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Resumen 

En la actualidad, el sistema células de insecto-baculovirus es una herramienta 

poderosa para producir proteínas rccombinantes. Algunas de las principales ventajas de este 

sistema son su facilidad ele uso y la capacidad para regenerar altas concentraciones ele proteína 

heteróloga. Un parámetro de gran importancia, pero que en general ha recibido poca atención, 

es el oxígeno disuelto (OD). Por ello, el objetivo principal ele este trabajo fue evaluar el efecto 

del OD controlado a valores constantes sobre los principales parámetros cinéticos y 

estequiométricos del cultivo ele células de insecto infectadas con un baculovírus recombinante 

para producir lactadherina, la proteína modelo. Se evaluaron, por duplicado, seis condiciones 

ele oxígeno disuelto constante (O, 3. 12, 20, SO y 160%) en cultivos de ,r.,¡}()dopterafmgiperda 

(Sf-9) infectados y se compararon con cultivos control sin infectar a tres condiciones ele 

oxígeno disuelto constante (3, 20 y 160% OD). Todos los cultivos fueron iniciados con una 

concentración celular ele O.Sx 106 cel/mL. Durante las primeras horas de cultivo se controló el 

OD a una concentración de 20%, valor adecuado para alcanzar altas concentraciones de 

células. Al llegar a una concentración de 1.Sx 106 cel/mL se cambió en forma escalonada el 

OD a cada una de las 6 concentraciones propuestas. Posteriormente, se infectaron los cultivos 

a una multiplicidad de infección (MOi) de 1 ufp/cel y se siguió su comportamiento cinético 

hasta que la viabilidad decayera por debajo del 30%. Se cuantificó la proteína recombinante, 

glucosa, glutamina, glutamato y lactato. Para los cultivos control se siguió el mismo 

procedimiento, .!xcepto que después del cambio escalonado no se agregó virns. 
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Se determinó que por debajo de 20% de OD la expansión celular. definida como la 

concentración máxima de células vivas entre la concentración de células vivas al momento de 

infectar (o al momento de hacer el cambio escalonado en OD para los cultivos control) 

disminuía continuamente hasta ser nula a 0% de OD. Por el contrario, entre OD de 80 y 160% 

la expansión celular se mantuvo constante. La concentración óptima para proteína 

recombinante se obtuvo a 80% OD y disminuyó en cultivos mantenidos a OD mayores o 

menores a 80%. Asimismo. la velocidad específica de producción de proteína recombinante 

aumentó rápidamente ele O a 0.3925 pg/ 1x106 célula-h al aumentar el OD ele O a 20%. Entre 20 

y 80%, la velocidad específica ele proteína recombinante se mantuvo relativamente constante y 

disminuyó a valores mayores a 80% OD. 

Se observó que la vclociclacl específica de consumo ele glucosa en cultivos no 

infectados se mantuvo constante entre 3 y 160% OD, mientras que fue cero a 0% OO. No se 

observó 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 ele glucosa es 

2.65 veces mayor al consumo observado en el cultivo infectado. Por otro lado, se observó que 

la velocidad específica 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 anóxicas, se observó un incremento de la concentración de la 

glucosa, debido a la hidrólisis de sacarosa. El lactato; tanto en cultivos infectados como no 

infectados, se mantuvo relativamente constante durante la .fase de crecimiento, excepto para 

0% OD donde se incrementó desde el momento de la infección hasta llegar un máximo de O.SS 

2 



Res11111e11 

g/L. La concentración de lactato aumentó durante la fase de muerte en cultivos mantenidos por 

arriba de 20% OD. 

Los resultados obtenidos del presente estudio son importantes para entender el 

efecto de 00 sobre el metabolismo de células de insecto. Tal conocimiento es necesario para 

establecer condiciones óptimas de producción de proteínas heterólogas por el sistema células 

de insecto - baculovirus. 
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Capítulo 1 

Introducción 

Mediante la explotación .del cultivo, tanto de células. microbianas como animales, se 

ha logrado la~producCión de.proteínas complejas.de importancia en el área médica, A través de 
·'-. . ·- . - . -

los años, se l1~Íl .seleccionado líneas celulares y desarrollad.o sistemas de expresión capaces de 

producir protéínas semejantes a las generadas por células humanas. Las células de procariotes ó 

las de eucariotes inferiores presentan una serie de ventajas desde la perspectiva de un bioproceso. 

No obstante, la mayoría de estas células no pueden efectuar las modificaciones postraduccionales 

características de células de eucariotes superiores. Estas modificaciones son esenciales para la 

función biológica de muchas proteínas recombinantes terapéuticas y profilácticas. Por lo tanto, 

en ciertas aplicaciones se prefiere el uso de células de eucariotes superiores como sistema de 

expresión de proteínas heterólogas. 

En los últimos 15 años; el sistema células de insecto-baculovirus (Cl~BV) ha generado 

gran interés ya que ha demostrado ser una herramienta versátil y poderosa para la expresión de 

genes heterólogos. Entre las ventajas que distinguen al sistema Cl-BV se encuentran su alta 

eficiencia .para producir distintas proteínas recombinantes (el 95% de las cuales han sido 

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

humano (Lindsay y Betenbaugh, l 992). Además, las células de insecto son capaces de realizar 
,·', , 

modificaciones postraduccionales, entre ellas la glicusilación, fosforilacion.:Y · acil~cióri~ las· cuales 

determinan las propiedades específicas de cada proteína (Palomares y Rámíre:Z:, ~19"98). El sistema 
< ~· ~ .·i: :, ... 

CI-BV, desarrollado a principios de los ochentas por Gale E. Smith en el laborato~io de Max D. 
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Summers (Smith et al., 1983), se basa en la construcción de baculovirus .recombinantes con los 

que se infectan células de insecto, tanto in vivo como in vitro. En lo.s !JacuJoyiru~ recombinantes, 

el gen de interés generalmente reemplaza al gen de la poliedrina; el cual tiene un; promotor fuerte 

que es activado en la fase muy tardía del ciclo de ·infección. En ün baculovirus silvestre, la 

poliedrina constituye la matriz proteica del cuerpo de inclusión en el que se encuentran 

embebidos los viriones. La poliedrina protege a los viriones de las condiciones adversas de la 

naturaleza pero no es esencial para la replicación viral (Caron el al., 1990). Colocando genes 

heterólogos de productos de interés comercial sobre el control del promotor de la poliedrina se 

han logrado obtener rendimientos de proteína de 20 a 250 veces mayores que los obtenidos en 

otras células de eucariotes superiores, tales como las de mamíferos (Betenbaugh et al., 1999). A 

partir de datos recopilados por Goosen el al. ( l 992a), el nivel de expresión que se ha logrado 

obtener de proteína recombinante en el sistema Cl-BV varia de entre 1 a 600 mg/L. Inclusive 

existen trabajos publicados que afirman que la concentración máxima de proteínas recombinantes 

obtenidas por Cl-B V se aproxima a 1 g/L (Maiorella et al., 1988; Caron et al., 1990; Vaughn, 

1999; Palomares y Ramirez, 2001; Palomares et al., 2002a). 

En e.1 ·.sistema . Cl-13 V, la Jine'a: celular n1as con1(111111ente usada para produ~ir proteínas 

recombinantes es la Sf-9, deriváda del'lepi.dóptero 5iJodoptera frugiperdcí. Aunque existen 

muchos baculovifus, el más utilizado es el vi~us de la nucleopoliedrosis múltiple de Autographa 

cal(fomica ya que tiene un amplio rango de huéspe,des e infecta a la mayoría de los lepidópteros. 

El cultivo de células Sf-9 en suspensión facilita la producción de las proteínas 

recombinantes. En todos los sistemas en suspensión, es indispensable mantener una 

homogeneidad a través de todo el biorreactor para garantizar una disponibilidad adecuada de los 
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nutrientes necesarios a todas las células. Uno de los nutrientes limitantes que debe ser 

suplementado a un cultivo de células de insecto, principalmente durante el crecimiento y en las 

etapas de infección, es el oxígeno. La demanda típica de oxígeno de células de 'insecto es en 

general más alta que las de. células de mamífero, el cual es usado para mantener las actividades 

celulares y para acomodar la síntesis de ADN viral y la producción de proteína recombinante 

(Hu y Bentley, 1999). Además, la demanda de oxígeno se incrementa en casi al doble después 

de la infeccióncon el virus (Scott et al., 1992, Kamen et al., 1996). Se ha determinado que el 

intervalo de velocidades de consumo de oxígeno es de 10·17 a 10"18 11101/célula-s y puede 

incrementar de un 30% a 100% durante las etapas iniciales de infección (entre 12 y 18 horas 

post-infección) (Betenbaugh et al., 1999). Un suministro inadecuado durante la etapa de 

infección puede afectar negativamente el proceso de replicación viral y disminuir en 5 veces o 

más los rendimientos de proteína recombinante (Lindsay y Betenbaugh, 1992). Todo lo anterior 

señala la importancia que el oxígeno disuelto (OD) tiene sobre el sistema Cl-BV. 

En este estudio se tomó como proteína modelo a la lactadherina humana, una 

glicoproteína de 46 kDa que forma parte de un complejo de mucina. Este complejo se encuentra 

asociado al glóbulo graso de la leche humana. Se ha observado que la lactadherina tiene 4 sitios 

potenciales de N-glicosilación complejos y que presenta ácido siálico en los heterosacáridos 

(Cauto el al .. 1996). Newburg el al. ( 1998), indicando que estos ácidos siálicos compiten con el 

rotavirus por los sitios de unión a la célula huésped. Hasta Ja fecha no se ha . determina.do si la 

lactadherina presenta actividad terapéutica, pero se Je atribuye la propiedad ele reducir la 

intensidad de diarreas· provocada. por.rota virus en. infantes.(Yolken. el a/,;~ J 99I). ~drlo•tanto, la 

Jactaclherina representa un modelo interesante que puede tener potencialbiotecn~!Ógico. 

6 



!. fl11rocl11cciá11 

El presente estudio tiene como propósito determinar el efecto del 00 constante sobre 

la producción de la glicoproteína modelo en el sistema Cl-BV. Los datos existentes se han 

enfocado hacia los efectos del 00 sobre el crecimiento celular; sin embargo, no hay suficiente 

información sobre los efectos en la producción de proteínas recOmbinantes producidas en 

biorreactores instrumentados donde el 00 se controle de fornía rigurosa en niveles constantes. 

Además, pocos reportes relacionan los efectos delOD sobre el metabolismo de las células de 

insecto infectadas (Reuveny et al., 1992). Los resülta.dos obtenidos en este trabajo servirán 

como bases para establecer las condiciones óptimas de 00 y para comprender mejor el efecto de 

tal variable sobre el metabolismo celular después de la infección viral; Dicho conocimiento 

deberá ser de utilidad en estudios de escalamiento para. la producción de proteínas 

recombinantes por el sistema Cl-BV. 
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Capítulo 11 

Antecedentes 

2.1 Rcseíia e interés actual del sistema CI~BV 

La primer aplicf!ción práctica de los baculovinis se dio como bioinsecticidas en la 

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

de manera formal la utilidad de los baculovirus como agentes de control biológico. Fue así 

como en 1975, se registró el primer baculovinis para ser utilizado comercialmente como 

pesticida. En la actualidad existen más de 40 baculovinis empleados como biopesticidas, 

los cuales son usados para proteger miles de hectáreas de diversos cultivos, principalmente 

hortalizas, árboles frutales y pinos (Maeda, 1995; Miller, 1996). A partir de la década de los 

sesentas, se generaron las primeras líneas de insecto con el objetivo de propagar el virus i11 

vitro. Con los trabajos de Smith et al. se abrió en 1983, un área totalmente nueva, en la que 

al infectar cultivos de células de insecto con baculovirus modificados genéticamente se 

lograba la expresión de proteínas recombinantes. Actualmente, el sistema Cl-BV es uno de 

los sistemas de eucaribtes superiores más utilizados para la producción de proteínas 

recombinantes a nivel laboratorio. Además, existen proteínas recombinantes comerciales 

producidas por este sistema y varios productos farmacéuticos se encuentran actualmente en 

pruebas clínicas (Yamshchikov et al., 1995; Yang et al., 1996; Tsao et al., 1996; Palomares 

y Ramírez, 1998; Palomares et al., 2002a). El sistema CI-BV tiene también grandes 

perspectivas. Nuevos campos de investigación se están ab.riendo para este sistema. Por 

ejemplo, se ,pueden ahora realizar estudios de bibliotecas de ADN mediante el desplegado 

de proteínas sobre la superficie viral y la demostración reciente que los baculovínis pueden 
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internalizarse en células humanas .lo cual puede tener impacto potencial en el campo de la 

terapia génica (Palomares y Ramírez, 2001 ). 

2.2 Ciclo de infección del baculovirus 

2.2. l Etapas en el cultivo in 11il'o 

El ciclo de infección del baculovirus en las larvas de insecto inicia cuando los 

insectos ingieren cuerpos de oclusión provenientes de alimentos contaminados. La matriz 

poliédrica cristalina (compuesta de poliedrina) que conforma a los cuerpos de oclusión se 

solubiliza en el tracto intestinal medio en condiciones alcalinas (pH 9.5-11.5 debido a los 

jugos gástricos del insecto, Granados 1980; Van Lier 1992). La matriz proteica al 

degradarse libera viriones que se encontraban embebidos en ella. Los viriones entran a las 

células epiteliales . del tracto intestinal medio a través de un proceso de fusión con la 

membranapla!)mática del microvello. La replicación 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 infección secundaria. El virus 

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

epiteliales de los traquéolcis, los cual~s proveen de oxígeno al tracto intestinal medio 

(Goosen et al., 1992a, VaniLier eli'a/.,' 139~;~:p~.i;e~~!f'e~ aÍ., 1994; Palomares y Ramírez 

1998; Betenbaugh ef,a/.;.i 999;.Pafomái'efüida/;F~zdcúJ)'.-EI ciclo natural de infección del 
~ ; '· . . . :: , " . ~:· " . . '· ·r.. . ! .. , . ··.' ,; ... 

baculovirus en laíVas de insecto, se esquem~tiz~ enla Figura 2.1. 
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11. Antecedentes 

Figura. 2.1 Ciclo de infección del bnculovirus silvestre, AcMNPV. La infección primaria a través del 
virus ocluido inicia 11 partir de la desintegración de la matriz poliédrica en el intestino del insecto y su 
subsecuente fusión 11 la membrana plasmática. Los virus no ocluidos producidos dentro de In célula 
proceden 11 iniciar el proceso de infección secundaria. Adaptado de Bctcnbaugh et al. (1999). 

Durante una infección típica, la larva infectada continúa alimentándose a lo largo de 

5 a 7 días, llegando en la fase terminal a formar un saco cuticular con apariencia lechosa y 

saturado de cuerpos de oclusión. El insecto cuando se infecta cambia la coloración de su 
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cutículo (encarecimiento) y la estructura muscular se desintegra (proceso conocido 

coloquialmente como marchitamiento). Aproximadamente el 25% del peso seco de la larva 

destruida es liberado en forma ele cuerpos ele oclusión. Estos son esparcidos sobre el suelo y 

plantas, que al ser consumidos por otros insectos inicia ele nueva cuenta otro ciclo de 

infección (O'Reilly et al. 1994, Betenbaugh et al.1999 ). 

La expresión de genes a través de baculovirus como el de la núcleo-polieclrosis 

múltiple de A 11tographa cal{fomica (AcMNPV) ocurre en cuatro fases: temprana inmediata 

(a), temprana (13). tardía (y) y muy tardía (o). Durante 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 expresión de los genes tempranos, cuyos productos 

son responsables del rearreglo del citoesqueleto y la dispersión de la cromatina del 

huésped. La replicación del ADN virnl ocurre entre 5-7 horas después de la infección y es 

seguida por la expresión de los genes tardíos. La fase tardía se extiende a partir de las 6 

horas de post-infección (hpi) hasta las 20-24 hpi. En esta etapa ocurre el ensamble de las 

nucleocápsides, el transporte, la liberación de virus no ocluidos (BV) y la degradación del 

genoma huésped. La producción logarítmica ele los virus no ocluidos ocurre 

aproximadamente de 12 a 20 hpi, después de este tiempo la velocidad de producción 

disminuye. La formación de virus ocluidos ocurre durante la fase muy tardía, alrededor de 

las 20-24 hpi. En esta· etapa, ~e .i.i11eklas nucleocápsides con un.a sec;ción de la membrana 

citoplásmica que definen!a• lbs grupCls~de•partículas virales:;múltiples;(M_Npv·s) O a las 
',·· .. '; __ -_ ::!,-, . . ·_·.;{ · .•. '.· .,.-_.·.:.-·---, _ _ , __ ·_ .: ·, ·::~:J.~~;.,;.::".'.:-.<~·, .. \:·,·:-'·'·, ' 

partículas ·virales···iTlclivicluales·(sNPV's);~Las•partículas\virale~•oduidas>Jti~cleri·acumularse 

a lo largo de 3-5 días hasta que ocurre la lisi{ de lascélulas infec~:~a.s; E~ pr~medio, se 
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acumulan por célula, 70 cuerpos de oclusión poliédricos con un diámetro aproximado de 5 

~tm (O'Reilly eta!. 1994, Betenbaughe/ al., 1999). 

2.2.2 Etapas en el cultivo in 1•itro 

El ciclo de vida de baculovirus en cultivos in vitro es prácticamente igual a la de 

los cultivos in vivo excepto que se tienen algunas consideraciones distintas. Para el caso in 

vitro se requiere necesariamente de virus no ocluidos. Como en el caso de los cultivos in 

vivo, la infección en los cultivos in vi/ro es mediada por la forma no cubierta o no ocluida 

del virns, el cual entra por un proceso de endocitosis adsortiva (ver Figura 2, 1). Las 

nucleocápsides migrandel citoplasma hasta el núcleo a través de una interacción polar con 

los poros nucleares. De esta manera se facilita la entrada de partículas virales al 

nucleoplasma. Después de que ocurre la inoculación viral, el ARN viral será detectado a los 

30 minutos en el núcleo y al instante iniciará el proceso de transcripción primaria. En la 

sección anterior se mencionaron las etapas del ciclo de infección del baculovirus en 

cultivos i11 vitro, las cuales son las mismas que en cultivos i11 vivo. Debido a que el gen de 

la poliedrina no es esencial para la infección ni para la propagación del BY, la construcción 

de un baculovirns recombinante se puede llevar a cabo reemplazando, el . gen de la 
:'.'· ;'.;'. 

poliedrina con el gen de interés. De esta forma los genes 11eterólogos de: PJ{>ductos de 
··," 

interés comercial se expresan mediante el,,·,··· control cl~l'·prorricitoi',;;d~' la-· poli~drina 

(Betenbaugh et al.; 1999).' Laproteí~a,cle int~('és ser~< exp(esadá, .en l~g~rd~J gen 'de Ja 

poliedrina en la fase muy tardía de la infécción conAb~P~. Áde~ás,los virus no 
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ocluidos pueden ser colectados del medio de cultivo celular y ser usados para infectar otras 

células (Caron et al., 1990). 

2.2.3 Expresión ele genes heterólogos 

Dos genes que abundantemente se expresan durante la fose muy tardía son los genes 

de la poliedrina y de la proteína p 1 O. El producto del gen de la poliedrina (polh) es una 

proteína de 29 kDa que forma la matriz cristalina de las partículas de oclusión cuya función 

en la naturaleza es proteger a los baculovims de las condiciones ambientales adversas. El 

producto del gen p 1 O es una proteína de 1 O kDa que forma arreglos de fibras largas en el 

núcleo y ocasionalmente en el citoplasma. En 1983 se confirmó que los virus que contenían 

deleciones en el gen de poliedrina eran estables y podían replicarse en células en cultivo. A 

pesar de que. las células infectadas con estos virus carecen de la propiedad de formar 

partículas de oclusión, la producción de BV no se ve.afectaQa:. g>e 1na~er~ similar, se ha 
. - ~· .. ' 

observado que la interrupción del gen p 1 O resulta en laÍnterp.füci()'h ~1~'1~ tn~triz ttbrosa, sin 

afectar la formación del B V y por lo tanto el proll1ot()r 'ele pi o: es tan\bién comúnmente 

usado para expresar proteínas heterólogas. 

