd a las 168 h. En el cultivo a 2%, OD la glutamina se
agoté a las 288 horas, el final del cultivo. A 0% OD hubo una disminucién en la concentracion
de glutamina del 25 %. el 17.5 % debido a degradacion espontinea y 7.5 % debido al consumo
celular. La cistina se agotd en los cultivos a 30, 10. 5y 2 % de OD, mientras que su
concentracién disminuy6 en un 16% en el cultivo a 0% de OD. La alanina fue producida al final
de todos los cultivos, excepto en el cultivo a 0%, en ¢l que la concentracidn de alanina
permanecio constante. La produccién de dcido ghutdmico siguié un patrén muy similar al de la
alanina, aumentando su concentracion hacia el final del cultivo. En el cultivo a 0% la
concentracién de 4cido glutdmico aumenté en un 10 %. No existe informacién en la literatura
sobre el efecto del OD en el consumo o produccién de aminodcidos y amonio. Las cinéticas de
consumo/produccién para todos los aminodcidos y los pardmetros estequiométricos obtenidos en
los cultivos en biorreactores instrumentados se reportan en el Apéndice IV.

En la Figura 5.24 se muestra el efecto del OD sobre la mdxima velocidad especffica de
crecimiento y las concentraciones celulares mdximas. Se grafica la media y error de dos cultivos
para los OD de 2, 10 y 30%. Uno de los cultivos a 30% OD fue el cultivo’que se burbujeo al
inicio del cultivo. En algunos casos la Batra de error es menor que los simbolos utilizados para
graficar. Con el fin de comparar estos cultivos con los cultivos en frasco T y frasco agitado, los
valores obtenidos para estos cultivos se sefialan con la flecha horizontal llena y la flecha
horizontal vacfa, respectivamente, Esta comparacién se discutird més adelante. El efecto del OD

sobre la velocidad de crecimiento sigue un comportamiento tipo Monod, con una méxima
velocidad especfica de crecimiento de 0.033 b!, y una KQ,de 1.91 %. En la literatura, no

70



Resultados y Discusion

Oxigeno Disuelto

30%
10%
5%
2%
0%

Glutamina, mM

Cistina, mM

Alanina, mM

&S O oo

PR |

Acido glutdmico, mM

1 y y — | T g T '
0 48 96 144 192 240 288
Tiempo de cultivo, h

Figura 5.23 Efecto del OD en el consumo/produccién de aminodcidos.
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Figura 5.24 Efecto del OD sobre la mdxima velocidad especifica de crecimiento
y la concentracién celular mdxima de cultivos de células de insecto. Media y
barras de error para dos cultivos. En algunos casos la barra de error es menor que el simbolo
utilizado para graficar. La linea continua en el panel de la velocidad de crecimiento sigue el

modelo de Monod obtenido con estos datos, con una jiymay de 0.033h-! y una Ko, de 1.91 %.

Las flechas horizontales vacias sefialan la concentracion celular viable mdxima y la velocidad de
crecimiento en cultivos en frascos agitados. Las flechas horizontales llenas muestran los mismos
valores para los cultivos en frasco T. Las flechas verticales muestran los valores esperados en
los cultivos en frasco T y frasco agitado. utilizando el OD aparente obtenido en la Figura 5.25
(ver explicacion en el texto).

existen valores cinéticos sobre el efecto del OD en cultivos de células de insecto. A OD
superiores a 5%, se obtiene una concentracion celular 6ptima. Esto contrasta con lo reportado
por Zhang et al,”2 que encontraron, en cultivo de células del gusano de seda, Bombyx mori.,
limitacién del crecimiento por debajo del 20% OD, y un crecimiento éptimo por arriba del 30%.
En células S£-9, Jain et al.29 reportaron en cultivos a OD de 10% y 110% una méxima velocidad
especffica de crecimiento 25% menor que la velocidad de crecimiento a OD de 65%. Sin
embargo, dicho trabajo es sumamente cualitativo, pues no se reportaron las velocidades de
crecimiento, las concentraciones celulares médximas, o las condiciones del cultivo. Hensler y
Agathos29, por su parte, reportaron que no hay diferencias en la velocidad de crecimiento a OD
de 5, 10, 50 y 100 %, lo que coincide con lo reportado en este trabajo. A pesar de que a OD de
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5% y a 2% ya hay produccién de lactato, el cultivo a 5% presenta la mayor velocidad especifica
de crecimiento, mientras que los cultivos a 2% presentan la mayor concentracién celular viable.
Sin embargo, ya que en los cultivos a 2% la mdxima velocidad especffica de crecimiento es muy
pequeiia, el tiempo para alcanzar esta concentracién celular es muy largo. En anaerobiosis no
hubo crecimiento celular sino muerte progresiva de las células.

