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Reswumen

Resumen

En la actualidad, el sistema células de insecto-baculovirus es una herramienta
poderosa para producir proteinas recombinantes. Algunas de las principales ventajas de este
sistema son su facilidad de uso y la capacidad para regenerar altas concentraciones.de proteina
heterdloga. Un parametro de gran importancia, pero que en general ha recibido poca aytencic'rm.
es el oxigeno disuelto (OD). Por ello, el objetivo principal de este trabajo fue ev'ahiajr' el efecto
del OD controlado a valores - constantes sobre los principales - parz'lmeirroyé cinéticos y
estequiométricos del cultivo de células de insecto infectadas con un baculovirus recombinante
para producir lactadherina, la proteina modelo. Se evaluaron, por duplicado, seis condiciones
de oxigeno disuelto constante (0, 3. 12, 20, 80 y 160%) en cultivos de Spadoptera frugiperda
(8f-9) infectados y se compararon con cultivos control sin infectar a tres condiciones de
oxigeno disuelto constante (3, 20 y 160% OD). Todos los cultivos fueron iniciados con una
concentracion celular de 0.5x10° cel/mL. Durante las primeras horas de cultivo se controld el
OD a una concentracion de 20%, valor adecuado para-alcanzar altas 'concéntraciones de
célutas. Al llegar a una concentracion de 1.5x10° cel/mL se cambié en forma escalonada el
OD a cada una de las 6 concentraciones propuestas. Posteriormente, se infectaron los cultivos
a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 1 ufp/cel y se siguié su comportamiento cinético
hasta que la viabilidad decayera por debajo del 30%. Se cuantificd la protcina recombinante,
glucosa, glutamina, glutamato y lactato. Para los cultivos control se siguid el mismo

procedimiento, 2xcepto que después del cambio escalonado no se agregd virus.



PAGINACION
DISCONTINUA



Resumen

Se detel mmo que por debajo de ’70% de OD la e\panS|on celulzu deﬁmda -como la

concentracion maxima de celulas vtvas entre Ia concentracxon de celulas vivas al momenlo de

mfectal (o al momento de hacel el cambno escalon'ldo en OD para los culnvos control)
dlsmmum contmuamente hasta ser nula a 0% de OD. Por el contrano entle;OD de 80 y 160%

la expansién celular se mantuvo constante. La concentraclénﬂ éptlma ‘para proteina

recombinante se obtuvo a 80% OD y disminuyé en cultivos mantenivdosa OD mayores o
menores a 80%. Asimismo, la velocidad especifica de prrodleé;:i‘éh de ‘proteina recombinante
aumento rapidamente de 0 a 0.3925 pg/Ix10° célula-h al;avum’éffjtar el OD de 0 a 20%. Entre 20
y 80%, la velocidad especifica de proteina recombinante se m'a’ﬁt‘uvo ‘r‘ela’tyivamente constante y

disminuyo a valores mayores a 80% OD.

Se observo que la velocidad especiﬁca' de cOnsﬁmd de gll‘lcoAsa éh cultivos. no
infectados se mantuvo constante entre 3 y 160% OD, mientras que fue cero a 0% OD. No se
observé una diferencia significativa en el consumo de glutamina entre cultivos infectados y no
infectados. Para el cultivo no infectado y controlado a 3% de OD el consumo de glucosa es
2.65 veces mayor al consumo observado en el cultivo infectado. Por otro lado, se observo que
la velocidad especifica de consumo de glutamina tuvo un perfil similar a lo observado en’el
consumo de glucosa. No se observaron diferencias significativas entre cultivos infectados y no
infectados. En condiciones andxicas, se observd un incremento de la 'Cdnceht‘racién‘de la
glucosa, debido.a la hidrolisis de sacarosa. El- lactato tanto en cultlvos mfechdos como no
mfectados se mantuvo relativamente const‘mte durante la: f"lse de crecnmlento ewciepto para

0% OD donde se incremento desde el momento de la mfeccnon hasta lleg,ar un méximo de 0.55



Resumen

g/L.. La concentracion de lacmto 'lumenlo durante la iase de muelte en culllvos mantemdos por

arriba de 20% OD

l.os resultados obtenidos~del ‘presente ;estudio son importanles para e‘ntender el

efecto de OD sobre el metabolismo de celulas de insecto. Tal conocnmlento es necesano para

establecer condiciones Optimas (le produccnon de protemas hetexolonas por: el sistema: celulas

de insecto — baculovirus.



1. Introduccion

Capitulo I

I_ntrodu gi(i_n

Medlante la explotamon del cultwo tanto de celulas mlcroblanas como ammales se

ha logrado laproduccnon de Aprotemas complejas de 1mportancm en- el area medlca A traves de

los afios, se han seleccnonado Imeas celulares y desarrollado snstemas de expresnon capaces de

producnr protelms semejantes a Ias generadas por celul'ls humanas Las células de procanotes o}
Ias de eucarlotes mferlores presentan una serie de vemajas desde la perspectlva de un bloproceso
No obstante, la mayoria de estas células no pueden efectuar las modificaciones postraduccionales
caracteristicas de células de eucariotes superiores. Estas modificaciones son esenciales para la
funcién biolédgica de muchas proteinas recombinantes terapéuticas y profilacticas. Por lo tanto,
en ciertas aplicaciones se prefiere el uso de células de eucariotes superiores como sistema de

expresion de proteinas heterodlogas.

En los ultimos: ]5:‘aﬁo§; el sis‘temra'célulaskcrlé insecto-bécuylkovin';s"(Cf'iBV) ha généraclp
gran interés ya que ha de’moétradb ser una: herramienyta versatil y poderosa para Ia ék‘pr’esi(v)n de
genes heterologos: Entre las veﬁtajas que distinguen al sistema CI-BV se i:nci;ényt”fén‘bsu alta
eficiencia .para producir distintas proteinas recombinantes (el 95% de _,ias/ c.erkzylles"‘ han sidko

biolégicamente activas), su facilidad para construir virus recombinantes y su inocuidad al ser

humano (Lindsay y Betenbaugh, 1992). Ademas, las células de insecto sbh,CapaCes}idé:-yrealiZa‘r

CI-BYV, desarrollado a principios de los.ochentas por Gale E. Sﬁﬁifhfen'el f']abo'ratOrio‘:de"'Ma'k D.
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Summers - (Smith e/ al., -1983), se basq enla constuuccnon de baculovuus lecombmantes con Ios

que se mlectan celulas de insecto, tanto in vivo como.in w//u l:n los bacul irus: recombmantes

el gen de mtereq 5cne|almente reemplaza '11 5en de la pollechma el cual tiene un; promotox fuerte

que es activado en la fase ‘muy tardia del cxclo cle mfcccnon En un baculovnus SIIvestre la
poliedrina constituye la matriz protelca del cuelpo dc mclusnon en eI que se encuentran
embebidos los viriones. La poliedrina protege-a Ios viriones de las condiciones adversas de la
naturaleza pero no es esencial para la replicacion viral (Caron.¢f al., 1990). Colocando genes
heterdlogos de productos de interés comercial sobre el control del promotor de la poliedrina se
han logrado obtener rendimientos de proteina de 20 a 250 veces mayores que los obtenidos en
otras células de eucariotes superiores, tales como las de mamiferos (Betenbaugh ef /., 1999). A
partir de datos recopilados por Goosen ¢/ al. (1992a), el nivel de expresion que se ha logrado
obtener de proteina recombinante en el sistema CI-BV varia de entre | a 600 mg/L. Inclusive
existen trabajos publicados que afirman que la concentracién méaxima de proteinas recombinantes
obtenidas por CI-BV sey aproxima a | g/L (Maiorella et al., 1988; Caroﬁ et al,, 1990; Vaughn,
1999; Palomaresr y Ra’njirez, 2 001; Palomares e/ al., 2002a). | |

En 7el§isteﬁ1h 'CI-BV”\la' inea celular mas ‘com,unmente usada para ploducxr protenns

recombmantes es. la S( 9,: denvada de lep tero: 6/)():/()/)le/(/ ﬁuglpelda Aunque existen

muchos baculovnrus el mas utlllzado s el v1rus de la nucleopolledroms mu]tlple de Autog/ ap/za

californica ya que tiene‘ un-armpvliro;r'ang’o de huéspedes,e infeCta 'a la:mayoria de los lepidépteros.

El cultivo: de “células -Sf-9 en suspension facilita la-produccion- de ‘las proteinas
recombinantes. En todos los sistemas en suspension, es indispensable mantener. una

homogeneidad a través de todo el biorreactor para garantizar una disponibilidad adecuada de los
5
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nutrientes necesarios a todas las células. Uno de los nutrientes limitantes que debe ser
suplementado a un cu‘lytirvo de células de insecto, principalmente durante el crecrzimien’trp y enrlas
étabas de infééciéﬁ, ésel 6;<igéno. La demanda tipica de o}(igeno de célulés demsectoesen
general mas alta que las de células de mamifero, el cual es usado para mante‘nervlas actividades

celulares y para acomodar la sintesis de ADN VIraI y la produCCIon de protema recombmante

(Hu y Bentley, 1999) Ademas Ia demanda de oxng,eno ‘se mcrementa en-casi al doble después
de la mf'eccxon con el virus (Scott et al 1992 Kamen et al., 1996). Se ha determmado que el
mtervalo de velocxdades de -consumo de oxigeno es de 10" a 10"® mol/célula-s y puede
incrementar de un 30% a 100% durante las etapas iniciales de infeccion (entre 12 y 18 horas
post-infeccion) (Betenbaugh ¢/ al., 1999). Un suministro inadecuado durante la etapa ‘de'
infeccion puede afectar negativamente el proceso de replicacion viral y disminuir en 5 ygces o)
mas los rendimientos de proteina recombinante (Lindsay y Betenbaugh, 1992). Todo lo anterfor
sefiala la importancia que el oxigeno disuelto (OD) tiene sobre el sistema CI-BV.

En este estudio se tomé como proteina modelo a la lactadherina humana, una
glicoproteina de 46 kDa que forma parte de un complejo de mucina. Este complejo se encuentra
asociado al globulo graso de la leche humana. Se ha observado que la lactadherina tiene 4 sitios
potenciales de N-glicosilacion complejos y que presenta acido sidlico en los heterosacéridos
(Couto et al., 1996). Newburg et al. (1998), indicando que estos acidos sialicos compiten con el

rotavirus por los sitios de union a la célula huesped Hasta la fecha no se ha determmado si’ la

lactadherina presenta actnvndad terapeutlca‘ pero,se le ,atnbuye ]a prvopiledad ,I‘edUCII‘ la,

intensidad de dlarreas provocada por ronvnrus en mfantes (Yolken el —tanto,‘la

Iactadherma representa un modelo mteresante que puede tener potenma blotecnokoglco
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El presente estudio tiene como propdsito determinar el efecto del OD constante sobre

la produccién de la- glicoproteina modelo en el sistema CI-BV. Los datos existentes se han

enfocado hacia los efectos del OD sobre el crecimiento celular; sin embargo, no hay suficiente
informacion sobre los efectos en la produccion de proteina’s ,récoimbinantes producidas en
bxorreactores mstlumentados donde eI OD se controle de forma rlgurosa en mveles constantes.

Ademas pocos reportes relacionan los efectos del OD sobre el metabohsmo de Ias celulas de

insecto infectadas (Reuveny e/ al,, 1992) Los resultados obtemdos en_este trabajo serviran
como bases para establecer las condiciones éptlmas de QD,ky;"para comp_ren,de’r mejor el efecto de
tal variable sobre el metabolismo celular despylés'de Ia mfeccnon \:/:iralA;’ Divcho‘_ cénocimiento
debera ser de utilidad en estudios de escalamiieh:tf,o baré_i, ia brodyucc_ién“kde proteinas

recombinantes por el sistema CI-BV.
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Capitulo 1T

- Antecedentes
2.1 Reseiia ¢ interés actual. del sistema CI-BV.

‘La primer aplicacion practica de los baculovirus se dio como bioinsecticidas en la

agricultura. En la-década de los cuarentas, a través de extensas pruebas de campo, se probo

de lllarierfaif_f‘c)if‘ma_ a'yylf{tiklidadv’dAellols baculovirus como agentes de control biologico. Fue asi
conio en1975 ;_'ﬁe registro el primer baculovirus para ser utilizado comercialmente como
pesticida. En'r“lahctualidad existen mas de 40 baculovirus empleados como biopesticidas,
los’cuales son kusados para proteger miles de hectareas de diversos cultivos, principalmente
hortalizas, arboles frutales y pinos (Maeda, 1995; Miller, 1996). A partir de la década de los
sesentas, se generaron las primeras lineas de insecto con el objetivo de propagar el virus in
vitro. Con los trabajos de Smith ef al. se abrié en 1983, un area totalmente nueva, en la que
al infectar cultivos de células de insecto con baculovirus modificados genéticamente se
lograba la expresion de proteinas reﬁ:ombin'antes. ‘Actualmente, el sistema CI-BV es uno de
los sistemas-de "euc‘:ari(‘)t‘es }irsu;‘)‘ericrires ‘mz'ls utilizados para la produccion de proteinas
recombinantes: a hivél lébbratorio. Ademas, existen proteinas recombinantes comerciales
producidas por este sistema y varios productos farmacéuticos se encuentran actualmente en
pruebas clinicas (Yamshchikov ¢/ al., 1995, Yang e/ al., 1996; Tsao el‘al., 1996; Palomares
y Ramirez, 1998; Palomares es al., 2002a). El sistema CI-B’V :tiene también grandes
perspectivas. Nuevos. campos de investigacion se estén'ab:rieﬁdO; para este sistema, Por
ejemplo,ﬂ’ se pueden ahora realizar estudios de bibliotecas ’die*ADbN;mediante el desplegado
de proteinés sobre la'superficie viral y la demostracion reciente que los baculovirus pueden

8
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mternahzarse en’ celulas humanas lo cual puede tener lmpacto potencral en el campo de la

terapla ~g,emc"x (Palomares y Ramnez 2001)

2.2 Ciclo de infeccién del baculovirus =

2.2.1 Etapas en el cultivo in vivo

Elwcicld de infeccion del baculovirus en las larvas de insecto inicia cuando los
insectos ingieren cuerpos de oclusion provenientes de alimentos contaminados. La matriz
poliédrica cristalina (compuesta de poliedrina) que conforma a los cuerpos de oclusion se
solubiliza en el tracto intestinal medio en condiciones alcalinas (pH 9.5-11.5 debido a los
jugds ‘géstricos del  insecto, Granados 1980; Van Lier 1992). La matriz proteica al
degradarse‘ulibéra viridnes que se encontraban embebidos en ella. Los viriones entran a las
ce]ulas ep|tel|ales del tlacto intestinal medio a través de un proceso de fusion con la
membrana plasmatlca del microvello. La replicacion viral se realiza en el epitelio; parte del
virus replicado sin cubierta proteica brota de la membrana a la hemolinfa (torrente
circulatorio de los insectos). Este virus llamado no ocluido es transportado a través de la
hemolinfa a otros tejidos en el insecto para llevar a cabo la infeccion secundaria. El virus

liberado en forma no ocluida puede propagar la mfeccmn principalmente en las células

epiteliales. de los traqueolos Ios 'cualw oveyen:.de, oxngekno,al tracto intestinal medio

(Goosen el al l992a : Va ’,»/1994; Palomares y Rami’rez

1998; Betenbaugh » ﬂEliciclofnatural de-infeccion del

baculovirus en Iar,va,s';d"e insecto se esquematiza en la Figura 2.1.



Il Antecedentes

Polledrina

‘ ‘leemclbn después BAN
. dela llsls celular <

.-Membrana
i plasmétlca.

Membrana
. huclear

in vivo

Figura. 2.1 Ciclo de infeccién del baculovirus silvestre, AcMNPV. La infeccién primaria a través del
virus ocluido inicia a partir de la desintegracién de la matriz poliédrica en ¢l intestino del insccto y su
subsecuente fusién a la membrana plasmitica. Los virus no ocluidos producidos dentro de la célula
proceden a iniciar el proceso de infeccién secundaria. Adaptado de Betenbaugh et al. (1999).

Durante una infeccién tipica, la larva infectada continta alimentandose a lo largo de
5 a 7 dias, llegando en la fase terminal a formar un saco cuticular con apariencia lechosa y

saturado de cuerpos de oclusién. El insecto cuando se infecta cambia la coloracién de su
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cuticulo (encafecimiento) y la estructura muscular se desintegra (proceso conocido
cbloquiahneme corﬁo marchitamiento). :Aproxir}jadall1enle el 25% del peso seco de la larva
destruida es iibékad& t;n f‘orm'arde cuerpbé VdvevocrlAusirén. Estos son esparcidos sobre el silelo y
plantas, que al ser consumidos ‘por- otros insectos inicia de nueva cuenta otro ciclo de

infeccion (O'Réilly et al, 1994, Be'tchbaugh et al.1999 ).

Lé exprés‘i’c'»)‘lli de gene$'a tra;/és fdevbalculo‘virus como el dela. nucleo-poliedrosis
multiple de 4 III()gI;(l/)/)il californica (Acl\:/lePV)‘ oc;irré en cuatro fases: telnbrana inmediata
(o), temprana (), tardia (y) y muy tardia (3). Duraﬁte la fase temprana inmediata, los genes
virales son expresados usando factores de la célula huésped. Los productos genéticos de la
fase temprana inmediata controlan la expresion de los genes tempranos, cuyos productos
son responsables del rearreglo del citoesqueleto y la dispersion de la cromatina del
huésped. La replicacion dei ADNwral ocurre entre 5-7 horas después de la infeccién y es
seguida por la expresion de los _'genbe‘s tardios. La fase tardia se extiende a partir de las 6
horas de post-infeccion (hpi) hasta lés 20-24 hpi. En ésta etapa ocurre €l ‘ensamb]e de las
nucleocapsides, el transporte, la liberacién de virus no ocluidos (BV) y la degradacién del
genoma huésped. La produccion logaritmica de los virus no “ocluidos  ocurre
aproximadamente de 12 a 20 hpi, después de este tiempo- la ve!qcidad de- produccion
disminuye. La formacion de viy_}rukslb.‘oc]:uiclros péurre durante la fas’_e muy tardla "c'ilr'ec:ledqtr de

las 20-24 hpi. En estayietﬁpéi'&s;’e

citoplasmica que defi Vis) fO a las

particulas virales individuales (S s particuls , ueden-acumularse

a lo largo de 3-5 dias hasta que ocurre la lisis de las células infectadas: En promedio, se

11
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acumulan por célula, =70 cuerpos de_oclusién poliédricos con un diametro aproximado. de 5

Hm (O Rellly el a/ I994 Betenbaugh etal., 1999) ‘
2.2.2 Etapas en el cultivo in vitro

El ciclo de vida- de baculovirus en cultivos in vitro es practicamente igual a la de
los cultix)os in \'i\"o excepto que se tienen algunas consideraciones distintas. Para el caso /in
vitro se requiere necesariamente dg virUé no ocluidos. Como en el caso de los cultivos in
vivo, la infécciéh en los cultivos in \}il)'()les mediada por la forma no cubierta o no ocluida
del vxrus el cual entra por un proceso de -endocitosis adsortiva (ver Flgum 2 1) Las
nucleocapsndes migran del c1topl'15ma hasta el niicleo a través de una: mtelaccmn polaf con
los poros nucleares De esta manera se f'\Clllta la entrada de partlculas virales al
nucleoplasma. Después de que ocurre la.inoculacion viral, el ARN viral sera detectado a los
30 minutos en el nlcleo y al instante iniciard el proceso de transcripcién primaria. En la
seccion anterior se mencionaron las etapas del ciclo de infeccion del baculovirus en
cultivos in vitro, las cuales son las mismas que en cultivos in vivo. Debido a que el-gen de
la poliedrina no es esencial para la infeccién ni para la propagacion del BV, la consﬁti‘uébcié'n

de un baculovirus recombinante se puede llevar a cabo reemplazando el gen de la

poliedrina’ con el gen de interés. De esta.forma los "genes’h‘eterélogd e rodﬁétdé’ de

iedrina

en lugar del gen de la

poliedrina en Ia'f"fa'sé,' muy'tardia'—‘def?’la{infe’_ccpévni onAcMNPV. ‘Adems, los" " virus no
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ocluidos pueden ser colectados del medlo de cultivo celular y ser usados para infectar otras

células (Caron ¢/ a/ I990)

2.2.3 Exp‘resiénAdé genes Ilétéi;élogos‘

Dos genes que abunrdaﬁrteﬁ;élrltg srtré’ exérrresaniicriu‘rrz’:lxltéjlzrl t“asv.; huy tarrdia Vsonﬂ lcg gre;es
de la poliedrina y de la prdtein’a pl0. El prOdL;CtO:,",:dei“ ge‘n dé'la pblie’drina’ (pélh) es una
proteina de 29 kDa que forma la matriz cyris,télir”irei’d(; lasijba‘rticulas Vdek oclusion cuya funcidén
en la naturaleza es proteger a los baculovirus d‘e las éondicioﬁes ambientales adversas. El
producto del gen p10 es una proteina de 10 kDa cjue forma arreglos de fibras largas en el
nlicleo y ocasionalmente en el citoplasma. En 1983 se confirmé que los virus que contenian

deleciones en el -gen de poliedrina eran estables y podian repllcarse en células en cultlvo A

pesar de que las células infectadas con- estos virus: carecen de la propxedad de formar

usado para expresar proteinas heterdlogas:.