Debido a que los promotores de la poliedrina y p 10 son fuertes y ~e fase muy tardía, 

se ha reportado que hasta el 70% de .la proteína total de las célÚlás de irisecto puede estar 

constituido por proteína recombinanté. Existen otros promotores del baculovirus usados 

para expresar proteínas:heterólogas, no obstante el de la p~lieclrina•·y'el de p 1 O son los más 

comunes. 
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2.3 Líneas de células de insecto 

Las células de insecto han sido establecidas a partir de por lo menos 100 diferentes 

especies dentro -de las siguientes órdenes de Arthropoda: Lepidóptera (polillas y 

mariposas), Diptera (moscas), Homóptera (pulgas y cigarras), Hymenóptera (abejas y 

avispas), Orthóptera (mantis, grillos, saltamontes y chapulines) y Coleóptera (escarabajos). 

Estas líneas han sido aisladas de los huevos o tejidos embrionarios, larvales ó adultos tales 

como hemocitos, ovarios, discos imaginarios, testículos, intestino medio y en la grasa 

corporal, usando métodos establecidos desde principios del siglo XX para generación de 

líneas de células animales (Goosen et al., l 992a). Los procedimientos típicos para obtener 

células individuales involucran la lisis del tejido seguido por la suspensión en un medio 

enriquecido y el cultivo en matraces o frascos. Los nutrientes son reemplazados 

periódicamente y los cultivos son monitoreados hasta que se observa la división celular. 

Las células son entonces subcultivadas después de una o varias semanas para obtener una 

nueva línea celular. Los aislados clonales pueden ser seleccionados ya sea por su mejor 

crecimiento ó propiedades de expresión genética. Fue así como se generó el clon Sf-9 el 

cual a su vez se obtuvo de la línea celular establecida (IPLB-Sf-21) del gusano de la 

mariposa otoñal, Spodoptera frugiperda. Ambas líneas son ahora usadas ampliamente para 

la replicación del AcMNPV y la producción de proteínas recombinantes. (Vaughn, l 999; 

Palomares et al., 2002a). 

Las líneas celulares -son usualmente cultivadas a escala laboratorio ya sea en cajas 

de poliestireno ó en botellas "rodantes". Aquellas líneas celulares que no son anclaje 

dependientes pueden crecer en matraces agitados ó biorreactores donde las células se 
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encuentran en suspensión. Las células que son dependientes a la adherencia deben ser 

desprendidas por agitación, raspado, ó tratamiento enzimático. Después de una fase lag, las 

células crecen logaritmicamente con tiempos de duplicación entre 0.5 y 2 días. Las 

concentraciones celulares máximas están típicamente en el orden de 106 cel/mL pero 

pueden elevarse hasta más de 107 cel/mL en algunos casos. Las células tienen tamaiios 

típicos entre 1 O a 20 ~un y las temperaturas de cultivo típicas son entre 25 y 30ºC. Los 

bancos celulares pueden ser criopreservados en nitrógeno líquido usando medios especiales 

con crioprotectores tales como el climetil su! fóxiclo (DMSO) (Betenbaugh el al., 1999). 

2.4 Baculovirus 

El baculovirus es un virus caracterizado por una estructura larga, incluye un 

genoma de ADN ele doble hebra covalentemente cerrado y circular que se localiza 

empacado en una cápsicle en forma de bastón, de ahí su nombre derivado de la raíz bac11/o 

(Palomares y Ramírez, 1998). 

2.4.1 Clasificación y Estructura 

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

siguientes: vinis de poliedrcisis nuclear ó nucleopoliedrosis (NPV) y granulovirus (GV). 

Adicionalmente, los vims pueden ser o no ocluidos. Las cápsides de los baculovirus miden 

usualmente 40-50 rim el'l diárriefro y de 200-400 nm en longitud (Betenbaugh 'et al., 1999). 

Este tamaño permite que genomas muy largos de ADN, aproximadamente 130 kb en 
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longitud, puedan distribuirse a todo lo largo del baculovirus. Los dos baculovirus más 

comúnmente estudiados como vectores de expresión son el virus de poliedrosis nuclear 

múltiple de Autographa cal(fomica (Acl'v!NPV) y el virus de poliedrosis nuclear de 80111/~1·x 

mori (HmNPV). 

El ADN viral se encuentra condensado en una estructura nucleoproteica dentro de la 

cápside. Este conjunto llamado nucleocápside se elabora en el núcleo de las células 

infectadas. Después de su formación, las partículas virales son liberadas al fluido 

extracelular con una envoltura de membrana, llamándose viriones. Los cuerpos de oclusión 

poliédricos de los virus de poliedrosis nuclear (NPV's) son conocidos como poliedra. En 

AcMNPV, la sigla l'vl (Múltiples) se refiere a que varios vinis quedan envueltos en una 

misma membrana y embebidos en una matriz de poliedrina. En el segundo caso, las 

BmNPV son SNPV, es decir sólo una partícula viral queda embebida en la matriz proteica 

(O'Reilly et al., 1994). 

2.5 Metabolismo de las células ele insecto 

Las células de insecto requieren de un medio de cultivo de composición compleja 

para que sobrevivan y crezcan en cllltivo .i11. vi/ro. Las formulaciones de los medios de 

cultivo para Cl son derivadas ele ele¿ent,~s jdentiftchdos ~;igih'at~~nfo erl• l~~'hemolirifa del· 

insecto .(Grace y Brzostowski, I.966).~' E~t~e Jos ;fo~po~erites.~rincipalesde lo~inedios de 

cultivos están Ja glucosa y glutarilltia; fas cuales scín dós-de las fuentes de carbono y energía 

más importantes para las CI. El metabolismo de ambos sustratos en las CI se describe 

esquemáticamente en la Figura 2.2. 
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La glucosa es el sustrato principal para el crecimiento de células de insecto ( Grace y 

Brzostowski, 1966; Clements y Grace, 1967; Reuveny el al., 1992; Béclard et al., J 993). 

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 et al. 

( 1992) no observaron aumento en la concentración celular cuando la única füente de 

carbono disponible era la sacarosa. Generalmente, la sacarosa se adiciona al medio de 

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

La glutamina es el otro sustrato preferente por las Cl y se ha demostrado que se 

puede activar la vía de la glutaminólisis para generar lactato y a su vez energía (Óhman et 

al., 1995). La glutamina es hidrolizada por la glutaminasa para originar glutamato y amonio 

(Mathews y Van Holcle, 1999). 

Además de la glutamina, hay una fracción significante de aminoácidos como 

glutamato, ser~na, asparagina, treonina, aspartato y arginina que pueden ser consumidos 

durante la fase de crecimiento de las CI aunque la mayoría de las veces se puede desviar el 

consumo hacia la formación de energía en vez de formar biomasa. 

Algunos metabolitos, . incluyendo al lactato y Otros ácidos orgánicos (piruvato, a­

cetoglutarato, fünmrato }~pueden acun1ularse dura~te.la fase de crecin1iento y en· la fase de 
. . ; ' ',. ' '- . ~ - -~ ·:' ' ' 

' .. . '.· ' . 
infección. El lactato y el amonio, son los principales metabolitos de desecho resultantes del 
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metabolismo de glucosa y glutamina (Drews et al., 1995). La producción de lactato a partir 

de las. células Sf-9 es generalmente más baja que lo observado en células animales. El 

lactato no tiene efecto inhibitorio en el crecimiento, aunque se ha observado que los niveles 

de lactato pueden incrementar significantemente al presentarse limitaciones de 00 (Wang 

et al. 1993 , Betenbaugh et al., 1999). Los metabolitos secretados en el cultivo de C 1 

pueden cambiar signilicantemente dependiendo de la línea celular. En particular, el amonio 

puede ser producido ó consumido dependiendo del tipo de línea celular y de las 

condiciones del medio de cultivo. Se ha reportado, que el lactato y/o a111onio se generan a 

un nivel más alto en células de 'li-ic/1opl11sia 11i y Homhyx mori que en células Sf-9. Ade111ás 

de la presencia de 111etabolitos tóxicos, se ha observado durante la infección viral tardía en 

CI que la acumulación de proteasas causa la degradación de proteína rccombinante (Wang 

el al., 1996 ). 

Otro de los sustratos principales para el crecimiento de las. células de insecto es el 

oxígeno. El oxigeno funciona como un aceptar terminal de electrones en la cadena de 

transporte electrónico (proceso de fosforilación oxidativa para producción de energía). En 

CI, la glicólisis aumenta a bajas concentraciones de oxígeno, observándose un incremento 

en la generación de lactato A pesar de que el oxígeno es esencial para el crecimiento, es a 

su vez tóxico en altas concentraciones. Meneses-Acosta (2001) determinó que el daño 

oxidativo en cultivos de hibridomas murinos BCF2 y células de insecto Sf-9 causa 

degradación del ADN. 
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2.6 Efecto del oxígeno disuelto en cultivos de células ele insecto 

Varios autores han observado que una adecuada disponibilidad de oxigeno es crítica 

para los rendiinientos óptimos del baculovinis silvestre y la· producción de proteína 

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

consumo de oxígeno por célula es de 3 .5 a 9.9 x 10·17 mol/célula-s. La velocidad de 

consumo de oxígeno (VCO) de las células de insecto es ligeramente más alta que la 

velocidad de otras células animales. Además, la velocidad incrementa al doble alrededor 

de 12 a 18 hr después de la infección viral. Este periodo de VCO máximo corresponde al 

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

Las células de im,ecto infectadas son más frágiles que las células no infectadas 

(Palomares y Ramirez, 1998). Por lo tanto, incrementar la velocidad del burbujeo o la 

agitación resultaría contraproducente ya que se afectaría drásticamente a las células. Un 

tema que no se ha explorado ampliamente es la determinación de los niveles óptimos ele 

oxígeno disuelto y el desarrollo de estrategias para mantener los mejores niveles de 

expresión de proteína recombinante sin afectar a las células (Betenbaugh el al., 1999). 

La mayoría de los artículos del tema se enfocan principalmente a los efectos del OD sobre 

el crecimiento de las células Sf-9, sin embargo, existe relativamente poca información sobre los 

efectos en los rendimientos de proteínas recombinantes producidas en biorreactores 

instrumentados. De la escasa información sobresaliente, Kléippiriger el •á/. (1990)·•observaron 

que la proliferación celular máxima de la línea Sf-9 fue al 40% de OD. En cultivos infectados 
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observaron, que manteniéndolos al _20% de OD se reducía el rendimiento de poliedra en más del 

50%, comparado a cultivos a concentraciones mayores del 40% de OO. 
- - . ; ---,; •. e '· . _ ... _., -· - .· .· ·- ·-•. ,_ ---·-- ., .. , - • _, 

Jain et al. ( 1991) emplearon célulás Sf-9 infectadas con un baculovirus recon1binante. para 

producir antistasina, un anticoagulante obtenido de glándulas salivales de sanguijuelas. En 

cultivos controlados a 00 de 1 O, 65 y 1 10% evaluaron los efectos causados en la concentración 

celular y en la expresión de la proteína recombinante. Observaron, que en el nivel bajo ( 10%) y 

en el nivel alto ( 1 10%) existía un efecto negativo en el crecimiento celular y en la productividad 

de la proteína recombinante, a lo que concluyen que la concentración óptima de OD para ambos 

parámetros cinéticos fue a la concentración intermedia evaluada de 65%. Además, observaron 

que la muerte de células infectadas era más pronunciada al 1 10% de OD, atribuyéndole tal 

efecto a la toxicidad causada por el exceso de 02. 

Hensler y Agathos ( 1994) en biorreactores de 250 mL y agitados a 70 rprn controlaron el 

00 en niveles de 5, 1 O, 50 y 100%. Cada biorreactor fue inoculado con 0.4x 106 cel/rnL y las 

células crecieron hasta una densidad de 5x 106 cel/mL. No observaron diferencias en 

concentración de células viables máximas, viabilidad y velocidades ele consurnc)d_e. nutrientes a 

los diferentes niveles de OD probados. En cultivos infectados a una concentración celular de 

lxl06 cel/mL y una MDl ele 10 ufp/cel, no observaron ningún efecto d(!I 00 sobre la producción 

de 13-galactosidasa recombinante. 

Jager y Kohold ( 1995) diseñaron dos sistemas sen.cilios consistentes en matraces agitados 

aereados. Un matraz fue aereado a través de una membrana de fibra hueca de propileno 
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conectada desde la boca del matraz por una tubería de silicón (volumen empleado de 750 mi). 

El segundo matraz fue aereado superficialmente. Para éste último, se emplearon dos volúmenes 

. de medio, 300 y 750.mL. La línea celular emplead~ füe Sf-9 y el cultivo füe infectado a una 

MDI de 1 ufp/cel para expresar una variante de interleucina-2. Al comparar los diferentes 

sistemas de transferencia de oxígeno (volumen de 300 y 750 mL), ob.servaron que las 

actividades de proteina recombinante obtenidas fueron similares .. En.cambio cúando se comparó 

el matraz aereado superficialmente de volumen menor (300. ri1L) con el niatraz de volumen 

mayor (750 mL), se redujo 20 veces la actividad en el segundo debido al incremento en el 

volumen. Concluyeron que la limitación de oxígeno puede. afectar drásticamente la producción 

de proteína recombinante. 

Palomares y Ramírez ( 1996), realizaron cultivos de células Sf-9 y manipularon diferentes 

concentraciones de OD de O a 30%. Sólo observaron efectos en el metabolismo de las Cl abajo 

del 10% de OO. Entre valores de 1 O y 30% de OD no hubo efecto en la velocidad específica de 

crecimiento, concentración de células, consumo y producción de aminoácidos 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 comparación al nuestro ya que trabajaron con la misma línea celular y un sistema 

de control similar. 

Wang et al. (1996). en~pleando la línea celular Sf~9, observaron el efecto de 3 diferentes 

concentraciones de do .05, 25 y 50%) sobre dos proteínas recol11binantes diferentes: una 

proteína extracelular (f3-galactosidasa . bajo el control del promotor p 1 O) y una proteína 
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intracelular (epóxido hidrolasa bajo el control del promotor de la poliedrina). La actividad de la 

proteína intracelular fue menor en concentraciones de 15 y 50% de 00, mientras que por arriba 

del 25% de 00 la actividad de la proteína extracelular disminuyó. Para ambas proteinas, el 

nivel óptimo de 00 para la actividad proteica füe al 25%. 

Hu y Bentley ( 1999) realizaron cultivos de células Sf-9 a tres condiciones de OD: 25, 50 y 

80% de OD sobre células Sf-9 infectadas. Encontraron que el rendimiento de proteína fue mejor 

a 50% de 00, obteniendo concentraciones entre 20~30 ~tg/mL de proteína recombinante. A su 

vez, Chico y Jiigger (2000), evaluaron el impacto del oxígeno disuelto en células BTI-Tn-5C 1-4 

usando un biorreactor aereado a través de membrana .de polipropileno y controlado a 55% de 

OO. Las células se infectaron con un baculovirus recombi11apte. (que inCluía el gen recombinante 

de una glicoproteína humana denominad.a traza:l3) a una MOi de 5 unidades formadoras de 

placa (ufp)/célula y TO! de 1 x105 celtmL En paralelo realizaron cultivos en suspensión 

(matraces agitados) sometidos a las mismas condiciones de infección. Compararon los 

resultados obtenidos en ambos sistemas y observaron que el oxígeno no limitó la expresión de 

proteína recombinante a la densidad.celular seleccionada. 

Como puede observarsé, la mayoría de los trabajos arriba .descritos (se resumen también en 

la Tabla• 2.1) sót6. ~studiaron tres,· o. menos condiciones de ()I:). en·. células· illfe~tadas. Además, 

en muchos de e'~tos; eI inÜfvalo estudiado fue. poco relevant{ Err ~ario~ casos no realizaron 
. ' ·-· :, ,. -· ' . - "'' .•_ .. ·. ,,. 

barridos de concéntraciones a valnres extremos de OO.. La: rnayÓría de los datos obtenidos por 

algunos autores· no seleccionan un valor adecuado de QD-para'la producción de proteína 

recombinante ni para el crecimiento en células infectadas. En ningún trabajo comparan la 

23 



/! . • 'l 111ecec/e111e.1· 

expansión de células generadas en cultivos infectados y sin infectar bajo las mismas condiciones 

de cultivo. Tampoco observan los efectos de OD en las velocidades de consumo de glucosa y 

glutamina ni comparan los valores obtenidos en sistemas sin infectar e infectadas bajo las 

mismas condiciones de operación. Aún mas importante, los estudios arriba mencionados 

relacionan poco o nada los efectos del oxígeno disuelto con el metabolismo primario de las 

células de insecto infectadas. Por lo tanto, la meta de este trabajo füe abundar sobre el tema, 

superando las limitaciones o deficiencias de los reportes que hasta ahora se han publicado en el 

campo. Este trabajo reúne información que puede ser básica para conocer el metabolismo de las 

células de insecto y en la producción de proteínas recombinantes. Wang et al. ( 1996) sugieren la 

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

oxígeno, antes y después de la infección viral. 

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

;,Células infectadas í1 Condiciones de OD Observaciones 
Autor no infectadas'! ernluadas 

A 65'Y., OD es óptimo para crecimiento 
Jain et al. ( 1991) infectadas 10. ó5 v l IO'Yc, celular v producti1·idad de antistasina. 

No hay e lec lo ncgati1·0 de las 
Hensler y Agathos ambas 5. 10. 50 y ltl0% condiciones de OD sobre el 
( 199.i) crecimiento celular ni en producción de 

11-galactosidasa. 
Sólo obsen·aron que a diferentes 

Jiiger y Kobold ( 1995) infectadas aereación sin control 1·olúmenes de trabajo existe efecto en la 
producción de intcrlcucina-2. 

Palomares y Ramirez No infectadas º· 2. 5. 1 o y 30% Observaron que hay efecto ncgati1·0 en 
(19%) el metabolismo celular por deb:(io del 

IO'X. OD. 
Obscmiron que el nivel óptimo de OD 

Wang et al. ( 1996) infectadas 15. 25 y 50% para la actividad proteica de proteínas 
extracclular e iulracclular es al 25%. 
A 50% OD obt u1·ieron niejorcs 

Hu v Bcntlev ( 1999) infectadas 25. 50 y 80% rendimientos de proteína recombinante. 
Al comparar un biorreactor con un 

Chico y Jligger (2000) infectadas 55'% matraz agitado obscn-aron que no hubo 
efecto por limitación de OD en la 
expresión de la proteína traza-[\. 
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3.1 Objetivo general 

Capítulo 111 

Objetivos 

///. Ohjeti1•os 

Estudiar el efecto del oxígeno disuelto sobre la producción de lactadherina humana 

recombinante expresada en el sistema células de insecto- baculovirus. 

3.2 Objetivos específicos 

• Efeetuar, en biorreactores agitados e instrumentadós, cultivos infectados de Sf-9 a 

OD constante en el intervalo de O a 160% para evaluar su efecto sobre: 

o producción de lactadherina humana recombinante 

o crecimiento y viabilidad celular 

o consumo de nutrientes: glucosa y glutamina 

o generación de metabolitos: lactato y glutamato 

• Comparar los resultados de cultivos infectados con cultivos controles (sin infectar) 

.de Sf-9 a OD constante. 
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4.1 Línea celular 

Capítulo IV 

Material~s y métodos 

11 : ,\ fu/erinles y 111é1m/os 

Se utilizó la línea celular Sf-9 (ATCC CRL-171 1 ). Esta línea celular proviene del 

ovario de la pupa. del lepidóptero Simdoplera .fmgiperda (en México conocido como 

gusano cogollero del maíz y en Estados Unidos como larva de mariposa otoñal). Todos los 

experimentos se realizaron a partir de un mismo banco celular que inicialmente tenía la 

composición de medio SF900-ll con suero fetal bovino (GIBCO lnvitrogen Corporation, 

Grand lsland, NY) al 40% y DMSO (Fisher Scientific lnternational, lnc. Liberty Ln 

Hampton, NH) al 15%. Los bancos celulares fueron descongelados y colocados en frascos 

T de 25 cni2. Estos cultivos estáticos se adaptaron a nuevas condiciones nutricionales con 

medio SF900-II (medio libre de suero) y suplementado con 0.1 % v/v Pluronic F-68 (Sigma 

Chemical Corporation, St. Louis, MO). Al transcurrir 3 semanas se hicieron pases de 

células cultivadas en frascos T a frascos con agitación controlada a 120 rpm. Todos los 

cultivos en frascos agitados se trabajaron con número de pase entre 3 5 y 50 para mantener 

la edad del cultivo; estos frascos sirvieron como inóculos para cada fermentación realizada 

en biorreactor. Cada biorreactor se inoculó con una concentración celular de 0.5x 106 

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

Para obtener el abasto viral, se realizaron infecciones de las células de insecto en 

frascos agitados con una multiplicidad de infección de 0.1. ufp/célula. Esta multiplieidad es 

la recomendada para obtener títulos viralesen el. intervalo de 108-109 ufp/mL (Radford et 
'-~ ·--=-;-=.-o-_,oc __ -- -'-·-~_.:_--o_="'-'""'---=-.=.;'¿-==· -, _ -,~-- -o-o,; .o-o-,-_·~----c;o-'--== =-o.. ==-.o o-=. -=_.o:,7----c-tc!-".;-- ~-..;_"'-~' _:oo-c;·.::-.o--'-_:_= O -- ---,-o -

al., l 997b). Posterior111~nte'y r>'re~io ~-los expé~imentos, eíabastc:rviral fue titulado por el 

método de punto de dilución final ó "end"point difútiC>n"(O'Reilly et. al., 1994). El 
' :·:~. - .,:· . - , 

procedimiento para el método de titulación se inclllye en .el r\ncxo A~t: Los cultivos se 

infectaron con baculovirus de AcMNPV. El baculovirus recombinante conteniendo el gen 

de lactadherina humana, la proteina modelo, fue construido por el Dr. SandinoEstrada 

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

selección de tal valor se basó en la experiencia previa del grupo y porque se l1a reportado 

que a MDI menores de 1 ufp/célula; el rendimiento de proteína disminuye (Scott el al. 

