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Resumen

El cultivo de células animales como herramienta para la expresion de proteinas
recombinantes de uso terapettico, profilactico o de diagndstico ha aumentado en el
mercado biotecnolégico en los ultimos afios. Atin cuando los cultivos son relativamente
caros, el trabajar con lineas celulares. establecidas garantiza la calidad del producto
seleccionado. Entre los sistemas de expresién en uso, destaca el de Células de Insecto-
Baculovirus (CI-BV). En los ultimos 15 aiios, el sistema CI-BV ha sido utilizado como
un sistema modelo, debido a su capacidad para expresar una-gran variedad de proteinas
recombinantes y a su capacidad de realizar las modificaciones postraduccionales
presentes en dichas proteinas de una manera muy similar a las realizadas por las células
de mamiferos. La optimizacién de la produccién de la proteina recombinante en este
sistema se ha dado a través de la seleccion de la linea celular utilizada, de la
manipulacion de la multiplicidad de infeccion (MDI), del tiempo de infeccion (TDI) y del
tiempo de cosecha.

El objetivo principal de este trabajo es hacer la comparacién del comportamiento
de dos lineas celulares de insecto como consecuencia de la manipulacion de la MDI y del
TDI. Los resultados obtenidos se centran en la expresion de la proteina recombinante
utilizada como modelo y la repercusion de éstas dos variables sobre el consumo de
metabolitos clave. La proteina recombinante modelo seleccionada tiene un peso
molecular 60 kDa.

Las lineas celulares de insecto utilizadas fueron TN-5B1-4 (High five) derivada
de Trichoplusia ni y Sf9 derivada de Spodoptera frugiperda, las cuales fueron cultivadas
en matraces agitados. Se seleccionaron tres TDI para cada una de las lineas celulares.
Para los cultivos de células High five los TDI seleccionados fueron: 0.3x10° (T)), 1.5x10°
(Ty) vy 3x10° (T,) células/mL. Para los cultivos de células Sf9 los TDI seleccionados
fueron: 0.5x10° (T,), 1.5x10° (T,) y 4.4x10° (T,) células/mL. Igualmente tres MDI fueron
seleccionadas para ambos cultivos 0.1, 1 y 10 ufp/cél.

Se observo que la produccion de la proteina recombinante depende fuertemente de
la linea celular utilizada. En lo que respecta a la produccion de proteina por unidad de
volumen, células High five produjeron de 2.4 a 3.8 veces mas que células Sf9 a un T,, sin

encontrar ninguna diferencia entre las demas condiciones de infeccién. En cuanto a los
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Resumen

rendimientos especificos encontramos que éstos disminuyen al aumentar el TDI,
resultados que coinciden con lo reportado ya en la bibliografia. En células High five, los
valores de dicho parametro a un T, disminuyeron hasta 1.5 veces con respecto al T,
mientras que en células Sf9 la disminucién es de 3 a 5.5 veces. Al comparar los valores
entre las lineas celulares a un mismo TDI encontramos que a un T, células High five
producen en promedio 1.5 veces mds proteina que células Sf9, mientras que‘ aun ‘Tz e;éta '
diferencia es en promedio 4.3 veces mayor. En cultivos infectados a altas concentraciones
celulares (3x10° cel/mL para High five y 4.4x10° cel/mL-para-Sf9) rm‘) se-detectd
produccion de proteina recombinante, posiblemente como consecuencia de las
condiciones del cultivo celular 6 del medio de cultivo.

El analisis del consumo de metabolitos mostré que la linea celular High five
consumié de manera comparable glucosa y glutamina, mas de lo consumido por la linea
celular Sf9. Las velocidades especificas de consumo para cada nutriente son mayores a
bajas concentraciones celulares. La velocidad de consumo de glucosa de cultivos a altas
concentraciones de celulas High five es 2 veces superior a cultivos similares de células
Sf9. La velocidad de consumo de glutamina es 5 veces superior en células High five.

En lo que respccta a los rendimientos de proteina recombinante con respecto a los
nutrimentos clave, aun cuando las diferencias del consumo son mayores para células
High five no hay diferencias importantes con respecto a los rendimientos obtenidos por
células Sf9. Los resultados globales indican que células Sf9 producen proteina
recombinante sin que exista un agotamiento de los nutrimentos claves, siendo una linea
celular mas eficiente.

Los rendimientos de biomasa con respecto a los nutrimentos clave indican que a
T, ambas lineas celulares utilizan de la misma manera los nutrimentos consumidos, sin
embargo al aumentar el TDI, células Sf9 se caracteriza por una eficiencia metabélica que
no se observa en células High five y que se mantiene a TDI mayores, en donde los

nutrimentos son utilizados preferencialmente para el mantenimiento del cultivo celular.
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1. Introduccion

El sistema celular de eleccion para la expresién heterloga de proteinas ha sido E.
coli. Sin embargo el gran problema de este sistema es que la mayoria de las veces las
proteinas recombinantes son expresadas en el citoplasma bacteriano de manera insoluble
e inactivas. Estos inconvenientes no se observan cuando las proteinas son expresadas en
lineas celulares derivadas de organismos eucariotas superiores. Adicionalmente, éstas
lineas celulares tienen la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales tales
como glicosilacion, fosforilacion, y acilacion (Geisse et al, 1996). Entre las lineas
celulares mas cominmente utilizadas como sistemas de expresion destacan las células de
ovario de hamster chino (CHO) (Page y Sydenham, 1991; Cosgrove et al, 1995;
Lindberg er al., 1991) y las células de rifién de hamster bebé (BHK) (Wirth e al., 1988),
entre otras. La expresion de la proteina recombinante depende fuertemente de la linea
celular utilizada, de la propia construccion del plasmido (Wenger et al., 1994), del
procedimiento de transfeccién para obtener la linea celular transformada y del
mantenimiento de la misma como una linea celular estable (Bebbington et al., 1992;
Kellems, 1991).

Otro sistema de expresién que ha ganado gran importancia en los tltimos 15 afios
es el derivado de lineas celulares de insecto en donde éstas células son infectadas con un
baculovirus recombinante (Células de insecto-Baculovirus, CI-BV). Este sistema se
origind a principios de 1960 al generarse la primera linea celular in vitro. El éxito
alcanzado por este sistema se debe a su capacidad para expresar una gran variedad de
proteinas intracelulares, de membrana o bien secretadas al medio de cultivo.

Las ventajas que presenta este sistema sobre el de células de mamifero estan
basadas principalmente en: la productividad, considerande que el promotor utilizado por
CI-BV es muy fuerte, éstas pueden producir hasta 250 veces mds que las células de
mamifero (Luckow, 1991). Seguridad, el baculovirus no puede replicarse en células de
mamifero, sin embargo es capaz de incorporarse en ciertas células animales por lo que
recientemente se le ha empleado como un vector para tratamientos de terapia génica
(Ghosh et al., 2002; Hofmann er al., 1995; Boyce y Bucher, 1996; Shoji et al., 1997,
Condreay et al., 1999). Procesamiento postraduccional, las lineas celulares son capaces

de realizar un amplio rango de modificaciones postraduccionales muy semejantes a las




I Introduccion

realizadas por mamiferos. Finalmente el costo ya que estas lineas celulares estdn

adaptadas a crecer en medios libres de suero, por lo que esto representa un ahorro
significativo sobre el costo total de mantenimiento y produccién (Sanderson et al., 1999).

La estrategia utilizada para producir proteinas heterélogas en el sistema de
expresiéon CI-BV involucra tres etapas: (1) el crecimiento de las células de insecto a una
concentracién celular dentro de la fase de crecimiento exponencial, (2) la infeccion de las
células por el baculovirus que contiene el gen que codifica para la proteina de interés bajo
el control del promotor de la poliedrina y por 1ltimo (3) la recoleccién y purificacion de
la proteina (Murhammer, 1991).

La optimizacién de la produccion de la proteina recombinante en este sistema se
ha realizado principalmente mediante la manipulacion de la multiplicidad de infeccién
(MDI) y del tiempo de infeccion (TDI) una vez que ha sido seleccionada una linea celular
en particular. Los trabajos realizados indican que la productividad especifica disminuye
de manera drastica al aumentar el TDI, mientras que en lo referente a la manipulacion de
la MDI no se han encontrado diferencias en la expresion de la proteina, pero si se ha
observado que el trabajar con MDI menores a | unidad formadora de placa/célula
disminuye la probabilidad de llevar a cabo infecciones con particulas virales defectivas.

Los trabajos existentes se basan en la manipulacién de la MDI sin tomar en
consideracion de manera estricta el concepto del TDI, aunado a que no existe ningan
trabajo en donde se reporte una comparacion bajo nuestras condiciones de infeccion de
una manera tan rigurosa. El objetivo principal de éste trabajo fue el de realizar una
comparacién del comportamiento de dos lineas celulares de insecto: High five y Sf9
como consecuencia de la manipulacion de la MDI y del TDI en términos del consumo de
los metabolitos principales, y de la produccién de la proteina recombinante.

Los resultados generados durante este estudio contribuiran, junto con los ya
existentes al conocimiento del sistema, asi como la aportacion de condiciones claves para

la optimizacion de la produccién de proteinas recombinantes.




II. Antecedentes

I1. 1. Baculovirus y ciclo de infeccion.

Los baculovirus estan clasificados dentro de la familia Baculoviridae. Es un virus de
doble cadena de AND éircular, superenrollada con una longitud de 80-200 kilopares de bases
(kpb) contenida dentro de una nucleoproteina conocida como core . La capside es de forma
bacilar. La capside y el core en conjunto son denominadas nucleocapside (O’Reilly er al., 1994).
Dentro de esta familia existen dos géneros: el género Nucleopolyhedrovirus (NPV) y el género
Granulovirus (GV) (Volkman et al., 1995).

Los vectores de expresion han sido construidos a partir de dos especies del género
Nucleopolyhedrovirus (NPV): Autographa californica NPV (AcMNPV), y Bombyx mori NPV
(BmNPV), con aproximadamente 130 kpb de longitud. : '

Los virus del género NPV se caracterizan por producir dos tipos dé particulas virales
bioquimica y morfélogicamente diferentes durante la infeccion (O'Reilly er al., 1994). Estos
virus son: virus ocluidos (VO) y virus sin cubierta (VSC). Los VO se forman en el nicleo de las
células infectadas y pueden contener una o multiples nucleocapsides (MNPV). Estas
nucleocapsides son recubiertas por una matriz de proteina cristalina conocida como poliedrina. El
fenotipo VSC, se produce durante la replicacion. Este viridn tiene una tnica nucleocapside y su
envoltura es obtenida de la membrana plasmatica de las células infectadas (O Reilly et al., 1994,
Volkman et al., 1995). La nucleocépside es idéntica para ambos virus. La diferencia bioquimica
que existe es la presencia de la glicoproteina de fusién gp64 en la membrana de los VSC pero no
en los VO (O'Reilly er al., 1994). Esta proteina da lugar a estructuras prominentes de la envoltura
conocidas como peplomeros (O'Reilly er al., 1994), cuya funcioén es de reconocimiento de
receptores especificos de la superficie celular (Tani ef al., 2001). Por lo tanto la proteina gp64 se
adhiere a la célula, lo que permite que el virus penetre en ella mediante un mecanismo de
endocitosis absortiva (O'Reilly et al., 1994).