Se calculé el rendimiento de moles de lactato generadas por mol de glucosa consumida, y
se encontrd una relacién inversa entre el OD y este rendimiento. En 1a Figura 5,25 se observa
como la produccién de lactato por mol de glucosa estd directamente relacionada con la
disminucién del OD. En el caso de los cultivos a 30 y 10%, no hay produccidn de lactato, sino
consumo. Es por esto que el rendimiento de mol de lactato por mol de glucosa es negativo. En
los cultivos a 5, 2 'y 0%, hay produccién de lactato, y el rendimiento de moles de lactato por mol
de glucosa aumenta conforme el OD disminuye. Utilizando la relacién entre la produccién de
lactato por mol de glucosa y el OD, se puede inferir el OD aparente al que se encuentran los
cultivos en frascos agitados y los cultivos en frascos T. Por ejemplo, para frasco T se puede
inferir que el OD aparente es equivalente a 1.8%, ya que el rendimiento experimental de lactato
por glucosa fue de 1.2 mol/mol. Igualmente, para frascos agitados el OD aparente serd
equivalente a 4%, ya que el rendimiento experimental fue de 0.3 mol/mol. Utilizando estos
valores de OD aparente para interpolar en la Figura 5.24, se obtiene una predicci6n bastante
acertada de la velocidad especifica de crecimiento y la concentracién celular viable médxima en los
cultivos en frasco T y frasco agitado. Esta relacién se puede utilizar para obtener informacién
sobre c6mo se desarrollard el cultivo a partir del cdlculo de rendimiento de lactato por glucosa.

El OD influye en la respiracién celular, en la Figura 5.26 se observan los consumos
especificos de oxigeno de los cultivos a diferentes OD. El cultivo a 30%, que habia sido
burbujeado, muestra un comportamiento muy diferente a los demds. Por lo tanto, también se
graficé el consumo del cultivo alimentado a 30% de OD antes de la primera alimentacién, y se
observa un comportamiento similar al de los cultivos a 10y 5%. El cultivo a OD de 2% tiene un
consumo de oxfgeno menor al de los cultivos a OD mayores. Miller et al'4? reportaron para
hibridomas un consumo especffico d¢ oxfgeno constante a OD superiores al 5%. No
determinaron la VCO a OD menores. En cultivos de células de insecto, Hensler y Agathos26
reportaron que no habfan diferencias en la VCO de cultivos de Sf-9a OD de 5, 10,50 y 100 %.
Sin embargo, tampoco evaluaron el efecto de OD menores. Jain et al.29 reportaron, para cultivos
de células de insecto durante la fase de producci6n de la protefna antistasina, una VCO a 10%
OD de 0.72-1.08 x10-10 mmol Oy/cel h, a65% OD de 1.44-2.16 x10-'7 mmol Oz/cel h, ya
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Figura 5.25 Rendimientos de lactato por mol de glucosa a diferentes OD, Se
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OD). En algunos de los casos el simbolo es mayor que la barra de error. Las Ifneas punteadas se
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Figura 5.26 Consumo especifico de oxigeno a diferentes OD
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110%, una VCO de 3.24-4,16 x10-19 mmol Oy/cel h. Esto indica que la VCO 2 65 9 OD es el
doble que al 10% OD, mientas que a 110% OD es 4 veces mayor que la VCO a 10 % OD. Esto
sefiala la necesidad de evaluar el efecto del OD sobre la fase de produccion de proteinas de una

manera mas extensa.

Con el fin de comparar los consumos de oxigeno a diferentes OD, se calculd 1a media del
consumo especifico de oxigeno y la desviacion estindar durante la fase de crecimiento
exponencial, donde tedricamente el consumo especifico es constante. En la Tabla 5.6 se
muestran estos valores. Al graficar estos valores (Figura 5.27) se observa que el efecto del
OD sobre la respiracién tiene un comportamiento tipo Monod. Se encontré una qOzmiax de 3.82
x10-10 mmol/cel h y una kO, de 1.57 % de OD. Los valores de Monod no habfan sido
previamente reportados en la literatura. Los valores de qO; son similares a los reportados por
Kamen et al.3!, quienes reportaron un intervalo de 2 a 2.9 x10-19 mmoles/cel h en medio sin
suero a 40 +/- 10% OD. Asimismo. Reuveny et al.57 reportaron una qO; de 2.193 x10-10
mmoles/cel It a 65% OD en cultivos con suero y 3.9 x10-10 mimoles/cel h para cultivos sin

suero.

Consumo especifico de oxigeno, x107'® mM/cel h

10 15 20 25 30
Ox{geno disuelto, %

Figura 5.27 Efecto del OD en el consumo especifico de oxigeno. Las barras de
error indican la variacién del consumo especifico de oxfgeno y la lfnea indica la simulacién
efectuada con el modelo de Monod.
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Tabla 5.6 Efecto del OD sobre el consumo especifico de oxigeno

Oxigeno disuelto q0; promedio Desviacion estindar
% x10-1% mmoles/cel h | x10-!% mmoles/cel h
30 alimentada 2.976 0.3805
10 3.566 0.6688
3.228 0.5533
2.06] 0.3534

La VCO puede ser utilizada para estimar en linea la concentracién celular viable. Para
comprobar esto se realizé una regresion lineal entre Ja VCO y la concentracion celular en los
cultivos. En la Tabla 5.7 se mucstra la ecuacion obtenida y el coeficiente de correlacion. En los
cultivos 2 OD mayores de 5% se obtuvieron coeficientes de correlacion superiores a 0.95.
Ademis, la pendiente y la ordenada en el origen fueron similares. Para generar una ecuacion que
se pudiera utilizar en general para los cultivos con OD superiores al 5%, se calculd la regresion
lineal utilizando los cultivos a OD de 10% y 30% alimentado, ya que el cultivo al 30% no sc
puede comparar con los demds, como ya se ha mencionado. Ademds, se utilizaron dnicamente
los datos de la fase exponencial de los cultivos, donde se supone que el consumo de oxigeno es
constante’. Los puntos y la recta generada se muestran el la Figura 5.28.