Debido a que los promotores de la polledrma y plO son fuertes y de fase muy tardla

se ha reportado que hasta el 70% de la protema total de las celul‘{"s de msecto puede estar

constltmdo por protem‘ _reco bmante Exnsten otros promotore ‘ el bacu]owrus usados

para expresar protemas heterologas no: obstante el de Ia3 ohedrma y el de plO son los mas

comunes.:

13
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2.3 Lineas de células de insecto

Las celulas die msecto han S|do eslablecndas a partlr de por Io menos 100 dlférentes
especnes dentro de Ias sngunentes ordenes de Artlnopoda Lepi(léptera (polillas” 'y
mariposas), I??pt:eﬁrgxi*r(rrrnqscas), l—lomc')rpteraw(pulgas y rcigarrras), Hymeprc')rptrerab(abejasr y
avispas), Orthéptera'(mantis, grillos, saltamontes y chapulines) y Coledptera (escarabajos).
Estas lineas han sido aisladas de los huevos o tejidos embricnarios, larvales 6 adultos tales
como hemocitos, ovarios, discos imaginarios, testiculos, intestino medio y en la grasa
corporal, usando métodos establecidos desde principios del siglo XX para generacion de
lineas de células animales (Goosen et «f., 1992a). Los procedimientos tipicos para obtener
células individuales involucran la lisis del tejido seguido por la suspension en un medio
enriquecido y el cultivo en matraces o frascos. Los nutrientes son reemplazados
periédicamente y los cultivos son  monitoreados hasta que se observa la divisién celuklar.k
Las celulas son entonces subcultivadas después de una o varias semanés p'xré obtener una
nueva linea celular. ‘Los aislados clonales pueden ser seIeccnonadm ya sea_por su mejor
crecimiento O propiedades de expresion genética. Fue asi como se genero el clon Sf-9 el
cual a su vez se obtuvo de la linea celular establecida (IPLB-Sf-21) del gusano de la
mariposa otofal, Spodoptera frugiperda. Ambas lineas son ahora usadas ampliamente para

la replicacion del Ac MNPV y la produccion de proteinas recombinantes. (Vaughn, 1999;

Palomares ef al., 2002a).

-Las:-lineas- celulares son usualmente cultivadas a- escala laboratono ‘ya ‘sea en cajas
de poliestireno 6. en botellas‘ rOdantes”. Aquellas lineas- celulares que no .son anclaje

dependientes  pueden cr'ecer en matraces agitados o biorreactores donde las células se
14
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encuentran en suspensnon Las células que son depen(hemes a la '1dhe1encm deben ser

desplendldas pon 'wllacmn raspado, ¢ tratamiento elmmatlco Deqpues de una fase lag, las

celulas crecen Iog,arltnucamente con tlempos cle dupllca(:lon entre- 05 y 2 dias. Las
conce'mracioncs celulares maximas estan tipicamente en el orden de 10° cel/mL pero
pueden elevarsc hasta mas de 107 cel/mL en algunos casos. Las células tienen tamafios
tipicos entre 10 a 20 pm y las temperaturas de cultivo tipicas son entre 25 y 30°C. Los
bancos celulares pueden ser criopreservados en nitroégeno liquido usando medios especiales

con crioprotectores tales como el dimetil sulfoxido (DMSQ) (Betenbaugh e/ a/.,1999).
2.4 Baculovirus

El ‘baculovirus es un virus caracterizado por una estructura larga, incluye un
genoma de ADN. de doble hebra covalentemente cerrado y circular que se localiza
empacado en una capside en forma de baston, de ahi su nombre derivado de la raiz hacirlo

(Palomares y Ramirez, 1998).
2.4.1 Claswi‘ﬁchci()n y-Estructura

El género baculovirus pertenece a la familia Baculoviridae e incluye los dos géneros

siguientes: virus de,,p»olf_iiédeSi:s";nL"x'fc;learv_6 nucleopoliedrosis (NPV) y granulovirus (GV).

Adicionalmente, l'os viru‘ pueden s'er'o no ocluidos. Las capsides de los baculovirus miden

usualmente 40 50 nm en dlametro’y de 200-400 nm en longitud (Betenbaugh ‘et al 1999)

Este tamano permlte que‘genomas muy- largos de ADN, aproxnmadamente 130" kb en

15
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longitud puedan dlstnbmrse a todo lo largo clel ‘baculovirus. Los dos baculovnus mas

comiunmente estudlados como vectores de e\plcsmn son el virus de polledlosm nuclear

multlplc de Aulom ap/ra ca///n/n/cu (ALM\JPV) y el virus dc pohedrosns nuclcal de Bombyx

mori (h’mNPV).y :

El ADN viral se encuentra condensado en una estructura nucleoproteica dentro de la
capside. Este conjunto llamado nucleocapside se elabora en el nicleo de- las células
infectadas. Después de su formacion, las particulas virales son liberadas al fluido
extracelular con una envoltura de membrana, Haméandose viriones. Los cuerpos de oclusion
poliédricos de los virus de poliedrosis nuclear (NPV's) son conocidos como poliedra. En
AcMNPYV, la sigla M (Multiples) se refiere a que varios.virus quedan envueltos en una
misma membrana y embebidos en una matriz de pqliedrina. En el segundo caso, las
BmNPV son SNPV, es decir sdlo una particulaVvira‘l queda embebida en la matriz proteica

(O'Reilly et al., 1994),
2.5 Metabolismo de las células de insecto

Las células de insecto, reqmeren de un medlo de cultlvo de composwlon compleja

para que sobrevivan y crezcan“ e,'nj 1 ‘  ‘Las’ formulacnones de los medlos de ,

cultivos estan la gludoséily g‘lbut‘amma las cuale son;dosf‘de las ﬁ.lentes de carbono v energla :

mas lmportantes para laq C[ El metabollsmo de ambos sustratos en las Cl se descrlbe

esquematicamente enla Figura 2.2,

16



Fructosa

Lactato

11 Anieeedentes

Glucosa
|

v

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

22}
‘0
> v %'_’ Biosintesis
NAD* 2NADH +H' v & INADH + H*. >
< 4 Piruvatog 2ATP > 35
« NAD* 2
'jar"c:ouK
i » +
COZV)/ Acetil.con  NVADH +H
l'/'.
/Oxaloacetato \
/"/ 4
ll t/ NADH +H Citrato
Walato NAD®* Ciclo de los acidos
/r tricarboxilicos
Fumarato l NH
FADH, j 3
Biosintesis A
FAD
Succinato
SN
GTP Slccinil-CoA CO- COs » Isocitrato
NADH + H
a.-cetoglutarato H .
+
NAD AD H
| v
Glutamat
iosintesis
Glutamina
Figura 2.2 Metabolismo de glucosa y glutamina en células de insecto
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La glucosa es el sustrato principal para el crecimiento de células de insecto (Grace y
Brzostowski, 1966, Clements y"Gracrer.x 1”967;7 Reﬁveny et al., 1992, Bédard el al., 1993).
Varios autores reportan que las células preferentemente consumen maltosa y fructosa como
fuente alterna de carbono cuando hay agotamiento de glucosa. En el caso de sacarosa no se
ha investigado con exactitud si es utilizada o no por las células de insecto. Reuveny e/ al.
(1992) no observaron aumento en la concentracion celular cuando la tGnica tuente de
carbono disponible era “la sacarosa, Generalmente, la sacarosa se adiciona al medio de

cultivo con la ﬁnalidad de ajustar la osmolaridad (Ferrance er al., 1993).

La glutamina es el otro sustrato preferente por las Cl y se ha demostrado que se
puede activar la via de la glutamindlisis para generar lactato y a su vez energia (Ohman ¢/
al., 1995). La glutamina es hidrolizada por la glutaminasa para originar glutamato y amonio

{(Mathews y Van Holde, 1999).

Ademas de la glutamina, hay una fraccion significante de aminoicidos como
glutamato, ‘serina, asparagina, treonina, aspartato y arginina que pueden ser consumidos
durante la fase de crecimiento de las Cl aunque la mayoria de las veces se puede desviar el

consumo hacia la formacion de energia en vez de formar biomasa.

y otros:

Algunos metabolitos, . inc cidos organicos (piruvato, o-

cetoglutarato,-fumarato). pueden acumularse durante la’ fase de crecimiento y-en-la fase de

infeccion. El lactato'y el amonio, son los principales metabolitos de desecho resultantes del

18
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met'lbo]mno de glucosa y glutamina (Drews et al,,-1995). La produccion de lactato a parlir
de las células SE9 es gencralmente mas baja que lo obselvado en cclulds ammales El
laététo l;o”trienﬂe et‘ecto inhibitorio eh el crecimiento, ahnque s,é' ha obscrvado qlle Iros nrivréles>
de lactato pueden incrementar significantemente al presentarse limilacionés de OD (Wang
et al. 1993 | Betenbaugh er al., 1999). Los metabolitos secretados en ,EI cultivo d§ Cl
puéden cambiar significantemente dependiendo de la.linea celular. En particular, el amonio
puede ser producido ¢ consumido dependiendo del tipo de linea celular =y de las
condiciones del medio de cultivo. Se ha reportado, que el lactato y/o amonio se generan a
un nivel mas alto en células de 7richoplusia ni 'y Bombyx mori que en células Sf-9. Ademas
de la presencia de metabolitos toxicos, se ha observado durante la infeccion viral tardia en

CI que la acumulacion de proteasas causa la degradacion de proteina .recombinante (Wang

el al., 1996).

Otro de los sustratos- prmclpales para el crecumento cle las células de insecto es el
oxigeno. El oxigeno Funcnona como un-aceptor termmal dc elecuones en la cadena de
transporte electronico (proceso de fosforilacion oxidativa para produccion de energia). En
CI, la glicélisis aumenta a bajas concentraciones de oxigeno, observandose un incremento
en la generacion de lactato A pesar de que el oxigeno es esencial para el crecimiento, es a
su vez toxico en altas concentraciones. Meneses-Acosta (2001) determind que el dafio
oxidativo en cultivos de hibridomas murinos BCF2 y células de insecto Sf-9 causa

degradacion del ADN.
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2.6 Efccto del oxigeno disuelto en cultivos de:células de insecto

Varios autores han observado que una adecuada disponibilidad ‘de oxigeno es critica
para ‘los rendimientos optimos del baculovirus - silvestre v la* produccionde” proteina

recombinante expresadas en Cl. Se ha determinado. que el intervalo’de velocidades de

consumo- de- oxigeno por célula es de 3.5 a 9.9 x 107 mol/célq‘lya-s.‘ La vélocidad de
cons’umb de ‘oxigeno (VCO) de las células de insecto’ es ligeramente mas alta que: la
velocidad de otras células animales. Ademas, la velocidad incrementa al doble alrededor
de 12 a 18 hr después de la infeccion viral. Este periodo de VCO méxkimo »correspon“de al

tiempo de la produccion de viriones (Vaughn, 1999).

Las células de insecto infectadas son mas fragiles que las céluylas-i no- infectadas
(Palomares y Ramirez, 1998). Por lo tanto, incrementar la velocidad del burbujeo o la
agitacion resultaria contraproducente ya que se afectaria drasticamente a las células. Un
tema que no se ha explorado ampliamente es la determinacion de ios niveles dptimos de
oxigeno disuelto y el desarrollo de estrategias para mantener los mejores niveles de

expresion de proteina recombinante sin afectar a las células (Betenbaugh ef al., 1999),

La mayoria de los articulos del tema se enfocan principalmente a los efectos del OD sobre
el crecimiento de las células Sf-9, sin embargo, existe relativamente poca informacién ‘sé_ibre,’,los
efectos en los rendimientos de proteinas recombinantes Vprgdp’ci:idgls ’~k,1_en;,'}:vbidrfﬁéécto'reé
instrumentados.  De la escasa informacion sobresaliente;- Kloppmgeretal(l990)observaron

que la proliferacion celular méxina de la linea Sf-9- fue al 40% de :O'Dk‘."En"dill't'i\'los'}ihféctados
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observaron, que mantemendolos al ’70% de OD se reducm el rendnmento de pohedra en mas dcl

Jain er al. (I99I) emplearon celulas Sf“) mtectadas con’ un b'lculovnus lecombmanle para

producir antxstasma un anncoaﬂulame obtcmdo de 5Ianduhs S'lllvales de sanguuuelas En

cultivos controlados a OD de 10,65y 110% evaluaron los efectos causados en Ia concentracion
celular y en la expresion de la proteina recombinante. Qbservaron, que en el nivel bajo (IO%) y
en el nivel alto (110%) existia un efecto negativo en el crecimiento celular y en la productividad
de la proteina recombinante, a lo que concluyen que la concentracion optima de OD para ambos
parametros cinéticos fue a la concentracion intermedia evaluada de 65%. Ademas, observaron
que la muerte de células infectadas era mas pronunciada al 110% de OD, atribuyéndole tal

efecto a la toxicidad causada por el exceso de 0.

Hensler y Agathos (I994) en blorreactores de 250 mL y. agltados a:70 rpm controlalon el

OD en niveles de 5, 10, 50 y 100%, Cada blorreactor fue moculado con O 4>cl,06 cel/mL y las

células crecieron hasta una densidad de S5x10° cel/mL. No observarpn :’I‘diferencias en
concentracion de células viables maximas, viabilidad y velocidades d;ef'cdh’suimo“fde:iiu‘t'rientes a

los diferentes niveles de OD probados. En cultivos infectados a una concent »c10n celular de

1x10° cel/mL y una MDI de 10 ufp/cel no observaron mngun efecto del OD sobre la produccnon

de B-galactosidasa recombman_t&

Jager y Kobold (1995) dlsenaron dos snstemas sencﬂlos consxstentes en matraces agltados

aereados. Un matraz fue aereado a través de una membrana de ﬁbra hueca de proplleno
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conectada desde la boca‘del matraz por una tuberia de silicon (volumen empleado de 750 ml).
El seg,undo matraz f'uc aereado superficialmente. Para éste ultlmo se cmplearon dos volumenes
. de medlo 300 y 750 mL. La Imea celular empleada fue Sf 9 y el cultlvo fue mf‘ectado a una

MDI de 1 ufp/cel para expresar una variante de mterleucma 2 AI comparar los dlferentes

1stemas de tmnsferencm dc oxigeno (volumen de 300 y 750 mL) observaron que las

act1v1dades de proteina recombinante obtenidas fueron snmllares, En_camblo cuando se compard

el matraz aereado superficialmente de volumen menor (300.mL) con el matraz de volumen

mayor (750 mL), se redujo 20 veces la actividad en el s!efgu“rifdd'idéhidb' al increniento en el

volumen. Concluyeron que la limitacion de oxigeno puede afectar’drasticamente la produccion

de proteina recombinante.

Palomares y Ramirez (1996), realizaron cultivos de células Sf-9 y mani'pularon,diferentes
concentraciones de OD de 0 a 30%. Soélo observaron efectos en el metabolismo de las Cl abajo
del 10% de OD. Entre valores de 10 y 30% de OD no hubo efecto en la velocidad especifica de
crecimiento, concentracion de células, consumo y produccion de aminoacidos ni en la
velocidades de consumo de carbohidratos. En este trabajo se determinaron los efectos del OD
sobre el metabolismo de las células sin infectar. Los resultados de este trabajo se pueden tomar
como base de comparacion al nuestro ya que trabajaron con la misma linea celular y un sistema

de control similar.

Wang el al, (1996) empleando Ia lmea celular S£-9, observaron el efecto de 3 dxferentes

concentracnones de- OD (15 25 y SO%) sobre dos protemas recombmantes dlferentes una

proteina extracelular ([3 galactosxdasa bajo el control- del promotor plO) y. una protema
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intracelutar (epéxido hidrolasa baJo el-control del promotor de la pohedrma) La‘actividad de la
proteina intracelular fue menor en concentraciones_ (le lS y 50% de OD mientras que por arriba

del 25% de OD la actividad de la protelna e\tracelular dlsmmuyo Par'l ambas proteinas, el

nivel optimo de OD para la actividad proteica fue al 25%.

Hu y Bentley (1999) realizaron cultivos de células Sf-9 a tres condiciones de OD:; 25, 50y
80% de OD sobre células Sf-9 infectadas. Encontraron que el rendimiento de proteina fue mejor
a 50% de OD, obteniendo concentraciones entré 20-30 pug/mL de proteina recombinante. A su
vez, Chico y Jagger (2000), evaluaron el impacté del oxigeno disuelto en cé]ulas BTI-Tn-5C1-4

usando un biorreactor aereado a través de membrana de pollpropxleno y controlado '1 55% de

OD. Las células se infectaron con un baculovxrus recombmante\(que mclu:a el gen recombmante

a-p).a una MDI de 5 unidades Forma’doras de
n paralelo realizaron cultivos en suspension

'.mi‘sma's" condiciones de infeccion. Compararon los

algunos autores no seleccxonan un valor adecuado'd OD

ara la. pvrb'du"c»'cién de proteina

recombma’nte ni para el crecimiento’ en células in’fectadas.‘ 'En ninglin trabajo comparan la
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expansion de células geheradas en cultivos infectados y sin infectar bajo las mismas condiciones
de cultivo, Tampoco observan los efectos de OD en las verlocidadés de cronsumo‘ de glucosa y
glutamina ni comparan los valores obtenidos en Vsis;lemas sin infectar e infectadas bajo las
mismas condiciones de operacion. Adn mas importante, los estudios -arriba mencionados
relacionan poco o nada los efectos del oxigeno disuelto con el metabolismo primario de las
| células de insecto infectadas. Por lo tanto, la meta de este trabajo fue abundar sobre el tema,
superando las limitaciones o deficiencias de los reportes que hasta ahora se han publicado en el
campo. Este trabajo retine informacion QLxe puede ser basica para conocer el metabolismo de las
células de insecto y en la produccion de proteinas recombinantes. Wang ef a/. (1996) sugieren la

necesidad de realizar un estudio detallado del metabolismo celular en funcién del nivel de

oxigeno, antes y después de la infeccidn viral,

Tabla 2.1 Resumen de estudios realizados de OD en células de insecto

Autor

oCélulas infectadas o
no infectadas?