La infeccidn y replicacion del baculovirus comprende una serie de eventos consecutivos,
divididos en cuatro fases basicas que constituyen el ciclo viral. Estas fases consisten en 1)
ingestion de baculovirus por la larva (in vivo) 6 endocitosis absortiva del virus sobre la célula (in
vitro), 2) reprogramacion celular para la replicacioén viral (infeccion temprana), 3) produccién de
los VO (infeccidn tardia) y 4) produccion de VSC (infeccién muy tardia) (O Reilly er al., 1994).

T v———— o rraam e .



II. Antecedentes

Durante estas fases se lleva a cabo la sintesis de proteinas virales en forma de cascada: las
proteinas del baculovirus divididas temporalmente en inmediatas (o), tempranas (B), tardias (y), y
muy tardias (8). Existen proteinas no virales que se requieren para la iniciacién de la produccién
del RNA mensajero (transcripcion) o para la sintesis temprana de proteinas (traduccion)
(Granados, 1980; Blissard y Rohrmann, 1990; Lucklow, 1991; O'Reilly et al., 1994;).

El ciclo de infeccidén in vivo inicia cuando la larva de un insecto susceptible, consume
alimentos contaminados con VO. La matriz cristalina de la poliedrina es solubilizada por el pH
alcalino del tracto digestivo del insecto, liberando viriones que entran en las células epiteliales
columnares del intestino medio por fusién a la membrana plasmatica (Granados, 1980; Volkman
y Goldsmisth, 1985; Blissard y Rohrmann, 1990). Los VO liberados se difunden a través del
citoplasma hasta el niicleo al que entran a través de los poros nucleares. En el interior del micleo,
el virus es desnudado iniciando asi su replicacion.

La primera etapa de la transcripcién inicia cuando los genes virales de transcripcion
inmediata (o) son transcritos por la RNA polimerasa 1I de la célula huésped. La presencia de
estos genes desencadenan la transcripcion de los genes B. La sintesis de las proteinas a0 y B se
lleva a cabo entre las 3 y 6 horas de que ha iniciado la infeccidn viral, iniciando asi la sintesis del
ADN viral, En las primeras 6 horas postinfeccion (hpi), se llevan a cabo rearreglos en el
citoesqueleto de las células infectadas. También se observa hipertrofia, es decir existe un aumento
anormal del volumen de ciertos organelos como el nucleo y la acumulacién de cromatina
granular.

La fase de infeccion tardia se extiende a partir de las 6 hpi en donde inicia la transcripcion
de los genes tardios (Y). Estos genes incluyen la mayoria de las proteinas estructurales de los
viriones ocluidos. El ensamblaje de los viriones inicia con la formacién del estroma virogénico
entre las 12 y las 18 hpi. Las nucleocdpsides se ensamblan durante este periodo gemando del
nicleo y siendo transportadas hacia la membrana plasmatica en donde se llevara a cabo el
proceso de insercion de la glicoproteina viral gp64.

La fase de infeccién muy tardia inicia entre las 18 y las 20 hpi. Algunos de los viriones
que permanecen en el nicleo celular entran en un proceso de oclusién. Otros saldran del nicleo,
sc transferirdn a través de la membrana plasmatica hasta el exterior de la célula, e infectaran otras
células. La oclusion es el resultado de la transcripcion de los genes 8, que codifican para las
proteinas virales: pl0 y poliedrina. Posteriormente la poliedrina recubrird a los viriones
individuales o en grupos. La acumulacién de estos cuerpos ocluidos en el interior de la célula
6
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genera lisis celular. En cultivos in vitro, si la oclusién existiera, dependeria de la fase de
crecimiento del cultivo celular, de las condiciones del medio de cultivo asi como de los niveles de
oxigeno (O Reilly, et al., 1994).

En la mayoria de los cultivos realizados in vitro, la expresion de proteinas recombinantes
se lleva a cabo utilizando preferencialmente al promotor de la poliedrina (polh ). Este promotor
muy tardio es un promotor muy fuerte. La poliedrina puede corresponder en porcentaje, a mas del
50% de la proteina celular, obteniéndose concentraciones de 500-1000 mg/L de poliedrina
utilizando el baculovirus silvestre (Smith y Summers, 1978). Al poner al gen heterélogo bajo el
control del promotor de la poliedrina, se garantiza su expresién abundante en etapas muy tardias

del ciclo de infeccion del baculovirus (O ‘Reilly et al., 1994).

I1. 2. Expresiéon de proteinas recombinantes en el sistema Célula de Insecto-Baculovirus
(CI-BV).

Este sistema de expresién ha sido utilizado para la produccién de proteinas recombinantes
desde hace muchos afios cuando Smith y Summers lo desarrollaron (1983 a-b). Desde entonces a
la fecha ha sido utilizado ampliamente para la expresion de proteinas que son acumuladas en el
interior de la célula, asociadas a la superficie celular e incluso secretadas al medio de cultivo.
Aunado a esto, el sistema es capaz de expresar proteinas recombinantes a altas concentraciones,
de tamafios y complejidad variados, asi mismo es capaz de realizar diferentes modificaciones
postraduccionales tipicas de células eucariotas (tabla 1).

El sistema CI-BV ha sido empleado en la produccion de proteinas modelo que han servido
para el conocimiento y caracterizacion del sistema (Jarvis y Summers, 1989; Davis et al., 1992;
Zhang et al., 1993; Zhang et al., 1994a-b), para la expresion de proteinas que en la naturaleza se
encuentran en muy bajas concentraciones o son muy dificiles de aislar, tales como oncoproteinas
(Mcij et al., 2000), proteinas de la matriz extracelular (Misenheimer er al., 2000), proteinas que
participan en la traduccion de sefiales (Rankl et al., 1994), asi como chaperonas (Cala, 2000).
También ha sido utilizado para la produccién de hormonas que presentan actividad in vitro e in
vivo (Grossmann et al., 1997; Das et al., 2000; Nagata et al., 2002), debido a que el sistema es
capaz de realizar modificaciones postraduccionales encontradas en células de mamifero (ver tabla
1); asi como en la expresion de proteinas del sistema nervioso central (Nguyen er al., 1993);

expresioén y caracterizacion de particulas virales para estudios inmunolégicos y terapetticos
-




Il. Antecedentes

(Smith et al., 1983b; Horiuchi er al, 1987; Chanzenbalk y Rapoport, 1995), incluyendo la
produccion de vacunas (Wagner et al., 1996; Zheng et al., 1999).

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales y rendimiento de proteinas en diferentes
sistemas de expresion (Luckow y Summers, 1988).

Sistema de E. coll Levadura Células de Células de
\Qw mamifero insecto
Modificacion e, el
Postraduccional
Protedlisis +/- +fe + +
Glicosilacion * - + + : +
Secrecion * +- + ‘ e +
Plegamicnto +/- +/- + +
Fosforilacion - + + +
Acilacion - + + +
Amidacion - - + +
Rendimiento, 1-5% 1% <1% 30%
% peso seco

Tiad

* Modificaci postraduccionales mas en el si Cl-BV,

IL 3. Lineas celulares modelo.

Estudios realizados sobre la produccion de proteinas recombinantes en células de insecto
(Wickham ez al., 1992a; Davis et al., 1993a) han utilizado esencialmente dos lineas celulares, una
derivada de Spodoptera frugiperda (Sf9) y la otra de Trichoplusia ni (High five).

SO fue clonada por Smith y Cherry en 1983 a partir de la linea celular primaria IPLB-
SF21 AE, derivada del tejido del ovario de la pupa de Spodoptera frugiperda. Esta linea celular
ha sido de las mds estudiadas, se ha caracterizado su metabolismo de carbohidratos y
aminodacidos (Reuveny er al., 1992; Bédard et al., 1993, Ferrance et al., 1993; Drews et al., 1995;
Ohman et al., 1995), su crecimiento en cultivos en suspension (Murhammer y Gooche, 1988;

Murhammer y Gooche, 1990), asi como el efecto de las concentraciones de oxigeno sobre su
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II. Antecedentes

crecimiento y sobre la expresion de la proteina recombinante (Reuveny er al., 1993b; Palomares,
1996; Arrdniz, 2003).

High five (Tn-5B1-4), es una linea celular derivada de células embriogénicas de
Trichoplusia ni. En afios recientes, ha recibido considerable atencién por producir mayores
rendimientos de proteina recombinante que la linea celular Sf9 (Wickman et al., 1992a; Davis et
al., 1993; Saarinen et al., 1999). Se ha caracterizado su metabolismo de carbohidratos y
aminodcidos (Rhiel et al., 1997) y se observé que su crecimiento en cultivos en suspension
genera agregados celulares (Saarinen et al., 1999). Para evitar la formacion de éstos agregados se
ha adicionado un surfactante comercial Pluronic F-68. Sin embargo se ha comprobado que
células en suspension o en agregados tienen las mismas velocidades especificas de crecimiento,
metabolismo y capacidad de sintesis de proteina recombinante cuando son infectados con un
baculovirus (Saarinen et al., 1999).

Ambas lineas han sido caracterizadas de manera independiente, sin embargo, hasta la
fecha no se ha mostrado ninguna comparacion exhaustiva entre €stas lineas celulares, cultivadas e

infectadas bajo las mismas condiciones.

I1. 4. Metabolismo de las lineas celulares de insecto

Las fuentes principales de carbono y energia para células de insecto son glucosa (Grace y
Brzostowski, 1966; Clements y Grace, 1967; Ferrance et al., 1993; Reuveny ef al., 1992) y
glutamina, aminoécido esencial para la obtencién de energia (figura 1, Oreilly et al., 1994). Sin
embargo existen otros carbohidratos (maltosa, sacarosa, fructosa) que han sido utilizados por
algunas lineas celulares de insecto como fuentes de carbono alternas después de que la glucosa ha
sido consumida completamente (figura 1, Stavroulakis et al., 1991; Bédard er al., 1993).

El consumo total de glucosa desencadena una serie de eventos metabdlicos. La viabilidad
celular disminuye (Wang er al., 1993a), mientras que la acumulaciéon de amonio es consecuencia
de utilizar a la glutamina como fuente alterna de energia (figura 1, Bédard er al., 1993).

Ohman y col. (1995), analizaron el efecto de la limitacién de glucosa y glutamina en
cultivos alimentados comparandolos con un cultivo en lote, observando principalmente la
generacion de dos productos metabdlicos de desecho: alanina y amonio (figura 1). Cuando hay
glucosa en exceso en el medio de cultivo, es consumida por las células y metabolizada en la via
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glicolitica para la produccion de energia. Una posible consecuencia de éste metabolismo es la
acumulacion de piruvato y por lo tanto el flujo hacia el ciclo de Krebs se ve saturado. En células
de insecto se ha observado que la via alterna para disminucion de este sobre flujo es la generacion
de alanina (figura 1). Por otra parte, se genera amonio cuando la glucosa se encuentra en
condiciones limitantes, y la glutamina es utilizada para el abastecimiento energético celular
(figura 1, Bédard er al., 1993). Cuando la glucosa se encuentra en concentraciones limitantes,
existe una disminucidn del flujo de piruvato hacia el ciclo de Krebs, limitando asi la generacion
de alanina.

Bajo limitaciones de oxigeno en el sistema las lineas celulares de insecto producen lactato.
En células Tn5B1-4 los reportes varian indicando una acumulacion de hasta 28 mM (Rhiel ef al.,
1997), mientras que células Sf9 no acumulan concentraciones significativas de lactato (1.5-11
mM, Kamen et al., 1991; Bédard et al., 1993; Rhiel et al., 1997).