Utilizando la ecuacién generada en Ja Figura 5.28, se estimé la concentracion celular
viable a partir del VCO para la segunda fermentacién alimentada, cuyos datos no se utilizaron
para obtener esta ecuacién, En Ja Figura 5.29 se observa la relacién entre los datos reales y la
estimacién. La ecuacién se utiliz6 para estimar Xv atin en la fase estacionaria y en la de muerte.
La estimacién de Xv fue muy bucna durante la fase exponencial de cn:cimi'emo, y solamente
tuvo una ligera desviacién durante Ja fase estacionaria y la fase de muerte. De tal forma, es
posible utilizarla para estimar en lfnea la concentracién celular viable en los cultivos, lo que
permite conocer inmediatamente el estado def cultivo.
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Tabla 5.6 Efecto del OD sobre el consumo especifico de oxigeno

Oxigeno disuelto q0; promedio Desviacién esténdar
% x10-1% mmoles/cel h | x10-19 mmoles/cel h
30 alimentada 2.976 0.3805
10 3.566 0.6688
5 3.228 0.5533
2 2.061 (0.3534

La VCO puede ser utilizada para estimar en linea la concentracién celular viable. Para
comprobar esto se realizé una regresién lineal entre la VCO y la concentracion celular en los
cultivos. En la Tabla 5.7 se muestra la ecuacidn obtenida y el coeficiente de correlacion. En los
cultivos a OD mayores de 5% se obtuvieron coeficientes de correlacidn superiotes a 0.95.
Ademds, la pendiente y la ordenada en el origen fueron similares. Para generar una ecuacion que
se pudiera wtilizar en general para los cultivos con OD superiores al 5%, se calculd la regresion
lineal utilizando los cultivos a OD de 10% y 30% alimentado, ya que el cultivo al 30% no se
puede comparar con los demds, como ya se ha mencionado. Ademds, se utilizaron tnicamente
los datos de 1a fase exponencial de los cultivos, donde se supone que el consumo de oxigeno es
constante34, Los puntos y la recta generada se muestran el la Figura 5.28.

Utilizando la ecuacién generada en la Figura 5.28, se estimé la concentracién celular
viable a partir del VCO para la segunda fermentacién alimentada, cuyos datos no se utilizaron
para obtener esta ecuacién. En la Figura 5.29 se observa la relacién entre los datos reales y la
estimacidn. La ecuaci6n se utiliz6 para estimar Xv atn en la fase estacionaria y en la de muerte.
La estimacién de Xv fue muy buena durante la fase exponencial de crecimiento, y solamente
tuvo una ligera desviacién durante lak‘fase estacionaria y la fase de muerte, De tal forma, es
posible utilizarla para estimar en lfnea la concentracién celular viable en los cultivos, lo que
permite conocer inmediatamente el estado del cultivo,
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Tabla 5.7 Correlaciones entre VCO y Xv

Oxigeno disuelto Ecuacion Coeficiente de
% correlacion
30 Xv =139 VCO +0.198 0.987
30 alimentada Xv =2.967 VCO +0.069 0.992
10 Xv=2.144 VCO +0.104 0.961
5 Xv=33VCO-0.02 0.876
2 Xv =62 VCO +0.073 0.930
1.5 7y
J 4 Fermentacion alimentada |
1.25 1 o Fermentacién 10% OD 4

Concentracidn celular viable, x106 cel/mL

y=2661x+0.073 r 2=0937

' T
0 0.1

v 1 {
L] 0-2 0.3

1 -
0.4 0.5

Velocidad de consumo de oxigeno, nM O /h

Figura 5.&8 Regresion lineal entre la VCO y la concentracién celular viable
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Figura 5.29 Estimaciéon de la concentraciéon celular viable a partir de la
velocidad de consumo de oxigeno. Estimacidn realizada en el cultivo alimentado caso 2
(ver Figura 5.36). Las flechas sefialan el nomento de alimentacién de los nutrimentos, como
se indica en la Figura §.36.

5.7 Cultives alimentados en biorreactor

Para confirmar la posibilidad de utilizar la VCO como una herramienta para determinar en-
linea el momento de alimentacién de la glucosa, se realizé un cultivo a 30% OD (caso 1), en el
que se alimentaron nutrientes en ¢l momento en el que disminuyo la VCO. Las cinéticas de
crecimiento y consumo de nutrimentos de este cultivo se encuentra en la Figurn §.30. En el
momento en el que disminuy6 la VGO, a las 81.4 horas de cultivo, se alimentaron 0.5 mL de
una solucién concentrada de glucosa (98g/L). Después de la alimentacién, la concentracién de
glucosa en el reactor fue de 0.73 g/L y la VCO aument6 durante las siguientes doce horas y se
estabiliz en 0.53 mM Oy/h a las 94.24 horas de cultivo, mientras que el valor anterior al
agotamiento de la glucosa era de 0.48 mM Oy/h. Sin embargo, a las 7 horas después de la
alimentaci6n, el cultivo entr en fase estacionaria de crecimiento, a pesar de que la concentracion
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lote alimentado caso 1. La flecha 1 se refiere a alimentacién de glucosa, la 2 a alimentacién