Condiciones de OD
evaluadas

Observaciones

Jain et al. (1991)

infectadas

10, 65 v 110%

A 65% OD cs optimo para crecimicnto
cclular v productividad de antistasina,

Hensler v Agathos
(1994)

ambas

5. 10,30y 100%

No lhay cfecto  negativo de  las
condicioncs dec  OD  sobre el
crecimicnto celular ni cn produccion de
-galactosidasa.

Jiiger v Kobold (1995)

infectadas

acreacion sin control

Solo  observaron que a  diferentes
voliimenes de trabajo existe efecto en la
produccion de interleucina-2.

Palomares y Ramircz.
(1996)

No infectadas

0.2.5. 10y 30%

Obscrvaron que hay cfecto negativo en
¢l mctabolismo celular por debijo del
10% OD.

Wang et al. (1996)

infectadas

15.25y 50%

Obscrvaron que ¢l nivel optimo de OD
para la actividad proteica dc protcinas
extracelular ¢ intracchular cs al 25%.

Hu v Bentley (1999)

infcctadas

25. 50 y 80%

A 50% OD obtuvicron mgcjores
rendimicntos de protcina recombinante.

Chico y Jiigger (2000)

infectadas

wh
o
=

Al comparar un biorreactor con un
matraz agitado observaron que no hubo
cfecto por limitacion de OD en la
expresion de la protcina traza-f.
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Capitulo 111

Objetivos
3.1 Objetivo general

Estudiar el efecto del oxigeno disuelto sobre la produccién de lactadherina humana

recombinante expresada en el sistema células de insecto- baculovirus.
3.2 Objetivos especificos

. Efectmr en blorreactores agltados e mstrumentados cu]tlvos mfectados de SF9 a

OD constante en el mtervalo deOa l60% para evaluar su efecto sobre

o ‘produccion de lactadherina humana recombinante
o - crecimiento y viabilidad celular
o consumo de nutrientes: glucosa y glutamina

o generacion de metabolitos: lactato y glutamato

e Comparar: los resultados de cultlvos mfectados con cultlvos controles (sm infectar)

de Sf 9 a OD constante
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- Capitulo V.

Materiales y métodos

4.1 Linea cclular

Se u'tilirzéylé- iiilea celuylarfo'-Q(ATCC CRL-171 1). Esta linea celular broviene del
ovario de la’ ;v)upa"'rdé;l : lepidoptero Spadoptera frugiperda (en México conocido como
gusano cbgdllerb del maiz y en Estados Unidos como larva de mariposa otoﬁal.); T’o‘crivos los
experimentos se realizaron a partir de un mismo banco celular que inicialm'ente;ten»i’a lar
composicién de medio SF900-11 con suero fetal bovino (GIBCO Invitrogen Corporatioh;
Grand Island, NY) al 40% y DMSO (Fisher Scientific International, Inc. Liberty Ln
Hampton, NH) al 15%. Los bancos celulares fueron descongelados y colocados en frascos
T de 25 cm®. Estos cultivos estaticos se adaptaron a nuevas condiciones nutricionales con
medio SF900-11 (medio libre de suero) y suplementado con 0.1% v/v Pluronic F-68 (Sigma
Chemical Corporation, St. Louis, MO). Al‘trans'currir 3.'semanas’se hicieron pases de
células cultivadas en frascos T a frascos con agitacion cdmrblada a 120 rpm. Todos los
cultivos en frascos agitados se trabajaron con niimero de pase entre 35 y 50 para mantener
la edad del cultivo; estos frascos sirvieron como indculos para cada fermentacion realizada
en biorreactor. Cada biorreactor se inoculé con una concentracion celular de 0.5x10°

cel/mL y viabilidad superior al 90%.
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4.2 Virus

Para Obtener el ‘abasto viral se reahzaron mfecmones de las celulas de insecto en

frascos agltados con una multlphCldad de mfeccxon de O 1 uf‘p/celula Esta multnphcndad es

la rec;ovmendad< ’para obtene "txtulos v1rales en el mtervalo de 103-109 uf‘p/mL (Radfotd el

'tulado por elf

1994) El

procedlmlento para el metodo de’ tltulaClon se mcluye en elenexo-‘A 1. Los cultlvos se
infectaron con baculovirus de AcMNPV. El baculovxrus recombmante contemendo el:gen

de lactadherina humana, la proteina modelo, fue construtdo por el Dr. SandmoEstrada

En el caso de los cultivos en biorreactor, se selecciond una MDI de 1. ufp/célula; La

seleccion de tal valor se basd en la exp'eriencia 'p'revia del grupo yffporque sei‘ éf vr‘ep"o‘r‘ta'do

que a MDI menores de 1 ufp/celula el rendmnento de protema dlsmmuye (Scott el a/

1992, Radford ef a/ ]997): Enla ccxonde resultados se. abunda sobre Ia racxonalldad de

la seIeccnon de una MD[ de ] ufp/celula

4.3 Medio de _cultivo

Se utilizd el medio comercial - SF-900 II SFM (GIBCO Inv1trogen Corporatlon
Gran Island NY) el cual 'se. compra-en forma hqunda ‘y-estéril hsta para ser usado en-
cultivos de celulas de insecto. Este medio- estd basado en el medlo,[PL-41 ,(ORelly,el al.,

1994) y no requiere suero fetal bovino, lo cual representa una ventaja importante enla
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reproducxbllldad de los datos y la f‘acxlxdad para cuantlf’car la protema de mteres por

de corte. presentes en reactores agitados. El pH del medxo de culuvo ’u » de :

trata de una f‘ormulacnon comercial protegida, la composncnon del medlo no esta dlspomble

No obstante, algunos de los componentes prmcnpalesidel'medlo han sido " determinados
previamente por Schiaeger (1996), Radford ¢/ al.,‘(1997a), Hu y Bentley (1999), Doverskog

el al. (2000) y se describen en la Tabla 4.1,

Tabla 4.1 Componentes principales del medio SF-900 I1

Componentes Unidad Concentracion
glucosa g/l 10
maltosa g/l 1.2
sacarosa g/l 2.05
glutamina mM 10-14
aminoacidos” mM 113
intermediarios del ciclo de

b mM ¢, d
Krebs
extracto de levadura g/l +
Pluronic F-68 % +

conccmmcnon total de Asp. Glu, Asn, Scr, His. Arg. Thr. Pro. Tyr. Val. Met. lle. Lcu Phe. Trp. Lys. Cys v
Ala. ®2-oxoglutarato. succinato. fumarato. malato. “Deteccion por(lcb.uodcl limite. "Comunicacion pcrson.]l.\
Doverskog et al.. 2000. -+ significa que estad incluido cn la composicion pero sc desconoce la cantidad exacta.

4.4 Cultivos en suspension
4.4.1 Cultivos en frasco agitado

Los indculos se generaron en frascos agitadés déj vidrio%(éplinngrkﬂaskrs Bellco 125

mL). Se utilizd un volumen de trabajo de 50 mL. Los cultivos fueron incubados a una
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temperatura de 27°C y a(rltados a una velocndad de I’7O rpm Estos cultivos se emplearon
para preparar los moculos para los estudios en blorreactores De acuerdo a l'l cuenta v1able
observada por tmcmn con azul de mpano se requmeron aprO\lmadamente 80 mL dc

indculo para llegar a una densidad inicial de 0.5x10° cel/mL en el bioyrreﬁz_it:tdr ijistmnnexltado

(ver mas adeiante). Por lo tanto, el volumen del.inéculo fue de 30% del Voluiﬁéh de trabajo.

4.4.2. Diséﬁqdetbim‘réactor

En la Figur.’i 4.1A y 4.1B:se muestra el disefio del biorreactor, con las medidas
principales, utilizado .en este trabajo, El agitador magnético empleado tenia 0.5 cm de

espacio entre la base de}la jérra'de‘vidrio y la base del agitador. El ensamblé del b'iorfeactor

con51st|o de tres partes Ia Jarra de vndno una brida con tormllos y una tapa de acero

moxndable 316 La tqpa de acero moxndable Junto con.la brlda tlene ut ‘dlseno estandar

para adaptarse a cualquier jarra de 1 L tlpO VII‘IIS (Gardmer NY a '1pac1dad ﬁna] de la

jarra de vidrio fue de 300 mL. El érea supechna] por volumen del:reactor es‘ mayor a las

geometria§ estandares, esto con el fin de aumentar la velocidad lde;t(an‘_sfere,ncl,a,d,e,oxlgeno

al medio empleando solamente aereacion superficial.

En la Figura 4.1B, se muestra la vnsta mferlor de la tapa Bajo Ia tapa‘se 1ncluye un :
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Impulsor v;—~ ﬁ'ﬁ' £
° superficial e n
X » i
y j -
E ‘/: ‘ﬁ } Impulsor H
= -___’______-_-_«:_-!\ __kzmo sumergido v
! p— ¥
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L lq———— 00 mm >
20 mm
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Tapav
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Figura 4.1A Diagrama del biorreactor, vista 3D.
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Puertos yandes (Dl I 27 cm) b refngerante I electrodo de oxigeno dxsuelto 1 electrodo

de pH, 1 puerto p'xra m'culo vn'al (mcluye tap'1 cneg,a) :

Puertos medianos (Dl 0. 9525 cm) | 'resriiste'n'cia, 1 adicional,

Puertos CthOS (Dl 0635 cm) l',tuiberia para entrada de gases, | termopar, 1 toma
muestra,” | tubena entrada ,dejalre;»,l tuberia para salida del agua, | tuberia para‘entrada del

indculo, 1 tuberia para ag_it,acié'h,,'_l adicional.

Una Fotografa del blorreactor mstrumentado completo con accesonos y: electrodos
se muestra.en la Figura 4 2. Para soluclonar el problema de la transferencna de nnsa se
utilizaron dos tipos de impulsores: una barrakmagnética suspendida con longitudf dc 4.5 cm
y un impulsor de dos paletas planas metélicas colocado a 1.5 cm de'la barra: magaética. La

mitad del segundc impulsor (superficial) se encontraba sumergido en el liquido.
4.4.3 Cultivos en biorreactor instrumentado

Los CUlthOS Se reahzaron en blorreactores |nstrumentados deSCFltOS en ]a seccion

anterior. El'vqlg en uajO fue de 250+5mL en todos los casos EI reactor fue eqmpado

con un :éfléct'rc polarograﬁco (Ingold E]ectrodes Inc Wllmmgton MA) para medlr :

12042 rpm. Los controles de temperatura y.de agntacnon se’ efectuaron a traves de dos bases
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para biorreactor. marca Vlrtls y SE.V Todos Ios cultlvos iniciaron con una concentxacnon de

0.5x10° cel/mL y se mantuvneron a un OD constante de ”0% con’ respecto a Ia saturacxon‘

con aire hasta alcanzar una concentracion celular de I 5 (0. 15) xlO cel/mL

Figura 4.2 Biorreactor instrumentado de capacidad 300 mL.
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Una vez alcanzada la concentracnon celular de 1. 5‘<10 cel/mL se reahzo un camblo

escalonado en el OD para llevarlo al valor de prueba deseado Despues de que el OD se‘

establhzara en el nuevo valor 'los cultxvos se mf'ect'lron a-una MDI de l utp/celula A partlr

de ese momento se sng,uleron as cinéticas de infeccion” hasta’ que la Vlabllld"ld;" decqyo

aproxnmadamente a 30% Adlcxonalmeme se reallzaron cultlvos control donde se sng,uno la

misma secuencia que en los cultivos infectados pero sin la adkncklon defab_asto viral despues
del cambio éscalonédo de oxigeno disuelto. Para los cultivos cont‘rolkz.se probaron tres
valores - de oxigeno disuelto: 3, 20 y 160%, mientras que para- los éultiVos prueba se
ensayaron seis valores: 0, 3, 12, 20, 80 y 160%. Cada cuitivo fue realizado por duplicado.
El control de OD se realizé mediante la manipulacion automatica de la concentracic’m de O
6 aire y N2 en la corriente gaseosa de entrada. El flujo total de gases fue de 300 mL/mm y
la aereacidn fue superﬁcnal es decnr a traves de la superﬁcne del ]lC]UldO y sm burbujeo
sumergido. Tanto el N; como’ el 02 o el alre p'1ra los cultlvos se sunnmstraron a traves de
cilindros de gases presunzados Para Ios cultlvos a 0 3 y 12% de OD se: utlhzo una mezcla
aire/N; mlentras que para el caso de los cultlvos 20 80 y ]60% se l.ltlllZO una mezcla de
0,/N,. En las ultimas horas de la fase de mu"erte Vla mezcla de gases se cambid a aire/N;
para los ultimos 3 cultivos mencionados. En 'tyo‘c’los ]os;casds el control de la composicion
aire/N,. i Oy/N; se realizO mediante un sisterma similar al reportado a11tériorménte por

Palomares (1996) y Palomares y Ramirez (1996), descrito en la siguiente seccion.
4.4.4 Sistema y programa de control y adquisicién de datos

El sistema de control y adquisicion de datos fue disefiado anteriormente en nuestro

grupo por Aguilar-Aguila ef al. (1993). La tension de oxigeno disuelto se controlo a un
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valor constante y predclermmado a tr'lves de la variacidn de la composucnon de sases ala

entrada (oxlgeno 0 aire y nmo"eno) por medlo cle un aluorntmo de control proporcnonal

ull]lzando una 5anancn entre I y 5 a lo Iaruo de las dlstmtas COI‘IdlClOl‘leS de cultlvo El‘
flujo de g.,ases se comlolo a traves de dos controladores de ﬂll_]O m'lsnco SSSOE (Brooks

lnstruments Hatﬁeld PA) uno pam o‘qg,eno 0 airey otro para nltrogeno (cada uno de ellos

‘con una capacndad de O ]OOO “mL/min), (ver F:gura 4.3). Con base en la experiencia
obtenida por Palomares (*1996) los gases se alimentaron por aereacion. superficial con 300
mL/min,

4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Determinacion de concentracion de células tbtalcs}yVi:ﬁbilidad&clular

La concentracion de células totales se determin6 utilizando un- contador de

particulas - Coulter (Coulter Multisizer 11, Coulter Electrohi'c,s,"::lnc._f Hia!éah,~FL) con-un
tubo de apertura de 100 um y utilizando una solucién isoténica para diluir muestras. La
viabilidad se determind con la técnica de exclusion de azul de tripano en un

hematocitometro.
4.5,2 Determinacion de glucosa, glutamina, Iactato y sacarosa

La concentracién- de- glucosa, - glutamina, -lactatoy ~'sacarosa se determinaron -

enzimaticamente u'tilizvanydo ‘un analizador bidquimico YSI modelo 2700 '(Yellow Springs
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Instruments, Yellow Springs, OH). El analizador cuenta con membranas en las que-se
inmovilizan las enzimas glucosa ox1dasa y L- lactato ox1dasa para determmar glucosa y

lactato, respectivamente. T

COMPUTADORA

SALIDA

g

INTERFASE

CONTROLADORES

DE FLUJO

ENTRADA

V'?)v',._.
omCcoT>N

BIORREACTOR | 250 mL

HUMIDIFICADOR
DE GASES

Figura 4.3 Diagrama del sistema de cultivo, control y adquisicién de datos.

Para el caso de la glutamina se emplean dos enzimas (la glutaminasa y la L-
glutamato oxidasa) inmovilizadas en una membrana semipermeable. Las reacciones

catalizadas por estas enzimas son las siguientes:
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115 Materiales v inérodos

“Glutaminasa

L-Glutamina + HZO L-Glutamato + NH;

v

L-Glutamato oxidasa
L-Glutamato + H;0 + O, g —  _ » H0z+a-cetoglutarato + NH;

Debido a que la pnmera reaccnon produce una mol de L-glutamato por ‘mol de

glutamina, el analizador’ debe estar equ'ldo con una- membram deﬂglutamma y una de

*

glutamato. De tal forma el g’lutamato,oxidado produce‘,;mql\a: Q'

o- cetog,lutarato y amomo (Mlch'll G., 1999). E}l Aeqtlip‘d’y,calcula':eh'tdhce‘sﬁ'l ‘ onCeﬁtfacic’in

de glutamma por sustraccnon de la” concenlnacnon de Qutamato global de la'c el:;glu{,amato

inicial que no prov1ene de la desammacnon de la glutamma

Las enzimas para'c’z\da"sustrat,o (eXceptoﬁltnt;’i‘miha y-sacarosa) catalizan la reaccidn

entre la muestra y el oxng,eno para formar un derlvado 'y.-peroxido de hidrogeno. - El

analizador contiene - un .<51stema de electrodos ;'1mperometncos que detectan  la

concentracion del peroxido. De tal Forma4 ,el;,ﬂujo de‘ comente en el circuito del anodo de

platino es linealmente proporcional a Ia concentramon de g,lucosa g,lutamma y lactato Para

determinar sacarosa primero se transforma-a glucosa y fmctosa por medlo de la enznma B-

fructosidasa (Boehringer Mannheim, lndianépo"lis," ; l

final en el YSI (glucosa presente en la muestra mas la glucosa forfnadaf por la inversién de
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la sacarosa). Ya que la concentraCIon de sacarosa es estequxometrlcamente propormoml a

la concentracidn de Ia g.,lucosa formada se puede calculal su concentracnon restando la.

concentracion de la g,lucosa ﬁna] menos Ia mlClal de h muestra sm hldrollzar o

4, 5 3 Cuantll‘caclon dc ln |).I otemn lecombmnnle

posterior analisis de in1ag6n3"(gel ~'escaneado) a traves del soﬂware NIH lmage l 6I Las

muestras recolectadas de los: lotes mf‘cctados y- cultivos controles f'ueron wide

aproximadamente 4.5 mLfS/,,:l mL réspectnvamente. Las muestms de las cmet|cas de, -
crecimiento y de produccnon luelon centrlfugadas a 14,000 rpm (16, OOO\&) por lO mm para
recuperar el agregado celular (la actadherlm se produce como protema asocnda a
membrana). El ,sobrenadante recuperado se utilizo para el analisis de le' metabolitos‘antes‘

mencionados y puede ser utilizado como reserva viral si se mantiene refrigerado-a 4°C.

