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Resumen

En afios recientes el sistema células de insecto-baculovirus ha tenido un gran auge debido a su
alta capacidad de produccién de proteinas recombinantes. A pesar de esto, ciertas condiciones
de cultivo para la produccién de proteinas recombinantes no han sido estudiadas a fondo. De
este hecho surgié el interés por estudiar pardmetros de cultivo en la produccion de dos
proteinas recombinantes modelo que conforman parte de la estructura de los rotavirus: VP4 y
VP7. Los parametros de cultivo estudiados fueron la multiplicidad de infeccion (MDI) (para la
produccién de VP7), el pH, la temperatura y 1a adicién de cloruro de amonio y de sodio al medio
de cullivo para la produccic')‘n de VP4. En este estudio se determiné el efecto de estas variables
sobre el crecimiento celular y sobre la produccién de proteina y virus recombinantes. En
particular se eligieron como modelo proteinas de rotavirus debido a que en un futuro se
pretende generar una posible vacuna contra este virus que es uno de los causantes de

enfermedades diarréicas de mayor importancia en el mundo.

Se determiné que la mejor MDI para la produccién de la proteina recombinante VP7 fue de 5 ya
que a esta multiplicidad se eleva la produccién en un orden de magnitud; mientras que la

produccion de baculovirus se incrementa a MDl de 1.

Se mejord la produccion de la proteina VP4 recombinante y la produccién de baculovirus
recombinante efectuando la infeccién de las células a un pH por debajo (de 5.8 a 6.2) del pH
control de 6.2 (pH del medio de cultivo comercial). Esta variacion de pH no presenta efectos

significativos sobre el crecimiento celular.

Se observé que la produccién de VP4 recombinante cesa completamente al emplear
temperaturas por arriba de 27°C. El titulo viral se mantiene constante a pesar de las

varaciones en la temperatura (sélo se modifica el tiempo al cual se obtiene su maximo valor).

Se demostrd que la adicién de NH,CI a los cultivos, en un intervalo de 5-25 mM, tiene un efecto
negativo sobre el crecimiento celular de cultivos sin infectar; ademas, la presencia de estas
concentraciones de amonio en el cultivo conlleva al decremento significativo de la produccién

de proteina VP4 y de baculovirus recombinantes.




La adicién de NaCl al cultivo de células de insecto, en un intervalo de 5-25 mM, no afecto al
crecimiento celular pero si beneficio la produccién de proteina VP4 (15 mM NaCl) y de

baculovirus recombinantes {25 mM NaCl).

Las modificaciones a las condiciones de cuitivo realizadas en este trabajo permitieron, bajo
ciertas condiciones, mejorar tanto la produccién de las proteinas de rotavirus VP7 y VP4, como
la produccion de baculovirus recombinante. Este estudio es de gran interés si se considera que
diferencias en el rendimiento de productos recombinantes producidos por el sistema células de
insecto-baculovirus se han atribuidc a variables en diferentes niveles, tales como: molecular y
genético, de clonacién, del cultivo o bien de la infeccidon. De ahi que la informacion generada
en este trabajo sea de utilidad para mejorar el rendimiento de proteinas recombinantes en este
sistema de expresion. Por otro lado, una ventaja adicional de la optimizacion es que podria
aplicarse para la obtencién de pseudoparticulas virales de rotavirus (PPVs), las cuales podrian

ser una alternativa para ser empleadas como vacunas contra la infeccién por este virus.




1. Introduccion

En afios recientes uno de los sistemas de eucariotes superiores mas empleados para la
producciéon de proteinas recombinantes ha sido el sistema células de insecto-baculovirus
(Caron et al. , 1990; Schopf et al., 1990). Este sistema presenta una serie de ventajas con
respecto a otros sistemas de expresion, entre ias que destacan los altos rendimientos del
producto recombinante (Zhang et al., 1994), la capacidad para llevar a cabo modificaciones
postraduccionales similares a las de sistemas de expresion de células de mamifero (Davis y
Wood, 1995; Davidson et al., 1990; Davidson y Castellino, 1981, Jarvis y Summers, 1989,
Ogonah et al., 1996), la facilidad de construccién del virus recombinante y su seguridad ya que
es inocuo para el ser humano y para el medio ambiente, entre otras. No obstanie, es necesario
realizar estudios para optimizar los parametros para la produccion de proteinas recombinantes
en este sistema, faarticularmente aquellos relacionados con la productividad (Gooche y Monica,

1990).

En este trabajo se analizé el efecto de la variacion en algunos parametros, tales como la MDi, el
pH, la temperatura y la adicién de cloruro de amonio y de sodio al medio de cultivo sobre el
crecimiento celular y la produccidon de proteina y virus recombinantes. Como modelo de
expresién se emplearon dos proteinas estructurales de rotavirus, VP7 y VP4. Los cDNAs para
estas proteinas (Bac-VP7 y Bac-VP4) habian sido previamente clonados en el baculovirus
Autographa californica multiple pofyhedrosis virus (AcMNPV) (Crawford et al., 1994). Con Bac-
VP4 se llevd a cabo la infeccién de células de insecto Sf9 y se analizd el efecto de cada
parametro sobre el crecimiento celular y la produccion de proteina y virus recombinantes,
mientras que Bac-VP7 se empleé para evaluar el efecto de variaciones en la cantidad de virus

adicionada (MDI) sobre la produccion de la proteina y del virus recombinante.

La MDI, o numero de particulas virales por célula, es un parametro muy importante para la
expresion de proteinas recombinantes ya que variaciones en la MDI estan relacionadas con
cambios en la expresion de las proteinas (Caron et al., 1990}). En cultivos de células de insecto,
se ha visto que variaciones en el pH provocan tiempos de adaptacion mas largos, velocidades

de crecimiento menores, asi como concentraciones celulares reducidas (Zhang et al., 1994).



Se ha encontrado que la temperatura afecta directamente el crecimiento celular, la viabilidad, el
metabolismo, la sintesis de proteinas (Furakawa y Ohsuye, 1999), el tiempo de expresion y el
porcentaje de proteina secretada en algunas lineas celulares tanto de mamiferos como de
insectos (Reuveny et al., 1993). El amonio limita la concentracion celular y por ende la
concentracién y productividad de la proteina recombinante de interés (Ramirez, 1996). Al
parecer el efecto del amonio en cultivos de células animales es de tipo toxico y no de tipo
osmético (esta toxicidad se debe a que et NH," es transportado hacia la célula en lugar del ion
K*, lo que da lugar a la reduccion de los niveles de K* en la célula) {Martinelle y Haggstrom,
1993). Se ha demostrado que altas concentraciones de compuestos osmoticamente actlivos,
tales como sales y azlcares, provocan estrés osmético sobre las células (Lee y Lee, 2000),
causando diminucion de la viabilidad celular, modificaciones metabdlicas (incremento en el
consumo de aminoacidos) (Ozturk y Palsson, 1991; Takagi et al., 2000; Zhang et al., 1994) y

modificaciones en la velocidad de crecimiento (Takagi et at., 2000).




2. Antecedentes

2.1. El sistema células de insecto-baculovirus

E! cultivo de células de insecto fue empleado por primera vez en conjunto con el baculovirus
para la produccion a gran escala de insecticidas virales {algunos baculovirus, entre eilos
Autographa californica han sido empelados como pesticidas}, los cuales presentaban una
alternativa interesante para el tratamiento de plagas, evitando asi el uso de agentes quimicos
{Miller et al., 1983). Posteriormente, con el desarrollo del baculovirus como vector de expresion,
el cultivo de células de insecto evoluciond como uno de los sistemas mas.importantes para la
produccién de proteinas recombinantes. En la actualidad, una de las aplicaciones mas
interesantes de este sistema es la generacién de posibles vacunas contra algunos virus, entre
los que destaca e.l virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), una de las cuales se encuentra

actualmente en pruebas clinicas (Gossen y Daugulis, 1993).

Entre las ventajas presentadas por este sistema se encuentran aquelas relacionadas con los
baculovirus recombinantes: a) son sencillos de construir, b) permiten la insercién de varios
genes - lo cudl hace que el sistema sea altamente versatil -, ¢) no son patdgenos para
vertebrados ni para plantas, d) no requieren de células transformadas como en cultivos de
células de mamifero (Licari y Bailey, 1991). Las ventajas referentes a las células de insecto o al
sistema de expresion en general son: a} permite alcanzar niveles elevados de expresién de
proteinas recombinantes funcionales similares a los alcanzados en otros sistemas de expresion
(Tabla 2.1)(Bathia et al.,1997), b) se llevan a cabo modificaciones postraduccionales - tales
como la glicosilacién, la formacion de puentes disulfuro y la fosforilacion-, ¢) el transporte de
proteinas, d) la secrecién y localizacion de proteinas, e} el reconocimiento de intrones,
procesamiento alternativo (splicing) y f) el ensamblaje de proteinas multiméricas tal como
sucede en otros sistemas de expresiéon que emplean células de eucariotes (Davis y Wood,
1995; Ogonah et al., 1996). Las modificaciones post-traduccionales son importantes en la

produccién de la proteina recombinante, ya que de esto dependeran la inmunogenicidad, la




solubilidad, la vida media de circulacién, la actividad bioldgica y la resistencia a proteasas, entre

otras actividades in vivo del producto final (Palomares y Ramirez, 1997).

Tabla 2.1. Ejemplos de produccion de proteinas recombinantes por el sistema células de insecto-

baculovirus
Gene P.M {kD) Modificaciones Concentracion
{mg/L)
interferén humano 17/21 ABC 1-5
Clorantenicol acetil 27 100
transferasa
B-galactosidasa 10 600
Rotavirus de simio 41 50
interleucina humana 15.5 B,C 10-20

A: Glicosilacién, B: Sefal de corte de péptido, C: Secretado, (Goosen y Daugulis, 1993)

Algunas desventajas de este sistema son que las proteinas recombinantes se expresan al final
del ciclo de infeccion, en momentos en los que la célula se encuentra cercana al proceso de
degradacion. Esto puede dar lugar a la expresién de proteasas celulares que provocan la
degradacién del producto recombinante (Licari y Bailey, 1891). En algunas ocasiones, los
productos recombinantes presentan procesamiento incompleto debido a que las células de
insecto carecen de algunas enzimas requeridas para dichos procesos (Bishop, 1990; Zu Putlitz
et al.,1990). Ademés, el virus pierde su capacidad infectiva después de un nimero elevado de
pases, lo cual conlleva la formacion de particulas virales defectivas (Tramper et al., 1990, Van
Lier et al., 1990). Sin embargo, a pesar de que el sistema presenta algunas desventajas, sigue

siendo una alternativa prometedora para la expresién de altos niveles de proteinas




recombinantes. Inclusive ya se han realizado esfuerzos hacia el escalamiento del sistema con
la finalidad de lograr ta expresién de proteinas recombinantes a gran escala (Caron et al,

1990).

2.2. Los baculovirus

Los baculovirus pertenecen a la familia Baculoviridae. Estos virus poseen un genoma circular
de DNA empaquetado en una capside envuelta por una membrana (Fields et al., 1995). Esta
familia de virus comprende dos géneros: los virus granulociticos y los virus nucieares de
polihedra. Ambos géneros de virus se caracterizan por estar protegidos por una matriz; en el
caso de los virus granulociticos la matriz estd formada por una proteina llamada granulina
mientras que en el caso de los virus nucleares de polihedra la matriz esta formada por una

proteina llamada polihedrina.

El baculovirus que se emplea con mayor frecuencia como veclor de expresion es el virus
AcMNPV. Este virus recombinante generalmente se encuentra en un cuerpo de inclusién que
es compuesto principalmente por polihedrina (Licari y Bailey, 1992) y consiste de una cadena
circular superenrrofiada de DNA de dos hebras con 128 kbp (Figura 2.1). El promotor de este
gene (de la polihedrina) es empleado para dirigir la expresién del cDNA de la proteina

recombinante deseada.

Figura 2.1. Micrografia de baculovirus recombinantes. Las nucleocapsides miden 30 nm de diametro

y 250 nm de longitud (Fields et al., 1995)



El promotor de la polihedrina es muy tardio, por lo que los maximos de produccién de las
proteinas recombinantes se obtienen en la etapa muy tardia despues de la infeccion. Al colocar
el gen heterdlogo en lugar de polh (que codifica para la polihedrina) se replica el virus
recombinante de manera normal como virus libres en el cultivo y pueden ser distinguidos
visualmente del silvestre por su fenotipo de oclusion negativa (occ-). La gran ventaja de usar el
promotor de la polihedrina es que es un promotor fuerte capaz de inducir la hipertranscripcion
del gen heterdlogo, permitiendo la acumulacion del producto en cantidades elevadas durante la
infeccion (permite que el virus se replique durante todo el proceso de infeccion) (Jarvis et al.,
1990). Si existe la necesidad de acortar el tiempo de expresion se pueden emplear promolores
tempranos, esto también favorece a las modificaciones postraduccionales y a la secrecion de
las proteinas, aunque la proteina recombinante se obtiene en concentraciones mas reducidas
que al emplear promotores muy tardios (O'Reilly et al., 1994). Es por ello que se recomienda el
uso de promotores tempranos en casos en los que la proteina sea estable y no se sacrifican 10s
rendimientos ﬁnaies de proteina recombinante y de esa manera se puede llegar a obtener el

producto recombinante con mayor rapidez (Jarvis y Summers, 1989).

2.2.1 Ciclo de infeccidon del baculovirus

La infecciéon de los baculovirus ha sido clasificada en etapas que pueden ser resumidas en: 1)
etapa precoz (de adsorcidn, penetracion y liberacion del recubrimiento), 2} etapa temprana, 3)

etapa tardia y 4) etapa muy tardia (Figura 2.2).

Durante la etapa precoz, los virus no ocluidos (VNO) entran a las células mediante endocitosis
mediada por receptores (Charlton y Volkman, 1993; Volkman et al, 1985). Esta entrada
requiere de la glicoproteina gp64 la cual es responsable de la interaccidn con los receptores y
de la fusion con la membrana del endosoma (Jarvis y Garcia, 1994, Markovic et al., 1998). Las
nucleocépsides liberadas en el citoplasma migran al nicleo, pasan por los poros nucleares y
entran al nucleoplasma en donde pierden su recubrimiento (Jarvis y Garcia, 1994}, EI RNA viral
puede ser detectado después de 30 minutos de la inoculacién del virus, lo cual es indicativo de

la llegada del DNA viral al ntcleo y del inicio de la transcripcion (Fields et al., 1995).




En la fase temprana las células se replican y se da la expresion del DNA viral. Durante las
primeras 6 horas de infeccién, algunos genes del baculovirus AcMNPV son transcritos por la
RNA Polimerasa |l (RNA Pol 1} y como resultado se producen proteinas (helicasas,
polimerasas, elc.) requeridas para la replicacion del DNA viral y para la regulacion
transcripcional de algunos genes tempranos. Ademas, se observan cambios en la estructura
del citoesqueleto y de la cromatina de las células infectadas ya que las células se vuelven mas

redondeadas y los nucleos se modifican (Fields et al., 1895).

Entre las 6 y las 18 horas se pasa a la fase tardia. En esta fase se llevan a cabo la replicacion
del DNA viral (Lynn et al., 1980), la expresion de genes tardios y la produccion de virus libres
(VL) o VNO. Esta etapa requiere de la sintesis de proteinas necesarias para la formacion de los
virus libres. La transcripcién de genes tardios al parecer esta acoplada a la replicacion det
DNA. Después-de la transcripcion y replicacion del DNA viral, este es empacado en
nucleocapsides en asociacién con el estroma virogénico (estructura con densidad electronica
distinta localizada en el ndcleo). Durante esta fase las nucleocapsides dejan el nucleo y viajan

hacia la membrana plasmatica donde son liberadas para producir VNO (Jarvis y Garcia, 1994).

La fase muy tardia abarca de las 18 a las 24 horas post-infeccion aunque Hlega a extenderse
hasta las 76 horas o hasta la lisis celular. A lo largo de esta fase las nucleocdpsides son
empaquetadas en el nucleo y por tanto se producen los virus ocluidos (VO). Las
nucleocapsides salen de! nicleo a través de los poros nucleares. Antes de que ocurra la lisis
estos VO se acumulan en el nicleo de la célula infectada. La maduracién de los VO requiere
de una cubierta llamada calyx que esta principalmente conformada por carbohidratos vy
proteinas. Esta fase de oclusién se caracteriza por mostrar alta transcripcion del gene polh. Al
reemplazar éste por un gene de interés es posible obtener niveles elevados de expresién los

cuales se detectan después de la produccion de los virus libres (Fields et al., 1995).

El tiempo de lisis depende de la salud de las célutas, de la edad del medio de cultivo y de los
niveles de oxigeno presentes en el cultivo. Si no se efectda recambio de medio de cultivo o si

no se provee oxigeno, la lisis puede presentarse desde las 60 horas post-infeccion, y para tas
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72 horas post-infeccién la mayoria de las células ya no estaran sintetizando proteinas, y

generalmente estaran en un proceso de muerte o de lisis celular {O'Reilly et al., 1994).

Cultivo celular

Virus libres .
e (= ,—?’-

Y Fndosoma: > @)

Medio de cultivo

Progenie Viral

Figura 2.2. Ciclo de infeccién del baculovirus silvestre. Un virus libre se une a los receptores de fa
célula (1) y entra por endocitosis mediada por receptores (2). Con la acidificacion del endosoma se unen
el virus y el recubrimiento del endosoma (3), y las nucleocépides son liberadas al citoplasma. Las
nucleccapsides se dirigen hacia el nucleo (4} donde interaccionan con los poros nucleares (5). Al entrar
al nucleo se libera el recubrimiento {6) y el DNA es transcrito (7), replicado y empacado en
nucleocépisides {8) en asociacién con el estroma virogénico. Durante la etapa tardia, las nucleocapsides
dejan el nucleo (9) y viajan hacia la membrana plasmatica donde posteriormente son liberadas (10) y
producen virus libres (11). Durante la fase muy tardia las nucleocéapsides son recubiertas en el nucleo
(12). Posteriormente los viriones intracelulares son embebidos en la matriz de polihedrina para formar

cuerpos ocluidos (13) (Fields et al., 1995).
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2.3. Parametros que afectan la produccion de proteinas recombinantes en distintos
sistemas de expresion

A pesar de que el sistema células de insecto-baculovirus ha sido empleado recientemente para
la produccion de proteinas recombinantes, la produccién de estas esta aun lejos de ser ¢ptima
por lo que el efecto de algunas variables como la MDI, la temperatura, el pH, la osmolaridad del
medio de cultivo y desechos toxicos del metabolismo celular tales como el amonio debe ser

analizado sobre el crecimiento celular y 1a produccion de proteina y virus recombinantes.

2.3.1. Multiplicidad de infeccion

La MDI, o numero de particulas virales por célula, es un parametro muy importante para la
expresion de proteinas recombinantes ya que variaciones en la MDI estan estrechamente
relacionadas con cambios en la expresién de las proteinas. Existe un gran numero de
respuestas como resultado de variaciones en la MDI, las cuales dependen tanto de la linea

celular empleada como de la proteina a expresar {Caron et al., 1990).

Los resultados publicados en la literatura hasta ahora se pueden agrupar en tres clases:
aquellos en los que pequefas variaciones de la MDI causan cambios drasticos en la produccion
de proteina y virus recombinantes (Smith et al., 1990; Wickham et al., 1991), otros en los que se
requiere de grandes cambios en la MDI para observar diferencias en la produccion de proleina.
o bien en los que no se genera un cambio en la produccién independientemente de la MDI
empleada (Caron et al., 1890; Wong et al., 1996; Schopf et al., 1990). Al emplear MD! bajas se
prolonga el tiempo de expresion del producto recombinante, se incrementa la probabilidad de
que la proteina sea degradada por proteasas, se dificultan los procesos de purificacidon de!
producto recombinante (sobre todo si este es extracelular), no se generan particulas defectivas
(seccién 2.3.1.1) en el cultivo y no es necesario generar stocks virales grandes (Radford et al.,

1997).

Por otro lado se ha encontrado que el efecto de la MDI sobre la produccion de proteinas
recombinantes esta directamente relacionado con la concentracion inicial del cultivo a infectar
(Caron et al., 1990; Vallaza y Petri, 1999; Wong et al., 19986), con la fase de crecimiento en la

que se encuentran las células al momento de la infeccion (Kioukia et al., 1995; Licari y Bailey,
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1991; 1992), con la fase del ciclo celular en la que se encuentran las células al ser infectadas
(Al-Rubeai et al., 1991; Kioukia et al., 1995) y con la disponibilidad de substrato (Wong et al.,
1996) o de oxigeno (Kioukia et al., 1985).

2.3.1.1. Particulas defectivas

Las particulas defectivas son particulas virales que contienen solamente parte dei genoma viral
e interfieren especificamente con la replicacidén de otros virus similares. Estas particulas no son
capaces de replicarse por lo que requieren de la presencia de un virus normal (helper). Las
particulas defectivas son producidas como consecuencia de un numero elevado de pases del
virus y por incrementos en la MDI (Wickman et al., 1991). La aparicion de estas particulas en
un cultivo infectado da como resultado la generacién de virus no infectivos por lo cual se
reducen los rendimientos tanto de proteina recombinante como de progenie viral durante la
infeccion; de ahi que se busque erradicar la aparicién de las mismas. Para evitar la formacion
de estas particulas se utilizan MDI bajas, ya que a estas multiplicidades la probabilidad de que

una particula defectiva entre a la celuta es casi nula.