1992, Radford et al. 1997); En_ la sección de resultados se abundasobre la racionalidad de 

la selección de ulla l\t[Dl de '.1 uf~/célula. 

4.3 Medio de cultivo 

Se utilizó el medio comercial SF-900 1I SFM (GIBCO Invitrogen Corporation, 

Gran Island, NY), el cual se compra en forma líquida y estéril lista para ser usado en 

cultivos de células de insecto. Este medio está basado en el medio IPL-41 (O'Relly et al., 

1994) y no requiere suero fetal bovino, lo cual representa una ventaja importante en la 
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reproducibilidad de los datos y la facilidad para cuantificar la proteína de interés por 

electroforésis en. gel.. Este medio se complementó con 0.1 % . v/y. Pluronic F-68, 
c__--;_-_o_-, • _ _:_ __ ~-7~--

recomendado por Palomares et al. (2000) para evitar el daño celulardebido~ los esfuerzos 

de corte presentes en reactores agitados. El pH del medio de cultlvo fuede'.6.2. Ya que se 

trata de una formulación comercial protegida, la composición del medio no está disponible. 

No obstante, algunos de los componentes principales del medio han sido determinados 

previamente por Schlaeger ( 1996), Radford el al. ( l 997a), 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 11 

Componen tes Unidad Concentración 
glucosa g/I 10 
maltosa _g/J_ __ 1.2 
sacarosa g/I 2.05 
glutamina 1111\11 10-14 
aminoácidosª mi'vl 113 
intermediarios del ciclo de 

mM c,d 
Krebs" 
extracto de levadura ~L + 
Pluronic F-68 0/o + 

ªconcentración total de Asp. Glu. Asn. Ser. H1s. Arg. Thr. Pro. Tyr. Val. Mel. lle. Lcu. Phc. Trp. Lys. Cys y 
Ala. h2-oxoglutarato. succinato. fumarato. malato. ºDetección por debajo del límite. "Connmicacíón personal a 
Doverskog el al .. 2000. +significa que est:í incluido en la composición pero se desconoce la cantidad exacta. 

4.4 Cultivos en suspensión 

4.4.1 Cultivos en frasco agitado 

Los inóculos se generaron en frascos agitados de vidrio (spinner flasks Bellco 125 

mL). Se utilizó un volumen de trabajo de 50 mL. Los cultivos füeron incubados a una 
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temperatura de 27º C y agitados a una velocidad de 120 rpm. Estos cultivos se emplearon 

para preparar los inóculos para los estudios en biorreactores. De acuerdo a la cuenta viable 

observada por tinción con azul de tripano, se requirieron aproximadamente 80 mL de 

inóculo para llegar a una densidad inicial de 0.5x106 cel/mL en el biorreactor instrumentado 

(ver más adelante). Por lo tanto, el volumen del inóculo fue de 30% del volumen de trabajo. 

4.4.2. Diseño del biorrcactor 

En la Figura 4. IA y 4. t B se muestra el diseño del biorreactor, con las medidas 

principales, utilizado en este trabajo. El agitador magnético empleado tenía 0.5 cm de 

espacio entre la base de. la jarra de vidrio y la base del agitador. El ensamble el.el biorreactor 

consistió de tres partes: la jarra de vidrio, una brida con tornillos y un'a tapa· de acero 

inoxidable 316. La tapa de acero inoxidable junto con la brida tienen un di.señC> estándar 

para adaptarse a cualquier jarra de 1 L tipo Virtis (Gardiner, NY).;La capacidad final de la 
,. • • 'u',,. '•'' ,' '• 

jarra de vidrio fue de 300 mL. El área superficial por voluinen.~~1\r~~ctór es mayor a las 

geometrías estándares, esto con el fin de aumentar la velocidad de transferencia de oxígeno 

al medio empleando solamente aereación superficial. 

En la Figura 4.lB, se muestra la vista inferior de la tapa. Bajo la tapase incluye un 

empaque de 10 cm de diámetro interno.para eviH1r. fugas de gasés aiajllst~r la tapa sobre la 

boca de la jarra. En los .orificios;~e las tapas se colo~árori conéctores tipo:S,wagelok{Solon 

Road, Solori, OH).con su~respectivas tuercas,. para colocar·Í()s sigui~hf~~ a~césorios: 
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f ~ 

J-f-u 

Tapa 

Brida 

Jarra 

TESIS CON -----------·-------...... FA.,. T ,\ T\ ¡;1 (\ 1) í ·: ¡,· 1'' T •. iJ..:.r• 1.Jr, .1t-.· ... ,u .~ 
"-----·-···----···-····-

Figura 4.IA Diagrama del biorrcactor, vista 3D. 
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Figura 4.lB Diagrama del biorreactor, vistas superior e inferior de la tapa. 
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Puertos grandes (DI = I .27 cm): 1 refrigerante, 1 electrodo de oxigeno disuelto, 1 electrodo 

de pH, 1 puerto para in.óc.t1.lo viral (inpluye tapa ciega). 

Puertos medí.anos (DI 0.9525 cm): 1 resistencia, 1 adicional. 

Puertos chicos (DI = 0.635 cm): 1 tubería para entrada de gases, 1 termopar, 1 toma 

muestra, 1 tubería entrada de aire, 1 tubería para salida del agua, 1 tubería para entrada del 

inóculo, 1 tubería para agitación, 1 adicional. 

Una fotografia del biorreactor instrumentado completo con accesorios y electrodos 

se muestra en la Figura 4.2. Para solucionar el problema de la transferencia de masa se 

utilizaron dos tipos de impulsores: una barra magnética suspendida con longitud de 4.5 cm 

y un impulsor de dos paletas planas metálicas colocado a 1.5 cm de la barra magnética. La 

mitad del segundo impulsor (superficial) se encontraba sumergido en el líquido. 

4.4.3 Cultivos ei1 biorreactor instrumentado 

Los cultivos se realizaron en biorreactores instrumentados descritos en la sección 

anterior. El volúl11e'1fdé~tr¿bajofüe de 250±5mL en todos los casos. El reactor fue equipado 

con un· ~ledtrodb ,~pol~rográfico (Ingold Electrodes, Inc., Wilmington, MA)· para medir 

oxígeno disu~ltb y un; electrodo de vidrio (Ingold Electrodes, Iric;, Wilmingtoh; MAY para 
. ',. . . ' - ' . . : . ~ ' 

medir pR La températura del cultivo· se mantuvo a 27ºC y a uha·velóciclad de agitación de 

120±2 rpm; Los controles de temperatura y de agitación se efectuaron a t.ravés de dos bases 
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para biorreactor marca Virtis y SEV. Todos los cultivos iniciaron con una concentración de 

0.5xl06 cel/mL y se mantuvieron a un OD constante de 20% con respecto a la saturación 

con aire hasta alcanzar una concentración celular de 1.5 (±0.15) x 106cel/mL. 

Figura 4.2 Biorrcactor instrumentado de capacidad 300 mL. 
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Una vez alcanzada la concentración celular de l.Sx 106 cel/mL se realizó un cambio 

escalonado en el OD paralleyarl9al. valor de prueba deseado. Después de que el OD se 

estabilizara en el nuevo valor; los' cultivos se infectaron a una MOi de 1 ufp/célula. A partir 

de ese momenté> se siguieron las cinéticas de infección· hasta· que·· la viabilidad decayó 

aproximadamente a 30%. Adicionalmente se realizaron cultivos contr~I~ ~on~e s: siguió la 

misma secuencia que en los cultivos infectados pero sin la adición de abasto viral después 

del cambio escalonado de oxígeno disuelto. Para los cultivos control se probaron tres 

valores de oxígeno disuelto: 3, 20 y 160%, mientras que para los cultivos prueba se 

ensayaron seis valores: O, 3, 12, 20, 80 y 160%. Cada cultivo fue realizado por duplicado. 

El control de OD se realizó mediante la manipulación automática de la concentración de 0 2 

ó aire y N2 en la corriente gaseosa de entrada. El flujo total de gases fue de .300 mL/min y 

Ja aereación fue superficial, es decir a través de la superficie del líquido y sin burbujeo 

sumergido. Tanto el N2 como el 02 ó el aire para los cultivos se suministraron a través de 

cilindros de gases presurizados. Para los .cultivos a O, 3 y 12% de OD se utilizó una mezcla 

aire/N2 mientras que para el caso de loscultivos 20, 80 y 160% se utilizó una mezcla de 

0 2/N2. En las últimas horas de la fase de muerte la mezcla de gases se cambió a aire/N2 

para los últimos 3 cultivos mencionados. En todos los casos el control de la composición 

aire/N2. ú 02/N2 se realizó mediante un sistema similar al reportado anteriormente por 

Palomares ( 1996) y Palomares y Ramírez ( 1996), descrito en la siguiente sección. 

4.4.4 Sistema y programa de control y adquisición de datos 

El sistema de control y adquisición de datos fue diseñado anteriormente en nuestro 

grupo por Aguilar-Aguila et al. ( 1993). La tensión de oxígeno disuelto se controló a un 
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valor constante y predeterminado a través de la variación de la composición de gases a la 

entrada (oxígeno o aire y nitrógeno) por medio de un algoritmo de control proporcional, 

utilizando una ganancia entre 1 y 2.5 a lo largo de las distintas condiciones de. cultivo. El 

flujo de gases se cci111roló a través de dos controladores de flujo másico 5850E (Brooks 

lnstmments, Hatfield; PA), u.no para oxígeno ó aire y otro para nitrógeno (cada uno de ellos 

con una capacidad de Ó-1000 mL/min), (ver Figura 4.3). Con base en la experiencia 

obtenida por Palomares (1996) los gases se alimentaron por aereación superficial con 300 

mL/min. 

4.5 Métodos analíticos 

4.5. t Determinación de concentración de células totales y viabilidad. celular 

La concentración de células totales se determinó utilizando un. contador de 

partículas Coulter (Coulter Multisizer TI, Coulter Electronics, Inc., Hialeah, FL) con un 

tubo de apertura de 100 ~Lm y utilizando una solución isotónica para diluir muestras. La 

viabilidad se determinó con la técnica de exclusión de azul de tripano en un 

hematocitómetro. 

4.5.2 Determinación de glucosa, glutamina, lactato y sacarosa 

La concentración de glucosa, glutamina, lactato y sacarosa se determinaron 

enzimáticamente utilizando un analizador bioquímico 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 oxidasa y L-lactato oxiclasa para determinar glucosa y 

lactato, respectivamente. 

COMPUTADORA 

-;· ' . ' 

ENTRADA 

AMPLIFICADORES 

DIORREACTCJR 1 250 mL 

SALIDA 

, ............................. c,;._~·-__;;:;r 

INTERFASE 

J., CONTROLADORES e·· ".r J 
----.- DE FLUJO .· '-"' r 

...:..• __ :_·~---~ .) T,.... 
··: .. J.-.J 

'-"'. 

HUMIDIFICADOR 
DE GASES 

Figura 4.3 Diagrama del sistema de cultivo, control y adquisición 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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L-Glutamina + H20 
Glutaminasa · 

L-Glutamato + Nl-13 

L-CilutaniiüOoxidasá 

Debido a c¡ue la primera reacción produce una mol de L-glutamato por mol de 

glutamina, el analizador debe estar equipado con una. membrana de gll.ítamina y una de 

glutamato. De tal forma, elglutamato oxidado produce~,mol a mol, peróxido, de hidrógeno, 

a-cetoglutarato y amonio (Micha! G., 1999). El ec¡uipo.c~lcula.entonces la concentración 
' : "'' .: ··' : 

de glutamina por su~tracción de la concentración de gluta~atoglobal de, la del glutamato 

inicial c¡ue no proviene d.e la desaminación de la glutamina. 

Las enzimas para· cada sustrato (excepto glutamina y. sacarosa) catalizan la reacción 

entre la muestra y el oxígeno para formar u.n derivado y peróxido de hidrógeno. El 

analizador contiene ún .si~t~ma de ~lectrodcis amperométricos que detectan la 

concentración del peróxido. De tal forma; eiflujo de. corriente en el circuito del ánodo de 

platino es linealmente proporcional a la concentración de glucosa, glutamina y.lactat.o. Para 

determinar sacarosa primero se transforma a glucosa y fructosa por medi.o de, la enzima P~ · 

fruc•osidasa (Boehringer Mannheim, lndianápcilis, · IN. No. de. io4~f4). Ver 
~ 

procedimiento en Anexo A-2. Posteriormente, ese determi~a fa ~Óht~ntf~ciÓh. dé glucosa 

final en el YSI (glucosa presente en Ja muestra más la glucosa formada por la inversión de 
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la sacarosa). Ya que la concentración de sacarosa es estequiométricame~te proporcional a 

la concentración de la glucosa formada, se puede calcular su concentración restando la 

concentración de la glucosa final menos la inicial de la muestra sin hidrolizar. 

4.5.3 Cuantificación. de· la proteína rccom binan te 

La cuantificaeión de la proteína recom_binante se realizó por electroforésis en gel y 
.. ·... . 

posterior análisis de imagen (gel escaneado) a través del software NIH image 1.61. Las 

muestras recolectadas de los_ lotes . infectados y cultivos controles ·- fueron de 

aproximadamente 4.5 mL y .1 mL, respectivamente. Las muestras de las cinéticas de 

crecimiento y de producción füeron centrifugadas a 14,000 rpm ( 16,000xg) por 1 O min para 

recuperar el agregado celular (la lactadherina se produce como proteína asociada a 

membrana). El sobrenadante recuperado se utilizó para el análisis de los metabolitos antes 

mencionados y puede ser utilizado como reserva viral si se mantiene refrigerado a 4ºC. 

El agregado celular de las cinéticas de producción fue resuspendido en buffer de 

TRIS I-ICI 25 mM pI-1 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 25\V. Se adicionó Triton X-100 (t-octilfenoxipoli-etoxietanol, Sigma 

Chemical Corporation, St. Louis, MO) al 1.25 % v/v para solubilizar la proteína 

recombinante y se centrifugó a 14,000 rpm (16,000xg) por 8 min para sedimentar los restos 

celulares. Finalmente, la proteína permaneció en el sobrenadante generado. AJ realizar cada 
- -

gel de poliacrilamida, se utilizó un estándar de albúmina de suernbovino(l33·~Lg/mL). para 

tomar como base de cálculo en la cuantificación de la proteína de interés. Un volumen de 10 
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~1L de muestra es requerida para realizar el análisis de la proteína por SDS-PAGE al 10%. El 

número total de pozos empleados en el gel dependen de las diferentes cinéticas (ver Figura 

4.4): un canal es empleado para la albúmina usada como marcador de peso molecular de 66 

kDa y otros dos más para muestras de control positivo que contienen la proteína de interés 

obtenida a partir de un cultivo .infectado y realizado en un frasco agitado. Posteriormente, se 

tiñó el gel con azul de Co~masit'! yse clejó en agitación por 10 min. Al término del tiempo, el 

gel se lava con agm1 destilada. y se destiñe con ácido acético al 10%. El procedimiento 

realizado para elanálisis'y cuantificación de proteína recombinante se explica en Apéndice 

B-1. 

MW C(+) 1•0 t=2" 1"48 1:1172 1•00 t=120 C(t) 

'"" 

._ -

Figura 4.4. Gel tfpieo de poliacrilamida al IO'Yo. El primer carril corresponde a la albúmina usada como 
marcador de peso molecular de 66 kDa, el carril 2 y 9 corresponde al control positivo de la proteína de 
interés, los carriles del 3 al 8 corresponden a las muestras tomadas a diferentes tiempos de post-infección 
(O, 24, 48, 72, 96 y 120 hpi), respcctirnmentc. La cinética ilustnida es de un cultivo controlado al 80% de 
OD. 

4.6 Consideraciones matemáticas 

4.6.1 Cákulo de parámetros cinéticos del cultivo 
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Al establecer desde un principio varias condiciones ambientales en una 

fermentación, es muy probable. que varíen durante el transcurso ele la misma a no ser. que 

sean controladas de manera externa. Tales condiciones pueden tener un efecto notable en el 

crecimiento celular con respecto al tiempo (dxvldt). Algunas ele las variables más notables 

son temperatura, pH, concentración ele sustrato, concentración de células viables, etc. En 

1942, Monod estableció un modelo ele crecimiento celular homólogo a la expresión descrita 

por Michaelis-Menten para enzimas. Considerando que durante la fase ele crecimiento y la 

fase de muerte, la velocidad ele crecimiento en cultivo de células sin infectar está descrita 

por la ecuación: 

dx,. _. _ . 
I 

-1.w-f.1·.\,, 
{/ 

(4: 1) 

donde l'xv es la velocidad volumétrica de producción de biomasa con unidades de células 

mL"1h"1
, x,. es la concentración de células viables con unidades ele células mL" 1 y ~L es la 

velocidad específica aparente ele crecimiento en 11· 1• La integración de la ecuación 4.1 da 

una expresión para x,. en función del tiempo. Si ~L es constante podemos integrar 

directamente con la condición inicial Xv = Xvo a t = O, resultando la siguiente ecuación: 

,,., 
x,. =X,,0 ·e (4.2) 

donde Xvo es la concentración de células viables en el tiempo cero. La ecuación 4.2 

representa el crecimiento exponencial (Quintero, 1993; Doran, 1999). 
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Para el caso de células infectadas, el crecimiento celular se comporta de manera 

diferente qlle en céllllas no infectadas. La velocidad especifica ele crecimiento se desacelera 

por la infocción del virL1s recornbinante y no se mantiene constante a lo largo ele la fase ele 

crecimiento. Las curvas típicas ele células infoctaclas no muestra un perfil exponencial como 

el que se observa en cultivos no infectados. Este efecto observado en el sistema CI-BV 

anllla la aplicación de la ecuación 4.2. Por lo tanto, para caracterizar las cinéticas ele 

crecimiento ele cultivos infectados se decidió definir el parámetro "expansión celular". La 

expansión celular no es más que el cociente de la concentración máxima (xvmax) alcanzada 

en cada cultivo entre la concentración inicial al tiempo de infocción. En la literatura, a la 

concentración celular al momento ele infectar se le conoce como tiempo ele infección (TDI) 

y aunque parezca contradictorio es una costumbre plenamente establecida que el TDI se 

exprese en unidades de células por unidad ele volumen. Por tal razón, en este trabajo se 

decidió seguir la convención sobre el término TDI. La expansión celular representa las 

veces que la población celular aumentó después de la infección y se define como: 

F-~ 
J- TD! (4.3.) 

4.6.1.1 .Cálculo de la velocidad específica de producción de proteína recombinan te 

Existen varios modelos propuestos para .la producción de diferentes metabolitos en 

diversas líneas celulares tanto en procariotes como en eucariotes. Luedeking y Piret, 
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propusieron una ecuación que combina dos términos, producto asociado al crecimiento y 

no asociado al crecimiento: 

dp 
-=(a·p+(J)x .. 
dt 

(4.4) 

donde dp/dt es la velocidad volumétrica de producción de proteína recombinante (pr) con 

unidades de ~Lg mL"1h" 1
, a. es u.na constante esteguiométricay f3 es una constante Cinética. 