El agregado celular de las cinéticas de prod‘uccic'm fue resuspendido en buffer de
TRIS HCI 25 mM pH 7.0. La muestra solubilizada fue sonicada (Branson Sonifier Modelo
250, VWR Scientific, West Chester, PA) a 4 ciclos de 30 segundos manteniendo’ un
suministro de energia a 25W. Se adicioné Triton X-100 (t-octilfenoxipoli-etoxietanol, Sigma
Chemical Corporation, St. Louis, MO) al 125 % v/v para solubilizar la proteina
recombinante y se centnﬁ;go a.14,000 rpm ( 16,000xg) por 8 min para sedlmentar Ios restos

celu]ares Fmalmente Ia protema permanecno en el sobrenadante generado Al reahzar cada

gel de pohacnlamxda se utxhzo‘un estandar de a]bumma de suero bo no‘(13 fug/mL) p'1ra .

tomar como base de caICLllo enla 'cuantlﬁcacién de la‘proteina de interés. Un volumen de 10

38



IV. Materiales'y métodos

uL de muestra es requerlda para realizar el anahsxs de la protema por SDS-PAGE al IO%. El

numero total de pozos empleados en el gel dependen de las dlferentes cmétlcas (ver Flgur'l '

4. 4) un canal es emp]eado para la albumma usada como marcador de peso molecular de 66
kDa'y otros dos mas para muestras' ’defcontro] posmvo ‘que contienen la proteina de interés

obtemda a partxr de un cultlvo mfectado Y rea]xzado en un frasco agitado. Posteriormente, se

tifié él gel con azul de Coomas‘ yrse deJo en agitacion por 10 min. Al término del tiempo, el

gel se ;layaqon ;agua : estllada y ‘se destlne con dcido acético al 10%. El procedimiento

realizado para el anah;sis;y Cuahtiﬁcacién de proteina recombinante se explica en Apéndice

B-1. — o '

MW C{4) 120 =24 1248 =72 t=96 1=120 C(+)
2ug

Figura 4.4, Gel tipico de poliacrilamida al 10%. El primer carril corresponde a Ia albiimina usada como
marcador de peso molecular de 66 kDa, ¢l carril 2 y 9 corresponde al control positive de la proteina de
interés, los carriles del 3 al 8 corresponden a las mucestras tomadas a diferentes tiempos de post-infeccién
(0, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi), respectivamente, La cinética ilustrada es de un cultivo controlado al 80% de
oD.

4.6 Consideraciones matemsticas

4.6.1 Cilculo de parametros cinéticos del cultivo
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Al establecer desde -un principio varias = condiciones ambientales  en  una

fermentacidn, es-muy probable que varien durante el transcurso’de la misma. a no ser:que.

sean controladas de manera externa. Tales co'ndici_on'es pueden tener un efecto notable en el

crecimiento celular‘con respecto al tiempo (dx./dt). Algunas de las variables mas notables

son temperaﬁiré, pH, concentracion de sustrato, concentracion de células viables, etc. En
1942, Monod establecid un modelo de crecimiento celular homologo a la expresion descrita
por Michaelis-Menten para enzimas. Considerando que durante la fase de crecimiento y la
fase de muerte, la velqcidad de crecimiento en cultivo de células sin infectar esta descrita

por la ecuacion:
—— =X, ) (4.‘])

donde r -es'la velocidad volumétrica de produccion de biomhsa con unidades de células
mL'h", x, es la concentracion de células viables con. unidades de células mL™' 'y 1 es la
velocidad especifica aparente de crecimiento en h™'. La integracién de la ecuacion 4.1 da
una expresion para X, en funcion del tiempo. Si Hoes co’nstante' podemos integrar

directamente con la condicion inicial xy = x¢y a t = 0, resultando la siguiente ecuacion:
.t B . : ) .
X=X e/“ : ) : : 4.2)

donde xyo- es- la concentracion: de- células--viables en el tiempo cero. La ecuacion 4.2

representa el crecimié_nto expon‘enci_él (Quinte’fb, 1993; Doran,1999).
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Para el caso de células miectadas el crecimiento celular se comporla de manera
dlf'erente que en celulm no mlectadas La velocndad espccmc‘\ de crecimiento se desacclela
por la infeccién del virus recombinante y no se mantiene constante a lo largo de la fase de
crecimiento. Las curvas tipicas de crélglzrls ,inr,éf:m,dz,l,s,"c,);n,n,l,ésuia, un pe;rﬁl exponencial como
el que se observa en cultivos no infectados. Este efecto obServado en el sistema CI-BV
anula la aplicacion de la ecuacion 4.2. Por lo tantqg para caracterizar las cinéticas de
crecimiento de cultivos infectados se decidio definir el parametro “expansion celular”. La
expansion celular no es mas que el cociente de la concentracion maxima (Xemy) alcanzada
en cada cultivo entre la concentracion inicial al tiempo de infeccion. En la literatura, a la
concentracién celular al momento de infectar se le conoce como tiempo de infeccion (TDI)
y aunque parezca contradictorio es una costumbre plenamente establecida que el v"I"Dl se
exprese en unidades de células por unidad de volumen. Por tal razdn, en este trabajo se
decidioé seguir la convencion sobre el te’rmino TDI. La e\pansmn celular representa las

veces que la pablacion celular aumento despues de la mfeccnon y se define como:

[ = e, : - 4.3.
DI “3)

4.6.1.1 Calculo de la velocidad especiﬁca'dﬁe produccién de proteina recombinante

Existen varios modelos propuestos para la produccion de diferentes metabolitos en

diversas lineas celulares tanto en procariotes como en eucariotes. Luedeking y Piret,
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propusieron una ecuacion que combina dos términos,  producto asociado al crecimiento y
no asociado al crecimiento:

D oy, (4.4)

donde dp/dt es la velocidad volumetrlca de produccmn de protema recombmante (pr) con.

unidades de pg mL'h?, o es una constante estequnometrlca y [3 es una constante

Para aplicar este modelo a nuestro snstema” es necesarlo observar con ‘detemmlento el

comportamiento. de las cmetlcas de produccxon d ] r;‘y generacmn 'rde‘blomasa En la
Figura 4.5, se muestra un ejemplo de las cmetlcas tlplcas del SIStema_ CI BV Observese
que en las primeras 24' hqras kde post-infeccién' (hpi) s’élo”haykgepefkraQiéh 'de’,célu’la‘s pero no
hay prqdugfk:ié'ﬁ'del metabolito. A partir de las 48hp| sevbbéér\ka‘ quehay expresion de la
pr'ote‘ina,‘re'c‘ombina‘nt_e y es evidente que a partir défla'sr72' hpi hay un descenso de la
produccion-de pr. Este efe‘ctorcgrrelaciona cdn'la_ caida drastica vdérlé'concentrgcién de

células viables.

Antes de la inf‘eCCic'_jkn del cultlvo -el perfil de concentracion de células viables

muestra un cohlpdr’tamie'ﬁto exp henciél,pero después de la infeccion el creci'miento‘se ve

arrestado causando una 'desaceleracmn de la velocidad de crecimiento. Por otro- lado,

velocidad de produccnon de pr mcrementa desde las 24 hasta las 72 hp1 esto coincide
cuando’ las células finalizan su fa’se de crecimiento. El comportamiento:de ambas cinéticas

simulan un modelo mixto como el propuesto en la ecuacion 4.4. No obstante, la L es
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comparatlvamente menor a_los otros términos clc la ecuacion 4. 4 pon lo que es posible

ewclunr el prlmer termlno Por lo tanto, el modelo queda reducndo a la sng,utente expxesnon

,’,’ =By, | (4.5)

-
[=-]

-
(&)

T
-
N

lulas vivas
10° cel/mL

ce

Concentracion de
6T
‘ajueuIquoaal eutajoid
3P UoIoBUIDUCD

—9— Xy
—8— pr

COLY S — ' . : . 0
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tiempo de cultivo, h

Figura 4.5 Perfil cinético del lote infectado y controlado a 160% de OD, Observe que 1a pmduui(m de
proteina inicia a las 48 hpi y decae después de las 72 hpi. La flecha vertical indica el mluo (IL la
infeccion y del cambio escalonado de 20 a 160% OD,

donde B es una constante de produccidn de producto no asociada al crecimiento equivalente
a la velocidad especifica de produccion-de pr (ug / cel-h) y p se refiere a la concentracion

de pr. Integrando la ecuacion 4.5 se obtiene la sigviente ecuacion:

p=po+f | x,-ar (4.6)

0
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donde po es la concentracion de proteina al tiempo cero, que en nuestro caso es a igual a

cero,

El término [ xdt es conocido como el indice de viabilidad, y se determina como el
area ‘bajo ‘la ‘curva de concentracion de células viables contra el tiempo. ‘Bl indice de
viabilidad puede ser calculado facilmente por el método de los trapeciqs (Luan er-al., 1987
y Ramirez y Mutharasan, 1990, Yamaji e/ al., 1999). El préceclimiento para calcular la

velocidad especifica de produccion de pr esta incluido en el Apéndice B.

4.6.1.2 Cilculo de las velocidades especificas de consumo de sustratos durante la fase

de produccién

Los coeficientes. metabdlicos de. glucosa y glutamina se determinaron con la

ecuacién propuesta por Yamaji ef al., 1999:
—s=—s,+ /0 _f X, dt ‘ @7
i}

donde P es la velocidad especifica de- consumo- de glutamina 6 glucosa, s es la
concentracion de glucosa o glutamina, so es la concentracisn inicial de glucosa 6 glutamina

y | xdt es el indice de viabilid}id que '.S'e,habié' calculado de la misma manera como en el
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caso anterior. La ecuacion. 4.7 parte de la tasa.de consumo especifico de un sustrato en

cultivos por lote;
Eog o, ‘ (4.8)

donde ds/dt es la vekloc‘idad fvolume't,rip'a de qohs_uhjo,de un.sustrato (s) y s es la velocidad

especifica. del- metabolismo-o“cociente: metabolicoYa que ([_‘,=T .-y ‘considerando que
Y.is €8 constante, entonces enla ecuacion 4.7vq";; es igu‘al a]’coeﬁ:c“ien,t,é»B,pdnsjderado,por
Yamaji, e/ al. (1999). El procedimiento para “calcular las  velocidades especificas “de

consumo de sustratos esta incluido en el Apéndice B.

4.6.2 Cilculo de parimetros cstequiométricos del cultivo. -

4.6.2.1 Cilculo de rendimicntos durante 1a fase de produccién

4.6.2.1.1 Cilculo para rendimientos de producciéon de proteina recombinante sobre

consumo de sustmtos (Y prgtc 6-Y prgin)

El cilculo se hizo a partir de la division de la velocidad especifica de produccion de
proteina recombinante (qp) entre la velocidad especifica de contumo del sustrato (qs).
Ambos datos fileron obtenidos en cada una de las cinéticas. La unidad reportada es |g pr

producida/-imol sustrato consumido, donde sustrato es glc 6 gln.
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9
o X

Yy = (4.9)

4.6.2.1.2" Cilculo para rendimientos de generacion de hiomasa sobre consumo de

‘sustratos (Yygie 0 Yywgn) durante la fase de produccién

El rendimiento se calculé por la formula siguiente:

R (4.10)

donde,

Xy = concentracion maxima de células viables

Xvo = concentracion de células viables en el momento de infeccion

sy = concentracion de sustrato en el tiempo de infeccion

s = concentracion de sustrato en el tiempo t donde se alcanza la concentracién maxima de
células viables |

Nota: en algunos casos como los cultivos co',ntrolados_a 3 y lk2%'ODk, sye;jeligiervohv'rﬁz'lximo 3
puntos para disminuir el error en loscél'cu_bs realizados. Envie‘l Aj‘pé’nd‘i»cc B-6 se muestra un
ejemplo de calculo-de Y_,‘VY/g;; y Yx\-/g(n. ’

4.6.2.1.3 Cilculo. ‘p':'ii'af]reliidiljljiegito de produccién de proteina recombinante sobre

generacién de bi

El rendimiento’se calculd por la formula siguiente:
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P b
Y [ S L J

donde,

p-=-es-la-maxima concen‘trzipiékn-’de pfoteina r’ecombinanté

4p(, = conéentracién de prot‘einra‘"Vre;:':o:ﬁ(binan‘tergn ¢ | tiempo cero
Xy = concentracion méximékdketcélulas viables |
X\0 = concentracion inicial de c‘élulas viables en el tiempo cero

En el Apéndice B-7 se muestra un gjemplo de calculo de (Ypuy)
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17 Resulradlos y discusion
Capitulo V

 Resultados y discusién

5.1 Presentacion de resultados

En el presente cap:tuloise descrlben en. la pnmera secmon los ef'ectos del o‘ngeno

dxsuelto a 3

segunda seccnol
cultlvos mfectados En la tercera seccion, se reahza un: anahsns Acomparatlvo'de los: cultlvos
inf‘ect’ado‘s con respecto a los cultivos controles. Los pérrafos;resaltados con negril]as‘son
las ideas concluyentes de cada resultado obtenido en nuestro- trabajo. A partir de la
informacion analizada, se detallan los perfiles de concentraciones méaximas de biomasa y de
proteina recombinante observados a diferentes niveles de OD. Las velocidades de consumo
o generacion de metabolitos, al igual que los rendimientos nos proporcionan i’nfo'rm'acic')‘n

valiosa sobre el metabolismo de las células de insecto infectadas y no infgrct:zidas';‘ La

informacion de los efectos del oxigeno disuelto sobre los metabolitosaqui ;d'e't‘e‘rm : 'dé‘s en:

cultivos de celulas mfectadas ‘es: muy escasa, por lo que la mformacnon generada en el

presente estudlo debera ser de gran ‘utilidad.
5.2 Clilti'\ios,‘coh'trol,
- Las Figuras 5..1’,' 5.2 y'5.3.corresponden a cada una de las 3 condiciones de OD: 3,

20 y 160%, ta]es :va'riiabb'lé'rs fueron manipuladas mediante el ~sistema de control

anteriormente mencionado.
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Figura 5.1 Perfiles cinéticos del cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor
mantenido a 3% de OD. L Perfiles de OD y pH. 11 Perfiles de gases. 111 Perfiles de concentracion de
células totales, células viables y % viabilidad. La flecha inclinada punteada a fas 88 h indica el cambio
de gas aire a Oz, mientras que Ia no punteada a las 172 h indica ¢l cambio de O; a aire. La flecha
vertical indica el cambio escalonado en OD.
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Figura 5.2 Perfiles cinéticos del cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor
mantenido & 20% de OD. 1. Perfiles de OD y pH. I Perfiles de gases. I11. Perfiles de concentracion de
células totales, células viables y % viabilidad, La flecha punteada a las 74 h indica el cambio de gas de
entrada de aire a O, Al pancl T se dibujaron lineas para indicar la tendencia esperada del cultivo,
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Figura 5.3 Perfiles cinéticos del cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorrcactor
mantenido a 160% de OD. L Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 1L Perfiles de concentracion de
células totales, células viables y % viabilidad. La fiecha vertical indica ¢l cambio escalonado en OD.
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anteriormente mencxonado Todos los lotes se reahzaron por duphcado Los duphcados de

cada uno de los lotes se anexan n Apﬂeq(lnge'c,' S

i Pafa evnt'lr problemas que se pueden ongmar por-un disefio madecuado de los

blorreactoxes mstrumentados nos basamos en la experiencia obtemda por Palomares (19?6) )
en fermentaciones de células'de msecto. Palomares observo una 'dlsmmpcionrﬂde' la:
viabilidad del 82 al 30% debido al estrés generado por la aereacion sumergidé. faré evitar
este problema y mejorar la concentracién de células viables se eligid en nuestro caso
utilizar solamente aereacién superficial. El empleo del sistema de control y adquisicion de
datos permitié manipular y controlar de manera rigurosa las distintas variables ambientales,
como OD, pH, agitacion y temperatura. Otra de las limitantes para el crecimiento celular
fue la concentracion adecuada del indculo inicial. En los experimentos realizados en el
mismo 'traBajo ‘de Palomares (1996), la concen‘tra'ci()nk inicial fue aproximadamente 0.2x10°
cel/mL: 'Todosv sus cultivos, excepto los cultivos confrolados aly 2%,de OD tuvieron una
fase lag de 48 h, después de este tiempo inicio la fase exponencnal ‘en la cual se obtuvo una
velocidad especifica de crecimiento maxima de 0.024 hl Palomares (1996) al final de la

fase exponencial de sus cultivos alcanzaron una concentrac:on_de celulas vnbles maxima

de 2.062 (+ 0.15) x10° cel/mL Esta cantidad de células g, 'eradas no iba a ser suficiente

para iniciar nuestros cultivos infectados a una TDI: de 1:5x 06 Cel/mL Para evitar el

problema se decidié iniciar. con. una densndad de 5x1,06 cel/mL En las Flguras S.lalas3

|able5'3méximas alcanzadas en los

(Panel ITI) se obserya qqe las C'oncentfac':ioneé‘celula
cultivos estuvieron por: arribs (1996) En-otro trabajo mas

reciente de Palomares ef al. .y(ln:“.n‘ prensa (ZQOZb)‘f‘,use‘_in:dQ}otra A]‘lhea celular, DpN1 derivada de
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Danaus plexippus la concentracion -del indculo resultd ser crltlca Observo que -a-una
concentracion inicial de 0.2x10° cel/mL no hubo aumento en la concentracnon celular, Tal

efecto se evitd aumentando Ia concentracién del inc')culo a O.5x10 cel/mL..”

En la Figura 5.1, se observa el compprtamiento del cultivo controlado a 3% de OD.
El cambio escalbnado de Iarcompc‘)‘si‘cién de'los-gases se realizo aproximadamente a las 70
horas de cultivo, tal y. como se indica ,ébn kl‘a flecha vertical (panel 1). Se realizaron dos
cambios en el gas de entrada. A las 88 -h'de culytivo (flecha horizontal punteada) se cambid
el aire por O; en el gas de entrada. Este cambio se hizo debido a que la cantidad de oxigeno
suministrada a través del aire no iba a sef suficiente para el mantenimiento del cultivo. En
el panel Il se observa que la valvula de oxlgeno abrio hasta un 75% en la composicion del

flujo de entrada; en esa etapa el cultnvo apenas se encontraba en la fase exponencial media

(panel lll). A las 172 h (ﬂecha 'ho zontal contmua) se cambio al gas de entrada para
regresar a la sntuacnon mlcnl con sumlmstro de alre en vez de O,. Este cambio se hizo

debido a que el control de‘OD"se‘,»dlﬁculta "con' 02 cuando el consumo. de oxigeno decae

durante la fase de muerte. En el ‘panel l se’ observa que con dicha estrategla se controlé

adecuadamente el OD a 3%. El cultlvo se continud hasta que la viabilidad cayo a 45%
(panel III), El pH inici6 cOh un valorfde 6.2 y dado que no se controld fue dlsmmuyendo

paulatinamente hasta Ilegar aun valor de 5.2. E] valor de pH mas bajo comcndxo con el

término de la fase de cre01 " f

xponencnal_del cultlvo Posterlormente cuando‘mclo la

fase estacuonana el pH mcremento hasta lleg ar In: .Valor de 5;5 al»-ﬁr’ia del: ultivo.}f’El:‘, |

perfil del pH snguno el mismo. comportamlento que los CU]thOS reallzados po‘r Palo ! esy

Ramirez (1998). Existe una correlacion entre la caida del pH con la formacnon de lactato,r

tal como lo describen Taticek y Shuler (1997). Estos autores afirman que a altas
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concentracxones celulales hay f'ormacmn de lactato debldo a. lnmtacnones de oxlgeno

Observalon una, calda de pH de 6 32509, lo cual se asemeja al comportamlento del cultlvo

de la Flgurn 5 I El pll conmdemdo como optlmo para lepldoptéros es. 6 3 aunque valores 7
menores no’ af’ectan drastlcamente al crecnmento celular (Gonzalez 2000) De ahl que no

fuera crmco el control de pH En camblo Zhang, et al. (I994) determmaron que a valores )
de pH por arriba de 6.3 si se afecta el crecimiento celular, disminuyendo 45%1lka veloc1dad

especifica de crecimiento maxima con respecto al valor calculado a pH 6ptimo.