de glucosa y los aminodcidos prolina, glutamina, tirosina, cistina y metionina, La 3 se refiere a
alimentacién de lactato.
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de glucosa era de 0.63 g/L. Al obtener los resultados del andlisis de aminodcidos encontramos
que la cistina se agotd antes que la glucosa, por lo que pudo haber sido el nutrimento
responsable, ademds de Ia glucosa, de limitar el crecimiento celular. Ya que se mantuvieron
concentraciones relativamente altas de glucosa en el cultivo, solo hubo un ligero consumo de
lactato. La fructosa solo se consumid después del agotamiento de glucosa a fas 187.15 horas (al

final del cultivo).

Después de dos alimentaciones mids de glucosa, que resultaron en la prolongacion de la
fase estacionaria del crecimiento, se realizé una alimentacién de 68 mL de una solucion (10X la
concentracién original en el medio) de glucosa y de los aminodcidos que se consumen con
mayor rapidez (cistina, glutamina, prolina, metionina y tirosina). Se trataron de alcanzar las
concentraciones iniciales de tales aminodcidos en el medio de cultivo. La solucién de
aminodcidos fue el 10% del volumen total del reactor. Después de la adicién de la solucidn, la
VCO aumentd, asf como la concentracidn de células totales en el cultivo. No obstante, la
concentracién de células viables se mantuvo constante, probablemente debido a que las células
ya se encontraban en fase de muerte y a la alta probabilidad de que otros nutrimentos, ademds de
aminodcidos y fuente de carbono, estuvieran limitando el crecimiento. Para confirmar que el
aumento en la VCO era real, y no un artificio generado por el cambio de volumen, sc
reprodujeron las condiciones del reactor con agua libre de células a la que se alimentaron también
68 mL de agua con 0% de OD. Esto provocé un aumento del OD, con lo que la computadora
tomo la accidn de cerrar la vdlvula de oxfgeno. Este efecto es el inverso al observado en el
reactor al alimentar la solucién de amino4cidos. Por lo tanto, el aumento en la VCO fue real,
Todos los aminodcidos que se alimentaron fueron consumidos por las células. La cistina y la
glutamina ya estaban agotadas en el momento de la alimentacién y después de suplementarlos se
volvieron a agotar al final del cultivo. La alimentacién de aminodcidos provocé una produccién
de amonio y alanina, aunque nunca llegaron a niveles téxicos para el cultivo. La cinética de
consumo o produccién de todos los aminodcidos en este cultivo, asf como sus coeficientes
estequiométricos, se muestran en el Apéndice IV. A las 173 horas, précticamente al final del
cultivo, se alimentd lactato con el fin de determinar si podfa ser utilizado por las células como
fuente de carbono en esta fase tardfa de crecimiento. Como se puede observar, el lactato ya no
fue utilizado por las células en esta etapa del cultivo.

En la Figura 5.31 se muestra el consumo relativo de los aminodcidos antes del primer

agotamiento de glucosa y al final del cultivo. El comportamiento fue muy similar al de la
fermentacién por lote. Al primer agotamiento de glucosa, la cistina se habfa consumido en un
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Figura 5.31 Consumo relativo de aminodcidos en cuitivo alimentado caso 1.
Valores negativos se refieren a produccién. Solo se considerd la degradacién esponténea de
glutamina, ya que el resto de Jos amino4cidos se degradan espontdneamente en menos de un 5%,
La altura total de la columna corresponde a desaparicion, la seccién de la columna en negro
corresponde a la degradacién esponténea, y el resto de la columna corresponde al consumo.
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90%. La metionina fue el segundo aminodcido de mayor consumo, seguido por la glutamina y la
treonina. La alanina y el dcido glutdmico se produjeron de forma muy similar al cultivo en lote.
Una diferencia interesante es que en el cultivo alimentado hubo una menor produccién de
amonio (0.85% al primer agotamiento de glucosa y 11.7% al final del cultivo) que en el cultivo
en lote a 30% OD (3.17% al agotamiento de glucosa y 61.61% al final del cultivo), a pesar de
que en el primero se alimentd glutamina, Se debe considerar que ¢l cultivo en lote habia sido
burbujeado, con la consiguiente muerte celular. Si comparamos este comportamiento con una
fermentacién por lote, a 10% OD (datos mostrados en Figuras 5.21, 5.23, y Ad)
encontramos que se consumié amonio al agotamiento de glucosa (29.92 %) y se generd amonio
al final del cultivo (29.25 %). Aparentemente, la generacion de amonio estd acoplada a la fase de
muerte celular.

En la Tabla 5.8 se muestran Ja mdxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracién celular méxima en este cultivo. La mdxima velocidad especifica de crecimiento fue
similar a la del cultivo en late (0.024 h-!). En este cultivo hubo un aumento del 13% en la
concentracién celular viable mdxima alcanzada y un aumento del 40% en la concentracién celular
mdxima, comparando con los cultivos lote a 30y {0% OD.