Para aplicar este modelo a nuestro sistema, es necesario observar eón detenimiento el 
> . ·./ . >· .· ·::-

comportamiento de las cinéticas de producción·. de. pr y genéración de · biomasa. ·En la 

Figura 4.5, se muestra un ejemplo de las cinéticas típicas del sist~ma CI"BV~ ()bsérvese, 

que en las primeras 24 horas de post-infección (hpi) sólo hay generación decélulas pero no 

hay producción del metabolito. A partir de las 48 hpi se observa que hay expresión de la 

proteína recombinante y es evidente que a partir de las 72 hpi hay un descenso de la 

producción de pr. Este efecto correlaciona con la caída drástica de la concentración de 

células viables. 

Antes de la infección del cultivo; .el perfil de concentración de células viables 

muestra un coinpórtamieñto exponencial. pero después de la infección el crecimiento se ve 
' ~. . . - - " 

arrestado causando una desaceleración:de la velocidad de crecimiento. Por otro lado, la 

velocidad de producción de pr incrementa desde las 24 hasta las 72 hpi, esto coincide 

cuando' las células finalizan su fase de· crecimiento. El comportamiento de ambas cinéticas 

simulan un modelo mixto como el propuesto en la ecuación 4.4. No obstante, la µ es 
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comparativamente menor a los otros términos de la ecuación 4.4, por lo que es posible 

excluir el primer término. Por lo tanto, el modelo queda reducido ala siguiente expresión: 

dp =/3· ~· 
dt . " 

-e- Xy - pr 

18 

15 

12 

9 

6 

3 

0.1 11111-~~-r-111t--t111T-~-111t....-~-111t....-~~....-~~...-~~...-~~+O 

o 24 48 72 96 120 144 168 192 

Tiempo de cultivo, h 

(4.5) 
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ct>·O 
-·:i 
:::i o 
llJ rt> 

-¡:: - :l 
(Q et> --n.ru 
300 
13 -· 

O" O· 
-· :l 
:::i a. g¡ rt> 

iD 

Figura .f.5 Perfil cinético del lote infectado y controlado a 160%1 de OD. Ohsen·e que la producción.de 
proteína inicia a las .f8 hpi ~- decae después de las 72 hpi. La tlecha ,·crtical indica el inicio de la 
infeccicín y del cambio escalonado de 20 a 160%1 OD. 

donde 13 es una constante de producción de producto no asociada al crecimiento equivalente 

a la velocidad específica de producción de pr (~Lg / cel-h) y p se refiere a la concentración 

de pr. Integrando la ecuación 4.5 se obtiene la sig1iiente ecuación: 

(4.6) 
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donde po es la concentración de proteína al tiempo cero, que en nuestro caso es a igual a 

cero. 

El término f xdt es conocido como el índice de viabilidad, y se determina corno el 

área bajo la curva de concentración de células viables contra el tiempo. El índice de 

viabilidad puede ser calculado fácilmente por el método de los trapecios (Luan et al., 1987 

y Ramírez y Mutharasan, 1990, Yamaji et al., 1999). El procedimiento para calcular la 

velocidad especifica de producción de pr está incluido en el Apéndice B. 

4.6. l.2 Cálq1lo de l11s velocicl11cles específic11s de consumo de sustratos durante la fase 

de producción 

Los coeficientes metabólicos de glucosa y glutamina se determinaron con la 

ecuación propuesta por Yamaji et al., 1999: 

-s = -,\'0 + /3· J X,.· dt (4.7) 

donde 13 es la velocidad especifica de consumo de glutamina ó glucosa, s es la 

concentración de glucosa o glutamina, so es la concentraci0n inicial de glucosa ó glutamina 

y f xdt es el índice de viabilidad que se había calculado de la misma manera como en el 
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caso anterior. La ecuación 4. 7 parte de la tasa de consumo especifico de un sustrato en 

cultivos por lote: 

d\' 
- == Cfs·X,. 
dt 

(4.8) 

donde ds/dt es la velocidad volumétrica de consumo de un sustrato (s) y q, es la velocidad 

. µ . 
específica del metabolismo o cociente metabólico Y~ que qs =y- , y considerando que 

.,J_, 

Y x·"'" es constante, entonces en la ecuación 4. 7 q, es igual al coelic:ientéf3 .considerado por 

Yamaji, et al. ( 1999). El procedimiento para calcular las velocidades especificas de 

consumo de sustratos está incluido en el Apéndice B. 

4.6.2 C:ílculo ele par:ímetros estequiométricos del cultivo 

4.6.2. l Cálculo ele rcnclilniCittos duránté la fáse ele produccióit 

. . . 

4.6.2. l. l Cákulo para rendimientos de producción ele proteína recombinante sobre 

consumo de sustratos (Y pt~tc ó Y pt~1n) 

El cálculo se hizo a partir de la división de la velocidad específica de producción de 

proteína recombinante (qp) entre la velocidad específica de con~.umo del sustrato (q,). 

Ambos· datos fueron obtenidos en cada una de las cinéticas. La unidad reportada es µg pr 

producida/ ~Lmol sustrato consumido, donde sustrato es glc ó gin. 
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4.6.2. 1.2 Cálculo para rendimientos ele genernción de hiomasa sobre consumo de 

sustrafos (Ywti:i.- ó Yn1i:1n) durnnte In fase de producción 

El rendimiento se calculó por la fórmula siguiente: 

(4.10) 

donde, 

x,. = concentración 111áxima de células viables 

Xvo = concentración de células viables en el 1110111cnto de infección 

so =concentración de sustrato en el tiempo de infección 

s = concentración de sustrato en el tiempo t donde se alcanza la concentración máxima de 

células viables 

Nota: en algunos casos como los cultivos controlados a 3 y 12% 00, se eligieron máximo 3 

puntos para disminuir .el error en los cálculos realizados. En el Apé1idice ~-6 se muestra un 

ejemplo de cálculo de Yx\'/glc y Y x\'/gln. 

4.6.2.1.3 Ciílculo para rendimiento de producción de proteína re<'.ombinante sobre ··., "'" -

generación débi()masa (Y¡,,;,.) 

El rendimiento se calculó por la fórmula siguiente: 
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y = p- p., 
,J.,, X - X 

\' 1•11 

(4.1 1) 

donde, 

p =es la máxima concentración de proteína recombinante 

po = concentración de proteína recombinante en e 1 tiempo cero 

Xv = concentración máxima de células viables 

x"º =concentración inicial de células viables en el tiempo cero 

En el Apéndice B-7 se muestra un ejemplo de cálculo de (Ypi>:v) 
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Capítulo V 

Resultados y discusión 

5.1 Presentación ele resultados 

En eL presente capítul,o, se describen-enJa primera sección los -efectos del oxígeno 

disuelto a 3, 2Ó y)6Ó% sobre el crecimiento celular en cultivos no infectados. En la 

segunda sección, 'se Presentan los efectos del oxígeno, sobre el creclmi~htci celi.Jlár en 

cultivos infectados. En la tercera sección, se realiza un análisis comparativo de los cultivos 

infectados con respecto a los cultivos controles. Los párrafos resaltados con negrillas son 

las ideas concluyentes de cada resultado obtenido en nuestro trabajo. A partir de la 

información analizada, se detallan los perfiles de concentraciones máximas de biomasa y de 

proteína recombinante observados a diferentes niveles de OD. Las velocidades de consumo 

o generación de metabolitos, al igual que los rendimientos nos proporcionan información 

valiosa sobre el metabolismo de las células de insecto infectadas y no infectadas. La 

información de los efectos del oxígeno disuelto sobre los metabolitos aquí determi~~dós en 

cultivos de células infectadas es muy escasa, por lo que la información generacla en el 

presente estudio deberá ser de gran utilidad. 

5.2 Cultivos control 

Las Figuras 5.1, 5~2 y 5.3 corresponden a cada una de las 3 condiciones de OD: 3, 

20 y 160%, tales variables fueron manipuladas mediante el sistema de control 

anteriormente mencionado. 

48 



1: Re.m/1nclos y clisc11siti11 

100 

~ o 

.9 75 -¡¡:; 
:::J 
en :a 
o 50 e: 
Ql 
Cl ·x 
o 25 

o 
e: 
Q) *' en ro 75 ro 
Cl "C 
Ql ~ 
"C -e: e: Ql 50 •O 
·- Ql u "C 
~ o 
e:·:;-
~= 25 
§ -¡¡:; 
() 

o 

~ 8 
:; 
-¡¡:; ...J u 
~ 6 

e: 
:Q -¡¡:; 
u u 
~ co 4 
'E o 
Ql 
u 
e: 2 o 
() 

o 
o 24 48 72 96 120 144 168 192 

Tiempo de cultivo, h 

-O- Células totales ~ Células vivas -0-- Viabilidad 

Figura 5.1 Perfiles cinéticos del cultirn control (no infectado) de células de insecto en biorreactor 
mantenido a 3°/.1 de OD. l. Perfiles de OD y pll. 11. Perfiles de gases. 111. Perfiles de concentración de 
células totales, células ,·iables y 'Vo viabilidad. La flecha inclinada ¡mnte:ula a las 88 h indica el cambio 
de gas aire a 02, mientras 11ue la no ¡mnteada a las 172 h indica el cambio de 02 a aire. La flecha 
,·e11ical 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 hiorreactor 
mantenido a 20% de OD. l. Perfiles de OD y 1111. 11. Perfiles de gases. 111. Perfiles de concentración de 
células totales, células viables y o/o viabilidad. La flecha 1mnteada a las 74 h indica el cambio de gas de 
entrada de aire a 0 2• Al 11anel 111 se dibujaron líneas 1mr:1 indicar la tendencia esperada del cultirn. 
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Figura 5,3 Perfiles cinéticos del cultirn control (no infectado) de células de insecto en hiorrcactor 
mantenido a 160% tic OD. l. Perfiles de OD y 1>H. 11. Perfiles lle gases. 111. Perfiles tic concentración de 
células totales, células viables y %1 viabilidad. La nccha \'crtical indica el cambio escalonado en OD. 

51 



1 '. Ues11/1ncfos y cfisc11si<in 

anteriormente mencionad.o. Todos losJotes se realizaron por duplicado. Los duplicados de 

cada uno de los lotes se anexan tin el Apéndice C. 

Para evitar problemas.qué se pueden originar por un diseño inadecuado de los 

biorreactores instrumentados nos basamos en la experiencia obtenida por Palomares ( 1996) 

en fermentaciones de células de insecto. Palomares observó una disminución de la 

viabilidad del 82 al 30% debido al estrés generado por la aereación sumergida. Para evitar 

este problema y mejorar la concentración de células viables se eligió en nuestro caso 

utilizar solamente aereación superficial. El empleo del sistema de control y adquisición de 

datos permitió manipular y controlar de manera rigurosa las distintas variables ambientales, 

como OD, pH, agitación y temperatura. Otra de las limitantes para el crecimiento celular 

füe la concentración adecuada del inóculo inicial. En los experimentos realizados en el 

mismo trabajo de Palomares ( 1996), la concentración inicial füe aproximadamente 0.2x 106 

cel/mL. Todos sus cultivos, excepto los cultivos controlados a O y 2% de OD tuvieron una 

fase lag de 48 h, después de este tiempo inició la fase exponencial, en la cual se obtuvo una 

velocidad específica de crecimiento máxima de 0.024 h"1
• Palomares ( 1996) al final de la 

fase exponencial de sus cultivos alcanzaron una concentración de células viables máxima 

de 2.062 (± 0.15) x106 cel/mL Esta cantidad de células generadas no iba a ser suficiente 

para iniciar nuestros cultivos infectados a una TDI de L5xl06 cel/mL. Para evitar el 

problema se decidió iniciar con una densidad de O.Sxl06 cd/ihL: En las Figuras 5.1 a la 5.3 

(Panel 111) se observa que las concentfaéiones c~ll11~res·viables máximas alcanzadas en los 

cultivos estuvieron por arriba'd~lóiaJé~ni.adb·por.,PalorTiares('1996). En otro trabajo más 

reciente de Palomares et al. (Enpr;~sa,.zrio2J)usand~ otra línea celular, DpNI derivada de 
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/Ja11a11s plexip¡ms la c:oncentración del inóculo resultó ser crítica, Observó que a una 

concentración inicial de 0.2x 106 cel/mL no hubo aumento en la concentración celular. Tal 

efecto se evitó aumentando la concentración del inóculo a 0.5x 106 cel/mL. 

En la Figura 5. l, se observa el comportamiento del cultivo controlado a 3% de OO. 

El cambio escalonado de la composición de los gases se realizó aproximadamente a las 70 

horas de cultivo, tal y como se indica con la flecha vertical (panel 1). Se realizaron dos 

cambios en el gas de entrada. A las 88 h de cultivo (flecha horizontal punteada) se cambió 

el aire por 0 2 en el gas de entrada. Este cambio se hizo debido a que la cantidad de oxígeno 

suministrada a través del aire no iba a ser suficiente para el mantenimiento del cultivo. En 

el panel 11 se observa que la válvula de oxígeno abrió hasta un 75% en la composición del 

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

(panel 111). A las 172 h (flecha. h()riiolltal continua) se cambió al gas de entrada para 
~-' ~ .. ·: -- . - : .;"-. ·: "::' 

regresar a la situación inicial cori sú;]1inistro de aire en vez de 02. Este cambio se hizo 

debido a que el control de OD se difi.c~Jfa con 02 cuando el consumo de oxígeno decae 

durante la fase de muerte. En el panel 1, se observa que con dicha estrategia se controló 

adecuadamente el OD a 3%. El cultivo se continuó hasta que la viabilidad cayó a 45% 

(panel 111). El pH inició con un valor de 6.2 y dado que no se controló fue disminuyendo 

paulatinamente hasta llegar a lln .valor de 5.2. El valor de pH más bajo coincidió con el 

término de la fase de crecimi~ii'to:6xpbnenciai del cultivo. :postériC>rmcinte; cua11;do inició la 
. . . . - - . - . 

fase estacionaria, el pH illcremeritó hasta Begár a un valor de 5.5 al flrialidehcultivo. El 

perfil del pH siguió el mismo comporta~ient~ ~ue Íos cultivos realizado~ póf Palofuares y 

Ramírez ( 1998). Existe una correlación entre la caída del pH con la formación de lactato, 

tal como lo describen Taticek y Shuler ( 1997). Estos autores afirman que a altas 
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concentraciones celulares hay formación de lactato debido a. limitaciones de oxígeno. 

Observaron una caída de p~l_de 6.3 a 5.9, lo cual se asemeja al comportamiento del cultivo 

de la Figura 5.1. El pH considerado como óptimo para lepidópteros es. 6.3, aunque valores 

menores no afectan drásticamente al crecimiento celular (González, 2000). De ahí que no 

fuera crítico el control de pH. En cambio, Zhang et al. ( 1994) determinaron que a valores 

de pH por arriba de 6.3 sí se afecta el crecimiento celular, disminuyendo 45% la velocidad 

específica de crecimiento máxima con respecto al valor calculado a pf-1 óptimo. 

En la Figura 5.2, se observa el comportamiento del cultivo controlado a 20% de 

OD. El tiempo de duración del cultivo fue de aproximadamente de 360 horas. A las 74 h de 

cultivo (flecha horizontal punteada) se cambió el aire por 02 en el gas de entrada para 

evitar el mismo problema ocurrido en el cultivo a 3% de OD (panel 1 y 11). Al igual que en 

el caso anterior, el pl-1 inició con 6.2 y disminuyó paulatinamente durante la fase 

exponencial del cultivo hasta un valor de 5.8 (panel 1). Sin embargo, a diferencia del caso 
-. . . : . 

anterior el pH empieza a increm~ntar ligeramente al iniciar la fase•estacionaria ha~ta llegar --.- - -_. - -_ -. ' -- " ;' - . -.·-:: -·- -> <:' ; '.,-·- -· -- . 

un valor de 6.3. Cuando inició la fase de muerte del cultiv() (!lpH ~ismin~ye nuevamente 

hasta llegar a un valor de 5. 1. 

En la Figura 5.3, se observa el comportamierito del cultivo controlado a 160% de 

OD. El cambio escalonado de la composición de los gases se realizó aproximadamente a las 

75 h de cultivo, tá.l y como se indica en la flecha vertical (panel 1). El tiempo de duración 

del cultivo fue aproximadamente <de .34Óch. El perfil del pH fue casi sirrtifar- al .Jote 

controlado a 3% de OD (panell), disminuyendo 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 cultivos de 

células controlados a condiciones oxidantes. Además, es claro que para los tres cultivos, la 

caída inicial del pl-1 refleja la etapa de crecimiento exponencial; aunque no existen reportes 

donde correlacionen tal caída con la acumulación de un metabolito en particular. En este 

trabajo se incluye el perfil de concentración de lactato de los cultivos sin· infectar para 
-=--= ---~- --=---- -

confirmar si el lactato puede ser el metabolito causante· de· la disminució11 d~I · pH desde el 

inicio hasta al final del cultivo. Corlio 1>11cde verse en la Figurn SA efectivamente la 

diferencia de pH (valor de pJ-('al mornento del cambfo escalonacfo - valor ele pH al 

final del cultivo) es proporciorrnl al lactato producido. 

1.2 ·----------·-

---------------, 
• 1 1.0 '. • 003% 

o.a -

~ 
-1 0.6 . 

0.4 . 

0.2 -

• 0020% 
.. 00 160% 

• 

• 

o.o -' ----.----~--~-~---j 
o 2 4 6 8 

Concentración de lactato, 
mM 

10 12 

_ TESIS CON 
FALLA 0? n¡•rnr.1 hr 
~~.(~ 

Figura s..i Efecto de diferentes concentraciones de lnetato en el 11H final de cultirns no infectados y 
controlados. Línea continua dibujada 11ara indicar tendencin. 

En el duplicado correspondiente al lqtecontrolado a 3% deQp (Figt1raC-l) no se 

muestran los datos de pH (panel I) despues-~¡ 1ls•-16s h. Estci'.se deo¡ó~a pe~urbaciones en 

el sistema, pero observando el perfil de . los ga~es y concentraciones celulares son casi 
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similares, panel 11 y 111, respectivamente. En el duplicado correspondiente al lote 

controlado a 20% de 00 (!figura C~2) hay un desplazamiento en la. fase lag, aunque se 

puede observar en el panel 111; que tal retraso no afectó a la concentraciÓ1; niáxima de 
-- ~ ' ' 

células viables. El resultado 'fue ml!y similar para ambos lotes. El 1~iis11lc)d6splazamÍento se 

observa para el perfil de pH. Para el duplicado correspondiente al cultivo controlado a 

160% de OD no ocurren tales de~viaciones (Figura C-3). 

5.2.1 Efecto del oxígeno disuelto en elcrecimiento celular 

En la Figura 5.5 se resumen las cinéticas de los 6 lotes control, mostrándose los 

datos promedio para cada condición de OO. En este caso solamente se incluyen los datos 

después del cambio escalonado de OD. En el panel 1 y panel 11 se muestran el perfil de 

concentración de células viables y viabilidad, respectivamente. Los gráficos de los lotes 

individuales se anexan en el Apéndice C. Los datos obtenidos antes de la concentración 

celular de l .5x 106 cel/mL (recuérdese que éste valor es el TDI usado en lotes infectados) no 

muestran diferencias relevantes debido a que todos los lotes füeron controlados 

inicialmente a 20% de OO. Estos datos (velocidades específicas de crecimiento) previos al 

cambio escalonado de 00 están incluidos en el Apéndice D. 

Las velocidades específicas de crecimiento (~L) calculadas para los lotes controlados 

a 3, 20 y 160% de OD fueron O.O 138 (±0.0003) h'1, 0.0263 (±0.002) h'1 y O.O 19 (±0.005) h' 

1
, respectivamente. El valor de ~L alcanzado para el lote al 20% de OD es similar a lo 
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111 

V 
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-0- 0020% 
--9- 00160% 

48 96 144 192 240 288 336 

tiempo, h 

Figura 5.5 Cinéticas tipicas de las células Sf'-9 en lotes no infectados (control) realizados en 
hiorreactores. Sólo se muestran los datos des¡més del cambio escalonado de OD. l. Concentración de 
células viables, 11. %1 viabilidad, 111. Concentración de glucosa, IV. Concentración de lactato, V. 
Concentraciím de glutamina. Las barras de error representan el rango obtenido a partir de 2 
experimentos. 
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obtenido por Palomares ( 1996) en cultivos controlados al 30%, quien reporta una ~L de 

0.024 11·1• Esto indica que la o.o crítica se encuentra.por debajo de 20%. Palomares ( 1996) 

obtuvo una concentración celul.ar máxima de . 2.062x 106 cel/mL, sin embargo su 

concentración inicial· füe. de 0.2x 106 cel/mC. ·En este estLidio, la concentración inicial que se 

obtuvo füe de 0.5x106 cel/mL y la máxima de 6.96x106 cel/mL. Adicionalmente, el medio 

de cultivo usado por Palomares ( 1996) fue el TNM-FH, cuya composición incluye O. 7 g/L 

de glucosa y que se sabe soporta una concentración celular menor que el Sf1:)00-ll, 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 observadas entre este trabajo y elde Palomares (1996), ya que .se ha 

comprobado que el sustrato• preferente para la generación de biomasa es glucosa 

(Reuveny, et al., 1992). 