El metabolismo de células infectadas también ha sido estudiado. Los reportes indican que
en periodos de postinfeccion, la glucosa es consumida a altas velocidades especificas (0.05
umol/10¢ células*h) por ambas lineas celulares (TnSB1-4 y S9), siendo hasta dos veces mayor a
la observada en cultivos en crecimiento (Wang et al., 1993a; Taticek y Shuler, 1997).

En lo que corresponde a las velocidades especificas de consumo de glutamina, éstas no
varfan entre cultivos sin infectar e infectados (Rhiel er al., 1997). Se cree que este aporte
suplementario de energia es utilizado para la produccién del ADN viral asi como de la proteina
recombinante (Wang et al., 1993a; Taticek y Shuler, 1997).

En cuanto a la acumulacion de lactato y amonio (cambios de pH intracelular), pocos
reportes indican un incremento en la acumulacion de lactato (Graf y Schugerl, 1991; Kamen et
al., 1991; Wang et al., 1993a), mientras que los valores reportados de amonio producido en
cultivos infectados son variados (Wang et al., 1993a; Radford et al., 1997; Rhiel, et al., 1997).

Rhiel y col. (1997), observaron una acumulacién de amonio durante la infeccién (2.5 mM
a 7 mM), mientras que Wang y col. (1993a) reportaron que la concentracién de amonio
disminuyé de 2 mM a 0.5 mM después de que el cultivo fue infectado, manteniéndose constante
después de las 80 hpi. Radford y col., (1997) observaron concentraciones de amonio de 2.5 mM
manteniéndose constantes durante el periodo de infeccidon. Se ha visto que la caida en la
concentracion de lactato y amonio coinciden con la produccién de alanina después de la
infeccion, sugiriéndose que el lactato puede ser convertido a piruvato, para la generacién de
alanina (Hassell ef al., 1991).
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11. 5. Condiciones de cultivo

Las células de insecto han sido cultivadas en recipientes estaticos, y en suspension ya sea
en matraces 6 en tanques de fermentacion de diferentes tipos y geometrias. Los sistemas de
cultivo en suspension han servido para caracterizar el crecimiento y metabolismo de las lineas
celulares de insecto utilizadas (Kioukia es al, 1995a), pues este tipo de cultivo genera

condiciones homogéneas que facilitan la prediccion del comportamiento del cultivo celular.

En matraces de 250 mL con un volumen de trabajo de 50 mL presentan un éarea superficial
suficiente para que las células obtengan el oxigeno necesario para su mantenimiento. Sin
embargo, para airear volumenes de fermentacion mayores a los 10 L se requieren tubos
permeables a través de los cuales el oxigeno es introducido (Miltenburger y David, 1980;
Tramper et al., 1986) evitando que las células resulten seriamente dafiadas por la agitacién y la

aireacion utilizada.

A las células animales, incluyendo las células de insecto, se les ha considerado lineas
celulares sensibles al estrés, cuando son sometidas a condiciones hidrodinamicas severas (bafles,
la presencia de vértex, esfuerzos de corte en la punta del impulsor, la turbulencia caracterizada
por el tamaiio de los remolinos de Kolmogorrof, 6 burbujeo) (Kioukia er al., 1996). Para mitigar
el efecto del dafio celular debido a la ruptura de las burbujas se ha utilizado ampliamente el
surfactante no iénico poliol Pluronic F-68 (Handa et al., 1987; Murhammer y Gooche, 1988).
Este surfactante es un bloque de copolimeros de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) con un peso
molecular de 8.36 kDa. El bloque central de poli(oxipropileno) de la molécula es hidrofébico y el
bloque de poli(oxietileno) es hidrofilico (Yusuf, 2000). Este polimero reduce la fluidez de la
membrana plasmitica (Ramirez y Mutharasan, 1992), evitando que las células se adhieran a las
burbujas (Murhammer y Gooche, 1988; Handa-Corrigan, 1989; Chalmers y Bavarian, 1991;
Trinh et al., 1994; Wu et al., 1997, Michaels et al., 1995). De acuerdo con Mizzrahi (1984), éste
surfactante establece alrededor de la célula una estructura interfacial (de tipo micelar) que

amortigua la intensidad del golpe generado por la ruptura de la burbuja de oxigeno.

Las lineas celulares de insecto Sf9 y Tn5B1-4 han sido cultivadas en fermentadores airlift
o en tanques perfectamente agitados (Maiorella et al., 1988; Kamen ef al., 1991; Murhammer y
Gooche, 1988), obteniéndose velocidades especificas de crecimiento y concentraciones celulares

maximas comparables con las obtenidas en matraces agitados. También han sido cultivadas
12
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continuamente hasta por 4 meses. Este tipo de fermentacién, proporciona condiciones
ambientales constantes y homogéneas. Sin embargo se han obtenido concentraciones celulares
viables bajas (Gooijer ef al., 1989; van Lier et al., 1992; Wang y Bentley, 1994), comparadas con
las obtenidas en cultivos en lote (Caron et al., 1990; King et al., 1991; Kamen et al., 1991)'é’ :
incluso en cultivos en perfusion (Wu et al., 1989; Caron et al., 1994), como consecuencia de la
limitacion de nutriente o acumulacion de productos toxicos. Cultivos infectados manteniydos'env
este sistema de fermentacion, han mostrado un decaimiento eventual en la productividad'al

utilizar virus que han sido utilizados continuamente.

IL. 6. Variables de infeccién: multiplicidad y tiempo de infeccién.

El trabajar con el sistema CI-BV ha implicado el establecimiento y optimizacion de
estrategias de infeccion y recoleccion del producto. Los factores claves e importantes a considerar
son: concentracion celular (Licari y Bailey, 1991; Lindsay y Betenbaugh, 1992), fase de
crecimiento (O Reilly er al., 1994), composicion del medio de cultivo (O’'Reilly et al., 1994),
multiplicidad de infeccion (Licari y Bailey, 1991; Maiorella et al., 1988; Murhammer and
Gooche, 1988), y la concentracion de los nutrientes en el medio de cultivo en el momento de la
infeccion (Caron er al., 1990; Lindsay y Betenbaugh, 1992; Reuveny et al., 1993a; Yang et al.,
1996).

Las caracteristicas del inéculo deben de cuidarse especialmente para garantizar un
adecuado desarrollo del cultivo, principalmente cuando seran infectados (Kioukia et. al., 1995b).
Es muy importante que las células se encuentren en un estado fisioldgico saludable, libres de
limitaciones por nutrientes u oxigeno. Durante la infeccién, la divisién celular se detiene,
mientras que otras actividades celulares contindan, tales como la respiracion, la maquinaria
transcripcional y traduccional que serdn utilizadas para la multiplicacion viral y la expresion de
sus genes (Kioukia et. al., 1995b).

La concentraciéon de proteina recombinante producida. por células de insecto varia
ampliamente de 1 a 1220 mg/L (Caron et al., 1990; Maiorella et al., 1988; Reuveny e al.,

1993b). El nivel de expresion est4 afectado principalmente por la linea celular utilizada como
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huésped, por el promotor utilizado, asi como por la proteina de interés (Matsuura er al., 1986;
Wickman et al., 1992a; Johnson e? al., 1993).

Tiempo de infeccién. La concentracion celular a la cual el cultivo de células de insecto es
infectado con el baculovirus recombinante es conocida como el tiempo de infeccion (TDI) cuyas
unidades son células/mL (Palomares y Ramirez, 1998). El tiempo de infeccién 6ptimo de un
cultivo, estd fuertemente influenciado por el cambio en la concentracidn de los nutrientes y los
productos de desecho celulares existentes en el medio de cultivo. La concentracién de los
nutrimentos claves debe ser lo suficientemente alta para evitar su agotamiento prematuro antes de
que el proceso de infeccion se lleve a cabo completamente. La concentracién de los metabolitos
de desecho debe ser lo suficientemente baja para permitir que la infeccién viral y la produccion

de proteina se lleven a cabo adecuadamente (Yang et al., 1996).

Multiplicidad de infeccion. Escogiendo un TDI apropiado es posible obtener un rendimiento de
proteina por célula 6ptimo a cualquier multiplicidad de infeccion (MDI). La multiplicidad de
infeccion es el nimero de particulas virales infecciosas por célula que se adicionan al cultivo en
el momento de la infeccién. Las unidades de MDI son ufp/cel (unidades formadoras de
placa/célula).

A altas MDI (>3 ufp/cel) todas las células seran infectadas de inmediato, llevandose a
cabo una infeccidn de tipo sincrénica, por lo que el crecimiento celular se detiene casi
inmediatamente (Wong et al.,, 1996). El rendimiento de proteina con respecto a biomasa,
dependera de la concentracion celular alcanzada al TDI utilizado.

A MDI muy bajas, solo una parte de la poblacion celular es infectada inicialmente. La
poblacién restante seguira reproduciéndose como una poblacion no infectada. Esta poblacién y su
progenie serin infectadas posteriormente por los virus generados en la primera generacién de
células infectadas (Wong et al., 1996), fenémeno conocido como infeccién secundaria.

El estudio del efecto del TDI y MDI sobre la expresion de la proteina recombinante ha
sido abordado ampliamente, sin embargo los resultados obtenidos estan influenciados
directamente por la linea celular utilizada, la proteina recombinante expresada y el sistema de

cultivo.
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Manipulacién del TDI. Con el interés de optimizar la produccién de la proteina recombinante se
ha estudiado la etapa de crecimiento celular en donde se obtiene la maxima productividad
especifica (Zhang er al., 1994a). Utilizando un baculovirus recombinante que contiene el gen de
la enzima cloranfenicol acetiltransferasa, se infectaron células en cultivo al inicio, a la mitad y al
final de la fase de crecimiento exponencial. Se encontro que las células infectadas a la mitad dela
fase exponencial fueron las que generaron la productividad méxima. Mientras que la
productividad obtenida en los cultivos infectados al final de la fase exponencial corresponde
unicamente al 48% de lo obtenido por los cultivos infectados a la mitad de la fase exponencial
(Zhang et al., 1994a).

Por otra parte, se ha encontrado una disminucién de 10 veces en la produccién de proteina
recombinante cuando los cultivos fueron infectados a una concentracién celular de 2x10° a 3x10°
células/mL (bioreactor de 4 L, Caron et al., 1990), sin que se detectara proteina recombinante a
una concentracion celular de 4x10° células/mL, concentracidn celular que corresponde a la fase de
crecimiento exponencial tardia. Maiorella y col. (1988) observaron una disminucién del 60% de
produccion de proteina recombinante (bioreactor de 21 L) cuando las células fueron infectadas en
la fase estacionaria, con respecto a la concentracion de proteina recombinante producida en

células infectadas durante la fase exponencial.