2.3.2. pH

A pesar de que se han realizado estudios encaminados a determinar el efecto del pH sobre el
crecimiento y la produccién de proteinas recombinantes en celulas animales (hibridomas, BHK,
CHO, etc.), no se ha podido hacer ninguna generalizacién de los resultados debido a que, al
igual que en el caso de la MDI, e efecto de! pH depende tanto de la linea celular utilizada como
de la proteina a expresar (Koval y Suppes, 1890). Aungue existen resultados del efecto de
modificaciones en el pH sobre lineas celulares de mamiferos, la informacion referente al efecto

del pH sobre cultivos de células de insecto es escasa.

En cultivos de hibridomas se ha observado que el pH afecta la viabilidad, la actividad
metabdlica (McQueen y Bailey, 1991}, y valores de pH superiores a 7.5 provocan agregacion de
anticuerpo (Rognoni et al., 1999); mientras que pH’s inferiores a 6.6 provocan tanto disminucién
de la velocidad especifica de crecimiento (McQueen y Bailey, 1990) como aumento de amonio
en el cultivo (Doyle y Buttler, 1990}, aunque en otros casos estas modificaciones no tienen

ningun efecto en el cultivo de hibridomas (Miller et al., 1988).




13

Por otra parte, se ha mostrado que disminuciones en el pH en cultivos de hibridomas provocan
una acidificacién del citoplasma y decrementos en el rendimiento celular con respecto a glucosa
(McQueen y Bailey, 1990). Ademas, los cambios en el pH se han correlacionado con cambios
en el pH intracelular (McQueen y Bailey, 1991). Incrementos en el pH provocados por |a adicion
de bases débiles tienen un efecto negativo sobre la producciéon de oligosacaridos que
conforman algunas glicoproteinas y sobre fusiones membranales para el transporie mediado
por vesiculas (Gooche y Monica, 1990). En algunos casos, cambios de pH {6.8-7.8)
provocados por ta adicion de NH,Cl, pueden llegar a provocar decrementos hasta del 50% en la

velocidad de crecimiento de los cultivos (Doyle y Butler, 1990).

A pesar de que existen datos acerca de los intervalos de pH en los que se favorece el
crecimiento de distintos tipos de células de insecto {para lepidépteros 6.0-6.5, para dipteros 6.5-
7.2 y para saltamontes 7.0), no se tiene bien claro el efecto de variaciones de este parametro
sobre el crecimiento de las células infectadas, sobre la produccién de proteina y sobre la
infeccion viral. Variaciones en el pH (de 6.3 a 6.5) de cultivos de células Sf9 provocan tiempos
de adaptacién mas largos, velocidades de crecimiento menores, asi como concentraciones
celulares reducidas. A valores de pH por arriba de 6.5 se observa un efecto negativo sobre el

crecimiento celular y se tiene una fase de adaptacién mas prolongada (Zhang et al., 1994).

En el caso de culivos de células de insecto, incrementos en el pH promueven la fusién directa
del virus (coronavirus) con la membrana sin requerir de compartimentos acidicos (Guirakhoo et
al., 1993), y pueden favorecer la adherencia de algunas lineas celulares de insecto a pH de 6.7-
6.8 (Koval y Suppes, 1990). Por otra parte, pH acidos (pH entre 5.0 y 5.6) estimulan la fusién
del virus con la membrana celular (Guirakhoo et al., 1993}, favorecen la fusion célula-célula
(formacion de sincicio) (Lanzrein et al., 1993) e incrementan la permeabilidad de las celulas
como resultado de la formacion de poros (dependiente del virus) por las proteinas que se
presentan como proyecciones (spikes) en el virus {(Leikina et al., 1992; Kasermann y Kempf,
1996: Randolph y Stollar, 1990; Vanlandschoot et al., 1998), promueven la entrada del virus por
endocitosis mediada por receptores (Guirakoo et al., 1993) y causan cambios conformacionales
en la glicoproteina gp64, la cual es requerida para la fusion entre la superficie viral y la

membrana celular (Kielian y Helenius, 1985; Marquardt et al., 1993).
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2.3.3. Temperatura

Existen pocos trabajos relacionados con el efecto de la temperatura sobre el crecimiento y
rendimiento de producto recombinante en lineas celulares de insecto. Al igual que en el caso
de la MDI y el pH, se presentan resultados muy variables que ademas estan en funcion de la

linea celular y de la proteina a expresar (Reuveny et al., 1993; Tsao et al., 1996).

Se ha encontrado que la temperatura afecta directamente el crecimiento celular, la viabilidad, et
metabolismo, la sintesis de proteinas (Furakawa y Ohsuye, 1999), el tiempo de expresion y el
porcentaje de proteina secretada en algunas lineas celulares tanto de mamiferos como de
insectos (Reuveny et al.,, 1993). Ademas disminuciones en la temperatura (en el caso de
cultivos de células de insecto, reducciones de temperatura de 27°C a 25°C) evitan limitaciones
de O, , sobre todo presentes durante la infeccion de los cultivos (las limitaciones de oxigeno se
pueden detectar por acumulacién de acido lactico en los cultivos. Al reducir la temperatura se
puede incrementar el oxigeno disuelto disponible para el metabolismo celular y para la
produccién de proteina, sin afectar tanto el nivel de produccion como el patrén de crecimiento)
(Reuveny et al., 1993). Al disminuir la temperatura de cultivos de células de insecto de 30°C a
20°C (BTI TN5B1-4) también se ha observado que se prolonga la estancia de la proteina en el
reticulo endoplasmico (RE) y en el aparato de Golgi (AG). En estos casos se ha visto que el
tiempo de cosecha es el factor que determina la cantidad de procesamiento de las proteinas y
no la temperatura. Estos cambios en la temperatura no afectan el tipo de oligosacaridos de las
proteinas producidas pero si afectan el grado de glicosilacion de las mismas (Donaidson et al.,
1999).

Por otro lado, se ha observado que aumentos en la temperatura de 22°C a 30°C causan
incrementos en el metabolismo de glucosa, en la velocidad especifica de crecimiento y en la
velocidad de consumo de O, (Reuveny et al., 1993). Las oscilaciones en la temperatura de
cultivo (de 28°C = cultivo control a 20°C, 22°C, 24°C 6 26°C) provocan una disminucién en la
velocidad de infeccidon, por lo que es posible mantener la viabilidad de cultivos de células de
insecto Sf9 por periodos mds largos. Temperaturas de 25°C y 32°C (comparadas con 28°C)
ocasionan el incremento del numero de cuerpos de inclusion de baculovirus por célula y de

virus extracelulares. Esto demuestra que la temperatura optima para el crecimiento celular
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(28°C) no necesariamente coincide con la temperatura ¢ptima para la produccion de virus
{Shao-Hua et al., 1998). Por otra parte, incrementos en la temperatura (de 27°C a 30°C) de
cultivos infectados de células Sf-21 han permitido incrementar el nivel de expresion de -

galactosidasa (Hara et al., 1993).

Por otro lado, existen una serie de estudios acerca del efecto de la temperatura sobre cultivos
de lineas celulares de mamiferos, sobre todo de hibridomas, células BHK y células CHO. La
reduccion de temperatura de operacion ha sido una estrategia de manipulacion de proteinas en
cultivos que han mostrado incrementos en la viabilidad celular con efectos variables sobre la
productividad (Moore et al., 1997) y en el consumo especifico de O, (Jorjani y Ozturk 1989). En
estudios con células CHO se ha visto que disminuciones en la temperatura (de 37°C a 30°C)
conllevan la disminucién del porcentaje de células en fase S (disminucion en la proliferacion
celular) del ciclo celular y a la acumulacion de las mismas en la fase G1. Ademas, esta
reduccion en la temperatura prolonga la viabilidad del cultivo pues se retrasa el mecanismo de
muerte celular por apoptosis (Nagarathnamma et al., 1997). En estos experimentos no se
modificé la carga energética de las células, sin embargo la velocidad global del metabolismo si
se vié disminuida. Esto significa entonces que la viabilidad puede ser prolongada ya que se
reduce la produccién de metabolitos téxicos y la limitacién de nutrimentos o bien que las células
permanecen durante periodos mas prolongados en fase G1 (Jenkins y Hovey, 1993; Moore et
al.,, 1997). Otros autores consideran que la reduccion de la temperatura per se no es la causa
del incremento en la productividad, sino que ese incremento se debe a efectos secundarios en

el ciclo celular y en la viabilidad (Ramirez y Mutharasan, 1990).

Existen otros efectos de la temperatura en cultivos de células de mamifero, entre los que
destacan incrementos en los niveles de proteina obtenidos asi como en la duracién de la
produccién de la proteina. Con la reduccién de la temperatura de cultivo de 37°C a 33°C se han
incrementado de 10 a 20 veces los niveles de expresién de la luciferasa cuando el tiempo de
cosecha se prolonga hasta las 50 horas post-infeccion (Schlaeger y Ludstrom, 1998). Estas
reducciones en la temperatura de cultivo muestran velocidades de crecimiento y velocidades de
consumo de glucosa menores; sin embargo ni la maxima concentracion celular ni la
productividad se han visto afectadas. Ademas se ha encontrado que reducciones en la

temperatura promueven la resistencia de las células al estrés (Schlaeger y Ludstrom, 1998). En
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estudios similares con células CHO, se ha encontrado que disminuciones en temperatura
equivalentes a las anteriores permiten mantener la viabilidad por periodos mas prolongados (se
suprime la lisis celular, por lo que también se evita la presencia de proteasas celulares en el
medio de cultivo), se incrementa la pureza de la proteina secretada al medio de cultivo, se
inhibe el crecimiento celular, se mejora la productividad de la proteina recombinante, se suprime
el consumo de medio de cultivo y se suprime la liberaciéon de impurezas de las células
{Furakawa y Ohsuye, 1998; 1999).

2.3.4. Amonio

La glutamina y el glutamato son aminoacidos de importancia central en el metabolismo de las
células animales (Kovacevic y McGiven, 1983). La glutamina es utilizada por células de
mamifero tanto como fuente de carbono como fuente de nitrogeno para la sintesis de otros
aminoacidos, nucledtidos, purinas y pirimidinas (Jeong y Wang, 1995). El producto mayoritario
del catabolismo de estos aminoécidos es el amonio el cual es un producto téxico que es
secretado al medic (Glaken, 1988). El amonio limita la concentracién celular y por ende la
concentracion y productividad de la proteina recombinante de interés (Ramirez, 1996). La
toxicidad del amonio en cultivos se debe a que el NH,* es transportado hacia la célula en lugar
del ion K*, lo que da lugar a la reduccién de los niveles de K* en la célula (este es un factor
importante para varias enzimas y para el gradiente en la membrana citoplasmatica) (Martinelle y

Haggstrom, 1993).

La degradacion de la glutamina es catalizada por la glutaminasa, la cual desamida directamente
su substrato para liberar amonio y glutamato. Sin embargo, la velocidad de generacién de
amonio depende directamente de la concentracidn de glutamina en el medio, ya que también
existe una degradacion espontanea no enzimatica hacia amonio (Butler y Jenkins, 1989). Por
otra parte, la velocidad de consumo de glutamina en un cultivo esta determinada por varios
factores, tales como: el tipo de cultivo, la concentracion de suero, la velocidad especifica de
crecimiento, la concentracién de glucosa y la concentracion de glutamina (Jeong y Wang,
1995). El glutamato liberado puede ser desaminado y formar asi «-cetoglutarato y amonio

mediante la glutamato deshidrogenasa catabolica (GDH) {Doyle y Butler, 1990).
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Se ha demostrado que el amoniaco (NH,} puede llegar a inhibir tanto el crecimiento de varias
lineas celulares como la produccién de varios virus (se ha reportado que concentraciones de
tan solo 2 mM pueden inhibir la velocidad de crecimiento en cultivos de hibridomas) (Martinelle
y Haggstrom, 1993). EI amonio (NH,"), por su parte, disminuye ia velocidad especifica de
crecimiento asi como los rendimientos sobre substrato {cuanto producto se obtuvo por mol 6
gramo de substrato consumido}, incrementa la velocidad especifica de muerte y cambia las
velocidades metabdlicas, el procesamiento de proteinas (Dyken y Sambanis, 1993) y la

replicacion de algunos virus (Newland et al., 1994, Schneider et al., 1996).

Existen diversos modelos que explican el mecanismo de toxicidad del amonio en células
animales, entre los cuales destacan: el desequilibrio entre gradientes electroquimicos (Glaken,
1988), la inhibicién enzimatica de reacciones (Glaken, 1988), cambios en el pH intracelular
(Glaken, 1988; McQueen y Bailey 1990 y 1991), formacién de gradientes de protones - lo cual
conlieva a la inhibicion de los procesos de endocitosis y exocitosis - (Docherty y Snider, 1991), y
por Ultimo un incremento en la demanda de energia de mantenimiento (Martinelle y Haggstrom,

1993).

Los iones NH,* son transportados por proteinas transportadoras de K*. En cambio el NH; al no
tener carga no requiere de estas proteinas transportadoras pues se difunde mas rapido que el
NH,". Ademas, la constante de difusién de! NH; es mas alta que la del NH,", por lo cual se
establece un equilibrio de manera mas rapida al transportar amonio. La formacion de NH, /
NH,*, que se da principalmente en la mitocondria, provoca un decremento ligero en el pH
mitocondrial y citoplasmatico (Martinelle y Haggstrom, 1993). Por otra parte, la adicion de NH,’
al cultivo causa un incremento en el pH mitocondrial mientras que el NH," producido por la
célula lo disminuye. La descomposicidn espontanea de glutamina en el medio de cultivo tiene
el mismo efecto que la adicién del i6n amonio. Sin embargo, se ha encontrado que la
generacion de NH,* en el cultivo es aun mas téxica que su adicion (Martinelle y Haggstrom,

1993},

En cultivos de hibridomas se ha observado que la adicién de NH,CIi provoca una disminucion en
los rendimientos relativos de anticuerpo; ademds si se tiene un pH elevado, el efecto de la

adicién de NH,Cl ain es mas téxico para el cultivo (Doyle y Butler, 1990). En cuitivos
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infectados de celulas CHO se ha observado que la adicién de NH,Cl por arriba de 5 mM inhibe
el crecimiento celular, sin embargo la productividad especifica de la proteina eritropoyelina
(EPO) se ve incrementada al emplear concentraciones de NH,Cl por arriba de 5 mM. Ademas
la adicion de NH,C! también tiene efecto sobre la heterogeneidad de las glicoformas de la EPO
(esto se vio reflejado en aumentos en el peso molecular de la EPO) (Yang y Butler, 2000). En
relacion con el efecto del amonio sobre la glicosilacién, se han realizado pruebas adicionando
40 mM de sulfato de amonio a cultives infectados de células de insecto Sf-21, con la finalidad
de ver que concentracién de amonio afectaba el patrén de glicosilacion basal de la fosfatasa

alcalina de humano secretada (SEAP) (Donaldson et al., 1999),

Una alternativa para contender con la formacion de NH,* en el cultivo es usar medios libres de
glutamina, aunque esta alternativa conlleva una disminucién en la velocidad especifica de
crecimiento de los cultivos {Ljunggren y Haggstrom, 1990). Estos medios libres de glutamina
contienen otros nutrimentos indispensables para el crecimiento de las células tales como
glucosa y aminoacidos, ademas de nutrimentos que remplazan las funciones anabolicas
efectuadas generalmente por {a glutamina (tales como la sintesis de nucledtidos) (Ramirez,

1996).

2.3.5. Osmolaridad

Se ha demostrado que altas concentraciones de compuestos osmdticamente activos, tales
como sales y aziicares, provocan estrés osmético sobre las células (Lee y Lee, 2000),
causando disminucién de la viabilidad celular, modificaciones metabdlicas (incremento en el
consumo de aminoacidos) (Ozturk y Palsson, 1991; Takagi et al., 2000; Zhang et al., 1994) y
modificaciones en la velocidad de crecimiento (Takagi et al., 2000). Las células de insecto
toleran un intervalo amplio de osmolaridades entre 250-500 mOsm (Zhang et al., 1994), sin
embargo la osmolaridad sufre cambios a lo largo de los cultivos. Al respecto, se han realizado
estudios en los que se ha monitoreado la osmolaridad en un cultivo de células de insecto en
reactor por lotes. Como resultado se observé una osmolaridad constante de aprox. 350 mOsm
durante la fase exponencial de crecimiento, un aumento de 350 mOsm a 400 mOsm durante la

fase estacionaria y finaimente un decremento dramatico hasta 230 mOsm durante la fase de
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muerte. Estos cambios coinciden con el agotamiento de glucosa y con el principio del

agotamiento de la fructosa y del lactato (Palomares y Ramirez, 1997).

En cultivos de hibridomas se ha observado que aumentos en la osmolaridad (por la adicién de
NaCl, PBS o de una solucién 0.31 M de sacarosa) dan como resultado incrementos en el
consumo de glucosa y glutamina e incrementos en la produccion de lactato y amonio, mientras
que los rendimientos lactato/glucosa y amonio/glutamina se mantienen constantes. Ademas,
estas condiciones hipertdnicas provocan cambios de tamafo en las células durante las primeras
10 horas de cultivo {el incremento en la osmolaridad causa una flujo de agua hacia el exterior
de las células por lo cual las mismas tienden a encojerse en un principio) (Lin et al., 1999,
Ozturk y Palsson, 1991; Takagi et al., 2000), causan una disminucion en la velocidad especifica
de crecimiento (esta inhibicién del crecimiento celular debido a condiciones hiperosméticas ha
sido explicada en términos de la inhibicién de la actividad de algunas enzimas por altas
concentraciones de potasio). Simultdneamente, un sistema de osmoregulacion dependiente de
energia funciona acumulando solutos organicos que compensan los efectos toxicos de las
macromoléculas en el interior de las células. Esta acumulacion puede, a la vez, compensar los
solutos en el exterior de las células para reestablecer el volumen celular en una etapa posterior,
de esta manera se previene la entrada de otros solutos que pretendan entrar a las células (Lin

et al., 1999) y llegan a modificar también la porosidad de las mismas (Ozturk y Palsson, 1891).

En otros casos se han registrado incrementos en la secrecion del anticuerpo monocional, en el
crecimiento celular, en la pureza del anticuerpo (Bibila et al., 1994), y en los niveles de
anticuerpo producidos {Oh et al., 1993) como consecuencia de incrementos en la osmolaridad
por la adicion de NaCl o de butirato de sodio (esta substancia también tiene efectos tanto sobre

la morfologia de !a célula como sobre la del nicleo, y sobre el ciclo celular).

Por otra parte se ha visto que incrementos graduales en la osmolaridad hacen que las células
se adapten a las nuevas condiciones y de esa manera se ha mejorado hasta en un 50% la
produccion de anticuerpo monoclonal {ya gue la viabilidad no se ve tan afectada como en casos
en los que se cambia la osmolaridad inicial de los cultivos) (Cherlet y Marc, 1999; Lin et al.,
1999). Estos experimentos, sin embargo, provocan decrementos en la velocidad de

crecimiento, aceleran el metabolismo de aminoacidos (tales como la glutamina), incrementan el
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volumen celular y el pH, y causan la acumulacion de las células en la fase G1 del ciclo celuiar
(Cherlet y Marc, 1999).

El incremento en la concentracion de otros factores de cultivo da como resultado modificaciones
en la osmolaridad. Incrementos en la presién parcial de CO, (pCO;) conllevan un aumento en
la osmolaridad disminuyendo la produccién de proteinas recombinantes por células infectadas
(Garnier et al., 1996). En cultivos de hibridomas (transfectoma KR12H-2) la adicion de NaCl ha
mostrado un decremento en la velocidad especifica de crecimiento y un incremento en la
productividad especifica de anticuerpo. Una de las razones a las cuales se atribuye este
incremento en la produccidn de anticuerpo es que los niveles de transcripcién de los RNA
mensajeros de la cadena pesada y ligera de la inmunoglobulina se han visto intensificados al

incrementar ta osmolaridad del cultivo {Lee y Lee, 2000).

2.3.6. Otros parametros importantes en la expresion de proteinas recombinantes

El estudio de otros parametros tales como: la linea celular (Hink et al., 1991; Wickhman et al.,
1992), el tipo de virus (Fraser, 1989), el nimero de pase del virus (Wickham et al., 1991), la
composicién del medio (Hink et al. 1991), la concentracion de oxigeno disuelto (Scott et al.,
1992; Wang et al., 1993), el tiempo de infeccién (Licari y Bailey, 1991; Bédard et al., 1994}, el
tipo de proteina (Hink et al., 1991), la densidad celular inicial (Wickham et al., 1992), Ja fase de
crecimiento y metabolismo del cultivo (Caron et al., 1990; Lindsay et al., 1992, Reuveny et al.,
1993) y la adicion de surfactantes al medio de cultivo (Palomares et al., 2000) es importante ya
que podrian determinar un mejor rendimiento de proteinas recombinantes en cultivos de células

de insecto infectadas (Bhatia et al., 1997).

Una buena calidad del indculo celular garantiza una velocidad de crecimiento mas alta, y una
infeccion mas eficiente (Wu et al., 1990; Lazarte et al., 1992). Ademas la fase de crecimiento
en que se encuentran las células que serviran como inoculo (Al-Rubeai et al., 1991), y la
relacién medio fresco/medio usado (Rechtoris y Mcintosch, 1976) son parametros muy

importantes ya que tienen efectos sobre la actividad metabdlica de las células.