La fase estacionaria del cultivo a 20% de OD duró aproximadamente 200 h, 

mientras que la del 160% de OD solamente duró 72 horas. En contraste, el cultivo 

controlado a 3% de OD no presentó fase estacionaria ya que su fase de muerte inició a las 

96 horas, inmediatamente después de haber alcanzado la máxima concentración celular. En 

la Figura 5.5- 11 se observa la caída drástica de la viabilidad a partir de las 72 h para el 

cultivo a 3% OD, mientras que en los otros cultivos, la caída de la viabilidad es más lenta. 

Tal efecto se refleja en la concentración 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 observó que a cultivos controlados en condiciones 

oxidantes (160%00) no hay un efecto negativo importante del OD en la 
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concentración máxima de células vivas. Solamente se observó un increinento de 20% en 

la concentración de células vivas a 20% OD comparado a lo obtenido _en el ct1ltixo a 160% 

de OD. Esto contrasta con lo observado por Jain et al. ( 1991 )e11 Cultivos de células Sf-9, 

quienes reportan que hay un efecto tóxico por exceso de 02; En su casq· obsenian que la 

máxima concentración de células decae 45% de 4.3xl06 a 2.5xl06 cél/rriL al aumentar el 

OD de 65 a 110%. Es necesario mencionar que en el caso de Jain et al, 

cultivos infectados. 

Como se observa en la Figura 5.5-111, los 3 cultivos inician con una concentración 

de glucosa de 1 O g/L. De las tres cinéticas, la velocidad volumétrica de consumo de glucosa 

fue más rápida a bajas concentraciones de OD (más adelante se reportan los valores de 

consumo especifico) aunque las células no lograron consumir totalmente tal substrato ya 

que se dio por terminado el cultivo antes de que eso sucediera. Para los cultivos al 20 y 

160% de OD sólo quedó un .reli1anente de 0.125 y 1.5 g/L de glucosa, respectivamente al 
- - _ _:_ -· .-

final del cultivo. Varios aut?res, entre ellos, Bédard et al. ( 1993) y Palomares y Ramírez 

( 1996) indica~ qúe losfuonosacáridos, tales como la glucosa y frúctosa, son importantes 
•, .... -.-, " 

como fuente de el1er~ia ;ara las células de insecto y su agotamiento resulta en un cese en el 

crecimiento. La impOrtancia de la glucosa para la formación de biomasa se observará más 

adelante en Íos gráficos de rendimientos. 

En la Figtra;~;S~IV, ~s(muestra el comportamiento deHactato durante cada una de 

las cinéticas. a~to~!; dati~tbs .. ~álores,contr9ládos:de•pb:oe acuerdo a lo publicado por 

Palomares {1996( s~·.salJet·~ul')a bajas con¿entraciC>nes .de oxígeno la concentración de 

lactato incrementa a diferencia de los cultivos bien aereados. Se puede observar que en el 
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cultivo al 3% de OD, la concentración de lactato es ligeramente mayor (0.145 g/L) que los 

otros cultivos (0.053-0.096 g/L) durante las primeras 48 horas (fase de cul.tivo exponencial) 
- - - ,. 

aun a pesar que la concentración celular fue menor. Después ele las 48 horas hubo un ligero 

descenso de la concentración de lactato, para mantenerse relativamente constante hasta las 

96 h. Después de tal tiempo, la concentración de lactato comenzó. a elevarse. La 

concentración máxi.ma dé la'ctatC> s·e alcánió én los cultivos controlados al 20% de OD y fue 
', .. -- ':- . 

alrededor de 1.15 g/L/ EI incremento en la concentración ocurrió durante las fases 

estacionaria y de muerte. Este compo11amiento fue similar a lo observado por Wang et al. 

( J 996) en cultivos de células Sf-9 controlados a 15, 25 y 50% de OD. En los cultivos 

controlados a la condición oxidante, la concentración final de lactato füe de alrededor de 

0.25 (±0.05) g/L. Palomares ( 1996) observó, que en cultivos controlados por arriba de 0% 

OD, hubo consumo de lactato, y por consiguiente una disminución en su concentraci6n, 

durante la fase estacionaria y de muerte: Tal disminución en la concentración de Jactafo 
- .:·· ·.· 

correlacionó con el agotamientode la gl,ucosa. En co11trtiste; pai;a •Wc,sfrp ca'so, no ~xistió 

consumo de lactato ya que el agofon~i~~t~ clri lá·glu~o~ª s~'.diohnst~'.1a.~0Sric11~ de cada 
··' -"- ,·•-'-,.·--:;'--~;'' ¡ .. :··-,-_-·::¡:.-_·-~-~~-- ---"-'-"' --~···~-~-,--,_,, __ _:_._: ... "-'" ----~··-- ·-'.:::__-_---.-" - ' - -

cultivo debido a la ttjayor cÜncentraéión· itiiiiaÚ~eÍ'ca~.6ohicll·rito ... 
. ;j"-.' 

··'·' ._· -«'.:: -· · •. _._ 

En la Figura .s.s~v; :e m~~.stra eÍ.pe,rfiLde concentraciones de glutamato, que se 

obtienen, como pArte:dé ,la .ínetdddlC>gía para medir gfuta,1nit1á~ éI.•a111in.?ácido de interés. Se 

puede observar tjüe .l!l concentración se mantienéJéiati\faméiúe; constánte 'en: 17;5 (±2.5) 
• <' • •;. ' '• ,~ ••• •. • • • • • "·• e • - •" • ""~· • - ' • J' .; • • •" - • '• - • • • •. 

mM. Palomares ( 1996) • bbs~k,ó qu~ por debajo d6t. 2ro OD.§.;eh ~Óllciibiop~s ··~·~. arioxia hay. 

incremento. erila concentración .de glutamato dura'rite la f~se de muerte:'iJ3édard,1ei'qi. (f 993) •. 

observaron en cultivos sus~e~clid:s 'qui> eL ~IÜtamat~ es un sustrat~ J{ lli~iid~ más 

preferentemente que glutamina, En su ca5o, el consumo de glutamato inicia cuando se 
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agota la glucosa deI medio TNM-FH. Esto contrasta con lo observado .por Óhman, et al. 

( 1995) quienes sostienen que en células de insecto, el glutamato es un metabolito que se 

genera a partir·· de la glutaminólisis (degradación de glutamina) ó por a.-cetoglÚtarato 

generado a partir del ciclo de Krebs. Tales observaciones reportádas nci'.se'"~sen1ejnn a lo 

observado e11Jos cultivos controles desarrollados en este es~º'~~~~· 11?s,~~!~&~titeJ??1·que 
n diferencia de·lo aquí. reportado, ellos emplearon diferentes ri~e~ios'·,qt~e in~luyen en 

su composición bajas concentraciones de glutamina, ar11ino1íciclois,ell'.cihlpa1:n células 

ele insecto. El medio SF900-H usado eii nuestro trabajo.:~sf:Í .~nFiqu~Cido con 

cantidades de glutamina suficientes para generar bioinasn fo cual;evitá queg!utnmnto 

sea consumido. 

En la Figura 5;5-VI, se muestra el perfil de concentraciones de glutamina. En 

todos los casos la concentración inicial fue de 1 O mM y, para las tres condiciones 

controladas de OD disminuyó a lo largo del cultivo hasta quedar un rel'1ianente entre 1.5 y 2 

mM. El perfil de concentración a 20% de OD después de las 48 h fue, relátivainerite. 

constante y el consumo se volvió a restablecer a las 144 h. Al iniciar la fase de muerte, la 

pendiente de los perfiles cambió en todas las cinéticas, manteniéndose una concentración 

ele glutamina constante hasta el final del cultivo. Raclford, et al. (1997a) observaron en 

cultivos de Sf-9 controlados a 50% ele OD que la concentración de glutamina disminuyó 

hasta llegar a una concentración remanente de 0.5 mM; In disminución de la 

concentración no continúa durante la fase de muerte posiblemente porque glutamina 

fue preferentemente utilizada para formación ele biomasn en las anteriores fases del 

cultivo. Durante la fase ele muerte no se consume glutnmina para el mantenimiento 

61 



1: Nesultmlos y disc11siá11 

energético de las células lo que nos llevaría suponer que la glucosa es el sustrato 

preferente para obtenci.ón de. e1~ergía en esta fase; Obsérvt:se en l:tFig11ra ?'.5-lll que 

la . disminución . de In concentradóil de' glucosa cesa' hasta el. final •deL· cultivo. Sin 

embargo, algunos autores -afirinan que la gfr1tamina•ptecie llegár, a ·ser importante para 
. . '· '•',.· ',','• .. ..:·. 

mantenimiento energético (Óhman et ál. i~95:; Palomares J Ramírez, 1996). En los 

Apéndices C-4 y C-5 se muestran IOs lotes indiviCluales de todos los cultivos controles. 

5.3 Cultivos infectados 

Para el. caso. de lo cultivos infectados, se planteó el mismo diseño experimental de 

los cultivos control. El barrido de concentraciones de OD para los lotes infectados fue de O, 

3, 12, 20, 80 y 160 % de OD. Con tales concentraciones fue posible generar información 

completa e interesante acerca del efecto del OD en la producción de proteína recombinante 

y en el metabolismo de células infectadas. Los perfiles mostrados en las Figuras 5.6 hasta 

la 5.11 corresponden a cada uno de las 6 condiciones antes mencionadas. Todos los lotes se 

realizaron por duplicado. Las réplicas de los cultivos mostrados en esta sección (Figura 

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

Para la selección de la MDl adecuada nos basamos en la experiencia obtenida por 

Scott et al., 1992; Radford et al., 1997b; Vallazza y Petri, 1999; Chico y Jiiger, 2000. Tales 

autores suponen que la disminución del rendimiento a valores bajos de MDI (<l) se debe a 

que la cantidad viral es tan pequeña que no logra infectar totalmente la pobláción de CL Un 

porcentaje de las células que no han sido infectadas seguirá duplicándose y agotará los 
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nutrientes delmedi.o necesarios para formar más biomasa. El agotamiento de estos sustratos 
---- -- -- ,-

puede causar disminu_<;ióll en la concentración de proteína recombinanie. En el caso 

contrario de empl~ar<valores altos de MDI (>l), la .población celular se infectaría 

totalmente desde elinfoio y no lograría crecimiento adicional, limitando la cantidad de 

proteína recombinarite producida. Además, otro punto importante es que a nivel industrial 

la cantidad de virusnecesaria para infectar·a MDI > 1 en un lote de producción no sería 

económicamente factible. Por lo tanto la MDI seleccionada es suficiente para asegurar una 

infección sincronizada de la población celular. Chico y Jiigger (2000), observaron que el 

100% de las células viables pueden ser ya consideradas como células infectadas a MDI de 1 

a partir de 24 hpi. 

Para la selección del TDl adecuado nos basamos en la experiencia obtenida por 

Radford el al., 1997a; Vallazza y Petri, 1999 y Chico y Jiiger, 2000. A TDI< L5x106 

cel/mL, las células se infectan durante fases muy tempranas de crecimiento y la 

concentración celular final alcanzada sería relativamente baja. Como co11secuencia, la 

concentración de proteína recombinante sería limitada. A TDI > 1:5xl06 cel/mL, habría 

más probabilidad de encontrar el medio agotado de nutrientes, los cuales son necesarios 

para la· producción de proteína recombinante. Todos los autores arriba mencionados 

confirmaron que la detección de proteína es muy baja a TDI > l.5xl06 .cel/mL comparado a 

valores menores. Por lo tanto, el cambio escalonado en la c<?m'posi.ción de. los gases de 

entrada se. realizó hasta que se obtuviera. una coricen.fra~ióll de céll1tas viabie~ aproximada a 

6 . • . ..• . < /:.. é.}7 . . > . i .·••· .·• ·. •·•·· .•.. 
l.SxlO cel/mL y viabilidad mayor a·90% (paneHFydll) ,"tal'~ycomO se indica con la 

.·.. .... ,- . ··.: \'. 

flecha vertical. A este valor de TDI, se infectó ~~~DI d~ 1 Úr¡)~~el. A partir de este tiempo 

se tomaron muestras del cultivo aproximadamente cada 24 h, abarcando las fases de 
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crecimiento, estacionaria y muerte. La .duración de los lotes infectados fue ent.re 120 y 144 

hpi. El cultivo se coseche) al disminu.ir .la viabilidad pordebajo el~ 30ro (pa11!!l ll}). 

Al inicio de los cultivos, el pH ·fue de 6.2 y ctiJminl.lyÓ p~ul~til1~inerite durante la 

fase de crecimiento de las células (obsérvese e~ el pane!I ~~ las Fi~uras·:~.6:•ª la:s:11 que 

inicialmente todos los cultivos fueron controlados ~·20% de 'óo), .cúandó se realizó el 

control a diferentes condiciones de OD, el pH iniciJ ei:iuri valor cercano a E~ álgunos 

cultivos, el pH llegó a un valor final entre 5.5 y 6 (lotes controlados a O, 3 y 12%'de 00) ó 

a 6.25 (lotes controlados > a 20% de OD). Estos perfiles de pH fueron nmy diferentes a 

los obtenidos por los cultivos control, sin embargo, hay que co1isiderm~ qtte la fase 

estacionaria fue más prolongada para los cultivos sin infección; Para el caso de las 

células infectadas, el efecto de la infección fue más d.rástico sobre la viabilidad celular. La 

caída en viabilidad se hace evidente a las 72 hpi en todos los cultivos. Hasta la fecha, Wang 

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

cultivos de células Sf-9 infectadas. Los primeros co~p[obaronque en lotes controlados a 
.··. ' 

15 y 50% de OD existió una disminución en el valor de pH de 6.2 a 5.6 (valor alcanzado al 

final del cultivo): Sin embargo, el perfil de pH de un(ote co_ntrolado a 25% de OD se 

mantuvo constante a lo largo de todo el cultivo (pH =6.2). En el caso de Hu y Bentley 

( 1999), sus cultivos fueron controlados a valores >25% de 00 y no observaron cambio en 
~. ; : 

pH. El valor se mantuvo constante entre 6 y 6.1. Estos valores son cólTiparables a· los 
... : ' ·'.·::·· <. 
. . 

perfiles obtenidos en este estudio. A pH > 6.3 se ha comprobado que disminuye el 

rendimiento de proteína recombinante (Zhang et al., 1994). Por lo tanto, no esperamos que 

el pH sea un parámetro de mayor peso en la expresión de la proteína recombinante en este 

estudio debido a que los valores registrados estuvieron por debajo de 6.3. 
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5.3.1 Efecto del oxígeno disuelto en el crecimicntocelular 

En las Figums 5; 12A y 5; l 28 se resumen las cinéticas de los 12 lotes infectados. 

Los datos corresponden al promedio de los cultivos ma11tenidos a cada condición de OO. 

Los datos individUales. de cada uno de los 12 cultivos se anexan en el Apéndice E. En el 

panel l y pmi~I fl de las Figuras 5. t 2A y 5.128 se muestran los perfiles de concentración 

de células viables· y viabilidad, respectivamente. La diferencia de los gráficos ilustrados en 

ambos paneles con respecto a lo mostrado en las Figuras 5.6-111 hasta la 5.11-111, estriba 

en que sólo se tomaron en cuenta los datos obtenidos después del tiempo inicial de 

infección. Los datos obtenidos antes del tiempo inicial de infección no muestran diferencias 

relevantes debido a que todos los lotes fueron controlados inicialmente a 20% de OD. Estos 

datos calculados son las velocidades específicas de crecimiento y se anexan en el 

Apéndice D. 

Para la cinética al 0% de OD (Figura 5.12A) se observa que la concentración de 

células vivas disminuye a partir del TDI. Por otro lacio una parte ele la población 

sobrevivió durante 5 días, lo cual observamos que las células aún infcctádás.Uevan a 

cabo la anaerobiosis. Cabe mencionar que en estos cultivos a 0% de OD sólo se 

suministró nitrógeno para llegar al valor de OD deseado. Un experime!1to similar pero sin 

infección fue realizado por Palomares (1996) y observó el mismo. éfécto. Tal perfil sirve 

como cultivo control de nuestro experimento ya que las células rio fueron infectadas y 
• . '- •·.<-... : ·_. ~ 

como consecuencia no hubo expresiónde proteína recol11biriarite (estas observaciones se 

verán con más detalle en las siguientes secciones). 

71 



1: Resultm/os y discusión 

3.0. 

2.5 . 

2.0. 

-·---- -------·-----·------~------·--·---- ----·-- ----

1.5 y----......... __ 
1.0. -----

0.5 

80 

-o 60 . 

"' ~ 40 
:E 

"' > 20 

o -______ _.___ ---L------1------------4---------

11 

111 

IV 1 

V 

Figura 5.12A Cinéticas tí1>icas de células Sf-9 en lotes infectados realizados en biorreactores. l. 
Concenfración de células Yiables, 11. 'Yo Yiabilidad, 111. Concentración de glucosa, IV. Concentración de 
lactato, V. Concentración de glutamina. Las barras de error representan el rango obtenido a 1>artir de 
2 experimentos. r 'T'N!TC'. :.r-i/1~J 

_t r.·j... 1 ..... 

\ t .. ~Lwh U.~ 1JiLuLN 
--:;:--::::· - .. 

72 



1: Res11/1adosy di.1·c11siú11 

3,0 
Q) 

"O 2.5 
.§ lG ...J 

2.0 ·~·§; :§ 
.:::. :Q ~ 1.5 

~]?'°o 1.0 
c·GJ,... 
oº 0.5 u 

o.o 

~ 
80 

o 

11 

-e 60 ra 
;g 

40 :e 
ra 
> 20 

o 
e 12 
:g ~ 10 
[!! 8....1 8 
C.=c, 

6 Q) Cl 
o Q) 

4 §-o 

111 

u 2 
o 

e 
•O 0.2 ·ü.S 
~s ..... cu-
Q) ..!l! Cl 

0.1 o Q) 
e-o 
8 

IV 

o.o 

.§§ 25 
'ü ra 20 
~E:¡;: 
c;J!lE 15 
Q)-= 

V 

o Cl 10 e ai 
8-o 5 

o 
14 

e 
12 ·O ca ·-e O·- 10 

~E::¡;: 
5j~ E 

8 
u- 6 e e> 

4 o Q) 
u-o 2 

VI 

---- 0020% -o- 0080% 
--T- 00160% 

o 
o 24 48 72 96 120 144 168 

tiempo de post-infección, hpi 

Figura 5.128 Cinéticas tí11icas de células Sf-9 en lotes infectados realizados en biorreactores. l. 
Concentración de células \'iables, 11. % ,·iabilidad, 111. Concentración de glucosa, IV. 
Concentración de lactato, V. Concentración de glutamina. Las barras de error representan el rango 
obtenido a 11m1ir de 2 experimentos. 

TESlS CON 
·1 r. \)B ORlGEli,. 
~-~----

73 



I·: Resultados y discusión 

La concentración máxima de células viables en cultivos controlados a 3 y 12% 00 

se logró a las 24 hpi y en el cultivo controlado a 20% 00 füe a las 48 hpi. Para el caso de 

los cultivos controlados a 80 y 160% ele 00, la concentración máxima se logróhasta las 72 

hpi. Como se puede observar, a medida que la concentración ele 0 2 aumenta, se 

favorece positivamente la máxima concentración alcanzable de céltilas•viables. Por lo 

tanto, hay generación de más biomasa y por consiguiente podría 'esperarse qlle esto 

favoreciera la producción. de· proteína· recombinante. Sin embargo estono fue el caso para 

condiciones de 02 superiores a 80% (ver resultados más adelante), 

Todos los cultivos presentaron una correlación entre la caída drástica de 

concentración de células viables y en viabilidad (Figuras 5;12A~H yS.128-11). Se observó 

que la fase de muerte se retrasaba a medida que el 00 aumentaba (24 hpi para 3 y 12%, 48 
. . 

hpi para 20%, y 72 hpi para 80 y 160%). A.ctualmenté no existen reportes previos donde se 

haya observado un cultivo infectado y contr~lado a0%.de ºº~· 

. . . ' -. 