Estudiando la influencia de la composicién del medio de cultivo como consecuencia de la
concentracion celular (yestolato ultrafiltrado, lipidos, aminoacidos, vitaminas, elementos traza y
glucosa) sobre los rendimientos especificos de produccion de proteina en el medio Sf900 IT SFM,
se observé una disminucién en este parametro cuando los cultivos de células Sf9 fueron
infectados a concentraciones entre 3 y 4x10° células/mL sin que existiera un recambio de medio
de cultivo (Chan et al., 1998). Utilizando el mismo medio (Sf900 II), se encontré que los
rendimientos especificos obtenidos a TDI altos (infeccidn realizada a concentraciones celulares
iguales o mayores a 5x10° células/mL cultivadas en matraces agitados de 250 cm?), disminuyen al
aumentar el TDI. Los analisis de metabolitos realizados sobre las muestras, indican que no es el
consumo total de la fuente de carbono como en la mayoria de los casos, lo que estd limitando la
expresion de la proteina recombinante (Radford et al., 1997), pero si el agotamiento de la
cisteina, que pareciera ser un amino dcido esencial en el cultivo de células de insecto (Tremblay
et al., 1992; Doverskog, ef al., 1998).
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Todos los medios de cultivo contienen uno o mas componentes que eventualmente limitan
el crecimiento y la productividad en cultivos lote, generando cambios en la fisiologia celular
(Doverskog et al., 2000). Ademas, otros factores que influyen en la fisiologia celular son: nimero
de pasaje, concentracion celular, fase de crecimiento del indculo asi como la duracién de la fase
lag. Por lo tanto, resultados diferentes e incluso contradictorios se pueden obtener al utilizar la

misma linea celular y medio de cultivo si no se tiene en consideracion la historia del cultivo.

Manipulacién de la MDI. Al utilizar MDI bajas, la concentracién celular en el momento de la
infeccién se vuelve un parametro critico a controlar para alcanzar altas concentraciones de
proteina recombinante, particularmente cuando la infeccidn se lleva a cabo al final de la fase
exponencial (Caron et al., 1990; Carpentier et al., 2001). Las caidas observadas en los
rendimientos especificos de produccion de proteina obtenidos en las infecciones realizadas bajo
estas condiciones dependen principalmente de las limitaciones de nutrientes existentes en los
medios de cultivo (Bédard er al., 1994, Elias et al., 2000; Radford et al., 1997; Zhang et al.,
1994a).

Zhang y col. (1994a), infectaron cultivos suspendidos a una concentracién celular de
1x10° células/mL a diferentes MDI, para observar su efecto sobre la expresién de la proteina
recombinante. A MDI de 0.1 y 1 no existié diferencia entre las productividades obtenidas, pero si
fueron mas bajas que las obtenidas a la MDI de 5 y 20. Se ha observado que los rendimientos de
proteina recombinante no son significativamente afectados por la MDI en un rango de 1-20
ufp/célula al trabajar con Sf9 en cultivos suspendidos a la mitad o al final de la fase de
crecimiento exponencial (Maiorella et al., 1988; Murhammer y Gooche, 1988; Neutra et al.,
1992).

Los resultados obtenidos de la manipulacion de la MDI en este sistema de expresion, han
demostrado que al utilizar una MDI muy alta (100 ufp/celula) y una alta concentracion celular
(4.3x10° células/mL) se obtienen las maximas productividades, mientras que la productividad
maxima de proteina a una baja concentracidn celular (1.2-2.5x10° células/mL) es obtenida cuando
se trabaja con MDI bajas (menor a 1 ufp/célula) (Licari y Bailey, 1991; Bédard et al., 1994; Yang
et al., 1996).

Yang y col., (1996) expresaron la enzima lisosomal glucocerebrosidasa secretada en la

linea celular TN-5B1-4, optimizaron la produccién de la proteina manipulando el TDI, el MDI y
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Il. Antecedentes

el tiempo de cosecha. Encontraron que cultivos con altas concentraciones celulares (4.7x10°
células/mL) expresan proteina al ser infectados a una MDI de 0.3 ufp/cel, pero la expresion
maxima es a una baja concentracién celular (2.5x10° células/mL) al utilizar MDI de 0.015
ufp/cel. ) '

I1. 7. Alternativas hfiliia_das para la optimizaciéon de la produccién de la proteina

recombinante ~

Uno de los problemas clave en la produccién de proteinas recombinantes en cultivos de
células de insecto es la disminucion de la productividad especifica al aumentar la concentracion

de células infectadas por el baculovirus (Licari y Bailey, 1991; Whitford y Mertz, 1998).

Las primeras evidencias encontradas al respecto fueron las reportadas por Lynn y Hink
(1978), quienes demostraron que cultivos de células TN-368 infectadas con el baculovirus
silvestre a la mitad o al final de la fase S del ciclo celular contienen altos porcentajes de células
infectadas en comparacién con aquellos cultivos que fueron infectados durante la fase G,, fase de
arresto celular como consecuencia del consumo de nutrimentos (Ferting er al., 1990). El estado
del cultivo y la etapa del ciclo celular en que se encuentren las células repercutird en el éxito de la

infeccion por el baculovirus.

Agathos (1996), indica que las evidencias existentes no son suficientes para justificar la
disminucion de la productividad a altas concentraciones celulares, existiendo una influencia
simuitdnea de diferentes factores que son clave en la infeccion asi como en la expresién de la
proteina. Sin embargo el incremento en la produccién de la proteina recombinante a altos TDI se
ha obtenido reemplazando el medio de cultivo en el momento de la infeccién para suministrar
fuente de carbono y eliminar los metabolitos téxicos acumulados en el medio de cultivo (Licari y
Bailey, 1992; Bérdard er al., 1994; Power et al., 1994; Wong et al., 1996; Taticek y Shuler,
1997); o cuando el medio ha sido reemplazado parcial o completamente después de la infeccién
(Zhang et al., 1994a; Kioukia et al., 1995a), o cuando algin componente del medio de cultivo es
suplementado durante el proceso de infeccion (Caron et al., 1990; Lindsay y Betenbaugh, 1992;
Nguyen et al., 1993; Reuveny ef al., 1993a; Hensler et al., 1994; Taticek y Shuler, 1997; Bédard

etal., 1997),
17
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En un experimento realizado por Reuveny y col. (1993a) para observar el efecto del
consumo de los nutrientes y la generacién de compuestos téxicos que causan la disminucién en la
productividad, se utilizaron células en diferentes etapas de crecimiento. Fueron infectadas a MDI
de 1 y 10 ufp/célula al inicio, a la mitad y al final de la fase exponencial observando diferencias
en el rendimiento especifico. Posteriormente recolectaron células en las mismas fases de
crecimiento, que fueron resuspendidas en medio fresco al momento de la infecciéon a una
concentracién celular de 0.5x10° células/mL. Se observé una recuperacion en la productividad,
concluyéndose entonces que la caida en la productividad depende de la concentracion de los

nutrientes o de los productos de desecho en el medio de cultivo.

El recambio del medio de cultivo puede ser una solucion incosteable y poco prictica,
cuando se trata de producciones a nivel industrial, Sin embargo una alternativa mds atractiva es la
alimentacion de glucosa, amino acidos y yestolato de manera independiente (Carpentier et al.,
2001). Se ha observado que la adicién de glucosa no generd ningin cambio con respecto al
cultivo control. Sin embargo al adicionar una mezcla de amino Acidos, se dié un incremento de 2
veces con respecto al cultivo control y de 7 veces mas si lo que se alimenta es yestolato
(Carpentier et al., 2001). El mismo efecto ha sido reportado por otros autores al expresar otras

proteinas recombinantes (Bérdard et al,, 1994; Radford et al., 1997; Reuveny et al., 1993a).
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IIl. Objetivos

II1. 1. Objetivo General

Determinar el efecto de la manipulacién de dos variables de infecciéon, TDI y

MDI, sobre el crecimiento de dos lineas celulares de insecto: BTI-Tn-5B1-4 de

Trichoplusia ni (High five) y Spodoptera frugiperda (Sf9); asi como el efecto sobre la

produccion de la proteina recombinante modelo.

I11. 2. Objetivos especificos

Analizar el efecto de la manipulacién del TDI y MDI sobre los pardmetros
cinéticos de células High five y Sf9 en cultivos suspendidos.
Analizar el efecto de la manipulacién del TDI y MDI enla pArdkduc‘ci»éh;de‘ la*

proteina recombinante modelo en cada'una de las lineas celulares en cultivos

en suspension.
Analizar el efecto que la mampulacmn del TDI y MDI tlenen en el consumo

de glucosa 'y glutamma de las dos hneas celulares en cultlvos en suspen516n




IV. Materiales y Métodos

IV. 1. Lineas celulares.

Las lineas celulares que se utilizaron para realizar este trabajo fueron Sf9
(ATCCCRL-1711) derivada de Spodoptera frugiperda y High five (BTI-Tn-5B1-4)
derivada de Trichoplusia ni. Ambas lineas celulares fueron cultivadas en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo de 30 ml, agitados a 115 rpm a 27°C,
utilizando como medio de cultivo Sf-900 II SFM suplementado con 0.1% Pluronic F-68.
Las densidades iniciales de los cultivos diferian para cada linea celular. Para la linea
celular High five se utilizaron densidades de 0.3x10° células/mL y para la linea celular
S9 las densidades fueron de 0.5x10° células/mL. Generalmente se trato de trabajar con
pasajes celulares bajos, utilizando para la linea celular High five pasajes del 40 al 60 y

para la linea celular de Sf9 pasajes entre 35 y 50.

IV. 2, Criopreservacion de lineas celulares.

Cada linea celular se encuentra conservada en nitrégeno liquido. Las células
destinadas al congelamiento deben encontrarse creciendo en fase exponencial y tener una
viabilidad mayor al 98%. Durante la criopreservacion se pueden generar cristales de hielo
en el interior de las células y como consecuencia éstas pueden sufrir choque osmético al
disminuir el contenido de agua intracelular. Para disminuir el dafio celular durante la
criopreservacion, la velocidad de congelamiento debe ser controlada cuidadosamente
utilizando un crioprotector. Los crioprotectores utilizados fueron el Dimetilsulfoxido
(DMSO) y el suero fetal bovino. El procedimiento utilizado es una modificacién de lo
reportado por O'Reilly y col, (1994) y por Meneses (2001), describiéndose a
continuacion;

1. Centrifugar el cultivo celular a 800 rpm durante 10 minutos.

2. Resuspender la pastilla celular en medio fresco conteniendo 40% de suero fetal bovino
(SFB) obteniendo una densidad celular de 1-10x10° células/mL.

3. Preparar el medio de criopreservacion (medio de cultivo con 15% DMSO).

4. Colocar 500 uL de medio celular y 500 puL de medio de criopreservacion en viales

estériles de 2 mL.
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IV, Materiales y Métodos

5. Los viales se colocan en cajas de cartén sobre un lecho de algodén; se almacenan a
4°C por una hora, después a -70°C por un dia.

6. Finalmente los viales son almacenados en nitrégeno liquido.

El Descongelamiento de lineas celulares, debe ser lo mas rapido posible. Por cada vial a
descongelar se procede de la siguiente manera:

1. Preparar un frasco T de 25 cm® con 4 mL de medio de cultivo al que las células se

encuentran adaptadas.

2. Descongelar el vial en un bafio a 27°C. ‘ ANt
3. Colocar el medio de cultivo contenido en el vial dentro del frasco T, y colocarlo qxi la
incubadora a 27°C por 10 min para que las células se adhieran. :

4. Retirar el medio de cultivo junto con las células no adheridas.

5. Lavar las células con medio fresco evitando desprenderlas, para eliminar el medio de

congelamiento remanente; adicionar 5 mL de medio fresco para su cultivo.

IV. 3. Baculovirus recombinante.

El baculovirus recombinante contiene el gen que codifica para una proteina de 60
kDa. El stock viral utilizado tiene un titulo de 3x10® ufp/mL, determinado por el método

de dilucion final.