En la Figura 5.2, se observa el comportamiento del cultivo controlado a 20% de
OD. El tiempo de duracion del cultivo fue de aproximadamente de 360 horas. A las 74 h de
cultivo- (flecha horizontal punteada) se cambid el aire por Oz en el gas de entrada para
evitaf el mismo problema ocurrido en el cultivo a 3% de OD (panel I'y II). Al igual que en
el caso anterior,; el pH- iniciék con 6.2y disminuyé paula’tinamyent'e ,duranteklz‘i‘ fase

e\ponenclal del cultivo hasta un valor de 5.8 (p’mcl l) Sm embargo a ’dlferencxa del caso -

anterior el pH empieza a mcrementar hgeramente al iniciar la fase: esncnonarla h'lSt'l Ilegar -

un valor de 6.3. Cuando inicio la fase:de _,mu_erte‘,,‘ delﬁ,curltrgv l(,,ka,dlsgun‘uye,nuevamente .

hasta llegar a un valor de 5.1. -

En la Figura 5.3, se observa el comportamlento del cultxvo controlado a 160% de
OD. El camblo escalonado de la composwlon de Ios gases se realizo aprovmadamente a las

75 h de cultlvo tal y: como se mdlca en la ﬂecha vertlcal (panel I), El tiempo- de duramon

del cultivo: fue: aproxxmadam nte

e‘340:v:hf' El perfil del pH fue casn'r.31m1]arwal»lote =
controlado a 3% de OD (panelil) _dlsmmuyendo inicialmente hasta un valor alrededor de

5.5 y después aumentando hasta 5. 75 durante la fase de muerte. Actualmente no hay
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reportes donde correlacionen el efecto del lactato generado sobre el pH en ‘cultivosv de

células controlados a condncxones O\Idantes Ademas, es claro que, para los tles CLllIlVOS la

caida inicial del pH refleja la etapa de crecumenlo e\(ponencml, aunque no e\lsten reportes
donde correlacionen tal calda con'la acumulacnon de un metabolito en partlcular En este'

trabajo se incluye el perﬁl de concentmcnon (le Iactalo de los culllvos sm'mfectar para

confirmar si el lactato puede ser eI metabohto causante de: Ia dlsmmucnon ‘del pH desde el

inicio hasta al final del cultlvo. Como_ ue(r_lhe :verse en-lnihgm'.'sf‘tz Vefccitiv_gimeintc Ia

diferencia de pH (valor de pH:al momento del cambio escalonado - valor de pH al

final del cultivo) es propojriciqlhm'l» 1 lactato producido..

2 :
oo 1 .
R |
04 . ) a
* TESIS CON
oy LLALLA D) b D ORIGEN

Concentracién de lactato,
mMm

Figura 5.4 Efccto de diferentes concentraciones de:lactato en el pH final de cultivos no infectados y
controlados, Linca u)ntmu.l dibujada para indicar tcndcncm. .

Enel dup_liéado,correspondi‘énfé"‘ al

muestran los datos de pH (pnnel l) espués:de las:

el sistema; pero observando el. perﬁl de ]os gases y concentracxones celulares son casi

55



1% Resultacdlos v discusion

similares panel 11 y 1L, respectxvamente En el dupllcado correspondlente aI lote

controlado a 20% de OD (l‘lgur.] C-2) hay un desplazamlento en. la f‘qse lag, '1unque se

puede observar en el pnnel lll que taI retraso no: af‘ecto a la concentrac on maxnna de

células viables, El resultado ﬁle muy smnlar para ambos lotes El mlsr plazamlento se

observa para el perﬁl de p[-l Para el dupllcado correspondlenle '11 cultlvo controlado a

160% de OD no QCLiffel]:t’alé's deysvnacnones‘(l?ylgum'C_—3);~

5.2.1 Efecto del oxigeyno‘ disuelto en ,c’l«_crg:'cimiento celular

En'la Figurﬁ 5.5 se resumen las cinéticas de los 6 lotes control, mostrandose los
datos proniedio para cada condicion de OD. En este caso solamente se incluyen los datos
después del cambio escalonado de OD. En el panel 1y panel 11'se muestran el perfil de
concentracion ‘de-células viables y viabilidad, respectivamente. Los graficos de los lotes
individuales se anexan en el Apéndice C. Los datos obtenidos antes de la concentracion
celular de 1.5x10° cel/mL (recuérdese que éste valor es el TDI usado en lotes infectados) no
muestran diferencias relevantes debido a que todos los lotes fueron controlados -
inicialmente a 20% de OD. Estos datos (velocidades especificas de crecimiento) previos al

cambio escalonado de OD estan incluidos en el Apéndice D.

Las velocidades especificas de crecimiento (p) calculadas para los lotes controlados -
a 3,20y 160% de OD fueron 0.0138 (+0.0003) h', 0.0263 (+0.002) h™' y 0.019 (+0.005) h

!, respectivamente. El valor de 1 alcanzado para el lote al 20% de OD es similar a lo
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Figura 5.5 Cinéticas tipicas de las células Sf-9 ¢n lotes no infectados (control) realizados en
biorreactores. Sélo se muestran los datos después del cambio escalonado de OD. L. Concentracién de
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experimentos.
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obtenido por Palomares (I996) en cultlvos controlados al 30% qunen reporta una u de

0.024 h™'. Esto mdlca que la DO crmca se en;

obtuvo una concentracnon,Vce‘lu!,ar ”‘.r_naxm a de 2 062~<10G cel/mL sin embarﬂo sui'
concentracion iniciali'fue‘:; de 02xIO6 cel/mL ‘,En este estudlo, la concentracion mncml que se
obtuvo fue de 0,5x1067c’el/rr171L yla 7méVXirl1:1a de 6.96){]0" cel/fnL. Adicionalmente, el medio
de cultivo usado por Palomares (1996) fué el TNM-FH, cuya composicién incluye 0.7 g/L.
de glucosa y que se sabe soporta una.concentracion celular menor que el Sf900-11, medio
utilizado en este trabajo. La diferencia en la cantidad de glucosa entre ambos medios
(ver Tabla 4.1) seguramente es responsable en buena medida de las diferencias
experimentales Observadﬁs élitre;“esfe trnbhjo’ y el.de Palomares (1996), a'(iutrzi]rse»ln:l»:

comprobado que el sustmto pncferente pmn la gcnemcnon de blomasn es glucosn :

(Reuveny, et nl 1992)

La: fase estacnonana del cultivo a 20% de OD duré aproxnmadamente 200 h,
mientras que la deI 160% de OD solamente durd 72 horas. En contraste, el cultlvo
controlado a 3% de OD no presento fase estacionaria ya que su fase de muerte inicié a las
96 horas, inmediatamente después de haber alcanzado la maxima concentracion celular. En -
la Figura 5.5- Il se observa la caida drastica de la viabilidad a partir de kIas 72 h bara el‘k
cultivo a 3% OD, mientras que en los otros cultivos, la caida de la viabilidad‘ es mas:lenta.
Tal efecto se refleja en la concentracion de células vivas de los 3-cultivos (Figura 5.5-1).
La fase de muerte en los cultivos controlados a 20 y 160% de OD inicia a partir de las 240
y 144 "h, respectivamente. Se observé que a cultivos controlados en condiciones

oxidantes (160%OD) no hay un efecto negativo importante del OD en Ila
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17 Resultados y discusion

concentracion maxima de células vivas. Solamente se observo un 1ncremento de 20% en

la concentracién de celulas vivas a 20% OD comparado a lo obtemclo;en el cultlvo a 160%_‘

de OD. Esto contrasta con lo observado por Jain et a/ (1991) enk,cu thOS de celulas Sf-

“caso observan que la

quienes reportan que hay un efecto toxico por exceso de Oz En su

maxima conceitracion de células decae 45% de 4 3\(10 a 2 5‘<]0 ce]/mL a]x aumentar el

OD de 65 al IO% Es necesario. mencionar que en el caso-de Jain-¢r a/ (1991) se trato de

cultivos infectados.

Como se observa en la Figura 5.5-I11, los 3 cultivos inician con una concentracion
de glucosa de 10 g/L. De las tres cinéticas, la velocidad volumétrica de consumo de glucosa
fue mas rapida a bajas concentraciones de OD (mas adelante se reportan los valores de
consumo especifico) aunque las células‘ no lograron consumir totalmente tal substrato ya
que se dio por terminado el cultnvo antes de que: eso sucedlem Para los' cultivos al 20y

160% de OD soélo quedo un remanente de 0. 125 y 1.5 g/L de g,lucosa respectlvamente al.

final del cultlyo. \’/arlos:"utore entre ellos Bedard et a/ (1993) y Palomares y Ramlrez

(1996) indicari_ que ¢ monosacarldos tales como la glucosa y fructosa son lmportantes
como f‘uente deenergia para las celulas de insecto y su ag,otamlento resulta en un cese enel
crecimientq. La importancia-de la glucosa para la formacion de'biomasa se observara mas

adelante en los graficos de rendimientos.

lactato mcrementa a dlferenma de los cultlvos bien aereados Se puede observar que en el
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cultivo al 3% de OD, la concentracién de lactato es lls,eramente mayor (0. 145 g/L) que los

otros cultivos (O 053-0.096 ¢/L) durante Ias prlmeras 48 horas (fase de cultlvo exponencml),

aun a pesar que la concentracion celular f‘ue menor. Despues de las 48 horashubo un lxgero

descenso de la concentracion de Iactato para ‘mantenerse relatlvamente con ' 'mte hasta las' '

96 h: Despues de tal tvempo la concentracnon de lactato comenzo a,elevarse La

estacnonarla y: de muerte Este componamxento fue similar a lo observado por Wang et al.

(1996) en cultlvos de células SE-9 controlados a 15, 25 y 50% de OD. En los cultivos
controlados a la condicion oxidante, la concentracién final de lactato fue de alrededor de
0.25 (£0.05) g/L.. Palomares (1996) observo, que en cultivos controlados por arriba de 0%

OD, hubo consumo de lactato, y por consiguiente una disminucion en su concentracxon v

durante la fase estacionaria y de muerte Tal dlsmmucnon en la concentramon de ,actato’.'
‘no (}?“St..'o :

a de cada

preferentemente que: glutamma En Su- caso el consumo de glutamato inicia cuando se
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agota la glucosa del medlo I‘NM FH Esto contrasta con lo observado,porOhman et al.

(1995) qu1enes sostlenen que en celulas de insecto, el glutamato es un metabollto que se

de insecto. El' medio SF900 ll

cantidades de glutamina suf'cnentes p.n.l gencmr blomnsa Io cunlf‘rcvi‘tﬁa que glutamato

sea consumido.

En la Figur'az 5;5-\(! se muestra el perf’ il de concentracnones;de glutamma En

todos los casos: la concentracxon mxclal fue de 10 mM y para las tres condlclones

controladas de oD dxsmmuyo a lo largo del cultivo hasta quedar un remanente entre 1 5 y 2

mM. El perFl de concentracnon a 20% de OD después’ de las 48

ﬁ,le relatlvamente

constante y el consumo se volvio a restablecer a las 144 h;‘Al,‘ini(;‘iar_{lfd‘faSé{de‘} uérte’,;lzi
pendiehte de los perfiles cambio en todas las cinéticas,,méi'htéhviéﬁ,ddas'é Iiﬁa»,COnceﬁ{}aéién
de glutamina constante hasta el final del cultivo. Radf‘o‘rd,’ et al. (i997a) obsefvaron en
cultivos de Sf-9 controlados a 50% de OD que la concentracion de glutamina disminuyd
hasta llegar -a una. concentracion remanente de 0.5 mM; la disminucién de Ia
concentracion no contindia durante la fase de muerte posiblemente porque glutamina

fue preferentemente utilizada para formacion de biomasa en las anteriores fases del

cultivo. Durante la fase de muerte no se consume glutamina para el mantenimiento
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cnelgeuco dc Ins cclulns lo quc nos Ilcv.n’n suponcn quc ln glucos.l es el sustmto

pnefelcntc p‘u:\ obtcnc:on (le cncxgm en esta l"\sc. Observcsc en In l*lgum 5 i-lll que .

1995, Palomares v iianaifé‘z* ]996)' En los

Apéndices C-4 y C Sse muestran los Iotes mdwnduales de todos los'culllvos controles

5.3 Cultivos i‘nfcctndyos’*

‘_ Para elcasode »l_ck}:’c"ult‘i"'vos'ihkfectados, sé plante6 el mismo disefio experime‘h:taly de
los cultivos cdhtrol. El barrido de cdncentraciones de OD para los lotes infectado’s‘k’ﬁjé dg‘{O,’
3,k 12,k20,' 80 y 160 % de OD. Con tales concentraciones fue posible generar inforfnackién
completa e interesante acerca del efecto del OD en la produccion de proteina recbmbi‘nah,te,.
y enel ‘metabolismo de células infectadas. Los perfiles mostrados en las Figlil'aé_S.GZ haSta '
la S.11 corresponden a cada uno de las 6 condiciones antes mencionadas. TodoS los loteé‘se
realizaron por duplicado. Las réplicas de los cultivos mostrados en esta seccién (Figura

5.6-5.11) presentaron perfiles similares y se encuentran anexos en el Apéndice E,

Para la seleccion de la MDI adecuada nos basamos en la experiencia obtenida . por
Scott e al,, 1992; Radford ef al., 1997b; Vallazza y Petri, 1999; Chico y Jiger, 2000.’,Tales

autores suponen que la disminucion del rendimiento a valores bajos de MDI (<1 A se debe a

que la C'mtxdad v1ral es tan: pequena que no log,ra mfectar totalmente la: poblaclo de CI Un

porcentaje de: las celulas que no han sndo mf‘ectadas seguird duphcandose y agotara los
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nutrientes del medlo necesmos para Formar mas blomasa El agotamlento de estos sustratos

puede causar dlsmlnumon en la concentr'lmon de protema xecombmant En el caso

contrano de unplear valores altos de MDI (>1) la pob]acmn celular se mf‘ectarla

totalmente desde‘ e 1cxo y “no log.,rana crecmnento adlClonal,;llmltando la cantidad de

protema recombmante producnda Ademas otro pu"k o: Importante es que a nivel industrial

la ‘ca'ntndad ‘clerylrus_.rx1ecesar|a para |nfectar:§rMDl,>v I en un lote de produccion no seria
ecdnémiéérﬁénte factible. Por lo tanto ‘la;MIi)‘I,_s’_{'el'egcionada es suficiente para asegurar una
infeccion ‘sincronizada de la pobl’aqi()ﬂi‘l" celular f"Chi'co y Jagger (2000), observaron que el
100% de las células viables pueden ser y?'-AC(;;iéidéradas como células infectadas a MDI de 1

a partir de 24 hpi.

Para la seleccion del TDI adecuado nos basamos en la: experlenma obtemda por

Radford et al., 1997a; Vallazza y Petrt, 1999 y CthO y Jag,er 2000 A T}Dl < l 5w<106

cel/mL, las células se infectan durante tases muy tempranas de crecnmlento y ‘la

concentracion celular final alcanzada seria relatlvamente baja.: Como Vconsecuencla. la

concentracion de proteina recombinante seria limitada. A TDI > |: 5x106 cel/mL habria
mas probabilidad de encontrar el medio agotado de nutrientes, los'cuales son necesarios

para la produccion de proteina recombinante. Todos los autores arriba mencionados

confirmaron que la deteccion de proteina es muy baja a TDIL > lelO6

valores menores. Por lo tanto, el cambio escalonado en la:composicion de los gases de

como se: mdlca con la
flecha vertlcal A este valor de TDI, se: mfec o’ka MDI de 1 ufp ce .v;A partlr de este tiempo

se tomaron muestras del cultivo aproxxmadamente cada 24 h abarcando las fases de
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crecnmento estacxonana Y muerte La duracnon de los Iotes lnfectados fue entre 120 y 144

hpi. El cultlvo se cosecho al dlsmmunr la v1ab1hdad por deb’uo‘de 3

(p'l el lII)

Al inicio de los cultivos, " el pHﬁJede62 y

a 6 25 (lotes controlados > a 20% de OD). Estos. pel ﬁles de pH l'uelon muy,dll‘cl entes a

los obtcnldos por los cultivos control, sin cmbmgo, lmy quc co l»el‘ﬂl que ln fase
estaclonnrm fue mas prolongada para los cultives sm mfecclon Para el caso de las

células infectadas, el efecto de la infeccion fue mas drastlco sobre la v1ab1l1dad celular La

caxda en viabilidad se hace evidente a las 72 hp| en. todos Ios cultlvos H ! ta la fecha Wang

et al. (1996) y Hu y Bentley (1999) son los umcos que han reportado perﬁles de pH en

cultivos de celulas Sf-9 infectadas. Los prlmeros comp baron’ due ‘en. lotes controlados a
15y 50% de OD existio una disminucion en el valor _e pH de 6 2 a 5.6 (valor alcanzado al
final del cultlvo).*Sm embargo, el perfil de ’pl—[ 'Vde,u_n‘_mlypte goihtrolado a 25% de OD se
mantuvo cohstanté a lo largo de todo el culti‘vo (pH =6.2). En el casé ‘de Huy Béntléy

(1999) sus cultwos fueron controlados a valores >25%- de OD y no observaron kambxo en

pH. El valor se mantuvo constante entre 6 y 6.1, Estos valores son co} para

perﬁles obtemdos en este estudio. A pH > 6.3 se ha comprobado que dlsmmuye el
rendlmlento de protema recombinante (Zhang et al., 1994) Por:lo tanto, no esperamos que;:
el pH sea un parametro de mayor peso en la expresién de la proteina recomblnante;en este

estudio debido a que los valores registrados estuvieron por debajo de 6.3.
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5.3.1 Efecto del oxigeno disuclto en el crccimien(o;cclulai‘

panel Ly iﬁnlne I de;\laé*Figuras 5.12A y 5.12B se -muestran los perﬁles de concentracion

de células viables'y viabilidad, respectivamente. La diferencia de los graficos ilustrados en

avmtbos pkariéleis‘;‘:cdﬁ respecto a lo mostrado en las Figuras 5.6-111 hasta la S.11-111, estriba
en ‘c']ue ‘i'sér_lo' se tomaron en cuenta los: datos obtenidos después del tiempo inicial de
iﬁfeécién. Lps datos obtenidos antes del tiempo inicial de infeccion no muestran diferencias
relevantes debido a que todos los lotes ﬁJc;Qn cqnt‘r»ol’eirdoks‘ inicialmente a 20% de OD. Estos
datos calculados son ‘las velocidaydes fesb’e’ciﬂcas de cfécimieﬁto y se anegan"eﬁ el

~ Apéndice D.