En las .Figllras 5.12A.;.Uly ?h21l.-'J!1, se obseivanlof pe~fil~s de concentración ·de 
'' - -, ,.•- -- ' •.,• -.,- - ,.¿·:-, - :. ' ::.-., • '·,~-,\~ ;_:'.-,- - -:.- ' ','·.'• .:.• ,'. ' ', ',' r' ,,- • ;,, -•• -• :•, - '' • • 

glucosa. En general; a h,~did~ q¡je Já'c6ricé~tr~C:ióh.'.d~:.o6 in6rinient6, fa éoncen&ación de 
. . ·' '"· '.'•, : .. · ' ' - . . . . ' .. - : _, : . ' . , ,· -- , ~; . . . . .-.. . ' .. . 

sustrato disminuyó .•.. T;6d~{·1i~·•·:~lti:~~;?:!l1ic.i,~rg~ ~;~n['.~1~~··E~H.c~~{r~~ió.1J_.ini(;i~J;d~· glucosa 

entre 9 y I o g/L En Jos culfüro_s a (3,Ji Y1~Q'Po 'p.e . . 9Piff ~;artir,; de'las 24¡;h'piempieza a 
;·.' ': ·:.,_ ;" . •.··, _, 'if;·'.;5~\·~~,··. ··;; :; .. ~·~·-':<· :-; 

disminuir· la·.concen!ráCióil,d.e)gJÜ6b~~. A·la~;:96h~i}"1á:6o~¿ehtra6ióhidi~rriihuye· hasta 8 g/L 
~/; º''':.~ ·:···;::> \'~ .';·' 

cultivos controládÓiÍ.aSOy f6o%d~-OD; la cbllc~ntraCiÓn ftnál fue' entre 6 y 7 g/L. En Jos 

cultivos controles casi se consumió la glucosa del medio. Por el contrario, para el caso de 
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los cultivos infectados no se consume totalmente la glucosa. Una comparación de las 

velocidades de consumo entre cultivos controles e infectados se mostrará con detalle más 

adelante en este trabajo. 

En los cultivos controlados a 0% de OD, se observó que no existió disminución en 

la concentración de glucosa. Después de las 72 hpi ocurre un ligero incremento. La 

concentración promedio al final de cultivo fue de 10.5 g/L. Wang et al. ( 1996) suponen que 

incrementos en la concentración de glucosa se pueden deber a la hidrólisis de la sacarosa, lo 

cual se comprobó en este trabajo. El análisis de sacarosa fue realizado enzimáticamente 

utilizando la f3-Fructosidasa, generando entre glucosa y fructosa. En la Figura 5.13 se 

muestra el perfil comparativo entre las concentraciones ele sacarosa y glucosa del lote 

controlado a 0% de OD. La concentración de sacarosa inicial en medio SF900-II fue 

alrededor de 2.1 g/L (concentración determinada por Raclford et al. l 997a, Doverskog et 

al., 2000). A lo largo del cultivo la concentración de sacarosa presentó ligeras variaciones, 

pero disminuyó claramente a partir de las 72 hpi. Radford et al., l 997a, demostraron que la 

concentración de sacarosa no disminuye en cultivos ele Sf-9 infectados y controlados a 

50% ele OD. Tal caso es contrario a lo observado en un cultivo sin suministro de oxígeno. 

El resultado obtenido a condiciones anóxicas 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 condiciones, de anoxia las células producen 

enzimas hidrolíticas no presentes a mayorJ~ 6ónbenfraciones de OD, que degradan la 

sacarosa. Nótese que en términos inol~re~, 1:•c:fda de sacarosa corresponde al aumento de 
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glucosa, por lo que se puede inferir que no existió consumo de glucosa en el cultivo a 0% 

OD. 
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Figurn 5.13 Pcrlil cinético de In conccntraci6n de glucosn y sncnrosa en cultirns inf(!ctados y 
controlados a Oº/c• de oo;, Las barras de error re11rcscntan el rungo obtenido de 2 cx11erimentos 
indepc1111ientes. 

Al analizar la Figura s, 12A-IV, se observa una alta concentración de lactato (0.55 

g/L) en los cultivoscoiltroladós á 0% de OD. Lo extraño de este cultivo es que se generó 

lactato a pesár de que la concentración de glucosa no disminuyó a lo largo del cultivo. En 

este trabajo no se comprobó cual fue el sustrato que genera tal cantidad de lactato. 

Una suposición ele la fuente ele tal lactato es la posible hidrólisis ele maltosa, y como 

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

consumirse y convierte a láctato. 

Las concentraciones de lactato de los cultivos a OD mayores a 0% presentan un · 

perfil relativamente similar entre sí. En los cultivos controlados a 3 y 12% de OD, la 

concentración de lactato se mantuvo constante en 0.1 g/L ha~ta el fi~al del cultivo. 

Unicamente en cultivos controlados a .20, 80 y 160% 00 se.elevó; la con~entración de 

lactato cuando las células se encontraron en la etapa de muerte, tál y como ocurre en los 

lotes controles cuya concentración final pudo incrementarse hasta 6 veces lo observado en 

cultivos infectados. Rhiel el al. ( 1997) observaron un efecto similar en cultivos de Sf-9 sin 

infectar e infectados. Coincidió que en nuestros cultivos a 20, 80 y 160% 00, la 

generación de lactato ocurre al haber un rápido decline en la viabilidad celular. 

En las Figuras 5.12A-V y 5.l2B:-V, se muestra el perfil de concentraciones de 

glutamato. Los perfiles de las._ cinéticas no muestran gran relevancia en cultivos 

controlados de O a 12%; 80 y 160.%- de OO. Se mantienen relativamente constante en 

17.5±2.5 mM. En cambió, par~~el culÜvocontrolado a 20% de OD la concentración de 

glutamato se mantiene consiÜnte-ek19·mM durante las primeras 48 hpi. Después de las 48 

hpi, ocurre un ligefo iri~r~mento~nglutamato hasta 22.5 (±2) mM. Esto correlaciona con el 

inicio de la fase:cle ifiuehert~ThcréiTiento ele la concentración. de. lactato. R~dforcl et .al. 

< 1997a), observar()11 · •. en'· cu1ti~o·ef úiredtadas y.· controiaC!gs.-:a 50%;&~ 6h que hubo un 
v·· . . ,.,.< - ·\~ " . .r/,-

decremento •en'la~conceniraciónde glÚtafuato álolár~o'dáz~Uíúto; EÍ-·d~cremento· de 
/ _· .. ,: : \-". _'.¡ .· . ~ . : - ' . _-" 

glutamato reportado por Radford et al, (1997a) correlacionó con el. aumento en la 
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concentración de amonio, alanina y lactato y disminución en la concentración de glutamina. 

La única diferencia con respecto a nuestro trabajo, es que ellos infectaron los cultivos a 

TDI de 4.8x 106 cel/mL usando una MDI de 1 ufp/cel y medio SF900-IL De acu~;do a las 

vías metabólicas propuestas para CI por Bédard et al., 1993 (ver Figura 2.2); cuando se 

metaboliza glutamato se convierte a alanina y amonio, ambos metabolitos de desecho. 
------.,=_,oo-- --· ~--~-- ----=-

Para nuestro caso, el glutamato se incrementó en el lote controlado' a 20'X1 de OD 
• ' -~·/-: 'e_ - ' , ,.. . ·. ' 

posiblementedebi_clo a la alanina presente en el medio (4.5 mM, Radfo~d.eta/.;1~97a) 

aunque en nuestro estudio este meta bolito no se midió (Observe· en la Figura 2:2 que 

alanina mas a.-cetoglutarato se convierten a glutamato). 

En las Figuras 5.12A:-VI y 5.128-VI se muestran los perfiles de concentración de 
- . .. ' .. · '·· . .. ,·: ,¡· ' .. 

glutamina. El perfil de ,la glutal11ina ~e semejante en todos los cultivos infectados a 

excepción para· el cúlt.ivo a 0% de OD. Todos los cultivos parten con una concentración de 

glutamina alrededor. de 1 i (:Í:I) mM y terminan con un valor entre 7 y 8 mM. Un perfil 

semejante fue observado por Radford el al. ( 1997a) en cultivos infectados y controlados a 

50% de OD empleando medio SF-900 II. En su caso, la concentración de glutamina inicia 

con 14 mM y baja al final hasta 8. 7 mM. En dicho trabajo también se observa que la 

glutamina no es totalmente consumida por las células infectadas tal y como sucede en 

nuestro trabajo. Para la condición a 0% OD, la glutamina se mantuvo relativamente 

constante durante todo el cultivo. 

78 



l·: Nesu/taclos y cliscusirín 

5.4 Comparación entre los .cultivos ele células de insecto: infectados y no infectados 

Los perfÜes obtenidos de las cinéticas dan una· idea de· 10 .que puede ocurrir en los 
.:. _, __ , -· 

cultivos agitados de un sistema ···c1-sv, Para la tercera parte de··la discusión de los 

resultados, se reagruparon los datos más sobresalientes de cada una de las cinétiCas. Se 
- - -=_,--,o_-~_::~.---==--.c;c_-~~===--

compararon los resultados obtenidos en este estudio con valores reportados en la literatura 
' . . 

para el sistema CI-BV. Adermís se discute sobre las posibles rutas metabólicas empleadas 

en el caso de las células infectadas: 

5.4; 1 Efecto. del o~ígeno disuelto sobre la concentración celular y expresión ele la 

proteína recombinan te 

En la Figur·a 5.14-1, se muestra la expansión máxima de las células de insecto en 

cultivos infectados y sin infectar. Todos 1.os datos se normalizaron c9n .base a la TDl de 

1.5x106 cel/mL. El perfil observado en el panel superior es semejante¡¡ un.con1portamiento 

de tipo Monod, obsérvese que a condiciones por debajo del 12% de OD existe iimitación en 

el crecimiento de cultivos infectados. Aunque pocos autores confirman que no hay 

limitación del crecimiento celular por arriba del 5% de OD en células de insecto sin 

infectar, (Hensler y Agathos, 1994, Kamen et al., 1996, Palomares y Ramírez, 1996), de los 

datos mostrados no se puede asegurar lo mismo para cultivos infectados. 

·,· 
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Figura 5.1.t l. Expansión m1íxima de las céliiln.~ de irisCcto en cultfros infectados y 1Ío 
infectados. 11. Concentrnción m1íximn de 11roteí1111 recomhinnntc producida a diferentes 
condiciones de oxígeno disuelto. 

Los datos de la Figura 5.14-1, son comparables a lo que obtuvieron Zhang et al. 

( 1994). Ellos encontraron en cultivos de Bomhyx mori que existe limitación de oxígeno por 

debajo del 20% de OD y un crecimiento óptimo por arriba del 30%. Mientras que en 

células Sf-9, Jain et al. (1991) reportaron que el valor óptimo para el crecimiento en 

cultivos controlados es de 65% de OO. 
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De la información reportada para cultivos infectados, Scott et al. ( 1992), obtuvieron 

una expansión de 1.22 veces con respecto al TDI para un cultivo de Sf-9 infectado a MDI 

de l ufp/cel y controlado a 50% ele OO. En nuestras condiciones evaluadas entre 20 y 80% 

de 00, existe expansión entre 1.44-1.66. El elato obtenido por ellos no se aleja ele nuestros 

valores calculados considerando que emplearon una TDI de 2. 7x 106 cel/mL, la cual podría 

haber limitado el crecimiento por agotamiento de nutrientes aunque ellos no reportan 

metabolitos para asegurar tal suposición. Los cultivos controles de nuestro tra~ajo se 

expandieron en más del doble com1mraclos con los cultivos infectados. Radford et al. 

( l 997b) obtuvieron una expansión máxima celular de 1.375 a una MDI d~ ,1 ufp/cel. 

Obsérvese que por arriba del 12'Y.1 OD, las expansiones son casi similsi1~e{a ,~xc~pción 

a lo observado por debajo ele 12%1 OD. Se puede concluir que a bajas c'oncenfraciones 

de OD afecta la expansión celular. 

Anteriormente, Palomares ( 1996) determinó la constante de saturación de oxígeno 

(1<02) para sus cultivos de CI sin infectar. Además, en su trabajo determinó que la 

concentración crítica 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 parámetros a 

partir de velocidades específicas de crecimiento, las razones fueron comentadas en la 

sección de Materiales y métodos. A partir del gráfico obtenido para las expansiones 

celulares realizamos un ajuste hiperbólico para obtener una Km aparente y asimismo 
·_, .,, ·.'.·:' - . . - -

estimar donde existe ÚmÍtáci6ndeI,áre~imielltO celular por OD. Esto se observa con detalle 

en la Figllra 5;15; a~través clel comport~rriierito típico de Manad se obtiene una expansión 

celular máxima de 1.6 y una K02 de 5%. EnJa literatura no existe estimaciones de tales 
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parámetros para cultivos infectados .. En nuestros cultivos suponemos que existe 

limitación del creci.miento celular por debajo del ·20 1V.1 OO. 
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Figura 5.15 Efecto clel OD sohre la ex11ansión celular miíxima de cultivos ele CI infectados. Media y 
barras de error rrnra clos cultiros. La línea continua en el 1111nel sigue el modelo de Monocl obtenido con 
estos datos, con una ex1>ansií111 1111íxima de 1.6 y una Km de 5%1. 

En la Figi1ra 5; 14"1J, se observa que la concentración de proteína recombinante es 

óptima a una concentracióndei .. 80% de OD .. Esto contrasta con lo observado para la 

concentración celular ya que se· ~antlen~ relativamente constante para concentraciones de 

OD mayores de 20%. La concentración de proteína disminuyó 3.5 veces en condiciones de 

exceso de oxígeno, resultado que coincide con lo demostrado por Jain et al. ( 1991 ). La 

concentración máxima de proteína recombinante (pr) lograda en el sistema Cl-BV fue 
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alrededor de 42 Jtg/mL, el cual corresponde al intervalo ele producción en el sistema 

Cl-BV· reportado por Goosen, eta/. (1992)! Obséryese que a condiciones limitantes de 

oxígeno disuelto, además de verse afectada la concentración celular, también se afectó 

considerablemente la producción de proteína recombihante. ·En condiciones anaeróbicas ya 

se mostró que las células no lograron expandirse, y como se muestra en la Figura 5.14-II, 

tampoco hubo producción de proteína recombinante a pesar de existir una cantidad 

considerable de células vivas durante un tiempo más que suficiente para la producción de 

proteína recombinante. En condición oxidante (a l60'Y.1 OD) hubo un efecto negativo 

sobre la expresión de proteína recombinante tal y como se observa en el pe1;fil de la 

cinética. Para observar con más detalle el perfil de concentraciones de proteína 

recombinante a diferentes niveles de oxígeno se muestra la Figura 5.16. En esta figura se 

puede observar que después de ·alcanzar la concentración máxima de proteína recombinante 

ocurre una disminución paulatina, con excepción de la condición a 80% OD donde el efecto 

es más drástico. Wang el al. (1996), observaron que por arriba del 20% 00, cuando se 

obtiene la máxima concentración de pr, se incrementa la actividad de proteasas. Naggie y 

Bentley ( 1998) observaron que por arriba de las 72 hpi la actividad proteolítica aumenta en 

un cultivo infectado de células Sf-9 presentando una correlación negativa en el rendimiento 

de ~-galactosidasa. En nuestro estudio no se analizó la actividad proteolítica, pero 

seguramente es la responsable de la caída observada en pr a 80% OO. 

Los efectos observados son similares ato reportado en células procariotes para 

Escherichia coli yallnque·el'sistema es muy diferente'árJsado ell ~ste trabajo ti~ne Ciertas 

semejanzas a comportamientos que varios autores han observado en el sistema Cl'-'BV. En 
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Escherichia co/i los niveles oxidativos y condiciones anóxicas pueden afectar la expresión 

de proteína recombinante bajo varios mecanismos moleculares (Konz et al., 1998). A 

presiones elevadas de oxígeno puede existir daño celular por estrés oxidativo en el. interior 

de la célula y asimismo oxidación de proteínas específicas y secuencias de nucleótidos. Los 
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Figura 5. 16 Perfil de concentraciones de 11roteína recombinan te expresada en el sistema Cl-BV a 
diferentes condiciones de oxígeno disuelto. Lus hurras de error re11resentun el rango obtenido de 2 
ex11erimcntos. 

peróxidos de hidrógeno y de lipidos ó radicales libres generados en condiciones oxidantes 

son los compuestos implicados en la oxidación de proteínas, aminoácidos y DNA, 

conjugación y entrecruzamiento de proteínas. Algunas de las reacciones oxidativas en 

proteínas involucran la formación de grupos aldehído y cetona no muy comúnmente 
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encontradas en proteínas. Si el daño ocurre en algún residuo del sitio activo de proteínas el 

daño es letal. Para el caso de células de insecto infectadas, Wang et al. (2001 ), observaron 

incrementos elevados de hidroperóxidos de lípidos y carbonilos de proteína después de 72 

hpi. Este estrés oxídatívo correlacionó con la reducción de viabilidad celular. Además, 

Meneses-Acosta (2001) atribuye que el estrés oxidativo causa muerte celular y daño de 

ADN. En nuestro trábajo pudo haber ocurrido acumulación ele radicales libres que 

disminuyer·on la concentración ele pr producida en el cultivo controlado a 160% OD. 

Por otro lacio, en el caso de cultivos de l~\cherichia co/i controlados en condiciones 

anóxicas, el daño ocurre en las enzimas regulatorias del ciclo de Krebs causando 

disminución en la concentración de precursores que sirven para sintetizar aminoácidos. 

Además la ausencia de oxígeno puede causar inestabilidad en la replicación del plásmido. 

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

primer lugar, porque la .. limitagión de aminoácidos no es problema en nuestro sistema 

empleado debido _a qúe el 'l1edic:> e~ rico en aminoácidos. Si la ausencia· ele oxígeno en 

bacterias es cllu:a11fa Cte hthibición. ele vías regulatorias . del ciclo. ele . Krebs podemos 
-- : - ' ~ _-----~ :'. - -~ ·.· --. -·. - . - - . ·, 

suponer que ·~11 C:1.;(Jycausa inhibición en el metabolismo de all'linoácidos ya que ellos 

son los precur·sores ele proteínas. En cambio si el daño ocurre en plásmidos bacterianos, 

entonces el· daño en el sistema CI-BV sería diferente, ya c¡ue las células de insecto aportan 

la maquinaria enzimática para que el virusse repliquéa ttiJés de plásmidos recombinantes. 
. . . •, ' 

En ausencia de oxígeno podría causar inestabilidad en la replicación del vector viral y 

como consecuencia no habría expresión ele pr. ' 
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5.4.2 Efecto del oxígeno disuelto sobre las velocidades específicas de consumo de 

sustratos y producción de proteínn recombinante 

En la Figura 5:17, se muestran liis velocidades de consumo y generación de 

metabolitos tanto para cultivos sin infectar y cultivos infectados. En la Figura 5.17-1 y 11, 
--- ~e---= -~-=- - =-

se muestra el perfil de velocidades específicas de consumo de los sustratos glucosa y 

glutamina, respectivamente. En cultivos infectados, la velocidnd de consumo de glucosa 

es relativamente constante entre 3 y 160% 00 mientras que es cero a O'Yo OD. 

Para los cultivos no infectados, por arriba del.20% OD, la velocidad específica de 

consumo de glucosa fue semejante a los culti.vos. infeCt'ados: Para el cúltivo no infectado y 
;· . . " ,__ ' . . . -.. -~ , .- .~ -- . . . 

limitado de oxígeno (a 3% OD) el consumo de ~tu'~osa es mayor 2,65 veces con 

respecto al cul.tivo infectado y L7 veces 111:\yor coi1 respecto a los no iiffeétnclos a OD > 

12%. 

Los datos de los coeficientes metabólicos de glucosa se comparan con los datos 

obtenidos por algunos autores y se muestran en las Tablas 5. l y 5.2. Como se observa, en 

algunos casos valores obtenidos por varios de los autores difieren a nuestros resultados. 

Alguna de las razones podría ser por el tipo de medio de cultivo empleado, a lo cual ya se 

había mencionado anteriormente que las concentraciones iniciales de glucosa pueden influir 

en el metabolismo de las células de insecto. 
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Figura 5.17 Efecto llel oxígeno disuelto sobre las diversas \'elocillndes específicas: l. Velocillades 
es1>ecílieas de consumo de glucosa, 11. Velocidades específicas de consumo de glutamina, 111. 
Velocidades es11ecít1cas de producción de 1.rotcína recomhinante. Infectados (c/i) y sin infectar (s/i). Las 
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para mostrar tendencia. 