Durante la infeccidn, a pesar de que las celulas dejan de dividirse, otras actividades celulares -

tales como la respiracién y las maquinarias transcripcional y traduccional- siguen funcionando
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perc ahora estan enfocadas a la multiplicacion viral y a la expresion de los genes virales.
Durante el proceso de infeccion, los cultivos muestran limitacion de oxigeno debido al

incremento en la tasa de consumo de oxigeno de un 7 hasta un 100% (Maiorelfa et al., 1988).

La aglutinacién de las células, por otro lado, interfiere con la entrada del virus a la célula, ya que
el virus tiene una menor area de contacto con los receptores celulares (se daria una especie de
impedimento estérico durante el contacto virus-receptor celular). Para solucionar este problema
se han estudiado varias substancias tales como los pclianiones, los cuales tienen la capacidad
de separar las células permitiendo asi que el virus entre a mas células y por tanto se incremente

la productividad del sistema {Dee et al., 1997).

Otro parametro importante es el tiempo de cosecha. Si no se cosechan los productos a tiempos
adecuados, en ocasiones pueden sufrir protedlisis (transcurridas alrededor de 72 horas post-
infeccién, se comienza a detectar actividad proteolitica). Estas proteasas pueden ser de dos
tipos, las generadas por la célula como sistema de defensa (este es un mecanismo de defensa
de las células como respuesta a la sintesis de proteinas extrahas) ¢ bien las proteasas virales
(existen evidencias de que este tipo de proteasas virales pueden ser responsables del
movimienio de proteinas virales y que también tienen la capacidad de reconocer proteinas no
virales que posteriormente son expuestas a hidrolisis} (Licari y Bailey, 1991; O Reilly y Luckow,
1994). La productividad se vera afectada dependiendo de la sensibilidad de la proteina al
ataque de las proteasas (Palomares y Ramirez, 1997). Otra razdn por la cual este tiempo debe
ser controlado es el hecho de que, a tiempos prolongados de infeccidn, las células comienzan a
lisarse, liberando asi la proteina intracelular y por tanto complicando los procesos de

purificacién de la misma.

En cultivos de células de insecto se ha observado que la muitiplicacién viral es mejorada
cuando la infeccién se lleva a cabo durante la fase S del ciclo celular, esto da como resultado
una aceleracién de la tasa de produccién de particulas virales asi como de proteina

recombinante (Kioukia et al., 1995}

Por otro lado, se ha evaluado la adicion de Pluronic F-68 (PF68) a cultivos de células de insecto

Sf9. La adicidn de 0.05% PF68 (p/v) a cultivos infectados permite incrementar 10 veces tanto la
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concentracion maxima de proteina como el rendimiento, con respecto a cultivos sin adicion de
PF68. Bajo las mismas condiciones, se ha observado un decremento de 20 veces en la
produccion del virus recombinante y no se ha detectado ninguna diferencia ni en la reologia del
medio ni en las cinéticas de crecimiento en ambos cultivos. El PF68 protege a las células del
estrés hidrodindmico. Por ejemplo, se han sometido células con PF68 durante 15 minulos a
3000 s' y se ha observado que la viabilidad permanece constante durante este tiempo,
mientras que cultivos sin PF68 sufren una caida en la viabilidad del 60.0% bajo esas mismas
condiciones. Ademas, este efecto protector permanece en las células de cultivos en los que se

retira este aditivo (Palomares et al., 2000).

2.4 El Rotavirus

El rotavirus es uno de los causantes de enfermedades diarréicas de mayor importancia en el
mundo. Se calc‘ula que en paises en desarrollo este virus provoca aproximadamente 10
millones de muertes por afio. Tan solo en los Estados Unidos se gasta alrededor de 1 billén de
délares para tratamientos de pacientes afectados por este virus (Glass et al., 1996). De ahi el
interés por generar una vacuna efectiva que ayude a contrarrestar el nimero tan elevado de
pacientes infectados por este virus. Una alternativa para la produccion de vacunas contra
rotavirus ha sido la generacion de PPVs, particulas similares al rotavirus pero que carecen del
genoma y que son capaces de inducir respuesta inmune protectora (Jiang et al., 1998). De
hecho ya se tuvo en el mercado (de 1998 a finales de 1999) una vacuna contra rotavirus
(vacuna tretavalente de virus atenuados), sin embargo la misma tuvo que ser retirada por

causar problemas en las personas vacunadas (Vaccine, 2001).

El rotavirus contiene 11 segmentos de RNA de doble cadena y pertenece a la familia
Reoviridae. Estos segmentos codifican para tas 11 proteinas del virus de las cuales 6 son
proteinas estructurales, las cuales a la vez conforman tres capas concéntricas (Figura 2.3.). La
capa interior esta formada por la proteina viral 2 (VP2), la cual rodea a las proteinas VP3, VP1 y
a los 11 segmentos de RNA (Labbé et al., 1991). Por su parte, VP8, que es la proteina central y
es la mas abundante de todo el virus (Shaw et al., 1993), esta rodeada por las dos proteinas

que conforman la capa exterior, VP7 y VP4 (Estes y Cohen, 1989}
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VP2

Figura 2.3. Representacion de rotavirus mostrando las proteinas estructurales.

2.4.1. Proteina estructural de rotavirus VP7

VP7 es una proteina glicosilada de 38 kDa y llega a comprender 30% de la masa del rotavirus.
Esta proteina en conjunto con VP4, conforma la cépside externa del rotavirus. En cultivos de
células de mamifero infectadas por rotavirus, esta proteina es sintetizada en los ribosomas
asociados al Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) y es translocada al lumen en donde es

glicositada mediante la adicién de carbohidratos de tipo alta-manosa.

La estructura de estos carbohidratos simples indica que el procesamiento de VP7 esta
restringido al lumen del Reticulo Endoplasmico (RE), por lo que no se involucra al aparato de
Golgi (AG), restringiendo asi la maduracion de VP7 al RER (Andrew et al., 1987). Con la
finalidad de realizar estudios de infectividad, se han creado mutantes que son capaces de ser
secretadas, esto sucede una vez gque VP7 ha sido completamente madurada en el iumen del
Reticulo Endoplasmico (una vez eliminada la sefial de retencidon — pueden ser varias sefiales
tales como: la presencia de una lisina concenso a tres aminodacidos del COOH terminal, la
presencia de un COQH citoplasmico altamente cargado en proteinas transmembranales
asociadas al RE, etc.). De ahi que se tenga una proteina glicosilada que contiene solamente
residuos de oligosacaridos de tipo N altos en manosa, principaimente del tipo MangGlcNac.,,

aunque también se encuentran algunos oligosacaridos del tipo MangGlcNac, (Maass y Atkinson,

1994).



24

El estudio de esta glicoproteina, producida por el sistema células de insecto-baculovirus, es
importante ya que es una proteina clave tanto en la produccion de PPVs funcionales, como en
la infectividad del rotavirus. La actividad inmunogénica de VP7 recombinante depende de su
correcto procesamiento postraduccional. Ademas se ha visto que la proteina recombinante es
secretada al medio de cultivo durante la fase tardia de infeccion. Esta secrecion no se debe a
la lisis celular provocada por la infeccion viral (Sabara et al., 1991). En este estudio se empled
una proteina de rotavirus de la cepa SA11 que esta conformada por 326 aminoacidos (Mass y
Atkinson, 1994) y cuenta con un sitio especifico de glicosilacion ubicado en la asparagina 69

(Both et al., 1983).
2.4.2. Proteina estructural de rotavirus VP4

La proteina de rotavirus VP4 es una proteina estructural que conforma las proyecciones de la
capside externa del rotavirus. Esta proteina presenta actividad de hemaglutinina y contiene
epitopes de neutralizacién (anticuerpos monoclonales dirigidos ya sea hacia VP7 o a VP4
neutralizan la infectividad viral) (Andrew et al., 1987). Esta proteina es cortada por tripsina en
dos segmentos: VP8 (de aprox. 60 KDa) y VP5 (de apréx. 28 KDa). Este corte es importante ya
que incrementa la infectividad del virién, determina el crecimiento in vitro del virus y la formacion
de placas liticas en cultivo, es responsable de la virulencia en ratén e influencia la
patogenicidad / atenuacion en humanos (Ramig, 1994). Ademas esta proteina es la que
interactuia con el receptor celular a través de VP8 y de VP5. La proteina de la cepa SA11 esta
conformada por 776 aminodcidos y constituye tan sélo el 1.5 % del rotavirus. Esta proteina no

esta glicosilada (Ramig, 1994).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

> Evaluar el papel de algunos parametros de cultivo sobre el crecimiento celular, rendimiento
de baculovirus recombinantes y la produccion de las proteinas VP7 y VP4 de rotavirus en el

sistema células de insecto-baculovirus.

3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la multiplicidad de infeccion sobre la produccién de la proteina de

rotavirus VP7 en el sistema células de insecto—baculovirus.

2. Analizar el efecto de diversos parametros de cultivo sobre el crecimiento de las células de

insecto y sobre la produccién de la proteina VP4 y baculovirus recombinantes:
a) Efecto de cambios en el pH del medio de cultivo

b) Efecto de la temperatura de cultivo

c) Efecto de la adicion de amonio al cultivo

d) Efecto de modificaciones en la osmolaridad del medio de cultivo
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4. Materiales y métodos

4.1. Material biolégico

4.1.1 Linea celular

Para la realizacion de los experimentos se empled la linea celular $f9 (numero de catalogo
ATCC 1711) proveniente del ovario de la pupa de Spodoptera frugiperda, lepidoptero
comunmente conocido como gusano cogollero del maiz o gusano soldado de otono (Figura
4.1). Esta linea fue una clona obtenida en 1983 (Smith et al., 1983) a partir de 1a linea celular
Sf-21 previamente obtenida en 1977 (Vaughn et al., 1979). Las células provinieron de un

mismo lote conservado en nitrégeno liquido.

Figura 4.1 Larva y mariposa de Spodoptera frugiperda.

Como se desconocia el pase original de las células, al descongelarlas se tomd como pase
ntimero uno y las células fueron conservadas no mas alla del pase 50. Las celulas para los
indculos se mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 27°C. Se llevaron a cabo
tanto cultivos estaticos en frascos de cultivo (de 25 cm? é 75 cm?) como cultivos agitados en

frascos (“spinners”) y/o matraces (“shakers”) agitados a 100 rpm.

Todos los experimentos fueron realizados con células cuya viabilidad fue superior al 90% y en
fase de crecimiento exponencial. Esta fase se eligié ya que se ha observado mayor actividad
proliferativa de las células debido a la presencia, entre otros factores, de grandes canfidades de

precursores de DNA en |a reserva celular.
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4.1.2 Baculovirus recombinante

Se utilizaron dos baculovirus recombinantes que codifican para dos proteinas estructurales de
rotavirus de la cepa de simio SA11. El primero de estos baculovirus contiene el cDNA que
codifica para la proteina de la capa externa VP4 (Bac-VP4) y el segundo codifica para la otra
proteina que conforma la misma capa VP7 (Bac-VP7) (Dra. Estes, Baylor College — obtenido de
la Dra. Susana Lopez) {(Crawford et al., 1994). Los cDNAs de los segmentos 4 (codifica para
VP4) y 9 (codifica para VP7) fueron sintetizados a partir del RNA mensajero (mBNA de
rotavirus). El mRNA fue clonado usando un kit para la sintesis de cDNA (cDNA Synthesis

System Kit — Amersham International, Amersham —England).

4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Determinacion del titulo viral

La determinacién del titulo viral es indispensable para conocer la cantidad de particulas
infectivas contenidas en un stock de virus o bien para determinar la progenie viral de un
experimento de infeccidén. Para conocer el titulo es necesario utilizar el ensayo en placa
descrito por Wood (Wood, 1995). Este ensayo consiste en infectar células con un nimero
reducido de particulas infecciosas para que sélo células aisladas sean infectadas.
Posteriormente se adiciona un medio semisdlido que limita la difusién del virus. Cuando la
célula infectada originalmente libera virus, sélo células adyacentes son infectadas. Después de
varios ciclos de infeccion un foco de células infectadas forma una placa litica. Todas las

particulas virales de la placa derivan de una particula infectiva.

En este caso se colocaron 500 ul de una suspension celular (células Sf9 en medio de cultivo
TNMFH + 10% de suero fetal bovino (SFB)) a una densidad de 0.4x10° cel/ml por pozo en
placas de cultivo de 24 pozos. Se permitié que las mismas se adhirieran y mientras tanto se
realizaron diluciones decimales seriadas del virus en PBS. Posteriormente, el medio de cultivo
fue retirado de los pozos sin dafar las células adheridas y las diluciones de cada muestra

fueron colocadas por duplicado e incubadas a 27°C.
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Transcurridas dos horas de adsorcién, se retiré el virus y se colocaron 500 pl por pozo de una
suspensién constituida por: 6.5 ml de agarosa de bajo punto de fusién al 3% (GIBCO-BRL,
reactivo ultrapuro-Numero de catdlogo 15517-014), 5.3 ml de medio TNMFH concentrado 2X
(Medio Grace’s de GIBCO-BRL, Numero de catdlogo 11300-043) y 1.2 ml SFB (GIBCO-BRL,
Numero de catalogo 16000-044). La placa fue incubada a 27°C, una vez que el medio

solidifico.

Después de 5 dias de incubacién se agregé a la placa 500 ul por pozo de otro medio semisdlido
compuesto por: 12 ml de agarosa de punto de fusién normal al 0.6% (GIBCO-BRL, reactivo
ultrapuro -Numero de catalogo 15510-019) y 1 ml de rojo neutro (SIGMA, Numero de Catalogo
N-7005). Pasadas las 24 horas de incubacién a 27°C, se realizé el conteo de las placas liticas
formadas por el virus. El titulo viral es calculado a partir del promedio del conteo de las placas

formadas en las diferentes diluciones realizadas y se reporta en UFP/mL.

Figura 4.2. Determinacién de titulo viral en placas de 24 pozos. Se observan claramente las placas
liticas en las distintas dituciones tituladas. Se usaron células S8 en medio de cultivo TNMFH
suplementado con 10% SFB. Las diluciones seriadas fueron de —4 a —7 (de arriba para abajo).
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4.2.2 Determinacion de concentracion, viabilidad y tamano celular

La determinacién de ta concentracion y del tamafo celular fue llevada a cabo mediante el uso
de un contador de particulas Coulter {Coulter Multisizer ii, Coulter Electronics). Para poder
hacer uso de este dispositivo se realizaron diluciones apropiadas de las células en una solucién
isotdnica, Isotén Il (Coulter, No. de catalogo 7546718). Las mediciones fueron realizadas con
un tubo de apertura de 100 pm con un volumen de muestra para conteo de 500 ul. El tamano
de la particula es determinado por el Coulter cuando la particula pasa por el orificio; en ese
momento cambia la impedancia entre los electrodos y produce un pulso eléctrico de corta
duracion el cual tiene una magnitud proporcional al volumen de la particula. De esta manera el
Coulter da una medida simultanea tanto del tamano de particula detectada como del numero de
particulas. La viabilidad fue determinada por la técnica de exclusién de azul de tripano (se
realizaron diluciones de muestra y azul de tripano a una relacion de 1:10) mediante el uso de

conteos multiples en hematocitometro.

4.2.3 Generacion de estandar para usarlo como control en geles

Ya que la cantidad de proteinas recombinantes obtenida fue escasa, y debido a la variacion
intrinseca tanto de la electroforesis como del inmunoblotting se propuso generar un estandar
interno con el cual se tuvieran unidades internas confiables. Para esto se generd un estandar
de rotavirus nativo contra el cual se pudieron comparar las proteinas recombinantes ya que la
cantidad de proteina tota! contenida en el rotavirus nativo es conocida. Ademas esta
aproximacion permitié conocer mas de cerca la concentracion de cada una de las proteinas
recombinantes ya que se conocen los porcentajes de cada una de las proteinas estructurales

que conforman al rotavirus.

4.2.3.1 Cultivo de células MA104

Se cultivaron células MA104 (células de riiidén de embriones de simio). Estas células son
adherentes, por lo que son cultivadas en frascos estaticos. Se partié de un frasco con una
monocapa confluente de células para la manutencion. En resumen se retird el medio de cultivo

y se realizaron dos lavados con una solucién de 0.2¢/l. de EDTA en PBS. Se agregé tripsina-
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EDTA y transcurridos alrededor de 5 minutos se retird el exceso de tripsina dejando solo una
pelicula sobre ta monocapa de células. Esta pelicula se dejé en el frasco de cultivo a una
temperatura de 37°C hasta que las células adheridas se despegaron (1-3 min). Posteriormente
se agregd medio MEM (Minimmum Essential Medium- Powder, Gibco BRL, Numero de catalogo
61100-061) suplementado con 10% de SFB y se dispersaron las células hasta que estuvieran

totalmente despegadas. La suspension celular obtenida fue distribuida en nuevos frascos.

4.2.3.2 Infeccion de las células MA104 con rotavirus SA11

El rotavirus de simio SA11 (cepa 4S) se activé con tripsina durante 30 minutos {10 pg/ml). Las
células fueron cultivadas hasta llegar a una confluencia del 70-80 por ciento. Posteriormente se
retird el medio de cultivo, se lavé con PBS tres veces la monocapa de células y se agregé el
inéculo viral conservado en medio MEM sin suero (este indculo se obtuvo de infecciones
previas de células MA104 con virus SA11). Se incubaron las células infectadas a 37°C durante
1 hora, procurando agitar los frascos cada 15 minutos para garantizar una mejor adsorcion de!
virus. Transcurrida la hora, se retiré el inoculo viral (se aspiré mediante vacio) y se agrego
medio MEM sin SFB. Se incubaron los frascos hasta ver el efecto citopatico total de las celulas

(aprox. De 18 a 24 horas) y después se congelaron a —20°C.

4.2.3.3 Purificacion del rotavirus

Los lisados de cétulas infectadas con SA11 obtenidos en el paso anterior fueron centrifugados
durante 1 hora a 24,000 rpm en un rotor SW28 (a 4°C). Se aspiré el sobrenadante y se
deseché. El pellet se resuspendié en 1 ml de TNC (10mM Tris pH 7.5, 140 mM NacCl, 10 mM
CaCl,) y después se realizaron tres ciclos de sonicado (en hielo) durante 20 segundos,
seguidos de tres extracciones con freén (con agitacién vigorosa durante 5 minutos, o hasta que
la fase de freén quedd limpia). Para las extracciones con freén se usé una proporcion de 1:1,
Para purificar el virus se tomo la fase acuosa y se le agregé cloruro de cesio {CsCl) hasta
alcanzar una densidad de 1.37 g/ml. Posteriormente se ultracentrifugd la fase acuosa
adicionada con el CsCl durante 16 horas a 35,000 rpm en un rotor SW 50.1 (a 4°C).
Transcurridas las 16 horas se colectaron las bandas opalescentes y se guardaron a 4°C. La

Figura 4.5 muestra un esquema de la localizacion de las bandas formadas.
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Antes de utilizar el virus fue necesario retirar el CsCl. Para esto se usoé la resina Sephadex G-
25 (SIGMA, No. de catalogo 6-25-300). Esta resina fue empacada poniendo 0.25 g de resina/ml
H,O Milli Q (H,O MQ) en puntas de micropipeta de 200 pl. Para empacar la punta se hizo uso
de un ciclo de centrifugacién de 15 segundos a la velocidad minima de una microcentrifuga de
eppendorf. Una vez empacada la punta se hizo pasar un volumen de 30 pl de la solucién de
rotavirus puro y se sometié a 15 segundos de centrifugacién. Se tomaron 20 pl de este virus
desalado y se cargaron en un carrit del gel para ser utilizado como control interno. En cada uno

de los geles se cargd la misma cantidad de rotavirus previamente purificado y cuantificado.

~——— 4 virus con capside externa

| 4—— \irus sin canside externa

Figura 4.3 Esquema del gradiente obtenido en la purificacién del rotavirus.

4.2.3.4 Estandarizacién del método de cuantificacion

Una vez purificadas las particulas de rotavirus, se procedio a cuantificar la cantidad de proteina
total contenida en la solucién, para lo cual se empled un ensayo para cuantificar proteinas de
Bio-Rad que esta basado en el método de Bradford. Para este ensayo se requiere de un
colorante acidico {Azul de Coomasie) el cual se une principalmente a los residuos de
aminoacidos basicos y aromaticos. Se realizaron varias diluciones de la solucion del rotavirus
(5 ut de virus en 995 i de agua). Cada una de las diluciones se hizé a un volumen final de 1
ml. Posteriormente, se afiadieron 100 ul de colorante acidico Coomassie Brilliant Blue G-250
(Biorad). También se prepararon diluciones de albumina bovina para tener una curva de
calibracion estandar (1.2, 2, 4, 6, 8, 10 ug/ml) y se obtuvieron las mediciones de absorbancia de
ostas muestras. Después de 5 minutos de haber preparado cada dilucion de albumina y de

haber adicionado el colorante, se midi6 la absorbancia (a 595 nm) de cada dilucién, usando




32

como blanco una muestra de 1 ml de agua y 100 ul de colorante. Para esto se usaron celdas
de poliestireno desechables de 2 ml de volumen. El mismo procedimiento se llevé a cabo con
el resto de las diluciones de ta solucién del rotavirus. De esa manera se obtiene la cantidad de
proteina total al comparar las absorbancias resultantes de las lecturas de las muestras de
rotavirus, contra las absorbancias obtenidas para tas diluciones de la albumina bovina, cuya

concentracion se conoce desde un principio.