Para lakcine'ticva al 0% de-Qp ‘(Fig‘;ibra‘VS.IZVA) se observa que ‘lﬁ‘concént‘raciéndé,

células vivas disminuye a partir del TDI. Por ,otro lndo una p’art;(: de, la poblacién .

sobrevivié durante 5 dias, lo cual obscrvamos que las. cclulns mm ml‘cct’ldns ‘Ic'vmi a

cabo Ia anaerobiosis. Cabe mencionar que ‘en estos cultlvos a O% de OD solo se

suministrd nitrégeno para llegar al valor de: oD deseado Un expenmé 1to sxmllar pero sin

infeccién fue realizado por Palomares (1996) y observo eI'mlsmo fecto ‘Tal perﬁl sirve

como cultivo control de nuestro expenmento ya que l 0 ﬁxeron mfectadas y
como consecuencia no hubo expresmn de protema recombmante (estas observacnones se

veran con mas detalle en las siguientes secc1ones). =
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La concentracion maxima de células viables en cultivos controlados a 3 y 12% OD
se lbgrc’r)’ a las 24 hpi y en el cultivo controlado a 20% OD fue a las 48 hpi. Para el caso de

los ‘culiivos comroladds a 80y 160% de OD, la concentracién maxima se lb 5r6"’ éiéialas?Z
y gro.

hpl Como sc puede observar, a medlda quc In concentmclon de 02 F'umcnta, se

tanto, hay _generacion de mas blomasa y por consxgunente podna i€

favoreciera la produccién de protema recombmante Sm embarg,o esto no Fue el caso. para

cond1c1ones de O, supenores a 80% (ver resultados mas adelante)

Todos los - cultivos presentaron 'Lina— correlacion “entre la caida drastica de

concentracion de células viables y en vmblhdad (l‘:gulas‘*s; 12A-ll y 5.12B-lI) Se observd
que la fase de muerte se retrasaba a medlda que el OD aumentaba (24 hpi para 3 y 12%, 48

hpi para 20%, y 72 hpi para 80 y 160%). Actualmente no emsten reportes prewos donde se

haya observado un cultivo infectado-y controlado a_O% de OD

En las Figuras §

.caso de los

cultivos- control fue entfe 6 y 7 gfL. En los
cultivos: controles casi se consumié la glucosa del medio. Por el contrario, para el caso de
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los cultivos infectados no se consume totalm’ente la glucosa. Una comparacién de_ las

velocidades de consumo entre cultivos controles e infe tados se mostram con detalle mas

adelante en este trabajo.

En los cultivos contxolados a O% de OD se observo que no e\lStIO dlsmmumon en
la concentracion de g,lucosa Despues de las 72 hp1 ocurre un llsero incremento. La
concentracion promedio al final de cultivo fue de 10.5 g/L.. Wang et al. (1996) suponen que
incrementos en la concentracién de glucosa se pueden deber a la hidrolisis de la sacarosa, lo
cual se. comprobd en este trabajo. El analisis de sacarosa fue realizado enzimaticamente
utilizando la B-Fructosidasa, generando entre glucosa y fructosa. En la Figura 5.13 se
muestra el perfil comparativo entre las concentraciones de sacarosa y glucosa del lote
controlado a 0% de OD. La concentracion de sacarosa inicial en medio SF900-II fue
alrededor de 2.1 g/L (concentracion determinada por Radford e/ a/; 1997a, Doverskog ¢/
al., 2000). A lo largo del cultivo la concentracion de sacarosa presentd ligeras variaciones,
pero disminujé claramente a partir de las 72 hpi. Radford e/ al., 1997a, demostraron que la
concentracion de sacarosa no disminuye en cultivos de Sf-9 infectados y controlados a
50% de OD. Tal caso es contrario a lo observado en un cultivo sin suministro de oxigeno.
El resultado obtenido a condiciones andxicas no puede ser comparado con otros reportes,

ya que no hay alguna referencia existente para cultivos infectados evaluada a tales

condiciones. Se puede suponer. que: bajo 'Cor"fdlcmnés; de anoxia las células produ‘cen

enzimas hidroliticas no: presq‘rift‘e_sﬁ A ce ntracnones de OD que degradan la

sacarosa. Notese que en términos molare calda de sacarosa corresponde al aumento de-
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glucosa, por lo que se puede inferir que no existié consumo de glucosa en el cultivo.a 0%

OD.
12
10 4
) L —@
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‘s @ @~ Glucosa
g‘g% 6 i 8- Sacarosa
So
o 9
55 4
(8] o 4
2
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Tiempo de post-infeccion, hpi

Figura- 5,13 Perhl cmcuw de Ia concentracion de g,luu)s.l yosacarosa en’ cultivos ml(.u.ulos y

controlados a:0%: de OD Las barras de error leruLnt'm cI l.lll},() obtenido de 2 (.\pcrlmcntos
mdcpcndlcntu. el

Al anallzar la. [‘lgum 5. 12A-[V se observa una alta concentracion de lactato (0.55

g/L) en Ios cultlvos controla o’s a 0% de OD Lo extrafio de este cultivo es que se genero

lactato ka,’pesar de,que la concentracion de glucosa no disminuyé a lo largo del cultivo. En

este trabajo no se comprobé cual fue cl sustrato que genera tal cantidad de Iactato.
Una suposicion de la fuente de tal lactato es la posible hidrélisis de maltosa, y como

consecuencia las unidades de glucosa generadas se convierten a lactato.
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Alternativamente, ‘la - fructosa proveniente de la - hidrélisis de sacarosa puede

consumirse y convierte a lactato.

Las concentracxoneq de lactato de- los’ cultlvos a OD mayores a O% present’m un”

perﬁl relatxvamente snmllar entre sn En los cultlvos controlados a 3 y.. 12% de OD l

concentracion - de lactato se mantuvo constante en 0.
Unicamente en cultivos controlados a’ 20 80 y I60%,__
lactato cuando las células se encontraron en Ia etapa de»'mL’_’lértjé;b"té y \_cb“mo ocurre en los
lotes controles cuya concentracion final pudo ihcrementarse’hasta 6>"’veces lo observado en
cultivos infectados. Rhiel er al. (1997) observaron un eﬁje'cto_simyilar en cultivos de Sf29 sin
infectar e infectados. Coincidié que en. nuestros culyt'_ivosv a:20, 80 y 160% OD,

generacion de lactato ocurre al haber un ripido decline en Ia viabilidad celular.

En Ias Flgllras 5 12A V y 5 lZB-V: se muestra el perﬁl de concentracnones de

glutamato Los : perﬁles de las"cmetlcas no muestran g,ran relevancxa en cultivos

controlados de. O a 12%

glutamato reportado por Radford; el al (1997a) correlac1ono con eI aumento en Ia
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concentracion de amonio, alanina y lactato y disminucion en la concentracion de glutamina,

La unica diferencia con respecto a nuestro-trabajo, es que ellos infectaron los cultivos.a

TDI 'de_ 4.8x10° cel/mL usando una MDI de Iqu/cel y 'nriedid SF900-II. De écu'éfdo.a las

vias metabolicas propuestas para Cl por Bédard ¢/ al., 1993 (ver l‘lgura 2. 2) cuando se’

metaboliza g,lutamato se convierte a alanina y amonio, ambos metabohtos de desecho

l’ararnuestro caso, eI glutamato se incrementd- en- el Iote conu'ola(lo

posiblemehge deQ'n la-alanina presente en ¢l medio (4.5 mM,'kRad‘I_‘o

aunque en. nuestro estudio este metabolito no se midié (Observe enla Figura 2.2 que

alanina mas a-cetoglutarato se convierten a glutamato).

“En las Figuras 5.12A-VI ; 5.12B-VI se muestran los perfiles de concentracion de

glutamina, El :"perﬁi.'dé"lé 2 méjantev‘en‘ todosiosfcultivos infectados a

excepcion para el cultnvo f /0. de ”OD Todos los cultlvos parten ‘con una concentracion de

glutamma alrededor de HN(:!:I) tﬁM y termman con un valor entre 7 'y 8 mM. Un perfil
semeymte fue observado por Radford et al; (1997a) en culnvos infectados y controlados a
50% de ODkempleando medio SF-900 11..En su caso, la concentracion de glutamina inicia
con 14 mM y baja al final hasta 8.7 mM. 'E'nvd'ichd' trabajo también se observa que la
glutamina no es totalmente consumida por las células infectadas tal y como sucede en
nuestro trabajo. Para la condiciobn a 0%  015 , l‘ak glutamina se mantuvo relativafnente

constante durante todo el cultivo.
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5.4 Comparacion entre los cultivos de células de insecto: inl‘cvcta(los:y no‘infectados

Los perﬁles obtenldos de las cmetlcas dan una 1dea de lo que pue(le ocumr en los

cultivos agnados de- un snstema Cl BV Para'la terccra p'ute de Ia dlscusnon de los

resultados se reagruparon Ios dato mas sobresalxentes de cada una de las cmetlcas Se

compararon los resu]tados obtemdos el este estudlo con valores reportados en la hteratura

para el sistema CI BV Ademas se dlscute sobre las posibles rutas metabollcas empleadas

en el caso de Ias celulas mfecta as

5.4.1 Efecto del oxigeno disuelto sobre lIa concentracién celular y expresién de la

proteina recombinante.

En la [‘lgum S 14-1; se muestra la expansmn méxima de las celu]as de msecto en

cultivos mfectddos y sm mf‘ectar Todos los datos se normalnzvon con‘base a la TDl de

].5x7106 cel/mL. El perﬁl observado en el panel superior esrsemejanrt;e“a"u’n co{inpOrtamientor

de tipo‘Monod, obsérvese que a condiciones por debajo del 12% de ODe‘clste limitacion en

el crecimiento de cultivos infectados. Aunque pocos autores k'éo'r‘i':ﬁrrmanV que no hay
limitacion del crecimiento celular por arriba del 5% de OD en células de insecto sin
infectar, (Hensler y Agathos, 1994, Kamen et /., 1996, Palomares y Ramirez,1996), de los

datos mostrados no se puede asegurar lo mismo para cultivos infectados.
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infectados. II. Concentracién miixima de . proteina- recombinante: producidaa: diferentes

condiciones de oxigeno disuclto, i :

Los datos de la Figura 5.14-1, son comparables a lo que obtuvieron Zhang et al.
(1994). Ellos encontraron en cultivos de Bombyx mori que existe limitacién de oxigeno por
debajo del 20% de OD y un crecimiento 6ptimo por arriba del 30%. Mientras: que en
células Sf-9, Jain ef al. (1991) reportaron que el valor épt'imo, para el crecimiento‘ en

cultivos controlados es de 65% de OD.
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De la informacion reportada para cultivos infectados, Scott el al, (1992) obtuvieron
una expansxon de 1.22 veces con respecto al TDI p'lra un cuItlvo de St 9 mfectado a MDI.
de 1 ut‘p/cel y controlado a 50% de OD. En nuestras condxcxones evaluadas entre ’70 y 80%7 :
de OD, existe expansion entre 1.44-1.66. El dato obtenido por ellos no se aleja de niestros
valores calculados considerando que emplearon u’na TDI de 2.7xli0(’ cél/mL fa cual 'podria:;
haber Ilmltado el crecimiento por agotamiento de nutrientes aunque ellos no reportan '

metabolitos para asegurar tal suposicion. Los. cultivos conuoles de nucstlo traba‘]oise

expandieron e¢n mds del doble comparados con los cultivos mfcctados. Radfordre/:dl. 7

a lo observado por (Iebnjo de 12% OD. Se puede concluir que a bajns concentl ncnones‘ :

de ODnI‘ecta I_n “e:xpans,lon cClIl!ﬂr.

Anteriormenté,' Palomares (i996) détehnihé lé éonsténte de saturacién de oxigeno
(Ko2) parellysus‘ é'ultivosﬁde:Cl sin irn‘f’ectar. ‘Ardem'zv’ls,rén su trabajo determind que la
concentracion critica. de OD fue limitante para el crecimiento celular por debajo del 5%
OD. En los cultivos infectados de este estudio, no se pueden determinar tales parametros a
partir de velocidades  especificas de crecimiento, las razones fueron comentadas en la

seccion de -Materiales y metodos A partlr del grafico obtenido para las expansiones

celulares reallzamos un ‘ajuste'hlperbohco para obtener una Kg2 aparente y asimismo

celular maxnma de 1.6 y una’ Koz de 5% :En:la hteratura no existe estlmamones de tales.
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parametros para cultlvos mf‘ectados En nueétros cultivos. suponemos - que- existe

lummcmn del crccmucnto cclul‘lr por (ch'uo (Iel 20% OD

2,0
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Figura 5.15 Efecto. del OD_sobre In expansion celular mixima de cultivos de CLinfectados. Media y
barras de error para dos cultivos. La linca continua en ¢l panel sigue cl modtlo de Monod obtenido con

cstos diatos,” con ung \p.msum miixima'de 1.6 y una Ko, de 5%.

En la Flgura 5 l4~ll se observa que la: concentracxon de proteina recombinante es

optima a una concentracnon'de 0°/ de OD ,;Esto contrasta con lo observado para la

concentracion celula'r ya“quese manktl_ene»,reyl‘atwam_ente‘constante para concentraciones de
OD mayores de 20%. La concentracion de proteina disminuyd 3.5 veces en condiciones de
exceso de oxigeno, resultado que coincide con lo demostrado por Jain et al. (1991). La

concentracion maxima de proteina recombinante (pr) lograda en el sistema CI-BYV fue
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»

alrededor de 42 ug/mL el cual correspondc al mlervalo de. produ cion en cI snstema

CI-BV: reporta(lo por Goosen, et ul (1992) Observese que a condlclones hmltantes de

oxigeno dlsuelto ademas de verse afect'lda la concentracnon celular tamblen se af‘ecto

considerablemente la produccion de prdteina recombinantef'En' qoﬁdicibnés anaerobicas ya

se mostrd que las célu]as no Iograron evpandlfse,}/ (;QH?QS?}T][}?SH"H gﬁ fa Figlnfn 5.14-TI,
tampoco hubo produccion de protefna recombinante-a pesar de existir una cantidad
considerable de células vivas durante un tlempo mas que suﬁcnente para la produccion de
proteina recombinante. En condici()n oxidante (a 160% OD) hubo un efecto negativo
sobre la expresion de pmteinn recombinante tal y co‘mo;se observa en cl perfil de Ia
cinética. Para observar coh  ‘ mas lrdet‘alle el 'perﬁj de “>concentracior:1es vde‘v'p:ro’teina g
recombinante a diferen’tes' ni‘_v‘elers de oxigeno se muestra la ,F‘igurn 5.16. En esta’ ﬁgura se
puede 6bs¢rvar que déspue’s ‘de‘jéklca:'nzarlav coﬁcehtracién maxima de proteiﬁa recombinante
ocurre una disminuciéh pauldfin’a; con excepcion de la condicion a 80% OD donde el efecto
es mas drastico. Wang ef al, (1996), observaron que por arriba del 20% OD, cuando se
obtiene la maxima concentracion de pr, se incrementa la actividad de proteasas. Naggie y
Bentley (1998) observaron que por arriba de las 72 hpi la actividad proteolitica aumenta en
un culti‘vo infectado de células Sf-9 presentando una correlacion negativa en el rendimiento

de p-galactosidasa. En nuestro estudio no se analizd la actividad proteolitica, pero

seguramente es la responsable de la caida observada en pr a 80% OD.

Los efectos "bservado:k‘“ son snmllare a; lo repomdo en celu]as procarlotes para

I scher/chm coll vsado en este traba_]o txene c1ertas,

semeymzas a comportamlentos que varios autores han observado en’ el 51stema CI-BV En

33



I Resultados v discusion

Lischerichia coli los nlveles oxidativos y condiciones andxicas pueden af‘ectar Ia expresnon

de protema recombmante bajo varios mecanismos moleculales (Konz et a/ 1998) A

presnones elevadas de oxng,eno puede existir dafio celular por estres omdatxvo en el~mter|or

de la célulay asimismo oxidacion de proteinas especificas y secuencias de 11ucleot1dos Los

50
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S 40 - —@— OD 3%
S —&— 0D 12%
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Figura 5.16 Perfil de concentraciones de proteina recombinante expresada en el sistema CI-BV a
diferentes condiciones de oxigeno disuclto. Las barras de error representan cl rango obtenido de 2
experimentos,

peroxidos de hidrogeno y de lipidos 6 radicales libres generados en cond1c1ones oxxdantes
son los compuestos implicados en la oxidacion de  proteinas, ammoacndos y DNA
conjugacion y entrecruzamiento de proteinas. Algunas de las reacc1ones,ox1dat1vas en

proteinas involucran la formacion de grupos. aldehido y cetona no muy cominmente
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encontradas en proteinas. Si el dafio ocurre en algan residuo del sitio activo de proteinas el

dafio es letal. Para el caso de células de insecto infectadas, Wang e/ al, (2001), observaron

incrementos elevados de hidroperoxidos de lipidos y carbonilos de proteina después de 72
hpi. Este estrésidXidat‘ivo correlaciond con’ la reduccié‘n~‘de‘,viabilidad celular. Ademas,
Meneses-Acosta (2001)- - atribuye que el estrés oxidativo causa muerte celular y dafio de

ADN. En nuestro-trabajo pudo haber ocurrido acumulacién de radicales libres que

disminuyeron la concentracién de pr producida en el cultivo controlado a 160% OD.

Por otro lado, en el caso de cultivos de luschierichia coli controlados en condiciones
anoxicas, el daflo ocurre en las enzimas regulatorias del ciclo de Krebs causando
disminucion en la concentracion de precursores que sirven para sintetizar aminoacidos.
Ademas la ausencia de ’oxi‘geno puede causar inestabilidad en la replicacion del plasmido.

A estas condiciones controladas en bacterias es dificil comparar en células de insecto. En

primer lugar, porque: la acion de aminoacidos no es  problema en.nuestro sistema

que el medio-es rico en aminodcidos. Si la ausencia de oxigeno en

ion de vias regulatorias del ciclo de Krebs podemos

suponer que a inhibicién en el metabolismo de aminoscidos ya que ellos

son los_ precursores de proteinas. En cambio si el dafio ocurre en plasmidos bacterianos,
entonces el dafio en el sistema CI-BV seria diferente; ya que las células de insecto aportan
la maquinaria enzimatica para que el virus se replique a través de plasmidos recombinantes.

En ausencia de oxigeno podria causar inestabilidad en la replicacién del vector viral y

como consecuencia no-habria expresion de pr. -
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5.4.2 Efecto (lcl oxlgeno dlsuelto sobrc lm vclocnd.ndcs espcclhcas (Ic consumo (Ic

sustratos y'p,rod‘u:c'cv

En Ia l«lgurafs.]7"jse muesuan las velocndades de consumo'y 5enemclon de

metabolltos tanto para cultlvos sm mf’ectal Y cultlvos mf'ectados En la l‘lgura 5 l7-l y I,

se muestra:el —perﬁl de velocidades especificas de consumo de los sustratos glucosa 'y
glutamina, respectivamente. En cultivos infectados, 1a velocidad de consumo de glucosa

es relativamente constante entre 3y 160% OD mientras que cs cero 2 0% OD.

Para'los cultivos no,iilfectados, Apor 'arriﬁl;aade ’7;0%_‘(‘)()',‘1;1 velocidaﬁ especifica de

ra cl éillti'\'oin'oinl‘echO’y

consumo de glucosa Fue semejante a los culnvos mf’ecmdo"' P

hmlt'ldo de ougcno ('1 3% OD),el onsumo de glucosa es’ mnyor 2 65 veces con

respecto al culuvo ml’eclmlo Y 1. 7 veccs m.lyor con |espccto a Ios no mfect‘\dos a OD >

12% .