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

la Tabla 5.1 va de 33 a 115 nmol glc / 1x106 cel-h, a lo cual nuestros valores caen 
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dentro del estiiliado. El perfil de nuestros experimentos sin infectar .se asemeja al 

observado por Palomares (l 996)comparando con sus valores calculados por arriba del 5% 

OD. 

Tabla 5. l Datos reportados de coeficientes metabólicos par:t células Sf-9 sin infectar 
(nmol glc ó gin / 1 x I06 cel-h) 

cy., OD 9i:_ll' __ ,___q¡:rn ncporta ... 
15% 115 36 Rhicl y Murhammer, 1995 
- 78 37 Mendonc;a el al., 1999 
50% 86 40 Rhicl el u/, 1997 ·----r---·--~· 
50% 60 33 Wang el o/, 1996 
25% 47 34 
15% 33 18 
30% 67 20 Palomares, 1996 
10% 89 60 
5% 89 40 
2% 44 130 
160% 53±4 21±6 *Este trabajo 
20% 47±17 19±10 
3% 79±1 24±4 

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

muy similares a los datos reportados por otros autores, a pesar de que las MDI empleadas 

son diferentes. Varios autores han reportado un aumento en más· deh.c doblC del 

consumo de oxígeno en el momento de infección (Kamen eta/., 199lfScottetal., 1992; 

Reuveny et al., 1993; liensler y Agathos, 1994; Kioukin et al., 1995; Kamen et al., 

1996; Agathos, 1996 ). Sería entonces de esperarse que existiera un aumento 

correspondiente en el consumo de glucosa. No obstante, como se ha señalado esto no 

ocurrió, por lo que podríamos suponer que otro sustrato es el utilizado para soportar 

el aumento de consumo de oxígeno después de la infección. 
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Tabla 5.2 Datos reportados de coeficientes metabólicos para células Sf:-9 infectadas 
(nmol glc ó gin/ lxl06 crl-h) 

%101> MDI gg!L__ _ __9.g[1_1 - ---~porla ... 
50% 0.2 61 18 Rhiel el al, 1997 
22% 20 50 - \Yang et al., 1993 

15% 
1 58 18 Rhicl y Murhammer, 

1995 
80% 68 27 Hu y 13entlcy, 1999 
50% 5 72 29 
25% 55 16 
50% 60 31 \Yang et al., 1996 
25% 5 45 49 
15% 49 24 

160% 46±11 22±8 *Este trabajo 

80% 57±4 24±7 

20% 42±0 34±17 
1 

12% 47±19 29±2 

3% 30±10 27±10 

0% o o 

En el panel H de la Figura 5.17, la velocidad especifica de consumo de glutamina 

en cultivos infectados tiene el mismo perfil observado en el consumo de glucosa, es decir se 

mantiene relativamente constante entre 3 y 160% OD mientras que es cero a 0% OD. Para 

los cultivos infectados, por arriba del 3%, la velocidad de consumo de gli.Jtamina fue 

semejante a los cultivos no infectados. 

El rango de consumo de glutamina en células de insecto sin infecJar mostrado en la 

Tabla 5.1 va de 18 a 130 nmol glc / 1X106 cel-h, por lo que nuestros valores caen dentro de 

lo reportado en otros estudios. Al comparar nuestro resultados con lo publicado para células 
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no infectadas (Tabla 5.1) el valor controlado a 15% OD por Wang et al.( 1996) se asemeja 

al valor calculado a 20% OD. Por otro lado, para células infectadas (Tabla 5.2) n.o se 

obse1varon diferencias en las velocidades de consumo de glutamina determinadas por otros 

autores a pesar de los diferentes valores de i\llDI empleados en sus cultivos. 

- En la Figüra 5.17-111 se muestra la vel6Ciaadcespecífica de pi·oaúcCió1l~depróteína 

recombinante; .Obsérvese que la ntúxima velocidad de producción de profeína se logró 

entre 20 y 80% ele OD, y correspondía a 0;;925 (±0.0135) µg /t.(t¿6 :c~lul~-l1/Para 
-'~· . - -- ·- . -~·- - .. - ";.-:: - '-{.--;· 

fines prácticos, ele acuerdo a lo obse1-\'.IJdO ell este estudio lits ·.~O~lCer~trÜciones 

aclecuacl~s. para obtener una. eliciei1te prc)¡luc.Ció~~:d~: p;son' e1ltre 20'y ~p·~ ÓD .. Sin 
: . -. ·- . - _,_ ' '· .. ·-, ' . ;;,·.-. -- -: . ""'"• :-· ; -. --~ 

- . .. ·-· .. 

en la Figura 5.16, no es conveniente prolongar el cultivo por>mas de' 72 hpi, ya que 

existe degradación ele pr. 

5.4.3 Efecto del oxígeno disuelto sobre los rendimientos 

Los rendimiento{ calculados para·· biomasa sobre glucosa y glutamina se muestran 

en la Figura 5;18~1 y·l(r~spestivamente. Los datos se encuentran anexos en el Apéndice 

F. 

Las curvas de. rendimiento de biomasa con respecto a glucosa y glutamina 

calculado para cultivos infectados presentaron un comportamiento similar a las curvas 

características 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'Vo de OD, el.rendimiento de célulns por ~unol de glucosa consumida se ve 

aícctada negntivnmente. 

0.3 

o 20 40 

1 

11 

8 Y xv/gfc c/i 

-0- Yxv/gfc s/i 

.A. Yxv/gfn c/i 

-6- Yxv/gfn s/i 

60 80 100 120 140 160 180 

Oxigeno disuelto,% 

Figura 5.18 Efecto del oxigeno disuelto sohre rendimientos: l. Rendimiento hiomasa sohre glucosa, 11. 
Rendimiento biomasa sobre gfutarnina. lnfectmlos (c/i) y sin infectar (s/i). Las barrns de error 
reJ>resentan el rango obtenido de 2 cx¡icrimcntos i111fe11cndicntes. Líneas dibujadas entre f!untos sólo r>ara 
indicar tendencia. 

El cultivo sin infectar y controlado a 3% de OD requirió menos cantidad de glucosa 

que los cultivos infe~tadÓs para producir la misma cantidad de células. Es claro que, en 

condiciones limitantcs de oxígeno aím la glucosa es un nutriente muy necesario no 

exclusivamente pal'll crecimiento de células sino también para mantenimiento 

energético. 
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Para el caso de cultivos no infectados (Figura 5.17-11), el rendimiento calculado de 

biomasa con respecto a glutamina al aumentar el OD de 3 a 20% OD, por lo que es evidente 

que a mayor OD aumenta la eficiencia de conversión de glutamina a biomasa. En el lote 

controlado a 160% disminuye un poco el rendimiento de biomasa sobre sustrato. lo que nos 

lleva a suponer que a condiciones oxidantes, la glutamina no es dirigida en mayor parte a 

biomasa. Al comparar el cultivo controlado a 20% de OD sin infectar con el infectado, 

incrementa 3 veces la biomasa generada por glutamina consumida. De los rendimientos 

calculados es claro que a medida que se limita por OD, el consumo de sustratos se 

orienta menos a la producción de biomasa y más hacia subproductos o mantenimiento 

celular que no se ve reflejado en aumento ele la biomasa. 

En la Figura 5.19-ly H, se muestran los perfiles ele los rendimientos calculados de 

la proteína reconÍbinante prqducida por mol de glucosa o glutamina, o por célula generada, 

respectivamente; Lqs datos se encüentran anexos en el Apéndice F. Como se observa, los 
e·' '·" ""'• .- _, ·' -~ • 

perfiles d~ re1~c!iri1ientos ele pr tuvieron un comportamiento semejante al mostrado en la 

Figura s;¡4:n p~n.i concentración máxima de pr. En esta caso se observa que la mayor 

cantidad ele pr producida por sustrato consumido o por célula generada ocurre en un 

valor óptimo de OD de .80%1 
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Figura 5.19 Efecto del oxígeno disuelto sobre rendimientos: l. Rendimiento de proteína recombinante 
sobre sustrato 11. Rendimiento de proteína rccomhinante sohre hiomasa. Las barras de error re11resentan 
el rango obtenido de 2 experimentos independiente. Líneas dibujadas entre ¡mntos sólo 1rnra indicar 
tendencia. 

En la Figura 5.19-11, obsérvese que la cantidad de proteína recombinante por 1 x106 

células disminuye por debajo y por arriba del 80% de OO. Cuando no hay oxígeno, la 

producción de pr es nula. 

m17 sí Q e· 0.1.,¡~--·-1 
U111.: AJ:. ¡ 

• "' • ., •. 1 
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Capítulo VI 

Conclusiones 

• Se demostró que en condiciones cxfrcmasdc oxigeno disuelto, tanto valores altos como 

bajos, se afecta la conccntJ!l<2ién }~}~~ma_y layelocidad_.cspccífica _de. producción.-dc proteína 
- -.=--- .. . 

rccombinantc. La conccntrhci_ón dc-OD óptima fue de. 80%. 

• Se encontró que por debajo de 20%, OD se vio afectada la velocidad de crecimiento de 

cultivos. no infectados. Sin embargo. será necesario en un futuro realizar un barrido más fino en 

valores de OD entre 12 y 20% para determinar con precisión el valor de la OD crítica. La expansión 

celular se mantuvo constante a valores por arriba de 80%, ele OD, mientras que por debajo ele tal 

valor, la expansión celular decayó hasta ser nula a 0%. Nuevamente, es necesario en un futuro 

realizar barridos más finos entre 20 y 80%, de OD para determinar con mayor precisión en que 

punto la expansión celular empieza a depender más fuertemente del OD. 

• Se observó que la velocidad especifica de consumo de glucosa en cultivos infectados se 

mantiene constante entre 3 y 160% OD mientras que es cero a 0% OD. Para cultivos no infectados 

por arriba del 20% OD la velocidad especifica de consumo de glucosa es similar a los cultivos 

infectados. Para el cultivo no infectado y controlado a 3% de OD el consumo ele glucosa es mayor 

2.65 veces con respecto al cultivo infectado. Es claro que en el segundo caso además de la 

limitación de oxígeno hay un efecto determinante debido a la infección viral. 

• Se demostró que en condiciones anóxicas, el incremento de la concentración de glucosa es 

debido a la hidrólisis de sacarosa. Si realmente la sacarosa se está hidrolizando, suponemos que las 

células infectadas consumen algunos de sus residuos para mantenimiento energético. Esto sería 
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comprobado si se analizaran In mayoría de los cnrbohidratos del medio de cultivo ó las enzimas 

hidroliticns de las CI. Tal evento nos sería de utilidad para detectar cultivos que se encuentran en 

ambientes anaeróbicos. 

• Se observó que In velocidad especifica de consumo de glutaminn se mantiene constante 

para cultivos infectados y sin infectar por arriba del 3%, mientras que es cero a 0% OD. No se 

observó una diferencia significativa en el consumo de glutnminn entre cultivos infectados y no 

infectados. 

• Se demostró que la concentración de lactato se mantuvo relativamente constante durante In 

fase de crecimiento para cultivos controles e infectados, excepto a 0% de OD. Se demostró que la 

generación de lactato en células infectadas ocurre a 0% de OD. En condiciones de OD por arriba 

del 20%, en cultivos infectados ocurre generación de lactato durante In fase de muerte. 

• Se observó a partir de los perfiles generados para rendimiento de biomnsn con respecto a 

glucosa se mantiene constante por arriba de 20% OD tanto-en cultivos infectados como en no 

infectados. Lo mismo sucede para el rendimiento ele bioí1iasa con respecto a glutnmina en cultivos 

infectados. En el cultivo infectado y controlado a 20% OD, el rendimiento de biomnsn sobre 

glutamina incrementó 3 veces con respecto ni cultivo control. 
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Capítulo VII 

Perspectivas 

Un punto importante por cubrir en un futuro en la caracterización de cultivos de 

células infectadas sería evaluar. con mayor= precisión Ja concentración crítica de OD para el 
.. " - - ~ 

crecimiento de células infectadas y expresión de pr: También sería conveniente evaluar un 

parámetro que no consideramos en nuestro estudio, el potencial Redox, debido a que 

nuestro sistema hizo un barrido en condiciones extremas de oxígeno disuelto. Sería 

interesante abordar tal tema en cultivos de células de insecto infectadas ya que los reportes 

publicados con respecto a ese tema son escasos. Otro punto interesante a evaluar sería la 

aplicación de este tipo de estudios a otra línea celular con el fin de obtener altas 

concentraciones de pr y asimismo evaluar efectos sobre el patrón de glicanos, moléculas 

que determinan la función especifica de una proteína de interés terapéutico. 

En·reactores.d.e gran escala .• seha2omprobado··para cultivos bacterianos que existen 

gradientes de oxígeno los cuales causan limitaciones en el crecimiento. En estos cultivos el 

suministro de oxígeno es por burbujeo y es más eficiente la transferencia que en cultivos de 

células de insecto. El burbujeo de gases puede dañar drásticamente a la célula y por 

consiguiente los rendimientos de pr se verían afectados al disminuir la concentración de 

células viables. De tal forma es lógico esperar que en cultivos de células de insecto a gran 

escala se presenten proLlemas de transferencia de masa. Actualmente, el escalamiento 

descendente es una herramienta indispensable para simular diversos gradientes tales como 

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

Asimismo con losres.ult.aqosob.tenidos se propondrían estrategias de control para mejorar 

las concentraciones' de los productos arriba mencionados. Todas las perspectivas en 

conjunto enriquecerán la· información escasa que hasta la fecha se ha presentado para el 

sistema CI-BV. 
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Apéndice A 

Técnicas 
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Apéndices 

A-1 Determinación del título vir:1I: punto de dilución final ó "encl point clilution" 

Este método se lleva a cabo por duplicado utilizando placas de 96 pozos. Las 

células utilizadas deben· encontrarse en fase exponencial de crecimiento con una viabilidad 

mayor al 95%, 

l.- Se prepara un inóculo.de células en medio SF900-II. La concentrnción del inóculo es de 

lxl05 cel/mL. 

2.- Poner 100 ~tL de medio de cultivo con células por cada pozo; luego colocar las placas 

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

3 .- Realizar diluciones decimales de 10-1 a I0"8 del vims a titular (50 ~LL del vims en 450 

~LL de medio); colocar 10 ~tL de cada dilución por pozo (en JO columnas) dejando como 

pozos control (sin infectar) 2 columnas de pozos. 

4.- Las placas son incubadas >a 27° C por 1 O días. Para evitar la deshidratación se 

recomienda que en la superficie de las placas se coloquen paños húmedos y se protejan en 

bolsas de plástico selladas. 

5.- Comparar la morfología celular (tam-,ño, apariencia y confluencia de los pozos 

expuestos al virus contra:· el control. Cada pozo que sea infectado es marcado como 

positivo. 
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6.- Determinar el número de pozos infectados y no infectados en cada .dilución realizada. 

7.- Calcular la Dosis lnfectiva eri Cultivos de Tejidos (denomii1ada por sus siglas .en inglés 

corno, TCfD50). La TCID5o se calcula a partir de la dilución viral correspondiente al 50% de 

cultivos que son infectados. 

8.-El título viral se determina como el recíproco de la TCIDso calculada, ITlültiplicado por 

un factor de 0.69 (concentración promedio de unidades infecciosas en la dosis empleada). 

L:i unidad del título viral está expresada en, ufp/mL (O'Reilly el((/., 1994). 
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A-2 Determinación ele sncarosa: hidrólisis por 13-fructosiclnsn 

Preparación del amortiguador de citratos 0.32 M pH 4.6: 

1. Pesar O. 197 g de ácido cítrico y disolver en 50 mL de agua destilada. 

2. Pesar 9.1 g de citrato de sodio y llevar aun volumen de 50mL con agua destilada 

en un matraz aforado. 

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

Preparación de la solución enzimática: 

1. Pesar 20 mg de 13-fructosidasa (Boehringer Mannheirn, 150,000 U/ 487.1 mg 

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

Determinación de sacarosa: 

La c0ncentración 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. 

l. Medir por YSl la glucosa inicial en muestras. 

2. Tomar 0.9 mL de muestra problema con un rango de concentración de 0.1 a 2g/L. 

3. Mezclar con 0.1 mL de la solución enzimática. 

4. Incubar 10 min a temperatura ambiente (27ºC). 

5. Medir nuevamente glucosa en el YSL 

6. Realizar el balance correspondiente a s?carosa considerando la dilución realizada y 

las concentraciones iniciales y finales de glucosa; 
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Apéndice B 

lVIemorias de cálculo 
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B-1 Cuantificación ele pl'otcína rccomhinantc 

La cuantificación de la proteína se realizó utilizando el método denominado densitometría. 

Este método consiste en: 

1. Escanear el gel obtenido de la electroforésis. 

2. Utilizar el programa de análisis de imágenes NlH image 1.61 para cuantificar la 

magnitud del área (A) e intensidad (1) de cada banda seleccionada. 

3. Seleccionar las bandas correspondientes al marcador de peso molecular, así como a 

la proteína recombinante. Esta selección se realiza a partir de un recuadro que 

delimita la zona donde está la proteína de interés y además se delimita a través de la 

herramienta a mano alzada del programa de análisis de imágenes. 

4. Promediar los parámetros obtenidos a partir de ambas selecciones. 

5. Utilizar estos parámetros y teniendo al estándar como referencia se realizan los 

cálculoscorresporidientes, 

Se conoce la copéenfr~cion tj~e se cargó deLestáridar( 15 ~tL de una solución de albúmina a 

133 µg/mL), por lo que el valor correspot1diente al .producto de A*I corresponderá a la 

masa de marcador cargada. Por ej¿mplÓ, cargando 2 ~Lg de estándar se obtiene una (A *I) 

promedio de 17,221. Entonces, si él (A*l) de la muestra es de 5,027, la cantidad de la 

muestra se calcula como: 

Muestra= 2 bLg * 5.027 
17,221 

0.584 ~Lg 

TESIS CON 
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Ya que el volumen ele muestra cargado en cada pozo del gel es de 1 O lLL provenientes de 

una solución de 1 mL de. búffer donde. se resuspendió la pasta celular obtenida de 

centrifugar 4.5 mL de medio de cultivo, entonces la concentración de proteína de la muestra 

en el ejemplo anterior será:· 

Concentración ele proteína en muestra 0.584 ug * 1 mL * 1000 bLL 
10 ~LL * 4.5 mL * 1 mL 

13 ~Lg/mL 

TESIS CON 
F A.~J:.f\ Q.~ __ O R! GEN 
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B-2 C:ílculo cid índice de viabilidad 

El cálculo se ejemplifica con datos de una cinética típica de producción de lactadhcrina. 

! .-Promediar la concentración de células viables de la cinética a cada intervalo de tiempo 
(cel/L). 

Ti e 111 l!.!!__ x, x,_promcdio 
__l!!¡!_i_L_ ~el/L) _ 

~-
(cl'l/1.) 

o U:1E+09 
2-l l.75E·Hl9 15-JOOOOOOO -----· .. 

-l8.S l.'J-lE+O'J IX-l5000000 
·------

72.S 2.11 E+ll•J 2025000000 

IJ6 1.-15E+09 l 7Xll!l!l!lll00 
112 7.00E+OX ·- -·-10750(~ 

-----·-· -·----------

2.-Calcular la diferencia de los valores de tiempo a cada inte1valo (h). 

Ticmno x, -~d JlºOllll'dio Della lil'lll!Hl 

,__~<~h~1>_i)~-- ____ (_ccl/l_!L ( 
O l.DE1o<J 

cl'l/L) (h) 

()0()()()00 2-' 
500()()0() 2-1.5 
-----~ ------
50()()(100 2-l 

2-l 1.75E+o•J 15-l 
f---_.-8-.-S--+-l-. '·J--l~E-+--0') 1 X-l 
f-------· -------------- --

72.S 2.llEl(19 2!12 
96 -¡-::¡-~E-t()<·¡- l 7X '0()()0()()() 2:1.:' ·------·---------- ---- ·----· 
112 7.00E IOX 1117 500()()()0 1(1 

~-----~----------- --

3 .-Calcular el producto de los valores calculados en los dos pasos anteriores. 

,, promedio Dl'lla licmpo ,, promedio * 

~~Jcl'lt!:> 
Della 1icrr1.11_1_1__ 

__ (_11) (cel-h/L) 

---------·--15-l()()()()()()() 2-l 3(,1)(,()()()(10110 
-¡ x.¡ 500illl1!0- - 2-15 -l5202501llllHI 

f---------
20250()()()()() 2-l -lX6ll!lll<HllllHl ---------
l 7XOOOOOllll 2.l.:' -l IX3000llllll0 ------·--
1075000000 16 1720000000() 

4.-Calcular el indice de viabilidad (acumulando el producto calculado en el paso 3). 