Tabla 5.8 Mdxima velocidad especifica de crecimiento y concentracién celular
viable midxima del cultivo alimentado caso 1

Velocidad de crecimiento, h! 0.026
Xv mixima, x106 cel/mL 2.446 -
Xt mdxima, x106 cel/mL 2.72

Xv significa concentracién celular viable, XT significa concentracion celulur total.

Se realiz6 otro cultivo en el que ademds de glucosa se alimentd cistina (caso 2). Para poder
preparar soluciones concentradas de cistina se utiliz6 NaOH a una concentracién de IM para
disolver la cistina, se agregé agua y se ajusté el pH de la solucién con dcido tlorhidrico 2M. En
la Figura 5.32 se muestra las cinéticas de crecimiento y consumo de nutrimentos en este
cultivo. Al hacer la alimentacién’ de glucosa y cistina, la VCO continué aumentando
exponencialmente, a pesar de que el cultivo entré a la fase estacionaria de crecimiento, Después
de la alimentacién, la concentracién celular viable aument6 en un 6.04% y la concentracién
celular total en un 9.8 %. Utilizando los coeficientes metabélicos para el consumo de
aminodcidos que se obtuvieron en los cultivos lote (ver Apéndice IV) se calculd el momento
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Figura 5.32 Cinética de crecimiento y consumo de nutrimentos en cuitivo en
lote alimentado caso 2, En la flecha | se alimentaron glucosa a la concentracién presente en
la formulacién del medio (1X) y cistina a 3X. En la flecha 2 se alimentaron glutamina 1Xy
tirosina 1X. En la Flecha 3 se alimentaron glucosa 1X, metionina 1X y 4cido aspértico 1X. En
la flecha 4-se alimentaron 70 mL de medio fresco.
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en que deberfan de agotarse los aminodcidos glutamina, tirosina, metionina y dcido aspdrtico, y
se alimentaron de acuerdo a este cdlculo para evitar su agotamiento. En el segundo pulso se
alimentaron glutamina y tirosina a su concentracion original en el medio de cultivo. La VCO
aumentd después de la alimentacion y aumentd la concentracion celular total. Sin embargo, la
concentracin celular viable no aumentd. En la tercera alimentacion se agregaron metionina,
dcido aspdrtico y glucosy, ya que esta dltima se habfa agotado de nuevo. La alimentacion fue
seguida por un aumentoen la VCO 'y un ligero incremento en li concentracion celular total. A las
160.4 horas de cultivo se alimenté con 70 mL de medio fresco, el 10 % del volumen de trabajo
del reactor. Esta alimentacién también provocé un aumento en ta VCO. La concentracién celular
disminuyd ligeramente debido a la dilucidn. Sin embargo, la concentracién celular aumenté hasta
el valor anterior a la adicién del medio. Durante el cultivo, el lactato se consumi6 ligeramente y la
concentracién de fructosa permanecié constante hasta que el nivel de glucosa bajé a menos de
0.4 g/L.

En la Tabla 5.9 se reportan la mdxima velocidad especifica de crecimiento y las
concentraciones celulares midximas obtenidas en este cultivo. La mixima velocidad especifica de
crecimiento fue similar a la del cultivo alimentado caso 1y a los cultivos lote. La concentracidn
celular viable mdxima fue un 21% mayor que en las fermentaciones en lote. l.a concentracién
total médxima de células fue igual que la de las fermentaciones en lote.

Tabla 5.9 Mdxima velocidad especifica de crecimiento y concentracién celular
mixima del cultivo alimentado caso 2

Velocidad de crecimiento, h*! 0.030
Xv maxima, x106 cel/mL 2.09
Xt mdxima, x106 cel/mlL 2.45

Mercille y Massie? reportaron que ¢l agotamiento de cistina induc;a la muerte celular
programada (apoptosis) en cultivos de miclomas. Una vez que la apoptosis es inducida, el
proceso de muerte celular es irreversible y no se interrumpe aun cuando se alimente cistina, Para
explorar esta posibilidad realizamos cultivos en los que se aumenté la concentracién de cistina a
2X al inicio del cultivo en frascos agitados. En la Figura 5.33 se muestra la cinética de este
cultivo. La concentracién celular méxima alcanzada fue igual en el cultivo con 2X de cistina y el
control. Sin embargo, después de que el cultivo llegd a la fase estacionaria, la viabilidad celular
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Figura 5.33 Efecto de la adicién de cistina al inicio del cultivo

en el cultivo con 2X de cistina se mantuvo por arriba del 90%, mientras que la viabilidad del
control disminuy6 gradualmente hasta el 70%. Aparentemente, la cistina no’es utilizada para la
generacién de biomasa, sino que permite &l mantenimiento de las células ya existentes. Mercille
y Massie concluyeron que la falta de cistina en el medio de cultivo provoca una inhibicién de la
sintesis de protefnas, lo que induce la apoptosis.
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Capitulo VI

Conclusiones

6.1 Conclusiones particulares

@ Sc realiz6 la caracterizacion exhaustiva de la linea celular de insecto Sf-9. Este trabajo es,
hasta donde sabemos, el primero en el pafs sobre bioingenieria del cultivo de células de insecto.

@ Sc demostr6 que el cultivo de células de insecto en frascos agitados es la mejor opcidn a
pequefia escala. A mayor escala, el cultivo en bioreactores instrumentados permite un estricto
monitoreo del proceso y la aplicacion de estrategias computarizadas de control y optimizacién del
proceso. El cultivo en frasco T no es un buen método para la obtencion de células de insecto, y
es una opcidn solo cuando no se cuenta con la infraestructura necesaria para realizar cultivos en
frasco agitado o biorreactor.