Los datos de los coeficientes metabolicos de glucosa se comparan con los datos
obtenidos por algunos autores y se muestran en las Tablas 5.1 y 5.2. Como se observa, en
algunos casos valores obtenidos por varios de los autores difieren a nuestros resultados.
Alguna de las razones podria.ser por el tipo de medio de cultivo empleado, a lo cual ya se
habia mencionadofahteriormeﬁte que las concentraciones iniéia]es\:deglumsapuedén influir

en el metabolismo ‘de las célUlaS de insecto.
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Figura 5.17 Efecto del oxigeno disuelto sobre las diversas velocidades especificas: 1. Velocidades
especificas de consumo de glucosa, 1L Velocidades especificas de consumo - de glutamina, - 1IL
Velocidades especificas de produccion de proteina recombinante. Infectados (¢/i) y sin infectar (s/i). Las
barras de error representan ¢l rango obtenido de 2 experimentos independientes. Lineas dibujadas s6lo
para mostrar tendencia.

El rango de consumo de glucosa en células de insecto sin infectar mostrado en

la Tabla S.1 va de 33 a 115 nmol gic / 1x10% cel-h, a lo cual nuestros valores caen
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dentro del esumado El perhl de nuestros experlmemos sm mfectar .se aseme_m al

observado por Palomares (1996) comparando con sus, valores calculados por arnba del 5%

Tabln 5.1 Datos reportados de cocficientes metabélicos para células Sf-9 sin infectar
(nmol glc 6 gln / 1x10° cel-h)

% OD qgic Qgn Reporta...
15% 115 36 Rhiel y Murhammer, 1995
- 78 37 Mendonga ¢/ al., 1999
50% 86 40 Rhiel er af, 1997
50% 60 33 Wang ¢f al., 1996
25% 47 34
15% 33 18
30% 67 20 Palomares, 1996
10% 89 60
5% 89 40
2% 44 130
160% 53+4 2146 | *Este trabajo
20% 47+17 19£10
3% 7941 2444

En cultivos infectados (Tabla 5.2), los coeficientes metabolicos de glucosa fueron

muy similares a los datos reportados por otros autores, a pesar de que~1as MDl,eihpléadas ‘

son dlferentes leos nutoncs han reportado un rmmento en mas ' doble del -

consumo de ongcno en el momcnlo de infeccion (K'lmen et al., 199[ Scott et al., 1992

Reuveny. et'al., 1993; l‘lenslcr y Agathos, 1994; Kioukia et al., 1995; ‘Kamen et al.,
1996; Agathos, 1996 ). Seria entonces de esperarse que existiera un aumento
correspondiente en el consumo de glucosa. No obstante, como se ha sefialado esto no
ocurrid, por lo que podriamos suponer que otro sustrato es el utilizado para soportar

el aumento de consumo de oxigeno después de la infeccion,
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Tabla 5,2 Datos reportados de coeficientes metabdlicos para células Sf-9 infectadas
(nmol gle 6 gin / 1x10° cel-h)

% OD MDI Qale Qe Reporta...
50% 0.2 6l 18 Rhiel et al, 1997
22% 20 50 - Wang et al., 1993

5§ ¢ i / "1 d
15% ! 58 18 lll(l;(l)cﬁl y Murhammer,
80% 68 27 Hu y Bentley, 1999
50% s 72 29
25% 55 16
50% 60 31 Wang ¢f al., 1996
25% 5 45 49
15% 49 24
160% 46+11 2248 | *Este trabajo
80% 57+4 2447
20% 4210 3417
1

12% 47%19 29+2
3% 30410 | 2710
0% : 0 0 0

En él anel Il‘de la rlg;llal 5.17, la velocidad especifica de con’sumo de g,lutamrﬁa '
en cultlvos mfectados nene el. mismo perfil observado en el consumo de glucosa es decnr se :‘ '
mantiene relatlvamente constante entre 3 y 160% OD mientras que_es ceroa O%;OD. Para
los cultivos infectados, por arriba del 3%, la vglocidad dé’ c;jl]sgmd dgf glutamma fue

semejante a los cultivos no infectados.

El rango de consumo de glutamina en celulas de msecto sm mf‘ectar mostrado en Ia .
Tabla 5.1 va de 18 a 130 nmol glc / 1x10° cel h por lo que nuestros valoxes caen’ dentro de

lo reportado en otros estudios. Al.comparar nuestro resultados con lo publncado para células
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no mFectadas (Tnbla 5.1) el valor controlado a 15% OD por Wang, el al (1996) se asemeja,

al valon alculado a 20% OD Por otro lado, pam células mf‘ectadas (Tabln 5. 2) no‘se

obsewaron dllerencnas en las velocndades de consumo de g,lutamma determlmclas por onos

autores a pesar de los diferentes valores de MDI'empleados en sus cultiv'os.;" o

“En'la Figiira 5.17-111 se muestra’la f"\feléfcifcj‘z:fd c_spécfiﬁfc’?f de prodi ce §F6féihﬁ

en la Flgum 5, 16, no es convementc prolongnr el cultlvo por mns (Ie 72:hp|, ya que

existe dcgrndacnon de pr

5.4.3 Efecto del (')xigrénb'v(lbi:s_uel(o sobre los rendimientos -

Los rendimientos calculac ,ara blomasa sobre glucosa y glutamma .se. muestran

en la Figura 5.18- : especuvamente ;Los datos se encuentran anexos'en el Apendlce

F.

Las curvas de rendimiento de biomasa con respecto a glucosa y glutamina.
calculado para cultivos infectados presentaron un comportamiento similar a las curvas
caracteristicas de Monod. Por arriba de 12% de OD, el rendimiento de biomasa: sobre

glucosa (Figura 5.18-1) se mantiene constante para cultivos infectados y no infectados. Por
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debajo de 20% de OD, cl,rendi»micnlo’(Ic,célulns por pwmol de glucosa consumida se ve

alectada negativamente.

0.4

0.3 , | @ Yxviglccli
' ~O— Yxviglc sii

xvigle

1x10§ cel/umol |

Y

L
01 ?

0.6

A Yxyigin cli

0.4 ~L— va/gln sli

valgln’
1x108 cel/umol

i

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

0.2

0.0

Oxigeno disuelto, %

Figura 5.18 Efecto del oxigeno disucelto sobre rendimientos: I. Rendimiento biomasa sobre glucosa, 1L
Rendimiento biomasa sobre glutamina, ” Infectados (¢/i) y sin infectar (s/i). Las barras de error
representan ¢l rango obtenido de 2 exper imentos uulq)cn(llcntcs Lineas dibujadas entre puntos sélo para
indicar tendencia.

El cultivo sin‘infect'aj' y cdntrolado a 3% de OD requirid menos cantidad de glucosa

que. los CUlthOS mfectadosnpara producir la misma cantidad de células. Es claro que, en

condlclones Imntantes de oxigeno ain Ia glucosa es un nutriente muy necesario no

exclnn‘sivhﬂnéntd para crecimiento de células sino también para mantenimiento

energético.
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Para el caso de cultivos no infectados (Figura 5.17-11), el rendimieﬁté éalculado de
biomasa cdﬁ respecto a glutaminé al aurnrlentar Vel ODrdéﬁ3rzi:20% OD,pou Id :unérers eQidénte
que a mayor OD aumenta la eficiencia de conversion de giutainina a biomasa. Eni‘el' lote
controlado a 160% disminuye un poco el rendimiento de biomasa sobre sustrato lo 'quer nos
lIeQa a_Supc;nef que a condiciones oxidantes, la glutamina no es dirigida én4—fhay0|’ parte a
biomasa. Al comparar el cultivo controlado a 20% de OD sin infectar. éon él infectado,
incrementa 3 veces la biomasa generada por glutamina consumida; ch4 los rendimientos
calculados e¢s claro que a medida que se limita ‘por oD, el consﬁmo de s‘ustratos se
orienta menos a:la pi‘od]lcciéli'de biv(l)mafs’n 'y m,:{is"hacia snlb]ilfogl;lc_tos fo nyianfcnihniéntd

celular que no se ve reflejado en aumento de la biomasa,

'En laFigm‘ﬁS;lQ-l’y l] se muestran los perfiles de los rendlmlentos calculados de

la protema recombmant producxda por mol de glucosa o glutamma o por célula generada

respectxvvamente' Los dato'sjse;’encuentran anexos en el Apcn(hcc F. Como se observa, »Io‘s‘

perfiles: de- ren r{tos""d'e pr tuvieron un comportamiento semejﬂnte‘al mostrado en la

Fig"ur'zii ,,14 II, par: concentracmn maxima de pr. En esta caso se observa: que la mayof

antldad de: pr ploducula por sustrato consumido o por célula gcncmda ocurre en un

valor (’)ptimo dc OD_ ch,80%
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Figura 5.19 Efecto del oxigeno disuelto sobre rendimientos: 1. Rendimicnto de proteina recombinante
sobre sustrato IL Rendimiento de proteina recombinante sobre biomasa. Las barras de ervor representan

¢l rango obtenido de 2 experimentos independiente. Lineas dibujadas entre puntos sélo para indicar
tendencia.

En la Figura 5.19-11, obsérvese que la cantidad de proteina recombinante por 1x10°

células disminuye por debajo 'y por arriba del 80% de OD. Cuando no hay o'x'igeno,' la

produccion de pr es nula.

- “' '—-7
TGe CoF

FALLA DE CRIGEH
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Capitulo VI

Conclusiones

. Sc demostré quc cn condiciones c.\{tfé|11asi'dc oxigeno: disuclto, tanto valores altos como

Xima

bajos, - s¢ afecta la:concentracién: ma 7 la. velocidad . cspecifica - de produccion- de-proteina

recombinante. La conc‘qnt:r';'lyciﬂén de OD optima fue de §0%.

. -Sc éllééntfé q;xc por debajo de 20% OD sc vio afectada la velocidad de crecimicnto. de
cultivos. no infectados. Sin embargo. scra necesario en un futuro realizar un barrido mas fino en
valores de OD cntre 12 y 20% para determinar con precision ¢l valor de la OD critica. La cxpansion
cclular se mantuvo constantc a valores por arriba de 80% de OD, mientras que por debajo de tal
valor, la cxpansion celular decayé hasta ser nula a 0%. Nucvamiente, es nccesario cn un futuro
realizar barridos mas finos entre 20 y 80% de OD para determinar con mayor precision ¢n que

punto la expansion celular empicza a depender mas fuertemente del OD.

. Se obscrvé que la velocidad especifica de consumo de glucosa en cultivos infectados se
manticne constantc entre 3 y 160% OD mientras que cs cero a 0% OD. Para cultivos no inﬁ:ctados
por arriba del 20% OD la vclocidad cspecifica de consumo de glucosa es similar a los cultivos
infectados. Para cl cultivo no infectado y controlado a 3% de OD cl consumo de glucosa cs mayor
2.65 veces con respecto al cultivo infectado. Es claro que en el scgundo caso ademas de la

limitacion de oxigeno hay un efccto determinante debido a la infeccion viral.
2 y

. Se demostrd que cn condiciones andxicas, ¢l incremento de. la:concentracion . de:glucosa:cs
debido a la hidrolisis de sacarosa. Si rcalmente la sacarosa se estd hidrolizando, suponemos que las:

células infectadas consumen algunos de sus residuos para mantenimicnto encrgético. Esto scria
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comprobado si sc analizaran la mayoria dc los carbohidratos dcl medio:de cultivo 6-las cnzimas

hidroliticas de las CI. Tal cvento nos scria de utilidad para detectar cultivos que sc encuentran cn

ambicntes anacrobicos.

. Se observo que la velocidad especifica de consumo de glutamina se mantiene constante
para cultivos infectados v sin infectar por arriba del 3% mientras que es cero a 0% OD. No sc
observé una diferencia significativa en ¢l consumo de glutamina entre cultivos. infectados y no

infectados.

. Se demostré que-la concentracion de lactato sc mantuvo relativamente constante durantc la
fasc de crecimiento para cultivos controles ¢ infectados, excepto a 0% de OD. Se demostrd que la
generacion de lactato en células infectadas ocurre a 0% de OD.. En:condiciones dec OD por arriba

del 20%, en cultivos infectados ocurre generacion de lactato duranté'la fasc de muerte.

. Sc observo a partir de los perfiles: gcn@rados para rpndinﬁéuté ’clc biO»IﬁﬂSﬂ con respecto a
glucosa sc manticne constante |$or afriba de 20% OD tanto_cn 7<k:'ultirvos infectados como ¢n no
infcctadés. Lo mismo sucede parfx cl rCncIiniﬁCxifo dgy biomasa c‘:onr rcspég:to a glutamina cn cultivos
infectados. En cl-cultivo infcctadd —f_\"c'onprbladb a 20% OD,. ¢! rendimiento de biomasa sobre

glutamina incrementé 3 veces con respecto al cultivo control.-
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Capitulo VII

Perspectivas

Un punto importante por cubrir enfu'n FutUro:én 'la caraCterizacién de cultivos de

células. mfectadas sena evaluar con. mayor precxsnon la concentracuon critica.de OD.para-el.. ...

crec1m1ento de celulas lnfectadas y expresnon de. pr Tamblen seria conveniente evaluar un
parametro‘ qﬁe no ,_consxderamos ‘en nuestrbo estudlo,‘ el potencial Redox, debido a que’
nuestro Sistéma liizo un barrido en éohdicioﬁes extremas de oxigeno disuelto. Séria
interesante abordar tal tema en cultivos de células de insecto infectadas ya que los repoﬁes
publicados con respecto a ese tema son escasos. Otro punto. interesante: a evaluar seria la
aplicacion de este tipo de estudios a otra-linea celular con-el fin de obtener altas
concentraciones de pr y asimismo evaluar efectos sobré el pa;réﬁ de glicanos, moléculas

que determinan la funcion especifica de una proteina de interés terapéutico.

En- reactores de "Aran escala se”ha comprob1d§ para cultivos bacterianos que existen
gradientes. de o‘qgeno los cuales causan hmlt'tcxones en el crecimiento. En estos cultivos el
suministro de oxigeno es por burbujeo y es mas eficiente la transferencia que en cultivos de
células de insecto. El burbujeo de gases puede dafiar drasticamente a la célula y por
consiguiente los rendimientos de pr se verian afectados al disminuir la concentracion de
células viables, De tal forma es légico esperar que en cultivos de células de insecto a gran
escala se presenten problemas de transferencia de masa. Actualmente, el escalamiento
descendente es ”u'na" Herfémfenta indispensable para simu]ar@iygrsds gradientes tales como

oxigeno disuelto, pH, temperatura, etc. a escala laboratorio. Esta propuesta nos serviria para
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evaluar los efectos de tales gradientes en. concentraciones celulares y rendimientos de. pr.

Asimismo Vconﬂ'losm‘resﬂurltpdos btenidos se propondrian estrategias de control para mejorar

de Jos- productos arriba mencionados. Todas las perspectivas en

conjunto enriquegerz’m- la informacion escasa que hasta la fecha se ha presentado para el

sistema CI-BV.
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Apéndices

A-1 Determinacion del titulo viral: punto de dilucién final 0 “end point.dilution”

Este metodo se- lleva a cabo p0| dupllcado utlllzando placas de 96 pozos. Las
células utlllzadas deben encontr’trse en: fase exponencnal de crecnmento con una viabilidad

mayoral 95%, .

1.- Se pfeparé uniinéculb:dé células en.medio SFQOOjI_I. ‘La concentracion del indculo es de

1x10° cel/mL.

2,- Poner 100 L de medio;‘ﬂe;,;Aiult'ik\'/'o“?lcon“cél_x‘nklasr por cada pozo; luego colocar las'placas

en la incubadora a 27°C para que las células se adhieran a la superficie.

3.- Realizar dbiluciones\deciﬁiales"de’lO" a'IO'g del virus a titular (50 pL del virus en 450
uL de medlo) colocar 10 uL de cada dl]ucnon por pozo (en 10 columnas) dejando como

pozos control (sm mfectar) 2 columnas de pozos.

4- Las placas son mcubadas a 27° C por 10 dias. Para evitar- la deshndratacnon se -

recomienda que en la"t superﬁcne de las placas se coloquen panos humedos y se protejan en

bolsas de p]astho Sﬂlladas.i‘

5.- Comparar la morfologla celular (tam afio, aparnencna y conﬂuenc1a de los pozos
expuestos al v1rus contra el control ‘Cada pozo que sea infectado es marcado como

positivo.
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6.- Determinar el nimero de pozos infectados y no infectados en cada dilucion realizada.

como, TCIDsg). La TCIDso se. ca]cula a partlr de la dxlucmn vnral correspondlente al 50% de

cultivos que son mfectados
8.-El titulo viral se determina como el reciproco de la TCIDsgp calculada, multlphcado por

un [actor de 0.69 (concentracion promedio de unidades infecciosas en la dOSlS empleada)

La unidad del titulo viral esta expresada en, ufp/mL (O'Reilly e/ al., 1994)‘
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A-2 Determinacién de sacarosa; hidrélisis por B-fructosidasa

Preparacién del amortiguador de citratos 0.32 M p]l46 “ L

1. Pesar 0.197 ¢ de acido citrico y disolver.en 50 ,ﬁjL‘de agua destilada.
2, Pesar 9.1 g'de citrato de sodio y llevar a un‘volumeh de'SO”mL’ con agua destilada

en un matraz aforado.

3. Adicionar la base al 4cido hasta alcanzar un pH de 4.6.

Preparaciény de la gc‘:‘)lu’,c‘ién",enzimética:
1. Pesark'%'o» mg de: Beructosidasa (Boehringer Mannheim, 150,000 U/ 487.1mg

liofilizado) y disolver en 4 mL de amortiguador de citratos.

Determinacion de sacarosa:
La concentracion de sacarosa en el medio Sf-900 11 es de 2 g/L. Se recomienda realizar

diluciones 1/25 en las muestras que se van a analizar.

1. Medir por YSI la glucosa inicial en muestras.

2, Tomar 0.9 mL de muestra problema con un rango de éonc§11traéi611 de0.1a 2g/L.
3. Mezclar con 0.1 mL de la solucién enzimatica. -

4, Incubar 10 min a temperatura ambieh@ (_27"C)i~

5. Medir nuevamente glucosa en el YSI S |

6. Rc}aa’liZa:ri gl balance ;o_fljespOndienté a sacérosa conSideréndo la dilucién realizada y

las concentraciones iniciales y finales de glucosa.” -
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Apéndices

B-1 Cuantificacion de proteina recombinante

La cuantificacion de la proteina se realizd utilizando el método denominado densitometria.

Este método consiste en:

1. Ersrcarnearrreri rgerliobtenri;lé) de lé‘elé;trék'd;;égisg'

2. .Utilizar’el prqgrania 'de,'ané'ﬁvsis de imagenes ~ NIH image 1.61 para cuantificar: la
magnitud dél area (A) e inteﬁsidad () decada banda seleccipnéda.

3. .Seleccionar las bandas correspondientes al marcador de peso molecular, asi como a
la proteina recombinante. Esta seleccion se realiza a partir de un recuadro que
delimita la zona donde esta la proteina de interés y ademas se delimita a través de la
herramienta a mano alzada del programa de andlisis de imagenes.

4, Pro‘mediar. Ios’kpar‘é‘tn‘letros obtenidos a partir de ambas selecciones.