Una vez conocida la concentracion de proteina total del rotavirus y conociendo el porcentaje
tedrico de cada una de las proteinas estructurales que conforman al mismo, es posible conocer
-por medio de electroforesis en un gel de acrilamida seguido por un Western Blot- la cantidad de
proteina contenida en la muestra a analizar. El andlisis del Western, digitalizado previamente,
se realiza por medio de un software (NIH Image 1.61/Fat) mediante el cua! se pueden medir el
area e intensidad de las bandas de proteina. En primer lugar, se cuantifica el area e intensidad
de alguna de las proteinas estructurales de rotavirus. Como se sabe que porcentaje de ia
proteina total del virus representa esa proteina en especifico, se puede relacionar el produclo
del 4rea y la intensidad de la banda con una concentracién de proteina. Una vez conocido este
valor se puede comparar con el producto del area e intensidad registrados para la proteina
recombinante. De esta manera se puede cuantificar la cantidad de proteina recombinante en
funcion de la concentracion de una de las proteinas estructurales de rotavirus. A pesar de que
la cuantificacion sigue estando en funcién de ofra proteina, €s una mejor técnica comparada

con mediciones relativas en términos de dreas obtenidas al realizar la densitometria.
4.3. Estrategia experimental
4.3.1 Procedimiento para la produccién de VP7

4.3.1.1 Infeccion de células 519

La linea celular de insecto Sf9 fue cuitivada en frascos agitados con 60 ml de medio Sf300ll,
agitados a 100 rpm a una temperatura de 27°C. Las células fueron cultivadas hasta alcanzar
una concentracion de alrededor de 1x10° cel/ml. Posteriormente fueron infectadas con el

baculovirus recombinante Bac-VP7. Se tomaron muestras (a diferentes tiempos) para los
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ensayos de viabilidad, tamano celular y produccién de virus y proteina. Las muestras para el

analisis de produccion de virus y proteina se guardaron a 4°C y ~20°C, respectivamente.

4.3.1.2 Preparacion de geles para la identificacion de proteinas recombinantes

Para la identificacion de la proteina se empled la técnica de SDS-PAGE (electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes}. Se hicieron geles de acrilamida al 12%
(para VP7) y al 8% (para VP4} con geles concentradores al 4% (ver composicion dei gel en la
Tabla 4.1.}). Estos geles se trabajaron en condiciones desnaturalizantes para asegurar que la
proteina no estuviera plegada, agregada o multimerizada. Para esto, las muestras fueron
tratadas previamente con un buffer de lisis (200 mM Tris HCI pH = 6.8, 8% SDS, 1% 2-B-
mercaptoetanol, 40% glicerol y 0.4% azul de bromofenol). Posterior a la adicién de esta
solucién se hirvieron las muestras durante 7 minutos para garantizar que las mismas estuvieran

desnaturalizadas.- El gel se corrid a 150 V en el gel concentrador y a 250 V en el gel separador.

4.3.1.3 Western Blot

Una vez realizada la electroforesis, el gel de poliacrilamida se transfirid a una membrana de
nitrocelulosa {NC). Después de la corrida electrotorética, el gel fue sumergido para su
hidratacion en buffer [l durante 15 minutos {ver composicion de los buffers para transferencia en
la Tabla 4.2.). Al mismo tiempo la membrana de NC (Millipore, Immobilon NC, Transfer
membranes, Numero de catalogo HAHY304F0, Filter type 0.45 um) fue lavada en buffer Il y se
dejo remojando por 15 minutos. Despues de este tiempo se procedié a hacer el sandwich para
la transferencia. Se colocaron 6 papeles filtro (Whatman — Chromatography paper 1 Chr,
Numero de catalogo 3001 917) previamente humedecidos en buffer Ill. Luego se colocod sobre
ellos 1a membrana de nitrocelulosa, encima de esta se colocd el gel seguido por 6 papeles filtro
humedecidos en buffer 1l y por ultimo se colocaron 4 papeles filtro humedecidos en buffer {. E!
sandwich se coloco en un blotter (marca OWL). Las condiciones de transferencia fueron a

corriente constante a 400 mA durante 1 hora.

Una vez transferidas las proteinas de los geles de acrilamida a la membrana de NC, se
procedié primeramente a tefiir la membrana con colorante Ponceau (SIGMA, Namero de

catalogo P3504) (0.01% Ponceau, 5% acido acético) para observar la eficiencia de la
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transferencia. Posteriormente, se bloquearon los sitios inespecificos con leche descremada al
5% en PBS. Se mantuvo la membrana en agitacién durante 30 minutos y posteriormente se
enjuagé y se coloco en una solucién de leche al 0.1 % a la cual se agrego anticuerpo policional
de deteccién, originado de un suero obtenido a partir de la inmunizacion de conejos con
rotavirus purificado de la cepa YM. El anticuerpo policlonal se ulilizé a una dilucion de 1:2000 y
se dejé en incubacion a 4°C durante 18 horas. Pasadas las 18 horas, se realizaron tres ciclos
de lavado: el primero de 15 minutos y los dos siguientes de 5 minutos. Después se agrego
anticuerpo policlonal anticonejo conjugado a peroxidasa a una dilucion de 1:1000 y fue
incubado durante 1 hora con agitacién orbital (a temperatura ambiente). Transcurrido este

tiempo se realizaron tres ciclos de lavado similares a los del primer anticuerpo.

Tabla 4.1. Composicion de los geles de poliacrilamida para electroforesis

REACTIVO' Gel al 4% Gel al 8% Gel al 12%
Agua MQ 1.21 mi 1.8 mi 1.35 mi
Tris 2M pH 8.8 - 0.7 ml 0.7 ml
Tris 2M pH 6.8 69 ul o R
Acrilamida 29%, BIS 200 pl 930 pl 1.4 ml
1%

SDS 10% 10 pl 35 ul 35 ul
Persulfato de amonio 15.04 ul 10.5 pl 15
(PSA)10%

Temed 1 ul 3.5l 35u
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Tabia 4.2. Composicion de los buffers para transferencia

BUFFER TRIS (g/L) MetOH (ml/L) Glicina (g/L)
| 36.3 200
I 3 200
it 3 200 3

Para revelar las bandas de proteina se usé un kit de reactivos quimiluminicentes de la marca
Amersham (ECL- Western Blotting detection reagents, Numero de catalogo 21060L). La
reaccion de la peroxidasa con el sustrato del kit resulta en una senal fluorescente que se

regisira por exposicion de la membrana de NC a una pelicula fotografica.

Las imagenes presentes en las peliculas se digitalizaron a través de un escaner. Una vez
escaneada la imagen, se utilizé el software para Machintosh NIH Image 1.61/FAT, el cual
permite analizar ias bandas de proteina. Con este software se hace una determinacion
aproximada de! area de las bandas y de la intensidad de las mismas. El area y la intensidad de
las bandas se mulliplica para obtener unidades relativas densitométricas. Estas unidades son
comparadas con las unidades obtenidas para la banda del estandar de rotavirus y
posteriormente son transformadas a pg/ml ya que se conoce la cantidad de proteina colocada

en el estandar.

4.3.1.4 Efecto de la MDI sobre la produccion de VP7 recombinate

Se realizaron experimentos con la finalidad de determinar cual era el efecto de la MDI sobre la
produccion de proteina recombinante VP7 en ef sistema células de insecto baculovirus. Para
realizar estos experimentos se siguié la misma metodologia descrita en la seccién de infeccién
de células Sf3. Se crecieron las células hasta alcanzar una densidad celular de 1x10° cel/ml (en

medio de cultivo Sf900 Il con pH de 6.2). Posteriormente, se agrego el virus recombinante
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(obtenido como fue descrito en la seccién 4.2) a diferentes MDI. La cantidad de virus a

adicionar se calculd como:
#UFP= (vol. de medio de cultivo)"(Xv)*(MDI) ... (4.8.1)
Vol. de virus requerido= (#UFP)/(titulo viral del baculovirus)....... (4.8.2)

en donde UFP son las unidades formadoras de placa, MDI es la multiplicidad de infeccion y Xv

es la concentracién de células de insecto viables.

Al igual que como se describié en la seccién de infeccion, el cultivo infectado fue cosechado
alrededor de 120 horas post-infeccidn (hpi). Se determind la cantidad de proteina recombinante

producida y el titulo viral.

4.3.2 Efecto de variables de cultive sobre la produccién de VP4 recombinate

Una parte de la optimizacién de la produccion de la proteina recombinante VP4 fue realizada
previamente en el laboratorio. En particular, se hizo el analisis de la MD! y del tiempo de
infeccion (TDI, es la concentracion celular al momento de la infeccidn, de ahi que se reporte en
cel/ml). Los resultados mostraron que las mejores condiciones para incrementar la produccion
de VP4 eran el uso de una MDI de 5 UFP/cel y de una TDI de 1.5 x10° cel/mL (resultados de V.
Petricevich, datos no publicados). De ahi que para los subsecuentes experimentos, en los que

se empled Bac-VP4, se hayan empleado las condiciones antes mencionadas.

4.3.2.1 Efecto del pH

Se realizaron experimentos enfocados a determinar el efecto de variaciones en el pH del medio
de cultivo sobre el crecimiento celular y la produccion de proteina y virus recombinantes. Para
analizar el efecto del pH sobre el crecimiento celular se realizaron experimentos en matraces
agitados de 125 ml con 12.5 ml de volumen de trabajo. Estos matraces fueron inoculados a una
concentracion celular de 0.5 -1 x10° cel/ml. El pH inicial del medio de cultivo ($f900H cuyo pH

normal es de 6.2) fue ajustado con acido clorhidrico (HCI) 1M y/o hidroxido de sodic (NaOH) 1
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M a valores de pH en un intervalo de 4.8 a 7.0 (4.8, 5.0, 5.35, 5.5, 6.8, 6.0, 6.2, 6.6, 6.8, 7.0).
Los matraces fueron agitados a 100 rpm a una temperatura de 27°C. Otros experimentos fueron
ilevados a cabo en frascos de cultivo de 75 cm® con 30 ml de volumen de trabajo. En estos

experimentos solo se evalué el intervalo de pH entre 6.0~ 7.0.

Por otra parte, también se analizé el efecto del pH sobre la produccion de VP4. Para esto se
utilizaron matraces agitados de 250 mi {con 25 ml de volumen de trabajo) bajo las condiciones
de agitacion, temperatura y pH antes mencionadas. Los matraces se inocularon a una
concentraciéon celular de 1.5x10° cel/ml y fueron infectados con Bac-VP4 (a una MDI de 5
UFP/cel). Ei cultivo fue cosechado a las 114 horas post infeccién (tiempo en el que se alcanzé
la concentracién maxima de VP4, previamente determinado en este laboratorio). La proteina
fue cuantificada por andlisis de inmunodeteccidn en geles al 8% por medio de SDS-PAGE y el

virus por ensayo en placa.

Los experimentos fueron muestreados aproximadamente cada 24 horas y se determinaron los
siguientes parametros: concentracion celular, tamafo celular promedio y pH. EI pH fue
determinado mediante el uso de un potenciémetro marca Cole & Parmer (Chemcadet-

pHmeter/controler, No. de catélogo 13-620-300) con un electrodo marca Accumet.

4.3.2.2 Efecto de la temperatura

Células St9 fueron cultivadas en medio de cultivo Sf9001l en frascos agitados a 100 rpm. Los
experimentos fueron realizados con dos objetivos: determinar el efecto de la temperatura sobre
el crecimiento celular y sobre la produccién de la proteina VP4 y baculovirus recombinantes.
Para cumplir el primer objetivo, se emplearon frascos de 50 mil con un volumen de trabajo de 15
ml inoculados con una concentracién celular de 1x10° cel/ml. Se realizaron experimentos
variando !a temperatura de incubacion desde 27°C hasta 37°C (27°C, 30°C y 37°C) a pH de 6.2.
Se tomaron muestras cada 24 horas (aproximadamente) y se monitorearon la concentracion
celular, la viabilidad y el tamano celular promedio. Para el segundo objetivo se inocularon
spinners {con un volumen de trabajo de 15 ml) a una concentracion de 1.5x10° cel/ml y estos

fueron infectados con Bac-VP4 a una MDI de 5. Transcurridas las 114 horas post-infeccion se



38

cosecho el cultivo y se determind la concentracién de proteina recombinante asi como el titulo

viral para cada una de las temperaluras propuestas.

4.3.2.3 Efecto del amonio

Para determinar el efecto del amonio sobre el crecimiento celular y sobre la produccion de VP4,
se llevaron a cabo cultivos a los que se adicioné NH,Cl a concentraciones finales de 0, 5, 10,
15, 20, 25 mM. En el caso de los cultivos sin infectar se inocularon matraces de 125 ml {con
12.5 ml de volumen de trabajo) para comenzar con una concentracion celular de 0.5x10° cel/ml;
mientras que en el caso de los experimentos infectados se emplearon matraces de 250 mL (con
25 ml de volumen de trabajo) y estos fueron inoculados para comenzar con una concentracion
celular de 1.5x10° cel/ml. Se colectd muestra a intervalos de 24 horas y se cuantificaron los

parametros ya descritos anteriormente.

4.3.2.4 Efecto de la osmolaridad

Para determinar el efecto de la osmolaridad sobre el crecimiento de las célutas de inseclo Sf8 y
sobre la produccién de la proteina VP4 y baculovirus recombinantes, se llevaron a cabo cultivos
a los que se adicioné NaCl. En el caso de los cultivos sin infectar, se crecieron las células hasta
alcanzar una concentracion celular de 0.5x10° cel/ml en frascos agitados a 100 rpm, se adiciond
a los cultivos NaCl a concentraciones finales de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mM y se observd el efecto
sobre el crecimiento celular. En el caso de los cultivos infectados las células fueron crecidas
hasta alcanzar una concentracion celular de 1.5x10° cel/ml. Se colectaron muestras a
intervalos de 24 horas y se determinaron los parametros ya descritos anteriormente. ElpH y la

temperatura se mantuvieron a 6.2 y 27°C, respectivamente.

4.4. Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para los experimentos fue el medio comercial Sf30011 SFM -
Optimized Serum-free Medium for Insect Cell Culture, Complete- (GIBCO-BRL, Nimero de
catalogo 10902-088). Este es un medio libre de suero y proteinas cuya compaosicion exacta no

esta accesible; sin embargo este medio presenta la ventaja de ser mas econdmico y de facilitar
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la purificacion y cuantificacién de las proteinas. Ademas, con el uso de este medio se buscd
incrementar el rendimiento celular y el rendimiento del producto final. Cabe mencionar que este
medio ha sido empleado en el cultivo de una gran variedad de lineas celulares de insecto, en
estudios de patologia de invertebrados, en biocontrol de insectos, en la produccién de cuerpos
de inclusiéon de polihedra asi como en la produccién de productos recombinantesr utilizando

bioreactores de varios tipos (Godwin y Whitford, 1993; New Brunswick Scientific).

4.5. Tipo de cultivo

Los tipos de cultivo para células animales pueden ser divididos en dos clases: aquellos en los
que las células crecen sedimentadas en el fondo del recipiente de cultivo, también -conocidos
como cultivos estaticos, o aquellos en los que las células crecen en suspensién en el medio de
cultivo. El sistema con mayores ventajas es el cultivo en suspension en bioreactores ya que se
pueden alcanzar altas productividades para cultivos de células de insecto y permite un control

adecuado del cultivo debido a su inherente homogenicidad.

Los cultivos estaticos fueron ultilizados principaimente para generar los inoculos celulares para
los experimentos posteriores. Estos cultivos se realizaron en frascos de cultivo de 25 cm?
(Costar, No. de catdlogo 3374) o 75 cm? (Costar, No. de catalogo 3375) (Figura 4.3). Como las
células de insecto se adhieren débilmente a las paredes de los frascos de cultivo, estas pueden
ser despegadas por medio del pipeteo del medio de cultivo de forma repetida hasta que las

células estan en suspension y después se pasan a otro frasco.

Figura 4.4. Cultivos estaticos en frascos de 25 cm?.
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Para los cultivos en suspension se utilizaron dos tipos de frascos: frascos agitados y matraces
agitados (Figura 4.4). Los frascos agitados (“spinners”) tienen un volumen total de 250 ml y
fueron utilizados con 60 mi de volumen de trabajo. La agitacién se lleva a cabo a 100 rpm
mediante una barra magnética que se encuentra suspendida a 3mm del fondo del frasco y fos
frascos se mantienen en una incubadora a 27°C. Los matraces agitados se mantuvieron a las
mismas condiciones de cultivo que los frascos agitados en una incubadora con plataforma
adherible. El volumen de los matraces fue de 125 ml y 250 ml y se utilizaron con un volumen de

trabajo del 10 % de! volumen total de los matraces.

Figura 4.5. Cultivos en frascos (“spinners”) y en matraces agitados (“shakers™).

4.6. Determinaciéon de parametros cinéticos

Para calcular la velocidad de crecimento se calculd el logaritmo natural del cociente de la

concentracion de células vivas (X,) y la concentracién de células vivas iniciales (X,). El
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logaritmo del cociente anterior (Xv/X,) fue graficado contra el tiempo post-infeccidn de lo cual se
obtuvo una linea recta con pendiente igual a la velocidad especifica de crecimiento aparente

{Hap)- Lo anterior se basa en lo siguiente:

dX
_dTr = f-‘uva 4.10.1

Integrando fa ecuacidn anterior se obtiene la expresiéon que describe la velocidad de

crecimiento:

In%:,u‘m(t—-r’) 4.10.2

v

El calculo de las velocidades especificas de produccion de proteina recombinante se realizo
tomando en cuenta el crecimiento en la fase exponencial del cultivo. Para dichos célcules se

empled la siguiente ecuacion:

G = (b, —P) 4103
(X, X)) K, - 1)

donde: quo €5 la velocidad especifica de produccion de proteina, pyy pi son las concentraciones
de proteina final e inicial, Xyt y X,i son las concentraciones celulares viables final e inicial y t y t,

son los tiempos final e inicial, respectivamente.

Los rendimientos fueron calculados a los tiempos en los que se alcanzd la concentracién de
proteina maxima, es decir se presentan rendimientos maximos. Estos rendimientos fueron

calculados como:

— p mdx
Vs = 2 410.4

v

donde: Y . €s el rendimiento especifico maximo y P, es la concentracion maxima de

proteina.
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5. Resultados

5.1. Generacion del estandar de rotavirus nativo para usario como control de geles

Uno de los problemas iniciales fue la falta de un método de cuantificacién adecuado para la
proteina recombinante producida. Para subsanar esto, el primer paso fue generar un estandar

a partir de la purificacion de particulas de rotavirus.

Las células MA104 fueron infectadas con el rotavirus nativo de la cepa SA11. Se purifico el
virus y se observaron las 4 proteinas estructurales de rotavirus (VP2, VP8, VP7, VP4). Este
resultado concuerda con resultados obtenidos previamente, en los que también se purificaron
proteinas nativas de rotavirus por medio de una estrategia de purificacion similar (Chen y
Ramig, 1992). Con este estandar se comprobd que la proteina recombinante VP7 comigraba

con la proteina nativa respectiva de rotavirus (Figura 5.1).

Proteina Rotavirus
VP7 recombinante Nativo
'w — m' A— gl —— VP2
ot |
ata o - ——l— /P4
E
- -
B4 1 B
1 2 3 4 5 6

Figura 5.1. Inmunodeteccién del rotavirus purificado. Se presenta una cinética de produccion de VP7
recombinante (24h, 48h, 72h, 96h, 120h - carriles 1 al 5, respectivamente-). Como control interno del gel
se usé una muestra de rotavirus nativo puro (carril 8). Se pueden apreciar claramente 4 proteinas
estructurales de rotavirus nativo.

Para la cuantificacién de proteina total de rotavirus se empleé el método de Bradford. La
cantidad de proteina total en el estandar fue 248 ng/ul. Debido a que se conoce el porcentaje

teérico de cada una de las proteinas estructurales que conforman al virus, fue posible




43

determinar la cantidad de cada una de estas contenidas en el estandar considerando la

cantidad de proteina total obtenida previamente.

5.2. Efecto de la MDI sobre la produccion de VP7

En el sistema células de insecto-baculovirus se han alcanzado altas productividades para la
expresion de algunas proteinas recombinantes (Maiorella et al., 1988). Sin embargo, poco se
sabe acerca de los parametros clave a estudiar para mejorar la expresion de proteinas
recombinantes de rotavirus. De ahi el interés por el estudio de parametros tales como la
multiplicidad de infeccién, la cudl ha mostrado ser determinante en la optimizacion de la
productividad de otros sistemas de expresidén o de otras proteinas expresadas en el sistema

celulas de insecto-baculovirus.
5.2.1. Multiplicidad de infeccién

Para evaluar el efecto de variaciones en {a multiplicidad de infeccién se realizaron cultivos en
suspensién en donde se agregaron distintas cantidades de virus. Los experimentos fueron

realizados por triplicado a MDI de 0.1, 1, 5y 10.
5.2.1.1. Multiplicidad de infeccion de 0.1

La cinética promedio de crecimiento del cultivo infectado a MDI = 0.1 se muestra en la Figura
5.2 (panel A). Las células infectadas presentan una etapa de crecimiento exponencial debido a
que a esta MDI no todas las células son infectadas en un principio, por lo que las células sin
infectar son capaces de replicarse (Kioukia et al., 1995). Los resultados de esta infeccion
muestran un aumento significativo en la concentracién celular a lo largo de la infeccién, por lo
cual se confirma que no todas las células estan siendo infectadas desde el principio de este
proceso (panel A, Figura 5.2). La maxima concentracion celular total se alcanzé a las 117
horas, tiempo en el que se suspendié el cultivo. Esta concentracion fue 2 veces mas alta que la
concentracion celular total inicial. En cuanto al incremento en la concentracidn celular viable, el
maximo valor también se alcanzé al mismo tiempo post-infeccion pero este incremenio fue de

tan solo 1.7 veces el valor de la concentracidn ceiular viable inicial {panel A, Figura 5.2).
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Incrementos en el tamafo celular se han correlacionado con el progreso de la infeccion viral.
De ahi que en este estudio se haya medido el tamafio celular, con la finalidad de ver si existe tal
correlacion en este sistema de expresion. El tamafo celular promedio para el cultivo infectado
a una MDI = 0.1 aumentd mas rapidamente que e! cultivo no infectado y alcanzd su maximo a
las 95 horas post-infeccién. Sin embargo a las 117 horas los valores del tamaho celular
promedio para ambos cultivos no mostraron diferencias importantes. Resultados similares han
sido mencionados en otros trabajos en los que se observa una modificacién del tamafo celular

promedio en respuesta a la infeccion {panel B, Figura 5.2) (Jain et al., 1991).