@ Se determind que la glucosa es la principal fuente de carbono para las células de insecto.
Cuando su concentracién es baja, se consumen otras fuentes de carbono, como la fructosa y el
lactato, La sacarosa no es consumida por las células.

@ Se determin el efecto téxico del lactato y el amonio. El lactato es toxico a partir de S mM y el
amonijo a partir de 10 mM. Sin embargo, hubo crecimiento celular ain cuando ambas sustancias
fueron adicionadas a 15 mM. No se debe descartar la posibilidad de que el amonio pueda ser
téxico en la fase de producci6n y/o afectar el procesado de las protefnas recombinantes.

@ Se confirmd que el consumo de oxfgeno esta directamente relacionado corl la concentracién
cetular del cultivo y con el agotamiento de nutrimentos. El agotamiento de glucosa provocé que
la respiracién celular permaneciera cbnslamc, mientras que el agotamiento de lactato o fructosa
provocaron una cafda en el consumo de oxfgeno. El cultivo entré en fase de muerte poco tiempo
después de que se detectd la disminucién de la respiracion. '
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@ Se encontrd que el OD tiene un efecto tipo Monod sobre la velocidad de crecimiento y el
consumo especifico de oxigeno. Para la velocidad de crecimiento, la kQ, fue de 1.91 %. y la
pmax fue de 0.033 b1, para el consumo especifico de oxigeno, una k'Q, de 1.44 %, y una q0,

max de 3.68 x10-19 mmol O4/cel h

@ Se demostré que la produccion de lactato esta relacionada con el OD. El rendimiento de luctato
generada por glucosa consumida, permite inferir un OD aparente en cultivos no instrumentados,

y predecir la concentracién celular mdxima y la velocidad de crecimiento.

@ Se utilizé Ia VCO para alimentar nutrimentos en el momento de su agotamiento, Se obtuvo una
concentracion celular viable mdxima 40% mayor. Los cultivos no volvieron a la fase de
crecimiento exponencial, aunque se logrd prolongar la fase estacionaria,

@ Este trabajo constituyé en un avance importante hacia el desarrollo de estrategias
computarizadas de control y monitoreo en linea de cultivos de células de insecto, aunque es

necesario realizar mds investigacion con el fin de consolidar dichas estrategias.

6.2 Conclusion general

Antecedentes en el grupo de trabajo sobre el establecimiento de estrategias de control
computarizado en cultivos de una lfnea particular de hibridomas fueron la motivacién del
presente estudio. Debido a la poca informacién sobre el metabolismo de células de insecto
disponible, las hipétesis iniciales de trabajo se fundamentaron en los resultados obtenidos en
cultivos de hibridomas. No obstante, durante el desarrollo de este estudio, se pudo constatar que
existen diferencias importantes entre hibridomas y células de insecto Sf-9, que imposibilitan una
extrapolacién directa de las estrategias de control ttiles de un sistema al otro. De tal forma, una
de las aponaciones de este trabajo fue determinar las diferencias entre hibridomas y células de
insecto Sf-9, y sus implicaciones en cuanto a politicas de operacién y control'de biorreactores.

‘o
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Tabla AL1 Aminodcidos estables y su concentracién media y desviacion
estdndar después de 450 h

Aminoacido Media Desviacion estindar
mM mM +/-
Thr 2.33 0.166
Ser 8.71 0.634
Glu 6.38 0.464
Ala 4.62 0.324
val 1.83 0.141
Gly 6.19 1.014
lle 1.36 0.151
Leu 2.93 0.266
Tyr 0.38 0.026
Lys 4.33 0.419
Pro 3.61 0.308
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Apéndice I1

Cultivos estaticos
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Figura AIL1 Reproducibilidad de los cultivos estaticos. Se muestran cinéticas de
dos cultivos. Los simbolos vacios representan células viables y los llenos células totales. Se
aprecia que la mayor reproducibilidad se obtuvo durante la fase de crecimiento exponencial,
mientras que en la fase de muerte hubo una dispersién considerable. Esto puede obedecer al
volumen pequeilo en el frasco al final del cultivo. lo que dificulta obtener muestras homogéneas
en frasco T.
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Tabla AIL1 Coeficiente metabdlico especifico y rendimiento aparente de
aminodcidos y amonio en cultivo estdtico antes del agotamiento de glucosa

Aminodcido qi Yap
pmol/x10%el h { x10%el/mmol

Cistina 2 4.130
Asp 22 0.63
Met 6 2.45

Gln 27 0.5

Amm 9 1.630
Tyr 5 3.03
Trp 5 2.62
Arg 4 0.35
Phe 17 0.84
Leu 14 1.02
His 128 0.11

Gly 70 0.2

Lys 45 0.31
Ser 89 0.16
Val 13 0.71
lle 31 0.46
Thr 22 0.63
Asn - ---
Pro
Ala -35 0.4*