Determinacion del titulo viral: Dilucion final. Este método se lleva a cabo utilizando
placas para cultivo celular de 96 pozos (O'Reilly et al., 1994). Las células Sf9 deben
encontrarse en fase exponencial de crecimiento con una viabilidad mayor al 95%. La
metodologia empleada se describe a continuacién:

1. Preparar células en medio fresco con una densidad de 1x10° células/mL.

2. Poner 100 pLL de medio de cultivo/pozo y colocar las placas en la incubadora a 27°C

para que las células se adhieran.

20
GO CRIGEN



IV. Materiales y Métodos

3. Realizar diluciones decimales de 10" a 10°® del virus a titular (50 pL del virus en 450
uL de medio); colocar 10 pL de cada dilucién por pozo (en 10 columnas) dejando como
pozos control 2 columnas de pozos sin infectar.

4. Incubar las placas a 27°C por 10 dias en lechos hiimedos.

5. Comparar la morfologia celular (tamaiio, apariencia y confluencia celular) de los pozos

expuestos al virus contra el control.

Conservacion del virus. Para conservar el titulo viral, €l Vims'L'Se"alrijaC'ena"zii4°C:cb'n o

SFB al 5%.

IV. 4. Cinéticas de produccién en matraces agitados.

Para las cinéticas de cultivos infectados con la linea celular High five se
seleccionaron diferentes tiempos de infeccién, infectandose a 0.3x10° células/mL (T,) o
dejandose crecer hasta alcanzar una densidad de aproximadamente 1.5x10° células/mL
(T,) o una densidad de 3x10° células/mL (T,). Para cada infeccion se determiné el efecto
de una multiplicidad de infeccién de 0.1, 1 y 10 ufp/cel. De la misma manera se procedi6
para las cinéticas realizadas con Sf9, aunque los tiempos de infeccioén en este caso fueron
de 0.5x10° células/mL (T,), de 1.5x10° células/mL (T,) y 4.4x10° células/mL (T,). Las

cinéticas se realizaron por duplicado.

IV. 5. Métodos analiticos.

Determinacion de viabilidad por exclusién. La viabilidad fue determinada con el método
de tincién con azul de tripano en cdmara de Neubauer. El colorante penetra en la
membrana de células no viables, las cuales son tefiidas de azul, distinguiéndose
perfectamente de las células viables. La metodologia empleada se describe a

continuacion:
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1V, Materiales y Métodos

1. Preparar el reactivo de azul de tripano al 10% en buffer de fosfatos (PBS; 0.1 M NaCl,
8.5 mM KCl, 0.13 M Na,HPO,, 1.7 mM KH,PO,, pH 7.4).

2. Preparar una dilucién de la muestra celular en un volumen de azul de tripano conocido.
3. Contar las células de los 10 campos (20 a 50 células por campo).

4. Para determinar el nimero de células (Nc, células/mL):

Nc = niimero de células contadas en los 10 campos x factor de dilucién'x ¢! xlO‘) (1)

-5. Para determinar el porcentaje de viablidad (%v)

%y = (niimero de células no tefiidas/nimero de células totales) x 100 B )

Determinaciéon de la densidad celular utilizando el Coulter Counter. El principio del
contador celular electronico consiste en que un volumen predeterminado de la suspension
celular es diluido en un buffer salino y es forzado a pasar a través del orificio (diametro
de 100 pum) de un tubo por succion. Las células interrumpen el flujo de la corriente
existente entre dos electrodos, uno en el interior y otro en el exterior del tubo. Esto
produce una serie de pulsos que son reconocidos como una sefial para el equipo. Las
particulas mas pequefias que las células pueden ser eliminadas del conteo al reducir el
rango de registro del tamafio de particula. La suspensién celular se diluye en un volumen
final de 10 mL. Para asegurar que el conteo es preciso, el indice de coincidencia debe
encontrarse entre 5% y 10%. Si el equipo indica un indice de coincidencia mayor al 15%,
el operador debe hacer una dilucion mayor. El indice de coincidencia es un porcentaje de
particulas que indica al operador si la dilucion utilizada se encuentra dentro de los limites

de precision del equipo.
Cuantificaciéon de metabolitos en el medio de cultivo.

Glucosa, lactato y glutamina. Se cuantificé la concentracion de glucosa, lactato y
glutamina residual de cada una de las muestras en un aparato YSI 2700, a través de
reacciones catalizadas por una o maés enzimas inmovilizadas en membranas de
policarbonato generando como producto final peréxido de hidrégeno. Este es

electroquimicamente oxidado en un anodo de platino, generando un flujo de electrones
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IV. Materiales vy Métodos

que es proporcional a la concentracion de peréxido y a la concentracion de sustrato. Este
dnodo es protegido de otras sustancias oxidables por una capa de acetato de celulosa
haciéndolo especifico para el peréxido de hidrégeno.

La reaccion general ocurre de la siguiente manera:

Enzima-Sustrato:

Sustrato + 0, ———— H,0, + Producto

Perdxido de hidrégeno-Anodo de platino:

H,0, —— 2H* + O, +2¢

Se utilizaron soluciones estdndar para cada metabolito. Las concentraciones
utilizadas fueron; 2.5 g/L glucosa, 0.5 g/L Lactato y 4 mM Glutamina. ‘Las fedécioncs

enzimaticas para cada metabolito se muestran en el anexo 1.

Amounio. El amonio se cuantificé utilizando el método de indofenol. Se requirieron las »
siguientes soluciones: Solucién A, fenol 0.11 M. Solucion B, hidroxido de sodio 0.125 N
e hipoclorito de sodio 11 mM. Una solucién para la curva estandar de sulfato de amonio
6 mM, equivalente a 12 mM de NH",. Todas las soluciones deben ser almacenadas a 4°C

en frascos ambar. La metodologia empleada se describe a continuacion:

1. Preparar una curva de calibracién con soluciones que cubran un rango. de
concentraciones de 0.13 a 10 mM de sulfato de amonio desecado. El blanco debe esﬁar k
constituido por 1 mL de la solucién A, 1 mL de la solucién B y 25 pL de agua milli-Q.

2. Para cada muestra, colocar 1 mL de la solucidon A en un tubo con tapa.

3. Adicionar 25 uL de la muestra, taparlo y agitar vigorosamente.

4. Adicionar 1 mL de la solucion B, taparlo y agitar vigorosamente.

5. Dejar reposar las muestras durante 30 min. El tiempo se cuenta a partir de que se
adiciono la solucién B a la mezcla solucion A-muestra. Durante este tiempo, las muestras
desarrollaran un color azul, caracteristico de la reaccion.

6. Leer las muestras en el espectofotometro a 635 nm.
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IV. Materiales y Métodos

Nota: Los tubos deben estar aislados de la luz. Este reactivo se adiciona cada 30 s a cada
muestra. La lectura de absorbancia debe realizarse también cada 30 s (lo equivalente al
tiempo de reaccion), en el mismo orden en que se adiciond el reactivo para que las

muestras tengan el mismo tiempo de reaccion.

Solubilizacion y cuantificacion de la proteina modelo. El cultivo celular fue
centrifugado a 2000 rpm por 15 min para la: recuperacxon del pelet celular. Este fue
resuspendido en buffer 25 mM Tris pH 7.0; sonicado por 3'min con ciclos de 9 s: A-cada
muestra se le adiciond Tritén X-100 (t-octilfenoxilpoii-etoxietanol de SIGMA) al 1.25%
para solubilizar la proteina recombinante. Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm
durante 8 min para eliminar el debris celular.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes,
migrando las proteinas solubilizadas previamente (10 pL de muestra). Se incluyeron en
un carril 2 ftg de albimina de suero bovino utilizado como indicador del peso molecular
(66 kDa).

La cuantificacion de la proteina se realizd por densitometria. La metodologia
empleada se describe a continuacién:

1. Escanear el gel obtenido de la electroforesis.

2. Utilizar el programa de andlisis de imagenes NIH image 1.61 para cuantificar la
magnitud del drea (A) e intensidad (I) de cada banda seleccionada.

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

4. Promediar los parametros obtenidos a partir de ambas selecciones.

5. Utilizar estos parametros y, teniendo al estandar como referencia se realizan los

calculos correspondientes:

Se conoce la concentracion que se- carg "'delr standar 2 ug de. albumma en 15

uL), por lo que el valor correspondlente al P to:de A*1 correspondera ala masa del

marcador cargado. Por ejemplo, si el valor correspondxeme al (A*I) promedlo del
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estandar corresponde a 17,221 y el (A*I) promedio de la muestra es de 5,027, la masa de

la muestra en los 10 pL cargados en el gel correspondera a:

Muestra= 2 ug * 5027 = 0.584 nug/10 uL. 3)
17,221

Como los 10 uL provienen de 1 mL en donde fue resuspendida la pastilla celular
recuperado de un volumen de cultivo de 30 mL, entonces la concentracion de proteina
sera:

Concentracion de proteina en cultivo =0.584 ug * 1 mL * 1000 ul. = 1.95 pg/mL  (4)
10 uL *30 mL * 1 mL

Nota: En el anexo II se muestra el montaje de las técnicas de electroforesis capilar y:los

analisis de glicosilacion realizados sobre la proteina recombinante.

IV. 6. Consideraciones matematicas

Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento y tiempos de duplicacion de
los cultivos control. La velocidad especifica de crecimiento aparente (1) de los cultivos

control fue calculada a lo largo de la fase exponencial de los cultivos, en donde:

dx/dt = pux )]
Integrando:
In(x/x,) = ut 6)

Donde, x y x, son las densidades celulares al tiempo t y al inicio del cultivo,
respectivamente. La U esta representada por la pendiente obtenida a partir de la regresién
lineal obtenida de la grafica de In(x/x,) vs t. El tiempo de duplicacion se calcula a partir

de la siguiente ecuacion, utilizando la p calculada anteriormente.




IV. Materiales y Métodos

td = In2/p (D

Cadlculo de la expansion celular de los cultivos infectados. Para el caso de células
infectadas, la velocidad especifica de crecimiento disminuye como consecuencia del
proceso de infeccion por el baculovirus recombinante. Las curvas caracteristicas de las
células viables infectadas no cumplen con la tendencia exponencial que corresponde a un
cultivo en crecimiento. Por lo tanto, es necesario evaluar un pardmetro que permita
caracterizar la poblacion celular viable de un cultivo infectado, dandole el nombre de
expansioén celular (Ec). La Ec no es mds que el cociente de la concentracién celular
maxima (X,,, células/mL) alcanzada en cada cultivo entre la concentracion celular del
cultivo (x,, células/mL) en el momento de la infeccién. El parametro indica las veces que

la poblacion celular aumenté después de la infeccion, definiéndose como:
Ec = XX, ®)

Determinacion de las velocidades especificas de produccion de-la proteina
recombinante. Un modelo utilizado para evaluar la velocidad de produccién del producto
deseado en funcién de si éste es asociado o no al crecimiento de la linea celular utilizada,

es el modelo de Luedcking-Piret:
dP/dt=(a*p+B)x, ©)

donde dP/dt es la velocidad volumétrica de produccidn de proteina recombinante
(ng/mL*h), o es una constante estequiométrica y  es una constante cinética. Para aplicar
este modelo es necesario tener en cuenta el comportamiento de la poblacién celular y la
generacion de la proteina recombinante. Como se mencioné en el apartado anterior, la
velocidad especifica de crecimiento disminuye como consecuencia de la infeccién, por lo
que la generacidn de células viables variarda dependiendo del TDI y MDI utilizada. Se

detectd proteina recombinante a partir de las 48 hpi en cutlivos de células High five, y a
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las 72 hpi en cultivos de células de Sf9, dependiendo de la linea celular utilizada. El
descenso de la concentracién celular viable coincide en la mayoria de los casos con la
produccién de proteina recombinante. El comportamiento de ambos eventos, simula un
modelo mixto como el que se propone en la ecuacién 9. Sin embargo, | es muy pequefia
si se compara con los otros términos de la ecuacién, reduciéndose a la siguiente

expresion:
TUTdP/dt=R*x, C (10) T T

donde P es una contante del producto no asociado al crecimientg Te‘quiyal;énte‘ ala
velocidad especifica de produccién de proteina recombinante (pg/ééif}i). VIr»itlegx"ankdo\ la

ecuacién 10 obtenemos la siguiente ecuacién:
P=P,+BJx,dt evaluadadeOat an

de donde P, es 1a concentracion de proteina en el tiempo cero, siendo cero para el sistema
de expresion aqui utilizado.