La proteina recombinante fue detectada desde las 67 horas post-infeccion (panel C, Figura 5.2)
y alcanza un maximo a las 117 horas post-infeccién (después de este tiempo de infeccion la
concentracion de proteina decrecio). Este mismo comportamiento ha sido cobservado
previamente, ya que en experimentos en los que se han empieado MDI bajas los cultivos tardan
mas en producir el producto recombinante de interés. Al aumentar este tiempo de expresion, se
incrementa fa probabilidad de que las células que se van lisando liberen proteasas celulares las
cuales podrian llegar a degradar la proteina recombinante recien sintetizada (a la proteina
extracelular). Ademads de la liberacidn de proteasas, se liberan proteinas celulares que

dificultan la purificacién de |a proteina recombinante (Radford et al., 1997).

A valores tan bajos de virus, no todas las células son infectadas desde un inicio durante una
infeccién primaria. Las células que no fueron infectadas durante la infeccién primaria son
infectadas como resultado de la generacién de la progenie viral de la infeccidn primaria, dando
lugar asi a una infeccién secundaria. At combinar una MDI baja con una concentracion celular
inicial baja se pueden llegar a obtener niveles de proteina comparables a los obtenidos a MDI
mas altas. Estos resultados se basan en que es posible calcular, mediante el uso de un modelo
matematico propuesto por Power et al., la concentracion celular viable al inicio de la infeccidn

(TDI) en funcién de la MDI (Wong et al., 1896).

Los valores para los titulos virales de esta infeccion fueron menores al compararlos con
resultados reportados por otros autores; aunque una posible explicacién para este resultado

puede estar en funcion del baculovirus recombinante empleado. El titulo viral muestra un
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comportamiento exponencial de las 0 a las 95 horas de cultivo y alcanza un maximo de
0.46x10°% UFP/m! a las 95 horas post-infeccién. Este maximo titulo viral muestra un incremento
de 373 veces con respecto al valor inicial del titulo viral. Después de las 95 horas se observa
una disminucién no significativa en este parametro - de las 95 a las 117 horas se tiene un

decremento de 1.2 veces - (panel D, Figura 5.2).

5.2.1.2. Multiplicidad de infeccién de 1

Al igual que en el caso anterior, se esperaria que al elevar la MDI a 1 se pudiera observar una
etapa de crecimiento celular exponencial la cual corroboraria que al trabajar con MDI bajas no
se estuvieran infectando todas las células desde el principio de este proceso (Wong et al,,
1996).

En la grafica de Ja concentracién celular fue posible corroborar un comportamiento como el
esperado pues se observd un aumento significativo en la concentracion celular al comparar la
maxima concentracién celular con la concentracion celular inicial. Aunque a esta MDI también
se tiene una infeccion secundaria, el rendimiento de proteina recombinante, asi como la
productividad del sistema son mas altos que los obtenidos a MDI de 0.1. Estos resultados
concuerdan bien con el hecho de que la infeccién se ilevé a cabo con una cantidad de virus
mas elevada. La Figura 5.3 muestra las cinéticas de crecimiento celular, de tamano celular
promedio, de produccién de proteina y virus recombinantes a una MDI de 1. En el panel A se
muestran las cinéticas de crecimiento de las células infectadas (totales y viables) a una MDI de
1 UFP/cel. La maxima concentracién celular viable se alcanzo a las 92 horas post-infeccién y
este valor fue de 1.6 veces mas alto que el valor celular viable inicial. El crecimiento celular
durante el tiempo total del cultivo indica que no todas las células fueron infectadas desde un
principio a esta MDI, ya que es bien sabido que la infeccion de las células inhibe la replicacién

celular (panel A, Figura 5.3).

El maximo tamafo celular promedio para el cultivo infectado a una MDI de 1 se alcanz¢ a las 71
horas post-infeccion y este fue de 1.3 veces mayor que el tamafo celular inicial. Por otra parte,
el maximo valor para el tamafio celular promedio del cultivo control se alcanzé a las 92 horas, e
inclusive a este tiempo, el cultivo infectado mostrd un tamano celular promedio de 1.04 veces

mayor que el cultivo control (panel B, Figura 5.3). Generalmente las células incrementan de
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tamano durante algunas fases del ciclo celular en las que componentes celulares son
duplicados antes de ta divisién celular. En el caso de células infectadas, una de las posibles
causas de dicho aumento puede ser que durante la infeccion se incremente el contenido de
DNA viral en el nicleo celular y de otros componentes necesarios para la replicacion del virus
(Al-Rubeai et al., 1985},

En el panel C se muestra la cinética de produccion de VP7 (Figura 5.3). La proteina
recombinante comenzé a ser detectada desde las 42 horas post-infeccion y alcanzé un maximo
a las 120 horas post-infeccion. Al respecto hay que considerar que este sistema de expresion
emplea un promotor muy tardio lo cual se traduce en que los maximos de concentracion de la
proteina recombinante se obtienen en tiempos cercanos a la lisis celular. Este tipo de
promotores muy tardios exhibe baja actividad durante la fase tardia (de 6 a 18 horas post-
infeccion), pero se torna muy activo a partir de las 18 horas post-infeccion. Entre las 27 y las 48
horas post-infecc'ién, aproximadamente el 20% del RNA poliadenilado en las células

corresponde al RNAm sintetizado a partir del promotor pofh {O'Reilly et al., 1994).

En cuanto a la produccién de virus recombinante (panel D, Figura 5.3}, el maximo titulo viral se
obtuvo a las 92 horas post-infeccién y este fue de 85 veces el valor del titulo viral inicial.
Posteriormente se observa una caida drastica en el titulo viral (de hasta 173 veces con respecto
al valor del titulo viral maximo). El consumo de glucosa incrementa al utilizar multiplicidades de
infeccién mas altas (que 0.1 UFP/cel) (datos no mostrados), por lo que es importante verificar
que en los cultivos infectados no se registre una limitacién por algun substrato. Al respecto, se
han realizado estudios de los requerimientos de cultivos de células de insecto infectados y sin
infectar (Vallaza y Petri, 1999). Uno de los resultados es que en algunos cultivos no es
suficiente suplementar algunos nutrimentos tales como la glucosa (Vallaza y Petri, 1999). Una
alternativa es el recambio del medio de cultivo previo a la infeccion. Con esto se asegura que
no haya limitacién de nutrimentos debido a que durante la infeccion se ha observado un
incremento en el consumo de algunos nutrientes (Vallaza y Petri, 1999). Para el experimento a
una MD! de 1 no se encontré limitacién por glucosa; aunque cabe mencionar que los
requerimientos de glucosa del cultivo infectado a una MDI de 1 son mas elevados que los de un

cultivo sin infectar.
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Figura 5.3 Cultivo infectado a MDI = 1 UFP/cel. Concentracién celular total y viable (A), tamafio
celular promedio (B), concentracién de VP7 recombinante (C), titulo viral (D). Se presentan la media y
desviacion estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor es menor al simbolo del dato de la media.
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En el caso del cultivo sin infectar, a las 168 horas post-infeccion se consumié 1.08 veces menos

glucosa que en el cuitivo infectado (datos no mostrados).

Si se comparan los resultados para VP7 a una MDI de 1 con los obtenidos previamente en el
laboratorio para otra proteina de rotavirus, VP4, se observa que para VP4 se pudo lograr un
incremento en la concentracion celular de 2.3 veces (comparando la maxima concentracion
celular viable con la concentracién viable inicial), mientras que en el caso de VP7 este
incremento fue de tan sélo 1.6 veces (datos no publicados de Petricevich V.). La maxima
concentracion de VP4 se obtuvo a las 114 hpi mientras que para VP7 se obtuvo a las 120 hpi.
Por ultimo el maximo titulo viral se obtuvo a las 90 hpi y a las 92 hpi para VP4 y VP7,
respectivamente. Cabe mencionar que se obtuvieron valores similares para los maximos de

titulos virales para ambas proteinas.

5.2.1.3. Multiplicidad de infeccién de 5

A esta MDI se observd una maxima concentracion celular total a las 42 horas y el incremento en
la concentracion celular total con respecto a la inicial fue de 1.5 veces. La maxima
concentracion celular viable se obtuvo al mismo tiempo post-infeccion y esta presentd un

incremento de 1.2 veces con respecto al valor inicial (pane! A, Figura 5.4).

Ademas con esta MDI fue posible obtener niveles de proteina mucho mas altos que a las MDI
de 0.1 y 1. Al comparar las maximas concentraciones de proteina recombinante se observo
que a fa MDI de 5 se obtenian 4.46 veces y 3.38 veces mas proteina que a las MDI de 0.1 y 1,
respectivamente. Ademas se encontraron diferencias significativas en el tiempo al cual se
alcanzaba la maxima concentracion de proteina recombinante al comparar las MDI de 0.1, 1 y
5. A MDI de 0.1y 1 el maximo no se obtiene sino hasta las 117 - 120 horas, mientras que a una
MDI de 5 este se obtiene desde las 66 horas. Esto es de gran importancia al evaluar
parametros tales como la productividad del sistema {panel C, Figura 5.4). El maximo de
proteina se obtiene a tiempos mas tempranos que en las MDI anteriores, probablemente debido
a que a esta MDI mas células estan siendo infectadas en un principio. Esta infeccién mas
eficiente provoca una caida mas dréstica en la viabilidad del cultivo, por lo que el maximo de
proteina se detecta a tiempos mas tempranos que en el caso de MDI mas bajas en los que los

cultivos estan sujetos a una infeccion secundaria (Zheng et al., 1999).
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El valor maximo para el titulo viral se obtiene alrededor de las 138 horas post-infeccion y este
fue de 7.6 veces mas alto que el titulo viral inicial. Este resultado no concuerda bien con los
resultados obtenidos para la produccidon de proteina en los cuales claramente se observa un
adelanto en la fase de produccién de la misma. En el caso del virus, al contrario de como se
esperaria, la produccion se ve retrasada de manera importante al comparar el tiempo en el que
se alcanzan los maximos del titulo viral obtenidos a MDI de 0.1 y 1. El resultadc esperado era
que al emplear cantidades de virus mas elevadas (al usar una MDI de 5) que en los casos
anteriores (MDI de 0.1 y 1) se adelantara la fase de produccién de virus y que el valor del titulo
viral también se viera incrementado (panel D, Figura 5.4). De ahi que se recomiende infectar
los cultivos a una MDI de 5 en casc de querer incrementar la produccién de proteina

recombinante (y en casos en los que la progenie viral no sea de tanta importancia).

La concentracion de células viables comenzo a disminuir a partir de las 42 horas post-infeccién.
Esta caida es mas rapida que la observada con las MDI de 0.1 y 1 (comienza a bajar a partir de
las 67 y de las 120 horas post-infeccién, respectivamente) (panel A, Figura 5.4). Lo anterior se
debe a que se emplean cantidades de virus mas elevadas por lo que las células son lisadas
mas rapidamente. Un resultado similar ha sido reportado previamente; al incrementar la MDI de
1 a 50 UFP/cel en cultivos de células de insecto infectados con baculovirus nativo, en donde se

ha observado una caida inmediata en la viabilidad del cultivo infectado (Kioukia et al., 1995).

El maximo tamafno celular promedio se alcanzé a las 18 horas post-infeccidn y este fue 1.1
veces mas alto que el tamafio celular inicial (panel B, Figura 5.4). Es importante mencionar
que probablemente a la MDI de 5 se obtiene el maximo del tamafo celular promedio a tiempos
mas tempranos debido a que segun modelos matematicos propuestos para el proceso de
infeccién (Power et al., 1994) a esta MDI se da una infeccién del 99.3% desde el comienzo de la
infeccién. Se ha propuesto que al emplear MDI similares a ésta (MD! de 5, o inclusive mas
elevadas), mas virus puedan estar entrando a la célula y de esa manera la maquinaria de
replicacion viral requiera de un nimero mds elevado de precursores. Este incremento en el
numero de precursores y en el DNA viral en el nucleo celular puede estar correlacionado con el

aumento del tamano de las células infectadas (Al-Rubeai et al., 1995).
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Figura 5.4 Cultivo infectado a MDI = 5 UFP/cel. Concentracién celular total y viable (A), tamano celular
promedio (B), concentraciéon de VP7 recombinante (C}, titulo viral (D). Se presentan la media y
desviacién estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor es menor al simbolo del dato de la media.
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A una MDI de 5, al igual que a una MDI de 1, se tuvo un mayor incremento en la concentracion
celular viable para los experimentos de produccién de VP4 al comparar con el respectivo
incremento registrado en los de VP7. La proteina VP4 alcanzé una maxima concentracion a las
114 hpi, mientras que VP7 la alcanzé desde las 66 hpi. Finalmente, el maximo titulo viral para
VP4 se registré a las 90 hpi mientras que para VP7 no fue sino hasta las 138 hpi (datos ~ no

publicados - para VP4 por Petricevich V.).

5.2.1.4. Multiplicidad de infeccién de 10

A una MDI de 10 UFP/cel se observd una disminucién en la concentracién de proteina y un
incremento en el titulo viral con respecto a los valores obtenidos a una MDI de 5 (paneles C y D,
Figura 5.5). La baja en la concentracién de proteina recombinante puede deberse a que a esta
MDI cada célula es infectada por mas de un virus provocando una lisis anticipada (Licari y
Bailey, 1991). A esta MDI se espera (segun modelos matematicos que predicen la probabilidad
de infeccion a cada MDI y que siguen una distribucion de Poisson (de Gooijer et al., 1989; Licari
y Bailey, 1992; Power et al., 1994; Tsao et al., 1996)) que todas las células fueran infectadas
desde el inicio de ia infeccidén; casc en el que no existiria la posibilidad de que algunas células
se duplicaran. Los resultados de este trabajo coinciden con el comportamiento predicho por los

modelos matematicos {panel A, Figura 5.5).

En este caso, el maximo tamafo celular promedio se registro a las 72 horas post-infeccion y
este presenté un valor de 1.2 veces mayor que el tamafo celular promedio inicial (panel B,
Figura 5.5). Aumentos similares en el tamafno celular promedio han sido previamente
reportados para otro tipo de cultivos (Al-Rubeai et al., 1995). El tamaio celular del cultivo
infectado a una MDI de 10 mostré un incremento durante las primeras 72 horas post-infeccion,
posteriores a las cuales se registré un decremento significativo en este parametro. Durante las
primeras 72 horas el tamafio celular promedio del cultivo infectado presentd valores mas altos
que los observados en el cultivo control, sin embargo después de este tiempo los valores del

tamado celular promedio del cultivo control fueron mas altos que los del cultivo infectado.

La produccion de proteina recombinante, por otro lado, alcanza un maximo a las 72 horas post-
infeccion y después comienza a decaer posiblemente debido a que la lisis celular libera

proteasas al medio de cultivo (panel C, Figura 5.5). La posible presencia de proteasas podria
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Figura 5.5 Cultivo infectado a MDI = 10 UFP/cel. Concentracién celular total y viable (A), tamano
celular promedio(B), concentracién de VP7 recombinante {(C), titulo viral (D}. Se presentan la media y
desviacion estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor es menor al simbolo del dato de la media.
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tener un efecto negativo sobre la proteina producida. Una posibilidad es que a MDI altas si sea
posible alcanzar una concentracién de proteina recombinante similar a la obtenida a MDI bajas,
sin embargo la posible presencia de proteasas estaria teniendo un efecto sobre la degradacion
de la proteina (Licari y Bailey, 1991). El valor maximo para el titulo viral (fue de 5.2 veces mas
alto que el titulo viral inicial), al igual que el maximo valor para la proteina recombinante se

obtuvo a las 72 horas post-infeccidn y posteriormente comenzé a decaer (panel D, Figura 5.5).

A MDI de 10 también se observé un mayor incremento en la concentracion celular viable para
los experimentos de produccién de VP4 al comparar con los resultados para los experimentos
de VP7. La maxima concentracién de proteina recombinante VP4 se alcanzd entre las 66 y las
90 hpi, mientras que para VP7 este maximo se obtuvo a las 72 hpi. El maximo titulo viral para
VP4 se reqgistro de las 90 a las 114 hpi mientras que para VP7 también se alcanz6 a las 72
horas (al igual que el maximo de proteina) (datos — no publicados - para VP4 por Petricevich
V.).

Una manera sencilla de comparar los resultados anteriores es analizar el efecto de las
diferentes MDI's probadas sobre la maxima velocidad de crecimiento y la maxima concentracién
celular viable. En la Figura 5.6 se muestran {a maxima velocidad especifica de crecimiento
aparente {u,,) (panel A), el incremento en la concentracion celular viable (panel B), la maxima
concentracién de proteina (panel C) y el maximo titulo viral (panel D) para cultivos infectados a
diferentes MDI's. Los resultados muestran diferencias significativas en la maxima velocidad
especifica de crecimiento a las diferentes MDI's probadas con respecto al cultivo control (MDI =
0), obteniendo el valor mas alto a una MDI de 0.1. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas al comparar la velocidad de crecimiento a MDI de 0.1 con las encontradas a MDI’s
de 1y de 5. El Unico valor que muestra diferencias significativas con respecto a MDI de 0.1 fue
el caso de MDI de 10. La concentracidn celular viable maxima alcanzada se obtuvo a una MDI
de 1. Cabe mencionar que solo se observé una diferencia significativa en el incremento maximo
en la concentracion celular viable al comparar los resultados de las diferentes MDI's probadas
contra e! cultivo control {(MDI = 0) (Figura 5.6). La concentracion maxima de proteina se

obtiene a una MDI de 5 mientras que el titulo viral maximo se obtiene a una MDI de 1.
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Figura 5.6 Efecto de variaciones en la MDI sobre la maxima velocidad especifica de crecimiento (u
max (h-1)) (A), la maxima concentracion celular viable (Xv max/Xvo) (B), la concentracién de VP7
maxima (C) y el titulo viral maximo (D) en cuitivos infectados. Se presentan la media y desviacién
estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su valor es muy
pequeno.
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En la Figura 5.7 se muestran la velocidad especifica maxima de produccion de proteina durante
la fase de crecimiento (panel A), la velocidad especifica maxima de produccion de proteina
durante la fase de muerte (panel B) y el rendimiento especifico maximo para la produccion de
VP7 (panel C). Es claro que a una MDI de 5 se puede obtener una mayor concentracion de
proteina recombinante de manera mas rapida que en el resto de las multiplicidades {durante la
fase de crecimiento, ya que durante la fase de muerte la velocidad especifica maxima de
produccion se obtiene a una MDI de 10). E! rendimiento maximo especifico también se observo

a una MDi de 5.

En conclusion, para la expresion de VP7 se encontré que la mejor MDI fue de 5 ya que con esta
multiplicidad se puede obtener la maxima concentracion de proteina recombinante (51 pg/mi) a
las 66 horas post-infeccion. En caso de que el objetivo del trabajo hubiera sido incrementar el
valor del tituto viral, entonces se recomendaria emplear una MDI de 1 (el maximo es de 1.3x10°
UFP/ml y se alcanza a tas 92 horas post-infeccion). Estos resuitados concuerdan con los
obtenidos previamente en el laboratorio para otra de las proteinas de rotavirus, VP4. En ese
caso la maxima concentracion de VP4 (28,000 UE/ml) se alcanza a las 114 horas post-infeccion
empleando una concentracién celular viable inicial (al momento de la infeccion) de 1.5x10°
cel/ml, mientras que el maximo para el titulo viral (4.0x10® UFP/ml) se alcanza a las 90 horas

post-infeccion (datos — no publicados - para VP4 por Petricevich V.).
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Figura 5.7 Velocidad especifica maxima de produccién de VP7 durante la fase de crecimiento (A),
velocidad especifica maxima de produccién de VP7 durante la fase de muerte (B) y rendimiento
especifico méximo para VP7 (C) para cultivos infectados a distintas MDI's. Se presentan la media y
desviacién estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor es muy pequefio.
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5.3. Efecto del pH inicial sobre el crecimiento y el tamano de las células Sf9

Es bien conocido que cambios en el pH inclusive menores tienen efecto sobre el metabolismo
de células de eucariotes superiores. Con esta consideracion se evalué el efecto de
maodificaciones en el pH extracelular en el sistema células de insecto-baculovirus. Para dicha
evaluacion se realizaron cultivos estaticos y cultivos agitados. Para todos los experimentos se

uso6 como control el pH de 6.2 ya que es el valor que tiene el medio de cultivo comercial S1300I1.