-------·- --- ·-· 
Tiempo ,, X, pl'Ollll'CliO Della til'mpo x, 11romedio • Indice de 

Delta tiempo viabilidad 

{h1>i) (cel/L) (cel/L) (h) (cel-h/L) (ccl-h/L) 
o 1.DE+09 
2-l 1.75E+09 15-lOOO()()O() 2-l )(¡9(,()()()()0()1) :1<>%0000000 

-l8.S l. 1J-lE+0 1J IX-l5000llll0 2-15 -l5202500000 x21ri2sonooo 
72.S 2. l IEHl9 2025000000 -----2-1 -lX600000000 UIE+ll 
96 1.-l5E+09 l 7XOOOOOOO 2.U .¡ 18)0000000 l.71E+ 11 
112 7.00E+OX 1075000()1)() 16 1720000000() l.90E+ll 
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B-3 Cillculo de la velocidad específica de producción de t>rotCín:\recombinante 

De la (!Cuac:ié>r} 4=.6, ~·~ po~ible .cletér!ni.ría1;;c_Lpar¡'¡111etr:o 13~ c9.1ü0Ja Jlenqie11te de una. gráfica 

de concentración de proteína recombinante contra índice de viabilidad: 

p ..:.c~Po =.trh-,.:d1 · 
y~ 

y= 111 X 

donde, 

p =concentración de proteína recombinante en el tiempo t 

Po= concentración de proteína recombinante en el tiempo cero 

13 = qp, velocidad especifica de producción de proteína recombinantc 

fxdt = índice de viabilidad 

El cálculo de 13 se ejemplifica con una cinética típica de producción de lactadherina y se 

realiza mediante el siguiente procedimiento: 

1.-Graficar sólo lqs. puntos hasta donde se· logra la máxima producción de proteína 

recombinante. En el eje x, índice de viabilidad y en el eje y, concentración de proteína 

recombinante. 

[Proteina) Indice de 
viabilidad 
(cel-h/L) 

.tH O:.QO ·•·· < 36960.000000 
' 24742.28······· ··82162500000• .• · 
~!'14A8 <1.31E.,Jf 

19067.40 1.73E+11 
12057.49 1.90E+11 
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2.-Rcalizar una regresión lineal 

50000.00 

QJ 40000.00 "C 
e: nf 

•O e: 
·¡:; ·;:: 30000.00 
tll QJ _¡ ... .e: e, ..... "C e: tll ::!. 

20000.00 QJ -(.) (.) 

e: ..!!! o 
u 10000.00 

0.00 

o 

y= 3.79E-07x - 1.14E+04 

R, = 9.44E-01 

50000000000 1 E+11 

Indice de viabilidad, 
cel-h/L 

1.5E+11 

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x106 para que la 

unidad final reportada sea , ~1g / 1x106 cel-h 

TESIS CON 
FALLA f!Hl._9RIGEN 

113 



.·lpe11clices 

B-4 Cálculo de la velocidad especílica de consumo de glucosa durante la fase de 

producción 

De la ecuación 4. 7, es posible· determinar el parámetro f3 como la pendiente de una gráfica 

de concentración de glucosa contra índice de viabilidad: 

y= m X 

donde, 

So = concentración de sustrato en el tiempo cero 

s = concentración de sustrato en el tiempo t 

f3 = e¡., velocidad específica de consumo de sustrato 

fxdt = índice de viabilidad 

Los cálculos se ilustran co1_1 datos deJª misma ginéi¡ca c¡u~ laempleada en el Apéndice B-

2. El cálculo de. f3 se reaHza mediante el sigui.ente. procedimiento: 

!.-Calcular el delta de glucosa, considérese el :Valor inicial de glucosa (tiempo cero de la 

cinética) 

L\glc = [glucosa inicial] - [glucosa en el tiempo t]. 

TESIS CON 
FALLA. DE ORIGEN 

··-·-···-----
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2.-Graficar sólo los puntos hasta donde se logra la máxima generación de células viables. 

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

puntos para disminuir el error en los cálculos realizados. En el eje x, índice de viabilidad y 

en el eje y, delta de glucosa. 

Indice de viabilidad 
(cel-h/L) 

[glc] Delta [gJE]_ 
(mM) (mM) 
43.22 

,_·Y_';;_L~J_:3_1E_+_11~•'•'_•.:•_,,.,'""',., __ 34_.8_3 ____ .•: )8,39 ·':•,, 
1.73E+11 38.94 4.28 
1.90E+11 30.83 12.39 

3 .-Realizar una regresión lineal. 

e 
•o 
'ü 
~ -

9 

8 

7 
e -
~ íñ 6 
e ' 
8~:2:5 
QI u E 4 
'C Cñ 
.!!! QI 
u 'C 
e 
I!! 
.2! 
i5 

3 

2 

o 

y= 6.14E-11x • 1.33E-01 

R2 = 9.14E-01 

• 

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

Indice de viabilidad, 
cel-h/L 

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de 1x109 para que la 

unidad final reportada sea , ~Lmol / 1x106 cel-h 

TESIS CON 
1 FALLA DE ORIGEN 
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B-5 Cálculo de la velocidad específica de consumo de glutamina durante la fase de 

producción 

De la ecuación 4.7; es posible determinar el parámetro 13 como la pendiente deuna gráfica 

de concentración ele glutamina contra índice de viabilidad: 

~o -s = /3. r x ... dt 

YY-v-1 
y= m X 

donde, 

so = concentración de sustrato en el tiempo cero 

s = concentración ele sustrato en el tiempo t • 

13 = q., velocidad específica de consumo de sustrato 

f xdt = índice de viabilidad 

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

2. El cálculo de 13 se realiza mediante el siguiente procedimiento: 

! .-Calcular el delta de glutamina, considérese el valor inicial de glutamina (tiempo cero de 

la cinética) 

.1gln = [glutamina inicial] - [glutamina en el tiempo t] 
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2.-Graficar sólo los puntos hasta donde se logra la máxima generación de células viables. 

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

puntos para disminuir el error en los cálculos realizados. En el ~je x, índice de viabilidad y 

en el eje y, delta de glutamina. 

Indice de viabilidad [gin] Delta [gin] 
(cel-h/L) (mM) (mM) 

10.605 
Wi\:'36960000000 :'>. 9.03 .•·:.•······ L5a•·.·· 

) : / 821S25000cW~·,__8_.2_6_•~ ..-2-.3-5-... - ........... 

1.90E+ 11 5.85 4. 76 

3.-Realizar una regresión lineal. 

e 
Ci 

C1I 
i::i 
e 

•O ·;:; 
~ e: 
cu 

t :a u 
e E o ..!:'.?. 
u 
C1I 

i::i 

.!!! 
u 
e 
f!! 

.S! 
i5 

5 

4.5 

4 

3.5 

3 

2.5 

2 

1.5 

0.5 

o 
o 

y= 3.11 E·11x + 2.07E-01 

R2 = 9.42E-01 

2E+10 4E+10 6E+10 8E+10 1E+11 1.2E+1 1.4E+1 

Indice de viabilidad, 
cel-h/L 

1 1 

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor de lxl09 para que la 

unidad final reportada sea , ~Lmol / 1x106 cel-h 

TESIS CON 
FALLA DE OHiGEN 

117 



. lpél/(fic:es 

B-6 C:ilculo para rendimiento de generación de biomasa sobre consumo de sustrato 

(Y wii:lr Ó Y w/~ln) 

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

2. Utilizando la ecuación 4. 1 O, se sustituyen los valores que se encuentran sombreados en la 

tabla ilustrada en esta sección. 

Ejemplo para (Y xv1g1c) 

Yxviglc = (2. l lxl09 
- l.33xl09

) 9.298xl07 

(43.2?. 34.83) 

Ejemplo para (Y xv:g111) 

Yxvigln = (2. l lxl09 
- l .33x IO'J} 1.74xl08 

(10.605 6.125) 

las unidades de (Y xv1g1c ó Y xv1g1n) están definidas como, cel / 11111101 glc ó gin, 

respectivamente. 

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le divide entre 1x109 para que la unidad 

final reportada sea , 1x106 ce! generadas/ ~uno! glc ó gin consumida. 
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B-7 Clíkulo para rc11dimic11to ele procl11cció11 de proteína recombinante sobre 

gcneral'ióu de hiomnsa (Yr1w) 

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

2. Utilizando la ecuación 4.11, se sustituyen los valores que se encuentran sombreados en la 

tabla ilustrncla en esta sección. 

Tiempo XV lprl 
Ejemplo: 

(hpi) ccl/mL ~tg/mL 

Y 111"· = ( 35. 74 O ) = 4.58 !0º5 

(2.l lxl06 
- l.33xl06

) 

,__Q__ .1.:33 p+q~ ....t:••·o:oo 
24 1.75E+06 0.00 

48.5 l.9..¡E+06 24.74 

72.5_ .:1.:.L!B+O_Q_ J5~74~L 
96 l.45E+06 19.07 
1 12 7.00E+OS 12.06 

la unidad ele (Yp x\·) está definida como, ~tg I cel 

A cada valor calculado en todas las cinéticas se le multiplica el factor ele 1x106 para 

que la unidad final reportada sea , ~tg proteína recombinante producida/ 1x106 cel generada 
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Apéndice C 

Cinéticas completas ele cultivos control individuales no 

mostrados en sección de resultados y discusión 

120 



'#. 
2 
Qi 
::> 

.!a 
"'O 

--0 
e: 
Ql 

.2> 
X o 

e: 
~~ 
ro -
O> ro 
Ql 16 

"'O .l::; 
e: e: 

•O Ql 
'ü Ql 
ro 'O 
.l::; o 
e:·~ 
Ql ::> 
u ¡;: 
e: -o Ql 
(.) 

..: 
ro 
:; 
fi _J 

e: :§ 
:2 Ql 
u u 
!!! co 
'E o 
Ql 
u 
e: 
o 

(.) 

100- 6.5 

75 
6 

"'O 
I 

5.5 

5 

75 

50 

o 

8-

6-

4 

2 

o-
o 24 48 

Tiempo de cultivo, h 

-O-- Cólulas totales -<>--- Cólulás vivas -O-- Viabilidad 
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mantenido a 3% de OD. l. Perfiles de OD y J>H. 11. Perfiles de gases. 111. Perfiles de concentración de 
células totales, células viables y % viabilidad. La ílccha inclinada 1mntemla a las 88 h indica el cambio 
de gas aire a 02., mientras que la no 1rnnteadn a las 172 h indica el cambio de 02 a aire. La flecha 
vertical indica el cambio escalonado en OD. 

121 



100 - 6.5 

~ o 

.8 75 -
Qi 6 
::::l 

"O .!11 
"O :r: 
o 50 -
e: 
Q) 

.!2> 5.5 
X o 25 -

o- 5 
e: 
~~ 
ro -
Cl .¡g 75 
a> ro 

"O ~ 
e: e: 1'l2 

•O Q) 
50 "·· 

ºiii~ 
·· .. 
':.it 

~o 
aire/ Di 

e:·= 
Q) ::::l 

25 u¡;:: 
e: -o Q) 

(.) 

o 
·~: 

100 

~ 
10 

80 
:; s; Qi ...J 8 
u Ol 

:§ 60 g: e: a: •O Q) 6 ·¡:; u Ol 

Eco 40 _c. 
'E o 4 ~ 
Q) o 
u 
e: 20 o 2 

(.) 

o o 
o 48 96 144 192 240 288 336 384 

Tiempo de cultivo, h 

-0- Células totales --o- Células vivas -o-- Viabllldad 

Figura C-2 Perfiles cinéticos de cultirn control (no inícctado) tic células de insecto en biorrcactor 
mantenido a 20% tic OD. l. Perfiles de OD y 11H. 11. Perfiles de gases. 111. Pc11ilcs de concentración de 
células totales, células viables y % viabilidad. La flecha inclinada y 1mntcada a las 1.tO h indica el 
cambio de gas de entrada de aire a 0 2• Al 1rnnel 111 se dibujaron líneas para indicar la tendencia 
es11cratla del cultirn. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

122 



.·lpé11dices 

6.5 

';!! 

Ji -¡¡; 150 
::s 6 "O 

.!a :i: 
"O 
o 
e: 
Ql 
.9 5.5 
)( 

o 50 
pH 

e: 5 

~~ ro • 
Ol ro 

"O 
a> ro 
"O~ 
e: e: 

•O Ql 
·¡:; Ql 50 ro -c 
~o 
e:·~ 
Ql ::s 
o<;:: 
e: -o Ql 
u 

o 100 

.... ro 80 ::; 
-¡¡; 

....J ::;; o 
e: § 60 Ql 

s;r. 
:2 Ql 5 a: o o 
ro <o 40 Ql 

-E o _c. 
Ql ';!! o 2.5 e: 20 o 
u 

o o 
o 48 es 144 192 240 268 336 

Tiempo de cultivo, h 

--0- Células totales -<>-- Células vivas -o-- Viabilidad 

Figura C-3 Perfiles cinéticos de cultivo control (no infectado) de células de insecto en biorreactor 
mantenido a 160% de OD. l. Perfiles de OD y pH. 11. Perfiles de gases. 111. Perfiles de concentración de 
células totales, células viables y% ''iabilidad. La ílecha vertical indica el cambio escalonado en OD. 

123 



.lpe11dices 

7 
C1l 6 

"O -
e: :G ...J 5 
•O> E ·¡:¡·:;: == 4 
~..,, Cl.I 

.... "' (J 3 C:- ID 
C1l ::::J o 
U:(ij ... 2 g (J 

(.) 

o 

::l:: 80 
o 

-o 60 
"' ;g 

40 :e 
"' > 20 

o 
e: 

•O • 10 ·-"' (J"' 

"'o b o...J 

111 

e: ::::1-
fl Cien 5 
e: C1l o "C 

(.) 

o 

e: 1.2 
•O 
·¡:¡ .sf 
jg .B ...J 0.8 
e: u-
Cll~ en 
(J C1l g-c 0.4 

(.) 

o.o 
25 

e: - 20 •O O 
'üñÍ 
g ~:E 15 

~]!E 10 u en 
e: C1l 

5 8-c V 
o 

10 
e: -

•O 111 8 ·-e: u·-
g ~:E 6 

~~E 4 

VI -D- 003% 
-o- 0020% 
-V- 00160% 

e: C1l 
8-c 2 

o 
o 48 96 144 192 240 288 336 

tiempo, h 

Figura C-4 Cinéticas típicas de las células Sf-9 en lotes no infectados (control) realizados en 
biorrcactorcs. Sólo se muestran los datos dcs1111és del cambio escalonado de OD. l. Concentración 
de células viables, 11. % viabilidad, 111. Conccntraci1ín de glucosa, IV. Concentración de lactato, V. 
Concentraciím de glutamina. ----··-- --:-:--. -----1 

1 p·· i .... :.· .• 1~' 1 '· 111 1 1 
.·, ··: . ; "'; \ i \ ) .\~ 

'' \' ,., ·¡~'111 

l
. . . . ' .,., ''.J' \\¡ 
~J2:::::.~·:.'.~:·--··· ·. --~~-¡:~:·~- .!.J ,¡, 

124 



. lpé111{ices 

7 
Ql 

"'C --
6 

.g ~ ..J 5 
'ü•:; :§ 4 
~ r.n QJ 

- "' u 3 e:- <.O 
Ql ;:¡ o 

2 O:ijj ,.... 

ªº 1 u 
o 

-¡/!. 80 

-é 60 "' :E 
'.i5 40 
.~ 
> 20 

o 
e: 111 

•O • 
10 ·-"' u 111 

~ 8...J e:;:¡-
ai- Cl 
u Cl 5 e: Ql 
O"'C u 

o 
e: 

•O 1.2 'ü.B 
jg .B ...J 
e: u- 0.8 
Ql ..!!! Cl 
u Ql 
§-e 0.4 u 

o.o 
25 

.§ ci 
20 'üñi 

g ~:E 15 
§:§E 

10 u Cl 
e: Ql 

8-c 5 

o V 
12 

e: - 10 •O nl ·-e: o·- 8 g ~:E 
§:§E 6 
u Cl 4 e: Ql 

8-c 2 

VI -a- 003% 
-0- 0020% 
--V'- 00 160% 

o 
o 48 96 144 192 240 288 336 

tiempo, h 

Figura C-5 Cinéticas típicas de las células Sf-9 en lotes no infectados (control) realizados e 
biorreactores. Sólo se muestran los datos después del cambio escalonado de OD. l. Concentraeió 
de células viables, 11. %1 viabilidad, 111. Conccntrnchín de glucosa. IV. Concentración de lactato, V 
Concentracicín de glutamina. 

125 



.. lpú11<lices 

Apéndice D 

Valores ele velocidad específica ele crecimiento durante la 

fase previa a la infección (o antes del cambio escalonado 

de OD para cultivos control) 
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Velocidad Velocidad Velocidad 

Oxígeno 
específica específica específica de 

de de crecimiento 
disuelto crecimient lcrecimient promedio 

LOTE A LOTE B 

% (h"1) (h"1) (h"1) 

"cultivos infectadoi'"' 

-J(-o 0.0181 0.0188 0.0185:t0.0004 
3 0.0114 -0.6331 ___ -----ó~o223:to~6g-

- . ---- ------·-------------·--
12 0.0127 

-~~6-~-~-=- :=~~:~~:~~~~~-6~~~ -20 0.0185 
80 0.0171 Lo~a011s36 -+---6~6~!l~6:66~}-160 0.0232 ------ -- ---------------

"cultivos control" 
----------~-·-- -- -- ·--·--------

3 0.0161 O._Q_1j_ª ___ ¡ _0,9_1?-!:_t_(),_OQQI_ 
~ 

20 0.0119 - 1 0.0119±0.0000 
160 0.011 ~178 ~-0~01_<i4±0.0034 

Tabla D-1 Valo,·es de velocidad es11ecífica de crecimiento ai1tes de. infección (o antes del cambio 
escalonado de OD ¡mra el caso de los cultivos control) calculada 1rnra cada cinética infectada y sin 
infectar. El OD se controló a 20% 1rnra cada uno de los culti\'os. 
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OD 

0% 
3% 
12% 
20% 
80% 
160'% 

3% s/i 
20% s/i 
160% s/i 

OD 

\'\"\'/1,!h.·, 

1X106cel/~LlllOI 
o 

0.029±0 006 
0.116 ± 0.048 
O. 142 ± 0.000 -----
0.120 ± 0.027 
O. 198 ± 0.070 

-----
O. 149 :t 0.008 
0.206 :±:O.O 17 
0.240 ± 0.033 

\' n·tuh" 

1x10
6
celhtmol 

0% o 
3% 0.058 ± 0.051 !------+---------- ---
12% 0.331±0.016 1' 

20% 0.264 ± 0.027 
80% 0.287 ± 0.113 --
160% 0.373 ± 0.045 

t---3°-Yo-s-.,/i-+--O-. 5_2_2 ___ ± O. O 5 6 

20% s/i 0.789 ± 0.013 
160% s/i 0.655 ± 0.101 
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FA.L1 '· :··í,' ,-"rr1Gk1N Lh L)t ',),\ J.:J 

Apéndices 

Tabla F-1 Rendimientos calculudos 1rnra Y ntgi. y Y ntgln en cultirns infectados y sin infectar. s/i se refiere 
a cultirns control sin infectar. 
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OD 

0% 
3% 
12% 
20% 
80% 
160% 

OD 

0% 
3% 
12% 
20% 

1--

80% 
160% 

OD 

0% 
3% 
12% 
20% 
80% 
160% 

""'"., ¡.tg/I x 106cel 
o 

21.532±2.900 
20.000 ± O. 125 
29. 732 ± 9.518 
45.212 ±0.614 
15.272±5.519 

Y,,1~1"' 
g/mol 

o 
2.622± 0.11 O 
2.925 ± 1.730 
10.433 ± 0.000 
6.931 ± 0.758 
3.042 ± 1.514 

Y,,,~111, 
g/mol 

o 
2.886 ± 0.153 
3.540 ± 0.675 
16.004 ± 9.830 
18.547±6.361 
5. 707 ± 0.407 
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Tabla F-2 Rendimientos calculados 1>ara Y ptm Y r'~" y Yptgln• en cultivos infectados. s/i se refiere 
cultivos control sin infectar. 
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