El término | x, dt es conocido como indice de viabilidad (células*h/L), y se
determina como el drea bajo la curva de la concentracion celular viable (células/L) contra
el tiempo. Este pardametro es ficilmente calculado por el método de los trapecios, de
acuerdo a lo reportado anteriormente por Luan y col., (1987), Ramirez y Mutharasan
(1990), Meneses (2001), Serrato (2002) y Arroniz (2003),

Los calculos se realizaron de la siguiente manera:

1. Promediar la concentracién de células viables de la cinética a cada intervalo de:tiempo
(células/L). ‘ S
2. Obtener el intervalo de tiempo entre muestras. _ ’

3. Calcular el indice de viabilidad que corresponde al producto de los valores calcuiados
enel puntoly 2. L Lo v
4, Obtener el indice de viabilidad 'acum'uladc‘), sufnanﬂo cada. uno de los.términos

parciales calculados en 3.
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IV, Materiales y Métodos

Determinacion de las velocidades especificas de consumo de nutrientes y generacion
de metabolitos. Las velocidades especificas de consumo de glucosa y glutamina se

determinaron a partir de la ecuacién propuesta por Yamaji y col., 1999:

S(®) =B Jx, dt, evaluadade O at (12)
S;~ S =B7x, dtevaluadade 0at =~ (13)" -

donde B es la velocidad especifica de consumo de glucosa o ‘glutamina, Syes la
concentracién del sustrato al tiempo cero (mM), S es la concentracién del sustrato (mM)
en el tiempo t y [x, dt es el indice de viabilidad (células*h/L). Los calculos fueron

realizados de la misma manera que en el apartado anterior.

Determinacion del rendimiento de proteina con respecto a glucosa y glutamina. El
rendimiento de proteina con respecto a glucosa (Y,,.) en (Lg/umol glc), fue calculado a

partir de la siguiente ecuacion:

Yp/glc= kp/kglc ( 1 4)

donde, k; es la velocidad especifica de produccién de proteina en (ug/1x10° células*h )y

k. es la velocidad especifica de consumo de glucosa en (Lmol/1x10° células*h).
Determinacidn del rendimiento de proteina con respecto a biomasa. El rendimiento de
la proteina con respecto a la biomasa (Y,,) en (ug/1x10° células) se obtuvo a partir de'la

siguiente ecuacion:

Yplx= Pméx/ Xymix = Xo (15)
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1V. Materiales y Métodos

donde, P,;, es la concentracion de proteina maxima en (Ug/L), X, €S la densidad celular
maxima viable (células/L) y x,es la densidad celular viable al inicio de la cinética

(células/L).

Determinacion del rendimiento de generacion de biomasa con respecto a glucosa y
glutamina. El rendimiento de biomasa con respecto al sustrato (Y, 6 Y,,.) en

(1tmol/1x10° células) se obtuvo a partir de la siguiente ecuacién:

Yos= Xomax = Xo/ Sp— S Qe
De donde, x,,,, es la concentracién celular maxima viable (células/L); x,es la
concentracion celular viable al inicio de la cinética (células/L); S, — S es la diferencia de

sustrato existente al inicio de la cinética con respecto a la concentracion de glucosa

remanente al final de la cinética (mmoV/L).
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Este reporte se dividio en dos partes para una mejor comprension. En la primera
de ellas se describen y analizan los resultados correspondientes a los cultivos no
infectados. La segunda parte esta dedicada al anilisis de los resultados de los cultivos

infectados con el baculovirus recombinante.

V. 1. Caracterizacién de los cultives no infectados.

Es necesario conocer la cinética de crecimiento de cada linea celular para poder
controlar la densidad del inéculo y conocer la duracién. del cultivo. Las células durante
cada una de las fases de crecimiento tienen comportamientos diferentes en cuanto a su
velocidad de crecimiento, actividades enzimaticas, actividades metabdlicas, respiracion y

sintesis de metabolitos, entre otros.

Cinética de crecimiento y metabolismo de la linea celular High five en cultivos control

no infectados.

Esta linea celular fue adaptada a crecer en cultivos en suspension libres de suero.
Los cultivos presentaron una fase lag de aproximadamente 2 dias (figura 2a), en donde se
ve poca evidencia de un incremento en el nimero celular. Este es un periodo de
adaptacion, en donde la actividad metabolica de las células se basa en un aumento en la
sintesis de DNA polimerasa, asi como de proteinas estructurales (Freshney, 1983).
Seguida de esta fase se encuentra la fase exponencial donde el cultivo crece por 4 dias.
La concentracion celular méxima alcanzada es de 4.5x10° células/mL a las 144 h de
cultivo, El crecimiento cesa después de que la poblacién se ha duplicado 3.5 veces,
manteniendo una viabilidad mayor al 90% (figura 2b). Posteriormente, el cultivo entra en
fase estacionaria con una duracién de un dia, seguida de la fase de muerte celular en
donde la viabilidad del cultivo disminuye hasta un 60%.

La velocidad especifica de crecimiento alcanzada por esta linea celular fue de

0.026 h'', cuyo tiempo de duplicacién corresponde a 26.7 h. Valores muy préximos a los
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reportados por Rhiel y col. (1997) al caracterizar la misma linea celular bajo las mismas

condiciones de cultivo.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de células High five. Concentracion celular total y
viable (a), y viabilidad celular (b) en cultivos control sin infectar. Xt= células totales,
Xv= células viables.




V. Resultados y discusion

La glucosa es la principal fuente de carbono de las lineas celulares de insecto,
ocupando un papel central en su metabolismo, siendo precursor de un gran nimero de
intermediarios metabélicos (Stryer, 1995; Lehninger et al., 1993). Los estudios realizados
en los inicios de éstas lineas celulares de insecto se centran en la caracterizacién de las
células Sf9. En ellos se han reportado que el agotamiento de este carbohidrato ocasiona el
cese de la fase de crecimiento exponencial asi como el consumo en algunos casos, de otro
carbohidrato para su mantenimiento (Bédard et al., 1993; Wang et al., 1993a-b; Ferrance
et al., 1993; Drews et al., 1995; Palomares y Ramirez, 1996; Mendonca et al., 1999).

Caracterizando el comportamiento del consumo de glucosa en la linea celular
High five, se encontrd que la concentracién inicial fue de 50 mM, manteniéndose
alrededor de los 48 mM durante la fase lag, disminuyendo a 25 mM al final de la fase
exponencial (figura 3a). En el momento en el que el cultivo entra en fase estacionaria la
viabilidad sigue siendo mayor del 90%, y la concentracion de glucosa en el medio es de
15 mM. Es hasta el final del cultivo cuando la viabilidad baja al 60% y coincide con el
consumo total de la glucosa. Los resultados indican que a diferencia de lo observado por
otros autores en cultivos de células Sf9 (Mendonca er al., 1995; Rhiel et al., 1997,
Beédard er al., 1993; Reuveny et al., 1992), en células High five no es necesario que la
glucosa se agote para que el cultivo entre en fase estacionaria, ya que cuando esto sucede,
su concentracion en el medio es de 15 mM, coincidiendo con la caracterizacién realizada
por Rhiel y col, de la misma linea celular (1997, en un cultivo en bioreactor de 3 L). Sin
embargo todo pareciera indicar que es el agotamiento de otro nutrimento el que esta
coincidiendo con la entrada del cultivo en fase estacionaria.

Siguiendo con la idea anterior, se analizé el consumo de glutamina (amino 4cido
de mayor importancia en el cultivo de células animales), siendo esencial en la sintesis de
nucleétidos e indispensable para la proliferacidén y sobrevivencia celular (figura 1). Es un
aminodcido labil y su degradacion genera el 81% del amonio residual detectado en el
medio de cultivo. Sin embargo se ha observado que en el medio DMEM para el cultivo
de células de insecto se degrada 0.5 mM de glutamina en 120 h (Palomares, 1996).
Analizando el comportamiento del consumo de glutamina, encontramos que la
concentracion inicial de glutamina en el medio no definido Sf900 Il SFM es de 11 mM

(figura 3b). Al final de la fase lag la concentraci6n es de 6.5 mM, animo acido que fue
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V. Resultados y discusion

utilizado como lo sugiere Freshney (1983), para la sintesis de proteinas estructurales y
acidos nucleicos. Finalmente la glutamina se agotd al término de la fase exponencial.
Como se venia discutiendo anteriormente, el agotamiento de glutamina coincide
perfectamente con el inicio de la fase estacionaria, lo que indica que el cese ‘del

crecimiento celular fue debido al agotamiento de esta fuente de energfa. -
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Figura 3. Cinéticas de consumo de nutrientes en cultivos sin infectar de células High
five. Glucosa (a) y glutamina (b).
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En la tabla 2 se reportan las velocidades especificas de consumo (glucosa y
glutamina) y generacién de metabolitos (lactato y amonio) de la cinética control,
comparandose con las velocidades reportadas en la bibliografia. La unica referencia
utilizada para la comparacién de los valores experimentales fue la de Rhiel y col. (1997),
debido a que utilizaron al igual que en nuestro trabajo el mismo medio de cultivo, las
mismas lineas celulares, con la diferencia de que éstas fueron cultivadas en un
fermentador de 3L. Células High five bajo las condiciones experimentales reportadas por
Rhiel y col. (1997) consumen 2.5 veces mas glucosa que el consumo observado en este
trabajo, mientras que el consumo de glutamina en nuestras condiciones experimentales es

1.7 veces mayor.

Tabla 2. Velocidades especificas de consumo y generacién de metabolitos en cultivos
control sin infectar de la linea celular High five.

Metabolito Velocidad especifica® Velocidad especifica® Referencia
(Hmol/1x10%élulas*h) (mol/1x10%células*h)
Glucosa 0.1 0.250 Rhiel et al. (1997).
Glutamina 0.03 0.018 Rhiel eral. (1997).
Lactato 0.03 0.210 Rhiel et al. (1997).
Amonio 0.01 0.151 Rhiel e al. (1997).

! Calculados. " Reportado en fa bibliografia.