5.3.1, Cultivos estaticos

Para este tipo de cultivos se emplearon frascos de cultivo de 75 cm? y se evaluo el efecto de
variaciones en el pH inicial en un intervalo de 6.0 a 7.0. Los resultados muestran el resultado
de una cinética tipica en la que se observa un aumento en la maxima concentracién celular total
con respecto a la inicial a pH's de 6.0 y 6.2 de 5.7 y 5.1 veces, respectivamente (panel A,
Figura 5.8). En contraste, a pH de 6.6 el aumento en la concentracidn celular fue muy pequeno

(1.9 veces), mientras que por arriba de este valor no hubo aumento.

La concentracién de células viables presentd un comportamiento similar al observado para las
células totales; es decir que pH’s por debajo del control, incluyendo este ultimo, presentan
incrementos en la maxima concentracién celular viable con respecto a la concentracion celular

viable inicial de 6.03 y 5.29 veces, respectivamente (panel B, Figura 5.8).

A pH inicial por arriba del control no se presenté una variacién significativa en el pH con
respecto al tiempo (panel C, Figura 5.8). Sin embargo, se observo acidificacion del medio de
cultivo después de las 72 horas a pH's de 6.0 y 6.2, lo cual correlaciona con la generacion de
lactato en el medio {se produjo hasta 0.4 g/l de lactato en cultivos de este tipo, datos no
mostrados). Estos resultados coinciden con los resultados encontrados en estudios del efecto

del pH en cultivos de células Sf3 y TN-368 (Koval y Suppes, 1990).

Por otra parte, se observd una disminucién en el tamafo celular con respecto al inicial en los
cultivos a pH's de 6.8 y 7.0 del 32% y del 35% respectivamente, como se muestra en el panel D

de la Figura 5.8.
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Figura 5.8 Efecto del pH en cultivo sin infectar en frascos de 75 cm?.  Concentracién de células

totales (A}, concentracién de células viables (B}, pH (C), tamafio celular promedio (D}.
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Una posibie explicacion para este comportamiento seria que el cambio en la concentracion de
iones en el medio pudiera estar provocando la disminucién en el tamafio celular promedio
(Doyle y Butler, 1990). Otra explicacién es que pH's de 6.6, 6.8 y 7.0 estén causando la muerte

de las células y por tanto se observa una disminucién en el tamaiio celular (ver paneles Ay B).

En la Figura 5.9 se muestran la méxima velocidad especifica de crecimiento y la concentracion
celular maxima de los cultivos realizados en frascos de cultivo de 75 cm®. A pH de 6.0 se
obtiene una velocidad de crecimiento 1.29 veces mas alta que la presentada por el cultivo
control. Es claro como se tiene un efecto negativo sobre ia velocidad de crecimiento al emplear
pH's por arriba del pH control ya que estos muestran disminuciones en la maxima velocidad de

crecimiento de mas del 100 por ciento.

En trabajos previos se ha observado que al emplear pH’s de cultivo bajos (por debajo de 6.2),
se obtienen velotidades de consumo de glucosa menores, lo cual se ve reflejado en la
reduccion de la produccion de lactato generado en el cultivo. Esta baja en el consumo de
glucosa se ha correlacionado con incrementos en la velocidad de consumo de glutamina. Una
causa posible de este incremento en el consumo de glutamina puede atribuirse a que se
requieran niveles mas elevados de energia de mantenimiento para que las células compensen

la baja en el consumo de glucosa (Miller et al., 1988).

La maxima concentracion celular viable alcanzada se observd en el cultivo con pH de 6.0,
aunque esta concentracién no difiere de la concentracion del cultivo control (pH = 6.2} ya que la
primera es 1.14 veces mayor que la concentracion del control. Las concentraciones celulares
viables presentan valores bajos a los pH's por arriba del control, por lo que se corrobora el

efecto negativo de estos pH's en los cultivos de células Sf9.
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Figura 5.9 Efecto de variaciones en el pH en la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
maxima concentracién celutar viable en cultivos sin infectar en frascos de cultivo de 75 cm®. Los
valores negativos de p indican vetocidades especificas de muerte reales mayores a las velocidades
reales de crecimiento.
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5.3.2. Cultivos agitados

En estos experimentos se emplearon matraces agitados de 125 ml para evaluar el efecto del pH
(en un intervalo de 4.8 a 7.0) sobre el crecimiento de células Sf9. En la Figura 5.1¢ se muestra
la media de experimentos realizados por duplicado. Al analizar la concentracion celular total se
observé un incremento a pH's entre 4.8 y 6.2; en contraste, la concentracion celutar descendio
en pH's entre 6.6 y 7.0 (panel A, Figura 5.10). En los cultivos con pH's por debajo del control
asi como en el cultivo control, se obtuvieron incrementos de hasta mas de 3 veces en la
maxima concentracién celular total con respecto a la concentracién celular inicial, lo cual es

indicativo de que estos pH's promueven el crecimiento celular (Zhang et ai., 1994).

Una tendencia similar se presenta para el caso de la concentracion de células viables (se
observa un aumento de entre 2 y 3 veces, panel B, Figura 5.10). En relacioén con el pH del
medio, en ninguno de los casos se presentd variacion significativa con respecto al pH inicial y al
tiempo (panel D, Figura 5.10) {Koval y Suppes, 1990}). Es impcrtante mencionar que se
observd una disminucién en el tamafo celular promedio del 27% y del 28% en los cultivos con
pH's de 6.8 y 7.0 (panel C, Figura 5.10), lo cual es indicativo de la baja viabilidad de los
mismos. A pesar de que podria pensarse que a estos pH's la sintesis de DNA podria verse
afectada, algunos trabajos previos indican que la sintesis de DNA no sufre cambios

significativos en un intervalo de pH similar al usado en este trabajo (Koval y Suppes, 1990).

Al comparar las tendencias de cultivos agitados en matraces de 125 ml y de 250 mi se
encontraron algunas diferencias. En los matraces de 125 ml se observé un incremento en la
maxima concentracion celular viable con respecto a la concentracion celular viable inicial de 4
veces (pH's de 5 y 5.5), de mas de 3 veces (pH 5.35), de mas de 2 veces (pH de 4.8), de mas
de 1 vez (pH's de 5.8 a 6.2) y de 1 vez (pH's de 6.6 a 7.0) (panel A, Figura 5.11). En los
matraces de 250 ml, por otra parte, se obtuvieron incrementos en la maxima concentracién
celular viable con respecto a la concentracion celular viable inicial de mas de 6 veces (pH's de

6.0y 6.2), de 4 veces (pH's de 5.8 y 6.6), y de 1 vez (pH's de 6.8 y 7.0) (panel B, Figura 5.11).
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Una de las posibles razones por las cuales se detectan las diferencias antes descrilas podria
deberse a que las células tienen una mayor area de transferencia de oxigeno y por ende una
mayor concentracién de oxigeno disuelto en los matraces agitados de 250 ml, por lo que se
promueve un mayor crecimiento al comparar con los cultivos de 125 ml. Por otro lado, al
comparar los cultivos agitados contra los cultivos estaticos (datos no mostrados) se observa que
las concentraciones celulares maximas alcanzadas se obtuvieron en matraces agitados, lo cual
puede ser atribuido a una mejor transferencia de oxigeno en estos ultimos (por ende se tiene

una mayor concentracidn de oxigeno disuelto} (Massote et al., 1999; Neutra et al., 1992}.

Debido a que e! ajuste del pH de cultivo se realizé empleando NaOH ¢ HCI, fue necesario
descartar que el efecto observado sobre el tamafo celular promedio se debiera a la presencia
de moléculas osmoticamente activas como lo son los iones Na* y el Cl. Se ha demostrado
previamente que cambios mayolres a 30 mOsm pueden ser atribuidos al efecto de moléculas
osmébticamente activas. Los resultados obtenidos en todos los experimentos arrojaron valores
menores a 10 mOsm, por lo cual este comportamiento puede ser atribuido principalmente al

efecto del pH y no al efecto ejercido por el Na* y el CI' {(Yang et al., 1996).

En la Figura 5.12 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracion celular maxima para cultivos agitados en matraces de 125 ml. Los resultados
muestran diferencias significativas en la maxima velocidad especifica de crecimiento a los
diferentes pH's probados. El valor mas alto se obtiene en cultivos con pH de 5.5 y esie valor es
1.04 veces mas elevado que el valor del cultivo control. Por otra parte, los cultivos a pH's por
arriba del cultivo control, presentan velocidades de crecimiento negativas, lo cual confirma que
estos pH's tienen un efecto negativo sobre el crecimiento de las células Sf9. La méaxima
concentracién celular viable alcanzada se observé en el cultivo a pH de 5.0, sin embargo, este
valor no difiere significativamente de los observados para pH's de 5.35 y 5.5. Los cultivos con
pH's por arriba del control no muestran un incremento en la maxima concentracion celular
viable. Los maximos valores para la concentracion celular viable llegan a ser hasta 1.5 veces

mas altos que la maxima concentracién celular viable obtenida en el cultivo control.
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Figura 5.11 Efecto del pH en cultivos sin infectar sobre el incremento
maximo de la concentracion celular. Matraces de 125 ml (A) y matraces de 250 mi
(B). Se muestra la media y desviacion estandar de 3 experimentos (para 125ml} y la media
de 2 experimentos {para 250mi).

65



66

0.01 -y =
talel
0
-0.01
;S’ 0.02
&=
=
-0.03 =
-0.04 =
-0.05 == T T T Y T { T T
Q
>
=
B
£
>
=
] feed B o b B B

1
4.8 5 535 55 58 6 62 66 68 7

pH
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Las variaciones en el crecimiento celular observadas en este trabajo se deben al efecto del pH y
no al efecto osmotico de los iones Na* y CI” (con los que se hicieron las modificaciones de pH).
Los pH's por debajo del pH control de 6.2 favorecen el crecimiento celular independintemente
del tipo de cultivo (cultivos estaticos o cultivos agitados en matraces de 125 ml o0 250 mt). pH's
por arriba del cultivo control no son favorables para los cultivos de células Sf9 ya que muestran
velocidades de crecimiento negativas, es decir que presentan velocidades especificas de

muerte reales mayores a las velocidades reales de crecimiento.
5.4. Efecto del pH inicial en el titulo viral y en la produccion de VP4

El titulo viral obtenido a pH de 4.8 fue 18.6 veces mayor que el del control, mientras que a pH
de 5 el titulo fue 16.7 veces mayor que el del control. Por otra parte los pH's de 5.35 a 5.8 no
mostraron diferencias significativas con respecto al control. En contraste, a pH's de 6.6, 6.8 y
7.0, se observaron titulos virales menores que los del control (panel A, Figura 5.13). E&ste
resultado puede explicarse en terminos del efecto del pH sobre la interaccién entre el virus y la
membrana celular. Se ha visto que pH's acidos inducen la fusiéon del virus con la membrana,
favorecen la formacién de sincicio (Leikina et al.,, 1992, Randolph y Stollar, 1990} y suelen
promover la entrada del virus a la célula por endocitosis mediada por receptores (Volkman et
al.,, 1985). La fusién del virus con la mebrana celular es critica para el ciclo de infeccion, ya
que cataliza la penetracién del virus desde el compartimento acidico del endosoma (Kielian y
Helenius, 1985). Sin embargo, también se han observado casos en los que pH’s por arriba del
control son capaces de llevar a cabo una fusién directa con la membrana y no requieren de
compartimentos acidicos para su entrada a la celula (como en el caso del virus de la influenza y

del virus Semliki Forest) (Payne et al., 1990; Sturman et al., 1990).

Ya que el cambio de tamano celular promedio se ha correlacionado tanto con la infeccién viral
como con la replicaciéon de la célula (Al-Rubeai et al., 1995; Jain et al., 1991), se procedié a
determinar este parametro a las diferentes condiciones de cultivo. Sin embargo, con los

distintos pH's no se observé un cambio significativo en este parametro (panel B, Figura 5.13).

Los maximos valores de proteina se observaron a pH's entre 5.8 y 6.2, donde se demostré que

el crecimiento celular es mayor, mientras que a pH's entre 6.6 y 7.0 la concentracion de
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proteina es baja ya que las células se encuentran en condiciones de cultivo no apropiadas para
su crecimiento. Esto también correlaciona con que a valores de pH’s mas acidos se promueve
la entrada del virus a la célula. Si la entrada del virus es mas eficiente, se puede promover un

incremento en la transcripcion de la proteina de interés (Fields et al., 1995).

En la Figura 5.14 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracion celular maxima para cultivos infectados, agitados en matraces de 250 mi. Los
resultados muestran diferencias significativas en la maxima velocidad especifica de crecimiento
a los diferentes pH's probados. La maxima velocidad especifica de crecimiento se obtiene en
cultivos con pH de 6.0 y este valor es 2.5 veces mayor que el valor presentado por el cultivo
control. La maxima concentraciéon celular viable alcanzada se observé en el cultivo a pH de 4.8
y fue de 1.4 veces mayor que el control, sin embargo, este valor no difiere significativamente del

valor observado a pH de 5.0.

Al igual que en el andlisis del efecto del pH sobre el crecimiento de las células Sf9, es claro
como pH’s por debajo de 6.2, pero mayores a 5.5, permiten obtener concentraciones de VP4
mayores. Los titulos virales mas elevados se obtienen a pH's de 48 y 5.0. Al parecer estos
cambios de pH no tienen un efecto sobre el tamafio de las células infectadas, aun cuando se

esperaria observar un incremento como resultado de la infeccion viral.

En la Figura 5.15 se muestran la velocidad especifica maxima de produccion de VP4 durante la
fase de crecimiento {panel A) y el rendimiento especifico maximo para VP4 (panel B). Sin lugar
a dudas a pH de 5.35 se favorece tanto la velocidad especifica de produccién de proteina
recombinante como el rendimiento especifico maximo. Esto probablemente se deba a que a
este pH se favorece tanto la expresion de los genes que controlan la fase muy tardia (en la que
se produce la proteina en este sistema) como los genes que controlan la fase temprana (en la

que se produce el virus recombinante).
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5.5. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento, la produccion de VP4 y sobre el titulo
viral

Existen algunos reportes en los que se ha demostrado que la temperatura para obtener un
crecimiento celular adecuado y la temperatura para la produccién de proteina recombinante no
necesariamente son iguales (Reuveny et al., 1993; Shao-Hua et al., 1998). Por lo anterior se
decidié probar distintas temperaturas con la finalidad de identificar una temperatura que

favorezca el crecimiento celular y la produccion de proteina y/o virus recombinantes.

En los cultivos sin infectar tanto a 30°C como a 37°C, a las 168 horas de cultivo casi todas las
células estaban muertas mientras que el control mantenia aun una viabilidad de casi el 100%
(panel A, Figura 5.16). En los cultivos sin infectar a 37°C fue posible calcular una constante de
muerte desde el comienzo del cultive, mientras que en el caso del control se calculdé una
constante de crecimiento de las O a las 168 horas (panel A, Figura 5.16). Tanto la viabilidad
celular como el tamaiio celular promedio mostraron decrementos considerables a temperaturas
de 30°C y 37°C, mientras que los valores para el control se mantuvieron relativamente

constantes durante todo el cultivo (panel B y C, Figura 5.16).

La disminucién en la viabilidad podria ser compensada por medio de oscilaciones de
temperatura. Se ha encontrado que al efectuar oscilaciones de temperatura se puede mantener
la viabilidad de células no infectadas durante periodos mas largos que en los cultivos control
(Shao-Hua et al., 1998). Inclusive se han realizado trabajos en los que se ha oscilado Ia
temperatura con la finalidad de prolongar la viabilidad de cuitivos infectados (Shao-Hua et al.,
1998), para de esa manera prolongar también la expresion de proteinas recombinantes (Shao-
Hua et al., 1998). Ademas, las oscilaciones se proponen, ya que de esta manera las celulas se
adaptan gradualmente a los cambios de temperatura y de esa manera se evita un chogue
térmico que generalmente se ve reflejado en la disminucién de la viabilidad. En el caso de los
cultivos infectados, las oscilaciones promueven también la produccién de virus. Aunque
temperaturas bajas se reflejan en una disminucion en la velocidad de infeccion, esto permite

que en el cultivo queden algunas células viables sin infectar, las cuales se replican y dan lugar a
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Figura 5.16 Efecto de la temperatura en cultivos sin infectar. Concentracion celular viable {A),
viabilidad (B), tamafo celular promedio (C). Se presentan la media y desviacion estéandar de 3
experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su valor es menor al simbolo del
dato de la media.
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una infeccién secundaria, incrementando de esa manera |a produccidon de proteina y virus

recombinante (Shao-Hua et al., 1998; Weidemann et al., 1994).

En las cinéticas de infeccidn, la concentracion celular viable a las 96 horas post-infeccion para
el cultivo control habia aumentado en un 28%, mientras que las concentraciones para los
cultivos a 30°C y 37°C, a ese mismo tiempo, diminuyeron en un 51% y en un 90%,
respectivamente (panel A, Figura 5.17). A las 96 horas pi, la viabilidad del cultivo control era
del 69%, mientras que las viabilidades de los cultivos a 30°C y 37°C eran de tan solo el 31% y
7%, respectivamente (panel B, Figura 5.17). Por otra parte, a este mismo tiempo no hubo
diferencia entre e! valor del tamafo celular promedio a 27°C y a 30°C (solamente se detecto una
disminucion del 3% del tamano con respecto al tamano inicial}, mientras que el cultivo a 37°C si

mostré una disminucion del 11% con respecto a su valor inicial (panel C, Figura 5.17).

En relacién con .efecto de la temperatura sobre la produccion de proteina recombinante, se
observé que temperaturas por arriba de 27°C (30°C y 37°C) abaten totalmente la produccién de
VP4 (datos no mostrados). Una posible explicacion a este resultado es que las células se estén
muriendo antes de gue el sistema sea capaz de sintetizar la proteina. Lo anterior es logico si se
considera que el promotor de la polihedrina es un promotor muy tardio. Un resultado similar al
observado para la produccion de proteina recombinante era de esperarse para la produccion de
virus; sin embargo, en este caso se obtuvo un resultado diferente. E! maximo titulo viral a 30°C
(4.5x10° UFP/ml} se obtuvo alrededor de las 138 horas mientras que el valor maximo para el
control se obtuvo desde las 90 horas (panel D, Figura 5.17). El maximo titulo viral (5.0x10®
UFP/ml) para el cultivo control -obtenido a las 90 horas- fue 1.1 veces mayor que el maximo
titulo viral a 30°C {a las 138 horas). En el caso de los cultivos a 37 °C el maximo titulo viral
(5.0x10® UFP/ml) se registré a las 66 horas post-infeccion y este fue igual al maximo valor

presentado por el control (alcanzado a las 90 horas post-infeccion) (panel D, Figura 5.17).

En la Figura 5.18 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracién celular maxima para cultivos sin infectar e infectados, agitados en spinners de 50
ml. Los resultados muestran diferencias significativas en la maxima velocidad especifica de
crecimiento a las diferentes temperaturas probadas. El maximo para la velocidad especifica de

crecimiento se obtiene en el cultivo control (27°C) tanto para los cultivos sin infectar como para
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Figura 5.17 Efecto de la temperatura sobre cultivos infectados. Concentracion celular viable (A),
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los cultivos infectados. Sin embargo la velocidad de crecimiento presentada por los cultivos
infectados es de 1.3 veces mayor que la velocidad de crecimiento de los cuitivos sin infectar.
Esto podria deberse a que los inéculos celulares pueden haber estado en diferentes fases de
crecimiento. A 30°C y 37°C se presentan velocidades especificas de crecimiento negativas, lo
cual confirma que esta temperatura tiene un efecto negativo sobre el crecimiento de cultivos sin
infectar e infectados. En estos experimentos a diferencia del control, los valores de las
velocidades de crecimiento no presentan diferencias significativas entre los cultivos infectados y
los cultivos sin infectar. Resultados similares ya habian sido obtenidos para otras lineas

celulares de insecto {(Reuveny et al., 1993; Shao-Hua et al., 1998).

La maxima concentracién celular viable alcanzada se cbservd en el cultivo control (27°C), tanto
en cultivos infectados como en cultivos sin infectar. Al igual que en el caso de la velocidad de
crecimiento, el incremento en la concentracion celular viable muestra diferencias entre el cultivo
control sin infectar y el cultivo control infectado (ambos a 27°C). En este caso e! cultivo sin
infectar presenta una Xv max/Xvo de 2.6 veces mas alta que la observada en el cultivo
infectado. Los valores para Xv max/Xvo presentados a 30°C y 37°C no muestran diferencias

significativas entre los cultivos infectados y sin infectar.