5. .Utilizar: estos ~'paré111¢tr05.y ‘teniendo al estandar como referencia se realizan los

calculos correspondientes: - -

Se conoce:la édhééhif n qu Ase cargo del estandar Qs uL de una squc:on de albumm'l a

133 ug/mL) por lo que el valor correspondlente al producto de A*1 correspondera a la

masa de marcador cargada Por ej ,mp rgando 2 1g de estandar se obtiene una (A*I)
promedio de 17,221. Entonces sn,e (A*I) de-la muestra es de 5,027, la cantidad de la
muestra se calcula como:

Muestra = 2 us* 5027 = 0.584 pg
17,221
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Ya que:el volumen (le muesua carg ado en C'lda pozo del g,el es. de lO LLL provenlentes de

una solucnonrde mL de buﬁer donde se resuspendlo la pasm celulm obtenlda de

centnﬁxgal 4 5 mL de medlo de cultlvo entonces la concentracion de protema de la muestra

enel ejemplo anterior sera:”

Concentracion de prroleina'en muestra =  0.584 pg* | mL * 1000 pl. = 13 rg/mL
‘ B 10 pL *4.5mL * | mL

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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B-2 Cilculo del indice de viabilidad

El calculo se ejemplifica con datos de una cinética tipica de produccion de lactadherina,

Apéudices

1.-Promediar la concentracion de células viables de la cinética a cada intervalo de tiempo

(cel/L).
Tiecmpo X, x, promedio
(hpi) (cel/l) (cel/l)
1] 1.33E+09
24 1.75E+09 1 540000000
48.5 1.O4E+0Y 18435000000
72.5 2. 11E+0Y 2025000000
96 FASE+0Y 1780000000
112 TO0E+08 | 1075000000

2.-Calcular |

a diferencia de los valores

Delta tiempo

Ticmpo X, X, promedio
(hpi) (cel/ly | (cel/L) (h)
0 1.33E409
24 L75E+09 [ 1330000000 24
48.5 LOJE+09 1843000000 245
72.5 2. 11E+09 2023000000 24
926 1 45E+00 1780000000 23.5
112 ZO0E Y08 | 1075000000 16

3.-Calcular el producto

de tiempo a cada intervalo (h).

de los valores calculados en los dos pasos anteriores.

X, promedio *

Tiempo X, x, promedio | Delta tiempo
7777777 Delta tiempo
(hpi) (cel/l) (cel/L) (h) (cel-h/L)
0 1.33E+09
24 1. 75E+09 1340000000 24 36960000000
48.5 L94E 09 | TIR45060000 243 452023500000
72.5 2. HLE+0Y 2025000000 24 48600000000
96 1 4SE+0Y 1 780000000 235 41830000000
112 7.00E+08 1073000000 16 17200000000

4.-Calcular el indice de

viabilidad (acumulando el pro

ducto calculado en el paso 3).

Delta tiempo

Xy promedio *

Indice de¢

Tiempo X, X, promedio
Delta tiempo | viabilidad
(hpi) (cel/L) (cel/L) (h) (cel-h/L) (cel-h/L)
0 1.33E-+09
24 1.75E+0Y 1540000000 24 36960000000 | 36960000000
48.5 1LY4E+09 1843000000 245 43202500000 | 82162500000
72.5 2. 1TE+0Y 20235000000 24 48600000000 I 31E+1
96 1L45E+09 1 780000000 23.5 41830000000 1.73E+11
112 7.00E+08 1075000000 16 17200000000 1.90E+11
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_B-3 Cileulo de la.velocidad especifica de produccién de proteina recombinante -

el_parametro 3 como la pendiente de una grafica.

‘De la ecuacion 4.6, es posible determinar

2

de con'cenfraqiyo’n de proteina recombinante contra'indice de viabilidad: -

=B s

“donde, .
p = concentracion de proteina recoﬁhinénté en el t‘iemp‘o t:
Po = concentrééién de prdteiha récombihante en el tierjipq cero
B = qp, velocidad especifica de produccién de protéina reCombinziﬁte

fxdt = indice de viabilidad

El calculo de B se ejemplifica con una. cinética tipica de produccién de lactadherina y se

realiza mediante el siguiente procedimiento:
1.-Graficar -solo -los- puntos- haSta;:dondc] se- logra la- maxima produccionde _proteina
recombinante. En el eje x, indice de viabilidad y en el eje y, concentracion deé proteina

recombinante,

[Proteina} Indice de
viabilidad
{cel-hiL)

19067.40
12057.49 1.90E+11
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2.-Realizar una regresion lincal

“50000.00 =

y = 3.79E-07x - 1.14E+04
g 40000.00 A R*=9.44E00
c o *>
O S
S = 30000.00
s 8d
E35 9 .
S & = 20000004
o o
S s
S 10000.00
0.00 — r 1
0 50000000000  1E+11 1.5E+11

Indice de viabilidad,
cel-h/L

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x10° para que la

unidad final reportada sea , pg / 1x10°% cel-h




Apéndices

B-4 Cilculo de la velocidad especifica de consumo de glucosa. durante ta fase de

produccion -

De la ecuacion 4.7, es ‘p'osiblef,determinar,;elapavrémetro‘[3 como la pendiente de una grafica

de concentracion-de-glucosa-contra-indice de-viabilidad: -~

S—s=p- I

donde,

s, = concentracion de sustrato en el tiempo cero

s = concentracion de sustrato en el tiempp t

B = gs, velocidad espemﬁca de consumo de sustrato

fxdt = mdlce de vmblhdad

tlca que la empleada en el Apendlce B-

Los calcu[os se 1lustran con datos de" a

2. El calculo de B se- reallza'medxante e] sngu('nte procedlmlento

-Calcular el delta de glucosa consxderese el valor mncnal de glucosa (tlempo cero de la
cmetxca)

Aglc = [glucosa inicial} - [glucosa-én el tiempo-t].

TESIS CON
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2.-Graficar solo los puntos hasta donde se logra la maxima generacion de células viables.
Nota: en algunos casos conio Ios cultivos controlados a 3 y 12% OD, se eligieron maximo 3

puntos para disminuir el error en los calculos realizados. En el gje x, indice de viabilidad y

enel eje y, delta de glucosa.

Indice de viabilidad [glc] Delta [glc)
(cel-hiL) (mM)
43.22
00 40.56
50 39.33
1E+1 34.83
1.73E+11 38.94
1.90E+11 30.83
3.-Realizar una regresion lineal.
y = 6.14E-11x - 1.33E-01
R® = 9.14E-01
= 91
to ’
3 84
ol o
g . 7
g o
8 &= *
gL Ea .
g8 3 .
g 2
2 iy
o ] v v v v v v ]

0 2E+10 4E+10 6E+10 8E+10 1E+11 1E+11 1E+11

Indice de viabilidad,
cel-h/L

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x10° para que:la

unidad final fepbrtada sea , pumol / 1x10° cel-h

TESIS CON
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B-5 Ciilculo de la velocidad especifica de consumo de glutamina durante la fase de

produccion

De la ecuacion 4.7; es posible-determinar el parametro B como la pendiente de una gratica

viabilidad:

de concentracion de glutamina contra indice de

S—85=p- ]"x‘,-dl‘

S L

donde,

So = coﬁcentracién de sustrato en el tiempq cero

s= concentfacién de SLyStrato enel t‘i‘é’mp"o!t; ;

B = qs. velocidad especifica de éoﬁSumo de s’u’st‘rato

Jxdt = indice de viabilidad

Los calculos se ilustran con datos de la misma cinética que la empleada en el Apéndice B-

2. El calculo de 3 se realiza mediante el siguiente procedimiento:
l.-Calcular el delta de glutamina, considérese el valor inicial de gl_utamina (tiempo cero de

la cinética)

Agln = [glutamina inicial] - [gluta‘midaren,el tiempo t] -
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2.-Graficar sélo los puntos hasta donde se logra la maxima generacion de células viables.

Nota: en algunos casos como los cultivos controlados a 3 y 12% OD, se eligieron maximo 3

~puntos para disminuir el error en los calculos realizados. En el eje x, indice de viabilidad y

en el gje y, delta de glutamina.

Indice de viabilidad [gin] Delta [gIn]
{cel-hil) (mMj | (mM)
10.605
36950006000 9.03 158
82162500000 8.26 [i::2.35
B1Ex1L 6.13 114,48
1.73E+11 7.18 3.43
1.90E+11 5.85 4.76
3.-Realizar una regresion lineal.

y = 3.11E-11x + 2.07E-01
£ R? = 9.42E-01
o
g
c 451
IT=) o
‘g 4
g 354
[ 39
v g =
2 L E 251
§u B *
©
2 154 )/

8 19

2 051

S 0 r r v —

o

= O  2E+10 4E+10 BE+10 BE+10 1E+11 1.2E+1

Indice de viabilidad,

cel-h/L.

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x10° para que la

unidad final reportada sea , umol / 1x106 cel-h
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B-6 Cilculo para rendimiento de generacion de biomasa sobre consumo de sustrato

V(Yx\'/glc 6 \,xv/uln) 7

Los calculos se ilustran con datos de la misma cinética que la empleada en el Apéndice B-
2. Utilizando la ecuacion 4,10, se sustituyen los valores que se encuentran sombreacos en la

tabla ilustrada en esta seccion.

Ejemplo para (Y i)

Ywgle = (2.11x10” = 1.33x10%) = 9.298x10” [Fiemno Xy [glc] [gin]
- - l

(43.22 - 34.83) (hpi) (cel/L) mm M

. 0 133409 432200 o
Ejemplo para (Y «vgin) 2 BEL a2
485 | 1.04E+09 3933

‘ : . 25 PATTER00 |~ 385 7T
va/gm‘—‘(2.llx10)— 133\10)) = |74\|0‘. 725 IEETO() 34 35
(10.605 - 6.125) 96 | 145E+09 | 38.94
| ' 12 | 7006108 | 3083

las unidades de (Ygwge O Yiwgm) estan definidas como, cel / mmol glc ¢ gln,

rcspectivamente.

; : s G 9 . .
A cada valor calculado en todas las cinéticas se le divide entre 1x10° para que la unidad

final reportada sea , ‘lxloﬁ cel generadas/'h’mckjl gle é;gln consumida.

TR OON 118
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B-7 Cilculo para. rendimiento - de produccion - de. proteina. recombinante. sobre

gcncrnci(m (Ircﬁ I)ionl_:rlsnm(r\’[',,‘“.)7:'

Los calculos se ilustran con datos de la misma cinética que la empleada en el Apéndice B-
2. Utilizando la ecuacion 4.11, se sustituyen los valores que se encuentran sombreados en la

tabla ilustrada en esta seccion. -

Tiempo Xv lpr]
Ejemplo:
(hpt) cel/mL, pg/mL,
s 0 SI33EA06 .0
\,p/x\' =(_3574 - 0 ) = 45810 24 1. 75E+06

(2.11x10° ~1.33x10°%) 4835 1 1946106
72.5 [211E406 | . 3574
96 | 1.45E+06
12| 7.00E+05

la unidad de (Y« ) esta definida como, 11g / cel

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x10° para

que la unidad final reportada sea , pg proteina recombinante producida / 1x10° cel generada -

SR
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Apéndice C

Cinéticas completas de cultivos control individuales no

mostrados en seccion de resultados y discusion
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Figura C-1 - Perfiles cinéticos de cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor
mantenido a 3% de OD. L Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 111 Perfiles de concentracién de
células totales, células viables y % viabilidad. La flecha inclinada punteada a las 88 h indica el cambio
de gas aire a 0,., mientras que 1a no punteada a las 172 h indica el cambio de O, a aire. La flecha
vertical indica el eambio escalonado en OD,
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Figura C-2 Perfiles cinéticos de cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor
mantenido a 20% de OD. L. Perfiles de OD y pH. I Perfiles de gases. IHL. Perfiles de concentracion de
células totales, células viables y % viabilidad. La flecha inclinada y punteada a las 1400 h indica el
cambio de gas dé entrada de aire a Oy . Al panel I se dibujaron lineas para indicar Ia tendencia..

esperada del cultivo,
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Figura C-3 . Perfiles cinéticos de cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor
mantenido a 160% de OD. I, Perfiles de OD y pH. Il Perfiles de gases. 11, Perfiles de concentracion de
células totales, células viables y % viabilidad. La flecha vertical indica el cambio escalonado en OD,
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Figura C-4 Cinéticas tipicas de las células Sf-9 ¢n lotes no infectados (control) realizados en
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de células viables, H. % viabilidad, 1. Concentracion de glucosa, 1V, Concentracion de lactato, V.,
Concentracion de glutamina,
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Apéndice D

Valores de velocidad especifica de crecimiento durante Ia
fase previa a la infeccion (o antes del cambio escalonado

de OD para cultivos control)
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Velocidad | Velocidad Velocidad
especifica | especifica especifica de
Oxigeno de de crecimiento
disuelto crecimient crecimient promedio
LOTE A LOTEB
% (h™) (h) (h™)
*cultivos infectados”
0 0.0181 0.0188 0.0185::0.0004
3 0.0114 0.0331 0.0223+0.0109
12 0.0127 0.0123 0.0125+0.0002
20 0.0185 0.0077 | 0.0131+0.0054 |
80 0.0171 0.013 0.0151+0.0021
160 0.0232 0.0156 0.0194+0.0038
“cultivos control” |
3 0.0161 0.0148 | . _091_5.,4_:9___0_@7_
20 0.0119 - 0.0119+0.0000
160 0.011 0.0178 0.0144+0.0034

Apcéndices

Tabla D-1 V«llc.(.s de ‘velocidad especifica de. crecimiento antes. de: mfucmn (o antes dcl cambio
escalonado de OD para-cl caso dc los_cultives control) calculada para ca(la cmulc.l mfcct.ul.l - sin
infectar, EF OD se contlolo 4 20% para cida uno dc los cultivos. 0o :
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Figura E-3 Perfiles cinéticos de cultivo en biorreactor de células de insccto infectadas y con control de
OD a 12%. 1. Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 1L Perfiles de concentracion de células totales,
células viables y % viabilidad, La flecha inclinada punteada a las 72 h indica el cambio de gas aire a
0;, mientras que Ia no punteada a las 192 h indica el cambio de Oy a aive, La flecha vertical indica el
cambio escalonado en OD,
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Figura E-4 Perfiles cinéticos de cultivo en biorreactor de células de insecto infectadas y con control de
OD a 20%. L. Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 111 Perfiles de concentracion de células totales,
células vinbles y % viabilidad. La flecha inclinada a lag 142 h indica el cambio de gas O, a aire. La
flecha vertical indica el cambio escalonado en OD,
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Figura E-5 Perfiles cinéticos de cultivo en biorreactor de células de insecto infectadas y con control de
OD a 80%. 1. Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 111 Perfiles de concentracion de células totales,
células viables y % viabilidad. La flecha inclinada punteada a las 92 h indica el cambio de gas airc a
O;, mientras que la no punteada a las 168 h indica el cambio de O, a aire. La flecha vertical indica el ~
cambio escalonado cn OD, a
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Figura E-6 Perfiles cinéticos de cultivo en biorreactor de células de insecto infectadas y con control de
OD a 160%. 1. Perfiles de OD y pH. IL Perfiles de gases. 111 Perfiles de concentracion de células
totales, células viables y % viabilidad. La flecha vertical indica el cambio escalonado en OD,
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Apéndices

Figura E-7 Cinéticas tipicas de células Sf-9 en lotes infectados realizados en biorreactores. 1.
Concentracion de células viables, I, % viabilidad, I11. Concentracidon de glucosa, IV, Concentracion de

lactato, V. Concentracion de glutamina. (lote A)
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Concentracion de
células vivas,
108cetmL

Viabilidad, %

Concentracion
de glucosa,
gL

Concentracion
de lactato,
giL

Concentracion

de glutamato,
mM

X Vv

VI

-@- OD 20%
-G OD 80%
~g— OD 160%

Concentracion
de glutamina,
mM

I 1 1 2

0 24 48 72 96 120 144 168
tiempo de post-infeccion, hpi

Figura E-8 Cinéticas tipicas de células Sf-9 en lotes infectados realizados cn biorreactores. I
Concentracion de células viables, I1. % viabilidad, 111, Concentracion de glucosa, 1V, Concentracion de
lactato, V. Concentracion de glutamina. (lote A)
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Concentracion de
106 cellmL

células vivas,

Viabilidad, %

Concentracion

de glucosa,
giL

0.6 1

Concentracion
de lactato,
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Concentracion

de glutamato,
mM

A

—&~ OD 0%

Concentracion
de glutamina,
mM

—-&- OD 12%

6
4 4 - 0D 3%
2
0

1] 24 48 72 96 120 144 168
tiempo de post-infeccion, hpi

Figura E-9 Cinéticas tipicas dec células Sf-9 en lotes infectados realizados cn biorreactores. I.
Concentracion de células viables, IE. % viabilidad, 1. Concentracion de glucosa, 1V. Concentracidn de
lactato, V. Concentracion de glutamina. (lote B) a
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Concentracién de
células vivas,
1 OscellmL

Viabilidad, %

O . : [

Concentracion
de glucosa,
gL

i e e

oON L O

Concentracion
de lactato,
gL

Concentracion
de glutamato,
mM

—@— 0D20%
—g@a— 0D 80%
—g— OD 160%

Concentracion
de glutamina,
mM

[P

0 24 48 72 e 120 144 168

tiempo de post-infeccién, hpi

Figura E-10 Cinéticas tipicas de células $f-9 en lotes infectados realizados en biorreactores. L
Concentracion de células viables, 1L % viabilidad, 1L Concentracion de glucosa, IV, Concentracion de
lactato, V. Concentracion de glutamina. (lotc B)
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OD \,\'\‘/ulﬁ
1x10°cel/umol

0% 0

3% 0.029+0.006

12% 0.116+0.048

20% 0.142 4 0.000

80% 0.120 +0.027

160% | 0.198+0.070 |
3% s/i_ | 0.149+0.008
20% s/i | 0.206+0.017

160% s/i 0.240 4 0.033

OD \'w/ulm
1x10%el/pumol

0% 0

3% 0.058 +0.051

12% 0331 +00l16

20% 0.264 £ 0.027

80% 0.287+0.113

160% 0.373 £ 0.045
3% sfi 0.522 +0.056
20% sfi 0.789+0.013
160% s/i 0.655+0.101

Tabla F-1 Rcmlmuultos c.llculudos Para Yme ¥ Yo en cultivos infectados y sin infectar, s/i se reficre
a cultivos control sin.infectar.
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oD Yp/\n
ng/ix10%el
0% 0
3% 21.532 £2.900
12% 20.000 +0.125
20% 29.732 +9.518
80% 45212 +£0.614
160% 15272 +£5.519
oD \’p/glca
g/mol
0% 0
3% 2,622+ 0.110
12% 2925+ 1.73
20% 10.433 £ 0.000
80% 6.931 +0.758
160% 3.042+1.514
oD Yp/gln.
g/mol
0% 0
3% 2.886+0.153
12% 3.540 + 0.675
20% 16.004 + 9.830
80% 18.547 £ 6.361
160% 5.707 £ 0.407

TESIS CON
TALLA DE ORIGEN

Apéndices

Tabla' F-2" Rendimicntos calculados para Yyw, Yupue ¥ Ypme en cultives infectados. s/i se refiere

cultivos control sin infectar.
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