El lactato es producido por las células de insecto durante condiciones de
limitacién de oxigeno como una alternativa catabdlica de la incompleta degradacion de
glucosa (figura 1). La generacion de lactato se da desde el inicio del cultivo y es a las 120
h donde se detectd la concentracion de lactato maxima de 7.5 mM (figura 4a). Después
de alcanzar tal concentracion se observa que es consumido por el cultivo. El consumo de
lactato coincide con el inicio de la fase estacionaria, que como se discutié anteriormente
es consecuencia del agotamiento de glutamina. A diferencia de lo observado en células
Sf9 reportado por Bédard y col., {(1993) y Palomares (1996), en células High five el
lactato fue utilizado como un nutrimento alterno sustituyendo a la glutamina agotada. Al
comparar la concentracion maxima de lactato generado en células High five con respecto
al generado por células Sf9, el valor se encuentra por arriba de lo reportado por
Palomares y Ramirez (2.75 mM, 1996). Sin embargo al compararlo con el valor
reportado por Rhiel y col. (1997) con la linea celular High five, es muy cercano (10 mM).

Ambos reportes indican que estas concentraciones no son téxicas para las células.
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Figura 4. Cinéticas de produccion de metabolitos de desecho en cultivos sin infectir
de células High five. Lactato (a) y amonio (b).

La generacién de amonio en células de insecto es producto de la desaminacion de
la glutamina u algin otro aminoacido, generando cambios en el pH intracelular. El
metabolismo celular puede ser afectado por éstos cambios de pH, un ejemplo claro es el
observado con la enzima glicolitica fosfofructocinasa que es desactivada con una
variacion de 0.2 unidades de pH (Mathews y van Holde, 1999). Se ha determinado que el
aumento en el pH extracelular (6.6-7.0) y el incremento de la concentracion del i6n
amonio extracelular (mayor o igual a 15 mM) causa acidificacién citoplasmatica,

trayendo como consecuencia la inhibicién del crecimiento y la falta de expresion de
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V. Resultados y discusion

proteina recombinante cuando se trabaja con cultivos infectados (McQueen y Bailey,
1990; Gonzalez, 2000). En lo que respecta a los resultados obtenidos, se puede discutir
que el amonio se generd desde el inicio del cultivo, acumulandose a lo largo de la fase
exponencial, alcanzando una concentracién de 7.5 mM a las 192 h del cultivo (figura 4b).
Concentracion maxima generada durante la cinética que coincide con el momento en el
que la glucosa se encuentra en la minima concentracién, evento reportado ya
anteriormente atribuyéndose a la utilizacién de glutamina para proveer la energia celular
de mantenimiento (Bérdard et al., 1993; Drews et al., 1995; Ohman et. al., 1995;-
Mendonca et al., 1999; Bathia et al., 1997). Sin embargo para este tiempo del cultivo ya
no habia glutamina en el medio, por lo que el amonio generado debe provenir de otros
aminodacidos que constituyen el medio de cultivo.

Una vez caracterizado el comportamiento de los cultivos en suspension de la linea
celular High five, y sabiendo que la fase exponencial dura 4 dias, se seleccionaron los
tiempos de infeccién que serian usados: T,=0.3x10° células/mL, T,=1.5x10° células/mL y
el T;= 3x10° células/mL.

Cinética de crecimiento y metabolismo de la linea celular Sf9 en cultivos control no
infectados. La cinética de crecimiento de la linea celular S{9 se representa en la figura 5a.
Las células Sf9, a diferencia de lo observado en células High five, no presentaron fase lag
debido a que se utilizo un inéculo de concentracién celular mayor. Por lo tanto, la fase
exponencial dur6 durante las primeras 96 h del cultivo, tiempo en donde alcanzé una
concentracion celular maxima de 8x10° células/mL. Al final de la fase exponencial, la
poblacion se ha duplicado 16 veces conservando una viabilidad celular mayor al 90%
(figura 5b). Posteriormente el cultivo entra en fase estacionaria con una duracién de tres
dias, en donde la poblacién celular viable se mantiene constante hasta las 168 h de
cultivo. Las tltimas 24 h del cultivo se caracterizan por un aumento de la muerte celular
disminuyendo la viabilidad hasta el §2%.

La velocidad especifica de crecimiento fue de 0.0304 h' y el tiempo de
duplicacion corresponden a 22.8 h. Los valores reportados en la literatura se encuentran
entre 0.02-0.04 h™' correspondiendo a tiempos de duplicacién de 35-17 h. Estos valores

son comunes para esta linea celular cuando se encuentra adaptada a crecer en cultivos en
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V. Resultados y discusion

suspension en medios libres de suero (Wu et al., 1990; Scott er al., 1992; Neutra et al.,
1992; Power et al., 1994; Rhiel et al., 1997; Radford et al., 1997; Taticek et al., 2001).
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Figura 5. Cinética de crecimiento de células Sf9. Concentracion celular total y viable
(a), y viabilidad celular (b) en cultivos control sin infectar. Xt= células totales, Xv=

células viables.
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V. Resultados y discusion

El consumo de glucosa para esta linea celular se muestra en la figura 6a. Al inicio

de la cinética, el consumo es minimo por lo que posiblemente el cultivo esta utilizando

una fuente de carbono alterna para su crecimiento. Al final de la fase exponencial la

concentracion de glucosa en el medio de cultivo es mayor al 50% de la concentracién

inicial. A las 192 h, se conservan 12 mM de glucosa en el medio de cultivo. Se calculé la

velocidad especifica de consumo de glucosa siendo de 0.013 a 0.061

umol/1x10%¢élulas*h por debajo de valores reportados en la literatura (tabla 3).

a)

b)

(mM)

Concentracion de Glucosa

.y

Concentracion de Glutamina
(mM)

60

50

-

Exponencial

Estacionaria

T
24

T
48

T
72

T T
144 168 192 216

Tiempo en cultivo

Figura 6. Cinéticas de consumo de nutrientes en cultivos sin infectar de células Sf9.
Glucosa (a) y glutamina (b).
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Se midié la concentracién de glutamina residual con respecto al tiempo (figura
6b). La concentracién inicial en el medio de cultivo fue de 10 mM, y al final de la fase
exponencial la concentracién de este aminoacido fue de 3 mM, siendo totalmente
consumido a las 192 h. La velocidad especifica de consumo fue de 0,015 ymol/1x10°

células*h, valor muy cercano a lo reportado por otros autores (tabla3).

Tabla 3. Velocidades especificas de consumo y géneracién de metabolitos en cultivos
control de la linea celular Sf9.

Metabolito Velocidad especifica® Velocidad especifica® Referencia
(pmol/1x 10°células*h) (tmol/1x10°élulas*h)
Glucosa 0.065 0.078-0.126. Mendonca et al, (1995);

Rhiel esal.. (1997
Bédard f ul., (1993):
Reuveny ei al.. (1992)

Glutamina 0.015 0.017-0.037 N erat 1907
Bédard eral, (1993)
Lactato 0.006 ND -
Amonio ND ND -

* Calculados. ® Reportado en la bibliografia. ND, No determinado.

No se detectd amonio en los cultivos, mientras que Rhiel y col. (1997)
encontraron una acumulacién poco significativa de amonio (2 a 5 mM) durante el
crecimiento y/o infeccién de los cultivos. En lo que respecta a las concentraciones de
lactato producidas son muy bajas, alcanzando una maxima concentracién de 1.5 mM a las
72 h de cultivo, valor 1.8 veces menor que la concentracion reportada por Mendonga y
col. (1999), coincidiendo con otros reportes previos (Bérdard et al., 1993; Drews et al.,
1995). Se ha demostrado que células Sf9 en crecimiento s6lo acumulan lactato bajo
concentraciones de oxigeno limitante (Reuveny et al., 1993b), lo que indica que los
cultivos aqui reportados no presentan esta limitacion.

Una vez caracterizada esta linea celular, se seleccionaron los tiempos de infeccion
que serfan usados: T,=0.5x10° células/mL, T,= 1.5x10° células/mL y T,= 4.4x10°

células/mL.

Comparacion del comportamiento cinético y metabdélico de las lineas celulares High
Sfive y Sf9 en cultivos control no infectados. Realizando una breve comparacion de los
resultados obtenidos durante la caracterizacion de los cultivos suspendidos de las lineas

celulares High five y S9, se encontrd que las velocidades especificas de crecimiento y
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V. Resultados v discusion

los tiempos de duplicacién entre las lineas celulares son muy parecidos. Sin embargo,
existe una marcada diferencia en las densidades celulares maximas alcanzadas por cada
linea celular (4.5x10° células/mL para High five y 8x10° células/mL para Sf9), ain
cuando la densidad celular del in6culo fue del mismo orden de magnitud (0.3x10°
células/mL para High five y 0.5x10° células/mL para Sf9).

Comparando los resultados de consumo de nutrientes, éstos indican que la glucosa
es metabolizada mas lentamente en células Sf9 que en células High five. La velocidad
especifica de consumo de glucosa en la linea celular High five es 1.5 veces més alta que
la de Sf9, valor que justifica el consumo total del carbohidrato en células High five y no
en Sf9 al final del cultivo. Con lo que respecta al consumo de glutamina, la tendencia
entre las dos lineas celulares es muy parecida hasta las 24 h del cultivo, tiempo a partir
del cual se observa mayor consumo por células High five. La comparacion de las
velocidades especificas de consumo indica que células High five consumen 2 veces mds
glutamina que células Sf9.

La generacion de lactato y amonio en células High five es mayor que en células
S9. Bonarius y col. (2001) observaron que era posible disminuir la generacion de lactato
si se optimizaba el flujo via la enzima piruvato carboxilasa haciendo mas eficiente el
metabolismo de la glucosa, reduciendo la produccion de lactato y como consecuencia
directa, dirigir al piruvato directamente al ciclo de Krebs (figura 1). Elias y col. (2003)
estudiaron la presencia del gen que codifica para tal enzima en células de insecto: High
five y Sf9. Ellos comprobaron que células Sf9 si contienen el gen de la piruvato
carboxilasa mientras que esta ausente en células High five. Evidentemente al existir dicha
enzima en células Sf9, ésta linea celular utiliza mas eficientemente la glucosa
disminuyendo considerablemente las concentraciones de lactato producido. Elias y col.
(2003) observaron el metabolismo de células High five una vez que la linea celular habia
sido transformada con el gen de la enzima (piruvato carboxilasa de levadura). El
consumo de glucosa es el mismo, sin embargo la generacioén de lactato disminuye de un
40-70% con respecto a las células no transformadas. De la misma manera observaron una
disminucién de la generacion de amonio del 40-50%, sugiriendo que lineas celulares

transformadas modifican el consumo de aminoécidos reduciendo considerablemente la
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generacion de amonio, lo que justificaria el hecho de no detectar amonio en cultivos de
células Sf9.

V. 2. Caracterizacién de los cultivos infectados de las lineas celulares High five y
S9. :

Los cultivos de las lineas celulares se realizaron en lote sin recambio de medio,
infectados a diferentes TDI, utilizando tres MDI (0.1, 1 y 10 ufp/cel). P
La figura 7 muestra el comportamiento tipico de cultivos infectados de la linea
celular High five, mientras que en la tabla 4 se presentan las concentraciones celulares

maximas y el tiempo postinfeccion en €l que se alcanzaron.
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Figura 7. Densidad celular viable tipica de cultivos infectados. Las tendencias
corresponden a células High five a MDI de 0.1, 1 y 10 ufp/cel a un TDI de 0.3x10°
células/mL.

AlaMDIde 0.1 y 1 la poblacidn celular se mantiene en crecimiento 72 h después
de la infeccion, alcanzando una densidad celular viable maxima 2.7 y 5.8 veces menor

que la cinética sin infeccidn, respectivamente. Esto se debe a que se estd llevando a cabo
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una infeccion de tipo no sincrénica, es decir, solo una fraccién de la poblacién fue
infectada inicialmente (infeccién primaria), mientras que la poblaciéon no infectada
continué creciendo. Posteriormente, el resto de las células fueron infectadas (infeccion
secundaria) con la progenie viral generada durante la infeccion primaria (Wong et al.,
1996). Al utilizar MDI de 10, el crecimiento es arrestado casi inmediatamente como

resultado de una infeccidn sincrénica.