En conclusion temperaturas por arriba de 27°C no son favorables para el crecimiento de células
Sf9, para la produccion de la proteina VP4 recombinante pero si favorecen la produccion de
baculovirus. Probablemente, habria que probar temperaturas por debajo del control con la
finalidad de saber si estas temperaturas pudieran ser benéficas para este tipo de cultivos {tanto
para el crecimiento celular como para la produccion de proteinas recombinantes). Lo anterior
se sugiere ya que en otros casos se ha encontrado que disminuciones de temperatura pueden
influir directamente en una mejor sintesis de proteinas recombinantes o bien que prolongan la
sintesis de tal manera que la etapa de degradacion se retrasa (Reuveny et al,, 1993}. Sin
embargo no hay que olvidar que {os resultados estan tanto en funcion de la linea ceiular como

de la proteina recombinante a expresar.
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Figura 5.18 Efecto de la temperatura sobre la maxima velocidad
especifica de crecimiento y la méaxima concentracién celular viable en
cultivos sin infectar e infectados en spinners de 50 ml. Se presentan la
media y la desviacion estandar de 3 experimentos. Los valores negativos de p indican
velocidades de muerte reales mayores a las velocidades reales de crecimiento.
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5.6. Efecto del amonio sobre el crecimiento celular

La adicién de NH,Cl tuvo un efecto negativo sobre el cultivo de células Sf9, a diferencia de
cultivos adicionados con NaCl (usados como control de los experimentos de NH,CI, ver seccion
5.8) (Figura 5.19). La concentracién de células viables disminuyo hasta en un 68% en cultivos

adicionados con 25 mM NH,CI comparandolos con el control a las 192 horas de cultivo.

Por otra parte, se observé un efecto significativo sobre el tamafio celular promedio al comparar
los cultivos adicionados con NH,CI con el cultivo control, lo cual podria ser indicativo de que el
NH,CI esta teniendo un efecto osmético sobre estas células a las concentraciones ensayadas
(panel C, Figura 5.19). Es claro como a tiempos avanzados de cultivo (192 horas), la adicion
de 25 mM NH,CI provoca una disminucion en el tamafo celular de 1.1 veces con respecto al
tamaio presentado por el cultivo control al mismo tiempo. Se cree que el decremento en la
viabilidad de los cultivos adicionados con NH,CI, con respecto a la viabilidad del cultivo controil,

podria atribuirse también al efecto tdxico del amonio (Ramirez, 1996).

En la Figura 5.20 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracion ceiular maxima. No se observan diferencias significativas en la maxima
velocidad especifica de crecimiento al comparar la velocidad especifica del control con las
velocidades mostradas en los experimentos a las diferentes concentraciones de amonio
probadas. La maxima concentracién celular viable alcanzada con respecto al valor de la
concentracién celular viable inicial se observd en el cultivo control, 1o cual es indicativo del
efecto téxico sobre el crecimiento celular que causa la adicién de estas concentraciones de
NH,Cl a cultivos de células de insecto. Los valores maximos de las concentraciones celulares
viables para los cultivos adicionados con NH,Cl llegan a ser hasta de 3.2 veces menores que el

valor registrado para ei cuitivo control.
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Figura 5.19 Efecto de la adicion de NH,Cl a cultivos sin infectar. Concentracion de células totales
(A), concentracién de células viables (B), tamano celular promedio (C). Se presentan la media y
desviacion estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor es menor al simbolo del dato de la media.
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El efecto toxico de la adicion de NH,CI a cultivos de mielomas ha sido descrito por Martinelle y
Haggstrom en términos de la competencia por el transporte entre el ion NH,” y el K'. El
transporte del ion amonio en lugar del ion potasio provoca una disminucioén en los niveles de K
intracelular y por eso se afecta el gradiente entre el interior de la célula y la membrana.
Ademas, algunas enzimas que dependen de K’ no pueden estar en su forma activa en
presencia de NH,”. Otra consecuencia de este transporte, es el incremento en el gasto
energético de la célula, ya que se requiere de ATP si se emplea el transportador Na® / K*, o bien
se requiere expulsar el exceso de Na® presente en la célula en caso de utilizar el
cotransportador Na*K*2Cl. Ademas, para contrarrestar la carga acida generada, la celuia tiene
que bombear protones hacia el exterior de la misma, lo cual también requiere de energia (es
decir, un gasto innecesario para la célula). El efecto téxico causado por el amonio podria
deberse al incremento en la demanda energeética - existe |la necesidad de conservar el gradiente
de iones entre el interior de la célula y la membrana citoplasmatica - provocada por la
exposicién del cultivo a NH, / NH,* (Martinelle y Haggstrom, 1993). En otro tipo de cultivos,
tales como hibridomas, se ha visto que la adicion de NH,Cl provoca una disminucién en los
rendimientos relativos del cultivo, aunque este efecto esta en funcién del pH {(Doyle y Butler,
1990).

Por otra parte, se tiene evidencia de que la adicion de NH,Cl no tiene un efecto téxico hasta 10
mM (para algunas lineas celulares) (Bédard y Kamen, 1993). La resistencia a concentraciones
de amonio en el cultivo de células de insecto se debe a que estas son cultivadas a pH bajos
{6.2) comparados con los pH empleados en cultivos de hibridomas, lo cual se traduce en una
mayor tolerancia al amonio {Doyle y Butler, 1990; McLimans et al., 1981; McQueen y Bailey,
1991). Esta disminucion en el pH desplaza el equilibrio ion amonio-amonio hacia el ion amonio,

por lo cual se diminuye el dafio causado por el amonio (McQueen y Bailey, 1991).
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Figura 5.20 Efecto de la adicién de NH,CI en la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
maxima concentracion celular viable en cultivos sin infectar en matraces de 125 ml. Se presentan
la media y desviacion estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se muestran barras de error ya
que su valor es muy pequefio.
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5.7 Efecto del amonio sobre la produccién de VP4 y sobre el titulo viral

A diferencia de los cultivos sin infectar, los cultivos infectados adicionados con NH,CI no
mostraron una disminucién significativa en la concentracién celular viable respecto al control
{panel B, Figura 5.21). En cuanto al tamafo celular promedio, solamente se observan cambios
significativos al comparar cultivos adicionados con NH,Cl con el control a tiempos avanzados de

la infeccion (panel C, Figura 5.21).

La concentracion obtenida de la proteina VP4 se vid afectada por la adicién de NH,Ci a las
concentraciones probadas. Se observd una relacién inversa entre la concentracion de proteina
producida y el NH,CI adicionado. La cuantificacion de la proteina VP4 fue posible solo con la
adiciéon de 5 y 10 mM NH,CIl. A concentraciones mas elevadas de NH,Cl ya no fue posible
cuantificar la proteina debido a que las bandas presentaban una intensidad casi imperceptible
(parel D, Figura 5.21). Los resultados de esta cuantificacion muestran que la maxima
concentracion de proteina recombinante fue obtenida en e! cultivo control a las 114 horas post-
infeccién y esta fue de 2.7 y 10.7 veces mas alta que la obtenida en los cultivos adicionados con

5y 10 mM NH,CI al mismo tiempo, respectivamente.

En cuanto al titulo virat maximo se observdé que la adicion de NH,Cl tenia un efecto
considerable sobre la produccién del virus, ya que en el cultivo adicionado con 25 mM NH,CI se
presentdé un decremento del 69.6 % con respecto al cultivo control {panel E, Figura 5.21).
Ademas, se observd una relacion inversa entre el titulo viral y el NH,Cl adicionado a los
cultivos, es decir, a mayor cantidad de NH,Cl adicionado el titulo viral maximo mostré valores
mas reducidos al compararlos con el control. El valor méaximo para el titulo viral se obtuvo a las
90 horas en el cultivo control y este fue hasta 2.5 veces mayor que el valor del titulo viral para
cultivos adicionados con 10 y 20 mM NH,CI. Para el resto de los experimentos la diferencia
entre el contro!l y los cultivos adicionados con NH4Cl fue menor a 2.5 veces, a excepcion del
cultivo adicionado con 25 mM NH,CI, el cual presentd un valor 3.3 veces menor al presentado

por el cultivo control.
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Figura 5.21 Efecto de la adicion de NH,Cl| en cultivos infectados en matraces de 250 mi,
Conceniracion de células totales (A), concentracion de células vivas (B}, tamafio celular promedio (C),
concentracion de VP4 recombinante {D), titulo viral {(E}. Se presenta la media de 2 experimentos.
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En la Figura 5.22 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la
concentracién celular viable maxima. En el caso de la maxima velocidad especifica de
crecimiento no se observan diferencias al igual que en fos cultivos sin infectar adicionados con
NH,CI. E! valor mas alto para este parametro se obtuvo en cultivos adicionados con 10 mM
NH,CI y este fue 1.2 veces mayor que el valor presentado por el cultivo control. Sin embargo, al
comparar la maxima concentracién celular viable en cultivos sin infectar e infectados, en el
primer caso si se observan diferencias significativas; en cambio en los cultivos infectados no
existen estas diferencias. La concentracion celular viable maxima alcanzada también se
observo en el cultivo adicionado con 10mM NH,CI, lo cual es indicativo del efecto téxico sobre el
crecimiento celular que causa la adicion de concentraciones mas altas que 10 mM NH,CI a
cultivos de células de insecto. Ademads, el cultive adicionado con 10 mM NH,CI presenté una

concentracion celutar viable maxima 1.2 veces mayor que la del cultivo control.

En ia Figura 5.23 se muestran la velocidad especifica maxima de produccion de VP4 durante la
fase de crecimiento {panel A), la velocidad especifica maxima de produccion de VP4 durante la
fase de muerte (panel B), y el rendimiento especifico maximo para VP4 (panel C), a distintas
concentraciones de NH,Cl. Es claro que ambos parametros se ven altamente afectados por la
adicion de NH,CI {el maximo valor tanto para la velocidad especifica de produccién durante la
fase de crecimiento como para el rendimiento especifico maximo se obtienen a 0 mM NH,CI), lo
cual podria justificarse en términos de que esta substancia esta teniendo un efecto t6xico sobre
los cultivos infectados. Al respecto se ha reportado que altas concentraciones de amonio
influyen significativamente sobre la productividad de algunos sistemas de cultivo de células

animales (esto es dependiente de la linea celular utilizada) (Hansen y Enborg, 1994).




85

0.0125

0.01 4

0.0075 A

p max (h)

0.005 -

0.0025 —

Xv max / Xvo

NH,Ci adicionado (mM)

Figura 5.22 Efecto de la adicién de NH,Cl en la maxima velocidad especifica de

crecimiento y la maxima concentracién celular viable en cultivos infectados en
matraces de 250 ml. Se presenta la media de 2 experimentos.
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Figura 5.23 Velocidad especifica maxima de produccién de VP4 durante la fase de crecimiento (A),
velocidad especitica maxima de produccién de VP4 durante la fase de muerte (B) y rendimiento
especifico maximo para VP4 {C) en cultives infectados adicionados con NH,CI.
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Por otra parte, existen evidencias de que la adicién de NH,Cl puede llegar a inhibir la replicacion
de algunos virus. Al respecto se ha reportado que cantidades traza de iones amonio provocan
la supresiéon de la replicacion de varios virus (Jensen y Liu, 1961, Hacker y Hardy, 1997;
Randoiph y Stollar, 1990). También se sabe que otras sales de amonio, a bajas
concentraciones, inhiben la proliferacion del virus de la influenza (Eaton et al., 1962). Por otro
lado, existe un efecto supresor sobre otro tipo de virus ademas del virus de la influenza, tales
como el virus de la enfermedad de Newcastle (en cultivos de células tumorales asciticas)
(Jensen y Liu, 1961). Este podria ser el caso de los experimentos realizados en este trabajo, ya
que las concentraciones mas altas de NH,CI probadas podrian estar inhibiendo alguno de los
mecanismos ya sea de union, de penetracion o de replicacién del virus, dando como resultado

una menor concentracién de proteina.

Ademas, también se ha encontrado que la adicién de NH,Cl a cultivos de células de mosquito
tiene un efecto sobre la fusién del virus (California encephalitis virus) a la membrana. Esta
substancia cruza la membrana plasmatica y se acumula en las vacuolas intracelulares. La
acumulacion inhibe la fusién mediada por virus que se da en los endosomas, causando una
acumulacion de particulas virales en compartimentos del prelisosoma, en otras palabras, no
permite la salida de! virus de los endosomas (Gollins y Porterfield, 1984; Hacker y Hardy, 1997).
Ademas, se ha visto que la adicién de 50 mM NH,CI reduce hasta en un 90% los rendimientos
de algunos virus, lo que se relaciona con la inhibicidn de la entrada de los virus a las células
(Guirakhoo et al., 1993). Sin embargo, en algunos casos la inhibicidn es transitoria, ya que se
ha demostrado que si se retira el NH,Cl (aun cuando el mismo ha sido adicionado 5 horas
antes), se puede recobrar la infectividad aunque en niveles mas reducidos (Hacker y Hardy,

1997).

Otros estudios han demostrado que el efecto del NH,Cl se da sobre las células y no
directamente sobre el virus (Jensen y Liu, 1961}, Al parecer, los iones amonio estan teniendo
un efecto protector sobre las células y no inactivan directamente al virus, ni interfieren con la
adsorcion del mismo. Otra posibilidad es que los iones amonio provoquen la interferencia de
algin mecanismo sintético intracelular que esté impidiendo la sintesis del virus de la influenza
(Jensen y Liu, 1961). Sin embargo, otros tipos de virus requieren de cantidades mas elevadas

de NH,C| para que su actividad viral sea suprimida. No sodlo se ha demostrado el efecto toxico
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del NH,C! sino también se encontré que el sulfato de amonio causa inhibicion del efecto
citopatico, de la produccion de hemaglutinina y de la replicacion del virus Columbia Sk, en

cultivos de células tumorosas asciticas (Furasawa y Cutting, 1962).

En conclusién, se propone que la adicién de NH,Cl puede estar teniendo tanto un efecto
osmético (se observo una reduccion en el tamafio celular promedio tanto de cultivos sin infectar
como de cultivos infectados) como un efecto téxico (se observé una disminucion considerable
en la viabilidad de cultivos sin infectar, se abate la produccién de proteina recombinante a
concentraciones de amonio por arriba de 10 mM NH,CI y se disminuye el titulo viral en cultivos
adicionados con NH,CH. En relacién con la disminucién en el valor del titulo viral, una de las
posibilidades es que la adicién de NH,C! afecte alguno de los pasos de la replicacion del virus

(probablemente sea algin paso de la etapa tardia o muy tardia).

5.8. Efecto de la osmolaridad sobre el crecimiento celular

Para evaluar que efecto tenian cambios en la osmolaridad del medio de cultivo sobre el
crecimiento celular y sobre la produccién de proteina y baculovirus recombinanies se realizaron
experimentos de adicién de cloruro de sodio (NaCl). Se eligié emplear el ion cloruro para estos
experimentos ya que este se encuentra presente en los cuitivos, mientras que se tiene
evidencia acerca de que otros iones tales como el sulfato, son toxicos para los cullivos

(Palomares, 1996).

Los cultivos adicionados con NaCl no mostraron un decremento significativo en la maxima
concentracién celular viable ni siquiera a las 168 horas de cultivo. La maxima concentracion
celular total y viable se alcanzé a las 168 horas de cultivo tanto para los cultivos adicionados
con NaCl como para el cultivo control. Lo anterior es indicativo de que la adicion de NaCl en
este intervalo de concentraciones no afecta el crecimiento de este tipo de células (paneles A y

B, Figura 5.24).

Por otra parte, al analizar el tamafio celular promedio tampoco se observaron cambios
significativos en este parametro hasta las 72 horas de cultivo. A partir de ese tiempo, se

observo una disminucién del tamafo celular promedio del cultive control, aunque a las 168
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horas no se presentd una diferencia significativa entre el valor del control y el del resto de los
cultivos (panel C, Figura 5.24). En cultivos de hibridomas, se han registrado cambios en el
tamafio celular con la adicién de concentraciones similares de NaCl. Cuando las células son
cultivadas bajo condiciones hipertonicas se observa una disminucién en el tamano celular
durante las primeras diez horas de cultivo, seguido de un aumento durante las siguientes horas
de cultivo (Cherlet y Marc, 1999; Ozturk y Palsson, 1991). Resultados similares al anterior han
sido explicados con base en el transporte del ion sodio (Na*). Bajo condiciones hiperosmoticas,
se acumulan nutrientes en el citoplasma (este incremento se ve reflejado en la disminucién del
volumen de los hibridomas), los cuales son acarreados por los sistemas de transporte antes
descritos. La acumulacién de iones Na* en el exterior de la membrana, incrementa el gradiente
electroquimico facilitando el flujo simultaneo de iones y de aminoacidos al interior de la célula.
Es asi como este exceso de nutrientes incrementa la produccidn tanto de proteina

citoplasmatica como de anticuerpo monoclonal en hibridomas (Oh et al., 1993).

En la Figura 5.25 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y la maxima
concentracion celular viable de cultivos sin infectar adicionados con NaCl. No se observan
diferencias significativas en la maxima velocidad especifica de crecimiento a las diferentes
concentraciones de NaCl probadas. Este comportamiento se debe, probablemente, a que las
concentraciones de NaCl usadas son muy bajas y no estan teniendo un efecto osmético sobre
las células. Los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan con resultados obtenidos
en otras lineas celulares tales como hibridomas. En este caso, se ha visto que condiciones
hiperosmoticas provocan disminuciones en la velocidad de crecimienio, como consecuencia del
estrés provocado por el medio hipertdnico {Cherlet y Marc, 1989; Ozturk y Palsson, 1991). La
maxima concentracién celular viable alcanzada se observé en el cultivo adicionado con 5 mM
NaCl, aunque la variacién no es significativa con respecto al resto de los cultivos {incluyendo al
cultivo control), lo cual es indicativo de que no existe un efecto sobre el crecimiento celular a las

concentraciones de NaCl probadas.




90

T 3
[S]
o £
T
c ©
O w
N
B %
5 8
c o
o S
0 mM NaCl
. 5mM NaCl
S 5
@ E
o = 10 mM NaCl
S 8
g S 15 mM NaCl
S %
o 8 20 mM NaCl
§ 2
25 mM NaCl

Tamano celular promedio (um)

13.5 r )

I 1 1 1 I
o 24 48 72 96 120 144 168 192

Tiempo (hrs)

Figura 5.24 Efecto de la adiciéon de NaCl en cultivos sin infectar. Concentracion de células totalies
(B), concentracion de células vivas (B}, tamafio celular promedio (C). Se presentan la media y la
desviacion estandar de 3 experimentos. En algunos casos no se presentan barras de error ya que su
valor €s menor al simbolo del dato de la media.



N

0.0125

1L MAax. (h‘1)

Xv max / Xvo

l R
10 15

NaCl adicicnado {mM)

Figura 5.25 Efecto de la adicién de NaCl en la maxima velocidad especifica de crecimiento y en la
maxima concentracién celular viable en cultivos sin infectar en matraces de 125 ml. Se presentan
la media y desviacion estandar de 3 experimentos, En algunos casos no se presentan barras de error ya
que su valor es muy pequeho.
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5.9 Efecto de la osmolaridad sobre la produccién de VP4 y sobre el titulo viral

En el caso de las células infectadas adicionadas con NaCl, a lo largo de las 114 horas post-
infeccion, no se observé un decremento significativo ni en la concentracion celular total ni en la
concentracién celular viable al comparar con los respectivos valores del cultivo control (paneles
Ay B, Figura 5.26). Sin embargo si se observaron diferencias en el tamano celular promedio.
La adicién de 5y 10 mM NaCl permitié alcanzar tamanos celulares maximos de 1.1 veces (para
ambos casos) el valor para el tamaio celular promedio para el cultivo control a las 114 horas
(panel C, Figura 5.26). En otros trabajos se han reportado incrementos hasta del 25% en el

volumen celular como resultado de condiciones de cultivo hiperténicas (Cherlet y Marc, 1999).

En cuanto a la produccidén de VP4, se obtuvieron los primeros indicios de la produccion de la
proteina recombinante a partir de las 66 horas post-infeccién para todas las concentraciones de
NaCl probadas iné!uyendo al cultivo controf (panel D, Figura 5.26). La maxima concentracién
de proteina recombinante se obtuvo a las 114 horas post-infeccion en cultivos adicionados con
15 mM NaCl y esta fue 3.6 veces mas alta que la presentada por el cultivo control. Por otra
parte, el maximo titulo viral se alcanzo a las 66 horas para los cultivos adicionados con 5y 10
mM NaCl y para el cultivo control, mientras que para el resto de los cultives el maximo titulo
viral se obtuvo a las 90 horas (panel E, Figura 5.26). Al comparar el maximo titulo viral contra
el titulo viral inicial, para cada concentracion de NaCl adicionada, se observé que la adicién de
25 mM NaCl mostraba un incremento mayor que el resto de las concentraciones de NaCl

adicionadas.
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Figura 5.26 Efecto de la adicién de NaCl en cultivos infectados en matraces de 250 ml.
Concentracion de células totales (A}, concentracion de células viables (B), tamafio celular promedio (C),
concentracidon de VP4 recombinante (D), titulo viral (D). Se presenta la media de 2 experimentos.
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En la Figura 5.27 se muestran la maxima velocidad especifica de crecimiento y ia
concentracion celular maxima de cultivos infectados adicionados con NaCl. Se observan
diferencias entre la media para la maxima velocidad especifica de crecimiento del cultivo controt
y la media para la velocidad de crecimiento de los cultivos adicionados con NaCl. La méaxima
concentracién celular viable alcanzada se observé en el cultivo adicionado con 20 mM NaCl,
aungue esta variacion no difiere de manera importante con respecto al cultive control ni con el
resto de los cultivos adicionados con NaCl, lo cual es indicativo de que no existe un efecto
importante sobre el crecimiento celular de cultivos infectados a las concentraciones de NaCl

probadas.

En la Figura 5.28 se muestran la velocidad especifica maxima de produccién de VP4 durante la
fase de crecimiento (panel A), la velocidad especifica maxima de produccién de VP4 durante la
fase de muerte (panel B) y el rendimiento especifico maximo para VP4 (panel C) en cultivos
infectados adicionados con diferentes concentraciones de NaCl. La adicién de 15 mM de NaCi
a cultivos infectados de celulas de insecto favorece la velocidad especifica de produccién de
VP4 durante la fase de crecimiento y al rendimiento especifico maximo para VPA4.
Probablemente, al adicionar esta concentracion de NaCl se favorece el transporte de glucosa

hacia el interior de la célula por lo que se puede tener un proceso de infeccién mas eficiente.