Glu -52 0.27*

gi significa coeficienle metabélico, Yap significa rendimienio aparente.
* Se reficre a amino4cidos producidos. En el caso de asparagina y prolina no hubo un consumo
constante durante la fase de crecimiento exponencial, por lo que no se reporta el coeficiente
metabdlico ni el rendimiento. Cabe resaltar que esta informacién para cultivos estdticos no se ha
encontrado en la literatura. |
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Tabla AIL2 Coeficiente metabdlico especifico y rendimiento aparente de
aminoicidos y amonio en cultivo estitico durante el consumo de lactato

Aminodcido qi Y aparente
umol/x10%cel h | x10%el/mmol

Cistina
Asp 1 7.4
Met
Gln 5 1.37

Amm -18 0.39*
Tyr -
Trp -
Arg -11 0.63*
Phe -5 I.45%
Leu -9 0.78*
His -41 0.17*
Gly 22 0.78*
Lys 13 0.53*
Ser 23 0.3*
Val
lle -9 0.78*
Thr -1 0.94*
Asn -5 1.56*
Pro 3 2.7
Ala -22 0.32%
Glu 24 0.3*

qi significa coeficiente metabdlico, Yap significa rendimiento aparente! .
* Se refiere a aminodcidos producidos
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All.1 Efecto del amonio en cultivos de células de insecto

Tabla AIL3 Efecto del amonio en el rendimiento en cultivo estdtico

Concentracion, | Control|{ 0.5 1 3 5 6 10 15
mM

Yap, x106cel v/| 1280 2291 1740 | 1988 | 1130 | 2032 | 1070 } 1224

g glucosa

Yap significa rendimiento aparente.

AIL2 Efecto del lactato en cultivos de células de insecto

Tabla AIL4 Efecto de la adicion de lactato en el rendimiento en cultivo estitico

Concentracion, mM | Control 5 10 15
Yap 970 1060 400) 590

x106cel v/g glucosa

Yap significa rendimiento aparente
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Apéndice III

Cultivos en frascos agitados
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Tabla Alll.1 Rendimiento de glucosa de cultivos en suspension. Media y
desviacion estdndar de tres cultivos.

Yap Células vivas 1389+/-108

x10¢ cel/g glucosa Células totales 1709+/-209
qi Células vivas 0.018+/-0.002
mg_glucosa/x106 cel h | Células totales 0.015+/-0.001

gi significa coeficiente metabdlico, Yap significa rendimiento aparente, gi significa coeficiente metabdlico

Tabla AIIL.2 Tasa metabélica especifica y rendimiento aparente de aminodcidos

amonio en cultivo en suspensién en frascos alita;lbs

Aminodcido | qi Yap
umol/x10%el h | x109cel/mmol
cistina 4 524
Gin 40 0.605

qi significa coeficiente metabdlico, Yap significa rendimiento aparente.
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AIIL1 Cultivos con diferentes concentraciones de glucosa

Con el fin de determinar el efecto de diferentes concentraciones de glucosa en cultivos de
S1-9, se realizaron cultivos sin glucosa y con el doble de glucosa que el medio TNM-FH. El
medio fue preparado en el laboratorio con la formulacion del medio comercial. Tanto el control
como ¢l cultivo sin glucosa se realizaron con este medio. Solo se realizé un cultivo de cada
experimento. Al cultivo sin glucosa se le adiciond 0.6 g/L de lactato (TNM-FH/glucosa™). que
como ya se ha mencionado, es utilizado como fuente de carbono por las células de insecto.

Debido a la glucosa presente en el SFB, hubo glucosa al inicio del cultivo sin glucosa
anadida, en una concentracién de 0.097 g/L. No hubo diferencia entre las méximas velocidades
especificas de crecimiento de ambos cultivos (0.02] h™! para el control y 0.026 h"! para el
cultivo sin glucosa), En la Figura AIIL2 se muestra la comparacién del crecimiento de ambos
cultivos. La concentracion celular viable mdxima alcanzada en el cultivo TNM-FH/glucosa™ fue
de 0.88 x109 cel/mL., mientras que en el control fue de 0.84 x100cel/mL, prdcticamente igual.
En el cultivo TNM-Fii/glucosa™ las células pasaron a fase de muerte a partir del agotamiento de

lactato,

Para calcular el rendimiento a partir de que la concentracién de glucosa es menor de 0.2
g/L, es necesario considerar que hay consumo simultdneo de glucosa, fructosa y lactato. Se
calculé el rendimiento con base en los mol de carbono de las tres fuentes utilizadas
simultineamente. En la Tabla AIIL3 se muestran los rendimientos por mol de carbono en cl
cultivo control y el cultivo sin glucosa. En el caso del cultivo sin glucosa, hubo consumo de
fructosa y lactato desde el principio del cultivo, por lo que solo se calculd el rendimiento por mol
~ de carbono de la fructosa, glucosa y lactato. Los rendimientos de carbono para el cultivo control
fueron mucho mayores que los del cultivo sin glucosa con lactato.