En conclusion, la adicién de concentraciones de NaCl en el intervalo probado no tienen un
efecto osmético sobre las células Sf9; sin embargo, fue posible aumentar la concentracién de
proteina recombinante producida asi como el titulo viral con la adicion de 15 mM NaCl y 25 mM
NaCl, respectivamente. Esta es una alternativa clara para incrementar los rendimientos, ya sea

de proteina o de virus recombinante en el sistema células de insecto-baculovirus.
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Figura 5.27 Efecto de la adicién de NaCl en la maxima velocidad espeifica de crecimiento y la
maxima concentracion celular viable en cultivos infectados en matraces de 250 mi. Se presenta la

media de 2 experimentos.
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especifico maximo para VP4 (C) en cultivos infectados adicionados con NacCt.
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6. Discusion
6.1 MDI

Los resultados de los experimentos de MD! muestran una relacion logaritmica entre este
parametro y la concentracion de VP7 obtenida (si se grafica el logaritmo natural de MDI contra
la concentracién de VP7 obtenida en los experimentos de MDI (0.1, 1 y 5) se obtiene una linea
recta -datos no mostrados-). Al seguir aumentando la MDI por arriba de 5 no se consigue un
aumento proporcional en la concentracién de la proteina recombinante. Este resultado indica
que el sistema llega a un punto en el cual se satura de tal manera que ya no es posible producir
mas proteina. Un resultado similar ha sido obtenido por otros autores (Licari y Bailey, 1991).

Por otra parte, el maximo valor para el titulo viral se obtuvo a una MDl de 1.

Una posible explicacién para los resultados descritos anteriormente, se fundamenta en el tipo
de promotor requerido para la produccién tanto de la proteina recombinante como de las
particulas virales. En nuestro sistema, en particular, el gen que codifica para la proteina
recombinante se encuentra bajo el control del promotor de la polihedrina el cual es un promotor
fuerte de expresion muy tardia {de las 18 a las 72 horas post-infeccién). Las proteinas
requeridas para ia produccién de la progenie viral se encuentran bajo el control de promotores
tardios. Ambos tipos de promotores requieren para su transcripcion de la presencia de
proteinas virales producidas a partir de la expresion de genes virales tempranos. A diferencia
de los promotores tardios, los muy tardios requieren de la presencia de un activador o de la

eliminacién de un represor.

Existen condiciones en las que se favorece la expresion a partir de ciertos promotores.
Nuestros resultados sugieren que a MDI de 5 se favorece la expresion a partir de promotores
muy tardios, esto probablemente debido a una rapida acumulacion de la proteina activadora o
eliminadora de la represién. Cuando se llega a la fase en la que los genes muy tardios son
expresados, se ha encontrado que mas del 25% del RNA poliadenilado corresponde al producto
de los genes bajo estos promotores. Sin embargo, esto depende de la sobrevivencia de la
célula ya que se ha observado que si se incrementa la veiocidad de lisis, la produccion de

productos a partir de estos promotores disminuye drasticamente. Lo anterior correlaciona con
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los datos observados a una MDI de 10. Por otro lado, se observé que a una MDI de 1 es
probable que se favorezca fa expresién a partir de promotores tardios, dando como resultado

una mayor cantidad de progenie viral.

6.2 pH

Las modificaciones en el pH extracelular de cultivos de células animales se ha estudiado con la
finalidad de determinar como puede afectar el comportamiento de los cultivos. Se han realizado
trabajos con respecto al efecto que tienen cambios en el pH sobre la adherencia de las celulas,

la produccion de proteinas, titulo viral, etc. (Koval y Suppes, 1990; Taylor, 1962).

Al realizar modificaciones de pH extracelular se encontré que los resultados muestran
coincidencias y algunas diferencias importantes con datos obtenidos a partir del estudio de
otras lineas derivadas de lepiddpteros. Entre las coincidencias destaca que no se detectaron
fluctuaciones de pH a lo largo de la duracién de cultivos, lo cual ha sido previamente reponiado
para estudios similares en células TN-368 (Trichoplusia ni) (Koval y Suppes, 1990). Entre las
diferencias se encuentran que en nuestro caso, células Sf9, se observé que a pH de 6.6 se
tiene un efecto negativo sobre el crecimiento. En contraste, para cultivos con células TN-368

este pH permite un crecimiento adecuado (Koval y Suppes, 1990).

También se observaron diferencias con respecto a la adherencia celular. En este trabajo se
encontrdé que las células en cultivos en frascos estaticos de 75¢cm® a pH por arriba de 6.2
pierden la adherencia, mientras que pH por abajo del control {pH = 6.2) la promueven (datos no
mostrados). Al respecto, Koval encuentra que pH basicos favorecen la adherencia, mientras
que pH acidos la desfavorecen (Koval y Suppes, 1990). En experimentos previos, ya se habian
obtenido resultados similares a los observados en este trabajo. En esos casos, los fendomenos
de adherencia fueron explicados en términos de que pH basicos promueven los movimientos
celulares, mientras que pH acidos los retardan (Taylor, 1962). Lo anterior indica que no es
posible hacer generalizaciones aungue se empleen lineas provenientes de diferentes
lepidopteros, por lo cual este tipo de estudios referentes a la variacion de parametros de cultivo

es de gran importancia.
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Por otra parte, en el presente estudio también se analizé el efecto de variaciones en el pH sobre
la produccion de proteinas recombinantes y progenie viral. A pH’s por debajo del control se
observé un incremento tanto de proteina como de virus. Esto puede ser explicado ya que se ha
determinado que pH'’s acidos promueven la fusién célula-célula (formacidn de sincicio), lo cual
beneficia directamente el proceso de infeccion viral y por ende la productividad del sistema
{(incrementos tanto en la concentracion de producto recombinante como en la progenie viral).
En algunos estudios previos se ha visto que se requiere de la presencia de una glicoproteina de
64 kDa para que se de la fusion célula-célula {Leikina et al., 1992). Esta proteina esta presente
ya sea en el virus y es adsorbida en la superficie celular, o bien es sintetizada durante el curso

de la infeccion y expresada en la superficie celular (Randolph y Stollar, 1890).

6.3 Temperatura

El efecto de la variacién en la temperatura ha sido controversial. Por un lado se ha asociado
que la temperatura tiene un efecto directo sobre la produccion de proteinas recombinantes, en
el incremento de la eficiencia de secrecion de algunas proteinas, en la reduccién de periodos de
infeccidon y en el incremento en fa velocidad de lisis (Reuveny et al., 1993). Por otro lado,
existen evidencias de que no es el aumento de temperatura per se el que provoca el incremento
en la productividad, sino que tales incrementos se dan de manera secundaria en respuesta a

cambios en el ciclo celular, metabolismo y en la viabilidad (Ramirez y Mutharasan, 1990).

L os resultados de este estudio, no muestran una mejoria en el proceso de infeccién, al menos si
se considera que el sistema no estd produciendo mas proteina recombinante. De hecho, al
efectuar los experimentos de infeccion a temperaturas de 30°C y 37°C no se pudo detectar la
presencia de la proteina recombinante. Al respecto, podria argumentarse que a estas
temperaturas no es posible detectar la proteina debido a que las células estan siendo lisadas
antes de poder sintetizar la misma (Shao-Hua et al., 1998). Para contender con esto se ha
propuesto realizar oscilaciones de temperatura. Con esto las células infectadas sobreviven
durante mas tiempo {por lo que pueden producir mas virus y proteina recombinante); o a

temperaturas bajas la infeccién primaria es mas lenta, lo cual deja algunas células sin infectar

que tendrén la capacidad de dividirse y ser posteriormente infectadas durante la infeccidn
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secundaria (Shao-Hua et al.,, 1998). Otra opcién es que la proteina si se produzca pero sea

inestable a estas temperaturas por lo cual no puede ser detectada.

Al infectar los cultivos a 30°C y 37°C, los titulos virales no muestran un resultado similar al
obtenido para la proteina recombinante. En estos experimentos no se abate la produccion de
virus, lo unico que se modifica es el tiempo al cual se obtiene el maximo para el titulo viral. Al
respecto no existen otros resultados similares que logren explicar este fenémeno, pero es
posible que el tiempo de sobrevivencia de la célula si permita la produccién de particulas

virales.
6.4 Amonio

Uno de los productos del catabolismo de {a glutamina y el glutamato es el amonio, el cual es un
producto toxico que es secretado al medio (Glaken, 1988). En este trabajo se encontrd que el
amonio tiene un efecto tanto de tipo osmético (detectado por la reduccién en el tamafo ceiular
promedio) como uno de tipo téxico (se abate la produccion de proteina recombinante y se
disminuyen los titulos virales). Una posible explicacién sobre el efecto téxico del amonio se
basa en un cambio en la demanda energética para el mantenimiento de los gradientes idnicos a
través de la membrana citoplasmatica. El amonio es un competidor del potasio para ciertos
mecanismos de transporte activo, lo cual provoca un desequilibrio idnico que se traduce en un
incremento de los requerimientos energéticos para el transporte del potasio (Martinelle y

Haggstrom, 1993).

Este efecto se ha observado claramente en cultivos de células de mamifero, adicicnados con
NH,CI, en los que se ha observado una reduccion tanto de la velocidad especifica de
crecimiento como de la concentracion celular final (Yang y Butler, 2000). Los resultados de
nuestro trabajo muestran que el amonio no presenta un efecto importante en las cinéticas de
crecimiento ni en las velocidades maximas de crecimiento. Sin embargo, es claro que el
amonio tiene un efecto téxico en la produccidn de proteina y virus recombinante. Este resultado
es claramente observado al analizar la velocidad maxima especifica de produccion de proteina

y el rendimiento del mismo.
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Una posible explicacién para la caida en la produccién de ia proteina recombinante se basa en
el mecanismo de toxicidad del amonio, ya que al difundirse al interior de la célula se eleva el pH
intracelular, lo cual pudiera causar alteraciones en la estructura terciaria de las proteinas.
Previamente en este trabajo se demostré que la alcalinizacion del pH tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento de las células de insecto, aunque este efecto fue mas drastico en la

produccion de proteina y virus recombinantes (ver secciones 5.3y 5.4).

En algunos reportes acerca de experimentos de infeccion se ha demostrado que ei amonio
tiene un efecto inverso sobre el titulo viral y que la inhibicién del mismo es directamente

proporcional a la concentracién de NH,Cl empleada (Jensen y Liu, 1961).

6.5 Osmolaridad”

La adicion de substancias osmdéticamente activas se ha correlacionado con disminuciones en la
viabilidad celular (Ozturk y Palsson, 1991; Takagi et al., 2000; Zhang et al., 1994). En este
trabajo se traté de conocer que efecto tendrian modificaciones en fa osmolaridad sobre el
cultivo de células de insecto y sobre la produccion de proteina y virus recombinantes. En
nuestro trabajo no se vidé un efecto negativo sobre la viabilidad de los cultivos de células de
insecto (en cultivos sin infectar y en cultivos infectados). En trabajos previos se ha reportado un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento en cultivos de hibridomas (Cherlet y Marc, 1899) asi como
sobre la velocidad de crecimiento (Lee y Lee, 2000) bajo condiciones hiperosmadticas; sin
embargo, a pesar de que estas condiciones afectan la viabilidad, se ha observado una
estimulacién sobre la produccion de anticuerpo monoclonal (Cherlet y Marc, 1999; Lee y Lee,
2000}.

Por otra parte, en este trabajo se vié que la adicion de 15 mM ayuda a obtener concentraciones
mas altas de VP4 y la adicién de 25 mM incrementa el titulo viral y adelanta el tiempo al cual se
obtiene dicho valor. Esto podria deberse a que a estas concentiraciones, probablemente se
esté dando un transporte de glucosa (o de otros nutirentes) hacia el interior de la célula en

respuesta a las condiciones hiperosméticas. El incremento en el flujo de nutrientes hacia el
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interior de las células conlteva un incremento en el RNA celular total, en la proteina celular y en
la masa celular. Ademas este incremento de flujos podria causar un aumento en las
velocidades especificas de produccion de ATP a partir de glucosa y glutamina, lo cual se ve
reflejado en el incremento en la produccién de producto (Lee y Lee, 2000). Ademas, un
incremento en el flujo de nutrientes hacia el interior de la célula beneficiaria el proceso de
infeccion ya que se contarian con mas precursores para la sintesis tanto de progenie viral como
de proteina recombinante. Es claro como la adicion de 15 mM tiene un efecto posilivo sobre la
velocidad especifica maxima de produccion de proteina recombinante (durante la fase de

crecimiento) y sobre el rendimiento especifico maximo de la proteina.

Otra alternativa es que las condiciones hiperosmaticas induzcan la activacion transcripcional en
respuesta a un cambio en la estructura de la cromatina. Bajo estas condiciones se despegan la
histonas del DNA lo cual da lugar a que la cromatina se disperse. Estos fragmentos expuestos
de cromatina estan entonces mas accesibles a la RNA polimerasa para la transcripcién del

mRNA (Lee y Lee, 2000).
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7. Conclusiones

7.1 Conclusiones particulares

Se determiné el efecto de la MDI sobre las cinéticas de produccién de la proteina
recombinante de rotavirus VP7. La MDI que conlleva la obtencién de un maximo en la
concentracién de proteina recombinante es la MDI de 5. Con esta MDI la maxima
concentracion de proteina se obtiene a tiempos mas tempranos que con MDI mas bajas, por lo

que también se ve favorecida la productividad. El maximo titulo viral se obtiene a MDI de 1.

Se demostré que pH's por debajo del control (pH = 6.2) favorecen la produccion de
proteina y virus recombinantes a pesar de que no tienen un efecto significativo sobre el

crecimiento celular.

Se demostré que temperaturas mayores a 27°C (30°C y 37°C) no son favorables para el
crecimiento celular ni para la produccién de proteina aungue favorecen el tiempo al cual se
obtiene el maximo titulo viral (los valores de titulo viral a 30°C y 37°C no difieren

significativamente del valor del control).

La adicion de NHCl a cultivos de células de insecto tiene un efecto tantc osmaético
(causa un decremento en el tamafo celular promedio} como toxico sobre el crecimiento celular
de cultivos sin infectar ya que aunque no se presentan diferencias significativas en la velocidad
de crecimiento, si se observa un decremento significativo sobre la maxima concentracién celular
viable con respecto a los valores presentados por ef cultivo control. Este comportamiento no se
tiene en cultivos infectados a pesar de que se pudiera pensar que la infeccién pudiera estar
afectando la viabilidad del cultivo. La adicién de NH,CI tiene un efecto negativo sobre la

produccion de proteina y virus recombinantes.

La adicion de NaCl no muestra un efecto importante sobre el crecimiento celular, tanto
de cultivos infectados como de cuitivos sin infectar, aunque !a adicién de 15 mM NaCl y de 25

mM NaCl si beneficia la produccién de proteina y baculovirus recombinantes, respectivamente.
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7.2 Conclusion general

El estudio de las condiciones de cultivo de células de insecto permite conocer que
parametros influencian la produccion de proteinas recombinantes en este sistema. De ahi la

importancia de la evaluacion de los parametros presentados en este estudio.

Modificaciones en las condiciones de cultivo permiten optimizar, bajo ciertas
condiciones, tanto la produccién de las proteinas de rotavirus recombinante VP7 y VP4, como la
produccién de virus recombinante. Este estudio es clave para la optimizacion de las proteinas
estructurales de! rotavirus. Esta informacidén serd de gran utilidad para el estudio de la
optimizacion de la produccion de pseudoparticulas virales de rotavirus que pueden ser una

alternativa como vacunas contra la infeccion de este virus.

Cabe mencionar, que los resultados de este trabajo no pueden ser extrapolados a otros
sistemas de expresion de proteinas recombinantes o a otras proteinas recombinantes modelo,
ya que inclusive empleando el mismo sistema de expresion se llegan a encontrar tendencias
diferentes de produccion; es decir que las caracteristicas de produccion de cada proteina estén
en funcién de varios parametros como la linea celular y la proteina a expresar (Tsao et al.,
1996).

7.3 Direcciones futuras

Se sugiere continuar con el estudio de diversos parametros que afectan la produccion de las
proteinas estructurales de rotavirus. Un estudio similar al efectuado para la proteina estructural
VP4 seria de gran utilidad para el resto de las proteinas que conforman al rotavirus. Con esta
informacion seria posible mejorar el planteamiento de estrategias futuras para la produccion
racional de pseudoparticulas virales; la importancia de la produccion de éstas radica en que las
mismas podrian ser empleadas como vacunas contra la infeccién por rotavirus, que es en la
actualidad una de las causas de mortalidad mas elevadas a nivel mundial, atacando sobre todo

a una poblacion comprendida por nifios menores a 3 afios de edad.

A pesar de que en este trabajo se presenta el estudio de algunos parametros de cultivo y cémo

estos afectan el crecimiento celular, la produccién de proteina y virus recombinante, ain habria
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que hacer una evaluacion de otro tipo de parametros que también se ha reportado que afectan
el patron de expresion de proteinas recombinantes. Dichos parametros podrian ser agrupados
en distintas categorias: aquellos relacionados con cuestiones de condiciones de trabajo, tales
como la velocidad de agitacion, la relacién medio fresco/medio usado y el volumen de trabajo y
otros relacionados con como variaciones de algunos parametros pueden afetar tanto el
crecimiento como la infeccion de células Sf9, tales como el monitoreo de la osmolaridad a lo
largo del cultivo, la relacién entre la osmolaridad y el pH extracelular, la relacién entre el pH
extracelular y el pH intracelular, la fase del ciclo celular en que se encuentran las células al
momento de la infeccion, la relacion entre el tamafo celular promedio y {a infeccion, la relacion
entre la infecciéon y el incremento en la demanda de O, de los cultives, el numero de pase del
virus y de las células, la presencia de proteasas celulares y virales (se podrian crear lineas
celulares deficientes en proteasas), métodos de deteccién mas confiabies para la deteccion de

proteinas (ELISA), y la influencia del calcio sobre ta infectividad de VP7.
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Apéndice
A1. Tabla restimen de parametros obtenidos en este trabajo

En las siguientes tablas se presenta un resumen de los resultados obtenidos en este trabajo.
Se presentan valores de cultivos sin infectar e infectados para la velocidad especifica de
crecimiento y para el tamaio celular promedio {estos estan separados por una diagonal, el lado

izquierdo corresponde a los cultivos sin infectar).

A:p max (h'), B: Maximo tamafo celular promedio (um), C: Titulo viral (x10® UFP/mi), D:
Proteina maxima (ug/ml), E: Velocidad especifica maxima de produccién de proteina (x10°®

ugf/cel h), F: Rendimiento especifico maximo para proteina (x10® ug/cel)
g

MDI (UFP/cél)

0 0.1 1 5 10
A 0.009 0.004 0.004 0.003 0.001
B 13 14.27 16.23 16 16.13
C Q 0.46 1.3 0.36 0.46
D 0 11.45 15.12 51.11 21.87
E 0 0.0937 0.1288 0.997 0
F 0 8.67 16.37 68.3 51.2

pH
4.8 5 5.35 5.5 5.8
A 0.005 0.008]0.008/0.006 0.008{0.007/0.02
B $15.37/15.25}18.02/16.80}17.35/16.65]17.53/17.64]14.12/16.97
(o] 6.7 6 0.49 0.53 0.5
D 3.32 5.15 11.36 13.67 28.68
£ 0.01573 0.02378 0.0483 0.0278
F 1.16 1.77 3.79 2.127
pH

6 6.2 6.6 6.8 7
A [0.005/0.03 |0.008/0.01 -0.015 -0.031 -0.042
B [15.67/17.05]17.17/17.32|13.75/17.03}12.01/16.01|13.35/15.72
c Q.66 0.36 0.15 .25 0.25
D 28.59 -25.75 21.31 12.2 4.42
E 0.0294
F 2.35




Temperatura (°C)

27 30 37
A J0.01/0.0127]-0.022-0.023-0.28-0.028
B |15.13/15.24}15.5/ 15.65 |15.6/ 15.61
c 5.024 4.5 5
D 6.33 0 0

NH,4C! adicionado (mM)

0 5 10 15 20 25
A |0.007/0.008]0.008/0.009]0.007/.01  |0.008/0.008]0.006/0.008]0.005/0.008
B |15.61/16.64|15.83/17.11|15.58/16.38]|15.54/16.15]15.82/15.87]165.55/15.32
c 4 2.6 1.6 1.8 1.6 1.2
D 73.23 27.15 6.84 0 0 0
E 0.2977 0.0766 0.02508 g 0 0
F 27.39 7.08 1.667 0 0 0

NaCl adicionado (mM)

0 k 5 10 15 20 25
A |0.009/0.014]0.01/0.009 ]0.01/0.009 ]|0.009/0.009]0.008/0.01 ]0.008/0.01
B [14.52/16.04]|14.64/16.93]14.91/17.05|14.78/16.75]14.69/16.42|14.65/16.37
Cc 3.8 3.2 3.6 2.1 3.6 4.15
D 15.09 314 46.13 54.6 6.56 8.93
E 0.01186 0.1104 0.1124 0.1566 0.002092 0.02487
F 4.0886 9.634 13.67 18.39 5.346 2.569
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