Tabla AIIL3 Rendimientos por mol de carbono de cultivo sin glucosa y
cultivo_control en frascos agitados '

) Xv Xt
Yap, x10% cel/ mol C de glucosa | TNM-FH 143,94 147.17
Yap,x 109 cel/mol C TNM-FH 67.22 109.38
glucosa+fructosa+lactato TNM-FH/glucosa® 26.49 39.63

Yap significa rendimiento aparente.
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Figura AIIL3 Cultivo en frascos agitados con 2X de concentracién de
glucosa.La flecha indica el momento en el que se aliment6 glucosa a una concentracién final de

10 /L. '

Un cultivo posterior se inicié con 1.4 g/L de glucosa, en lugar de 0.7 g/L. que es la
concentracién en la formulacién original. En la Figura AIIL3 se muestra la cinética de
crecimiento de este cultivo. La mdxima velocidad especifica de crecimiento en este cultivo fue de
0.035 h-!, mientras que para los cultivos en frascos agitados el promedio es de 0.024 -, Esto
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indica que la concentracién de 0.7 g/L. presente en el medio es limitante para el crecimiento
celular. La concentracion mdxima de células viables fue de 1.75 x 10¢cel/mL, muy similar a la
obtenida para cultivos control de .53 x10%cel/mL. Esto confirma la existencia de otro
componente, ademds de la glucosa, que limita el crecimiento celular. Cuando el cultivo se
encontraba en el inicio de la fase de muerte fue alimentado con glucosa a una concentracion de
10g/L. Esta concentracion es la que tiene el medio S{-900, en el que se han logrado propagar
células de insecto hasta 10 x10° cel/mL*. La alimentacién provocd un ligero crecimiento, de
0.76 x109cel v/ mL a 0.81 x109cel v/mL, aunque posteriormente las células continuaron en fase
de muerte a pesar de la alta concentracion de glucosa presente en el medio de cultivo. Esto
sefiala la necesidad de alimentar otros nutrimentos, ademds de la glucosa, de forma racional para
obtener la mayor concentracién celular posible con una viabilidad alta.
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Apéndice IV

Cultivos en biorreactor instrumentado
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Tabla AIV.1 Coeficientes metabélicos y rendimientos a diferentes tensiones de

oxigeno

0D, %h’arzimetro Glucosa | Carbono |Lactato| Gln Cys | Met Ala Glu
30 Yap |2.02+.0.04 | 58546 | NA {04 +-0.02]13.84-18.28+-2|-1.114-0.3{-1.35+-0.5
qi 0.012+0.0050.44+.0.06] NA 10.02+.0.02] 0 0 -0.03  10.02 +-0.0
10 Yap 2404 28.48 NA 0.44 11.4 | 241 -1.31 -().72
qi  [0.016+-0.004] 091 NA 0.06 0 0.01 -0.02 -(.04
5 Yap 1.82 22 -15.87 0.78 2,59 | 8.13 -1.34 -0.90
qi 0.016 1.40 -0492 | 0.04 0.0] 0 -0.02 -0.03
2 Yap 1.69+-0.02 | 60.06 | -4.271 1.12 5.23 | 14.5 ~0.56 -0.67
qi 0.008 0.22 -0.004 0.13 0 0 -0.02 -0.02
0 Yap 0 0 0 0 0 0 0
qi 0 0 0 0 0 0 0

Yap significa rendimiento aparente, qi significa coeficiente metabdlico. Se muestra la diferencia entre los cultivos

realizados por duplicado, excepto cuando la diferencia es igual a cero.

*  Rendimiento aparente de glucosa v lactato en x107 cel/g. de carbono (lactato+glucosa+fructosa) en x10°
cel/mmol y de aminodcidos en x 10%el/mmol.

*x Coeficientes metabélicos de glucosa y lactato en g/x10%el h, de carbono en ptmol/108 cel b, de aminodeidos
en mmol/x109 cel h.

Valores negativos se refieren a produccién. NA significa "No se aplica”. El rendimiento y
coeficiente metabélico de glucosa se calcularon cuando no hubo consumo de fructosa o lactato.
El rendimiento de carbono se calculé cuando la glucosa, la fructosa y el lactato eran utilizados
simultdneamente por las células. En los cultivos donde hubo produccién de lactato, se reporta
también el coeficiente metabdlico y el rendimiento. Para los cultivos realizados por duplicado
(30, 10y 2%) se reporta la media y el error. En el caso de los duplicados a 2y 10% no se
analizaron aminodcidos.
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Figura AIV.2 Cinética de consumo y produccién de aminodcidos en cultivo en

biorreactor 10% OD
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AIV.1 Cultivo alimentado

Tabla AIV.2 Rendimiento aparente y coeficiente metabélico de los nutrimentos
clave en cultivo en lote alimentado caso 1

Glucosa| Carbono | Gin | Cys | Met | Glu Ala

Yap* 1.98 52.47 13.9 | 14.99 | 10.204| -0.789 | -0.831

qi** 0.013] 0.5 0.002 10.0017] 0.098 | -0.033 | -0.03]

Yap significa rendimiento aparente, qi significa coeficiente metabélico.

*  Rendimiento aparente de glucosa en x10% cellg, de carbono en x10% cel/mmol y de aminodcidos en
x10%el/mmol.

*+ Coeficientes metabélicos de glucosa en g/x109 cel h, de carbono en umol/x109el h y de amino4cidos en
mmol/x10% cel h

Se reportan los rendimientos aparentes y los coeficientes metabélicos de los nutrimentos clave

antes de la primera alimentacién . En este caso el rendimiento de carbono se refiere solo a los

carbonos de la glucosa y el lactato, ya que no hubo consumo de fructosa en esta fase del cultivo.
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