Tabla 4. Densidades celulares maximas alcanzadas a los diferentes TDI y MDI en las
lineas celulares High five y S9.

Tiempo de
Linea celular TDI MDI Concentracién mixima
(10°células/mL) (ufp/cel) celular viab mix concentracién
(10%céulas/mL) cclular
(hpi)
High five 03 0.1 1.67 72
1.0 0.79 72
10.0 0.69 48
1.5 0.1 2.89 7
1.0 2,31 48
10 2.09 48
3 0.1 3.65 72
1.0 3.39 48
10 3.61 24
Tiempo de
S TDI MDI Densidad celular mixima
(10%células/mL) (ufp/cel) viab max concentracién
(10%células/mL) celular
(hpi)

0.5 0.1 0.98 72
1.0 0.72 48
10 0.62 48
1.5 0.1 4.05 72
1.0 3.28 48
10 2.94 48
4.4 0.1 6.24 24
1.0 5.98 48
10 5.06 24

* Concentracion celular viable méxima del cultivo control sin infectar: 4.5x10  ®células/mL (High five) y
8x10°células/mL (S£9).

Un resumen de las densidades celulares viables maximas alcanzadas en cada
tratamiento para las lineas celulares se muestra en la tabla 4. En general, las
concentraciones celulares maximas alcanzadas disminuyen al aumentar la MDI, los
tiempos postinfeccion a los cuales se obtienen dichos valores disminuyen al aumentar el
TDI. Esto es debido a que se estin infectando células que se encuentran en fase

exponencial tardia (la capacidad de duplicacion disminuye como consecuencia del
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agotamiento de nutrimentos y acumulacién de subproductos téxicos en el medio de

cultivo, ver seccion V.4).

Caracterizacién de la poblacién viable en cultivos infectados de’la linea celular High
Jfive. El comportamiento de las concentraciones celulares viables en cultivos infectados
difieren del tipico crecimiento exponencial de los cultivos’ control Por tal motivo, la
evaluacion del efecto de la MDI sobre el crecimiento de la poblacmnwmf,ectada se hizo a
través del parametro de expansion celular. :

En células High five a un TDI de 0.3x10° células/mL (T,) la poblacién se duplica,
independientemente de la MDI utilizada (figura 8). La expansién maxima alcanzada a la
MDI de 0.1 es de 5.6 y disminuye hasta 2.3 a una MDI de 10. Al aumentar el TDI, la
capacidad de expansion se reduce. Este efecto puede deberse a la limitacién por
nutrientes después de varios dias de cultivo (Hink e al., 1977; Wood et al., 1982; Bédard
et al., 1994),
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Figura 8. Expansién celular de células High five infectadas. Todos los datos ticnen barras
de error pero algunos son tan pequeiios que quedan sobrelapados con la vifieta utilizada.

44

=y

— e "“

'-—""



V. Resultados y discusion

100
o 80-
&
=
S 60
=
-
o 40-
-
< 4
0.3x10% células/mL (T))
0 T T T T T
100 e e
= 80
&
=
= 60
=
>
o 40
=
. |
1.5x10° células/mL. (T,)
0 T v T T r
100
- 80
Q
=
= 60
r=]
g8
>
> a0
=
R 204 .
3x10° células/mL (Ty)
0 T T T T T
0 24 48 72 96 120 144

Tiempo postinfeccion
(hpi)

Figura 9. Viabilidad de células High five durante las cinéticas de infeccion.
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Se observaron también cambios en la viabilidad celular de los cultivos (figura 9),

obteniéndose que, a una baja concentracion celular (T,), los cultivos tienen una viabilidad
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alrededor del 94% a las 48 hpi (figura 9), mientras que en el cultivo sin infectar la
viabilidad del 96%. Es a partir de las 48 hpi, que las viabilidades comienzan a disminuir
para todas las condiciones. La viabilidad minima obtenida a una concentracién celular de
0.3x10° células/mL se encuentra alrededor del 55% para las diferentes MDI. Cuando las
células fueron infectadas a 1.5x10° células/mL, hubo menos muerte celular (viabilidad
del 60%, minima alcanzada al final del cultivo). Este mismo evento fue observado por
Scott y col., (1992) al trabajar con células Sf9 en spinners, quienes sugirieron que €sto
puede ser consecuencia de una deficiente infeccion debida a las altas concentraciones
celulares y a posibles limitaciones de oxigeno en el sistema. Sin embargo a 3x10°
células/mL, el comportamiento de la viabilidad no es el mismo al final de la cinética. La
viabilidad minima fue 54% (MDI 0.1) y 19% (MDI 1 y 10). Las viabilidades mas bajas
fueron observadas a una densidad de 3x10® células/mL, lo que indica que el cultivo no -
sélo es afectado por la infeccion viral sino también por las condiciones del medio después

de 288 h de cultivo (ver discusion en la seccién V.4).

Caracterizacion de la poblacicn viable en cultivos infectados de la linea celular Sf9. De
la misma manera que en el apartado anterior, al analizar el comportamiento de la
expansion de la linea celular Sf9 (figura 10), se observa que a una concentracion celular
de 1.5x10° células/mL (T,) la poblacién se duplica en las tres MDI. Los valores de
expansion celular a éste TDI van de 1.9 a 2.7. A 0.5x10° células/mL (T,) y 4.4x10°
células/mL (T,) la poblacion no se duplica, ni atin a la MDI mas baja. De manera general,
la expansion celular disminuye al aumentar la MDI a los diferentes TDI.

A diferencia de lo observado en las células High five a un T,, en células Sf9 los
cultivos no logran duplicarse una vez infectados, ain cuando el inéculo utilizado
provenia de un cultivo en fase exponencial y la concentracion celular del mismo fue
seleccionada dentro del rango de concentraciones reportadas como las dptimas para
cultivos de células Sf9 (Kioukia er al,, 1995a-b). La concentracion celular maxima a la
MDl de 0.1 se alcanza a las 72 hpi, tiempo en el que el cultivo contro! logra duplicarse,
pero tiempo insuficiente para la duplicacion de éstas células infectadas. Por lo tanto, el

arresto del crecimiento celular es atribuido directamente a la infeccién viral.
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Figura 10. Expansi6én celular de células Sf9 infectadas. Todos los datos tienen barras de error
pero algunos son tan pequeiios que quedan sobrelapados con la vifieta utilizada.

A una concentracion celular de 4.4x10° células/mL, la expansién celular es menor
que la obtenida a 0.5x10° células/mL, independientemente de la MDI utilizada. Aqui
pueden estar sucediendo dos eventos simultdneamente. Primero, se esta viendo un cultivo
celular, al que le es dificil recuperarse después de la infeccidn viral, también observado
por Carpentier y col. (2001); y como segundo punto, al igual que lo sucedido en la linea
celular High five, puede ser consecuencia de las condiciones del medio de cultivo
después de varios dias de crecimiento celular (ver discusidon seccién V.4).

Se observaron cambios en la viabilidad celular de los cultivos (figura 11). Las
cinéticas iniciadas a una concentracién celular de 0.5x10° células/mL, tienen una
viabilidad mayor al 80% a las 48 hpi, mientras que el cultivo control al mismo tiempo
tiene una viabilidad del 97%. A partir de las 48 hpi, las viabilidades disminuyen
inmediatamente hasta llegar alrededor del 30% a cualquier MDI al termino de la cinética.

A 1.5x10° células/mL a las 120 hpi existe una clara diferencia entre las
viabilidades a la MDI de 0.1 (70 %) y las MDI de 1 y 10 en donde se alcanza una
viabilidad del 10%. A 4.4x10° células/mL a las 120 hpi, a diferencia de lo observado para
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la linea celular High five, las viabilidades obtenidas fueron de 70, 50 y 40% para las MDI
de 0.1, 1 y 10 ufp/cel, respectivamente.
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Figura 11. Viabilidad de células Sf9 durante las cinéticas de infeccién.

[————

‘I;‘FI -——‘Q/'\
TG f 1
t L«u‘h‘ ,1 Il

48
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Las viabilidades de los cultivos infectados a las diferentes multiplicidades de
infeccién son comparables con las reportadas por Wong (1996), bajo el mismo tiempo de
postinfeccién, relacionando esta caida de la viabilidad en cultivos infectados con la
pérdida de la integridad de la membrana consecuencia de la replicacion viral durante el
proceso de infeccién. Sin embargo se debe considerar que no toda la muerte celular
puede ser adjudicada a la infeccion si no también a la muerte con caracteristicas

necrotico-apoptéticas observada en células de insecto (Meneses et al., 2001).

Comparacion de la poblacion viable de los cultivos infectados de las lineas celulares
High five y Sf9 . La expansion celular presentada por las dos lineas celulares refleja
resultados interesantes principalmente al comparar los valores obtenidos en cultivos a T,
Las expansiones celulares alcanzadas por High five son dos veces mayores que las
obtenidas por Sf9. Como se discutio anteriormente, esta diferencia puede es consecuencia
de una adecuada infeccion viral en células Sf9, mientras que para células High five
podria estarse manifestandose lo contrario.

Analizando las tendencias de viabilidad de estas lineas celulares, aquéllas
correspondientes a la linea celular Sf9 son ligeramente menores que las observadas en la
linea celular High five, lo cual pudiera indicar que la linea celular Sf9 es mas susceptible
a la infeccion por el baculovirus. Al comparar estos resultados con lo reportado en la
bibliografia encontramos que son un poco contradictorios. Mientras que Wu y col. (1993)
sustentan que ambas lineas celulares son igualmente susceptibles al virus Bgal-AcMNPV
al evaluar los parametros de la cinética de muerte celular, Wickman y col. (1992b)
indican lo contrario. Ellos comparan las constantes de las velocidades de infeccion (k;) de
estas lineas celulares demostrando que las células High five se infectan 10 veces mas
rapido que las células S9. Obtuvieron el porcentaje de virus unido a la superficie celular
después de una hora de incubacién, siendo éste 3.6% superior en células High five.
Células High five tienen 6000 sitios de unién al baculovirus por célula, mientras que
células Sf21 (clon de Sf9) tienen 3100 sitios por célula (Wang et al., 1997).

Por los argumentos anteriores se esperaria que la viabilidad de células High five
se viera mds afectada que la de células Sf9 como consecuencia de la infeccion. Si se toma

en cuenta la diferencia en tiempos para alcanzar el TDI de los cultivos por cada linea
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V. Resultados v discusion

celular (siendo mayores para células High five), los resultados indican que las
condiciones del medio de cultivo juegan un papel clave incidiendo en la viabilidad del
cultivo (ver seccién V.4), Por esta razén es dificil diferenciar unicamente en base a este
pardmetro entre células muertas como consecuencia de la infeccién viral y células

muertas por un proceso necrotico-apoptético.

'V. 3. Caracterizacion de la produccién de la proteina recombinante.

quacterljzéc n dela produccion de la proteina recombinante en células High five. En
la :ﬁg}ifé‘ lfazrléé:mﬁéstyra el gel de proteina para esta linea celular. En el primer carril se
encuentran lo,'s marcadores de peso molecular de 66 y 45 kDa. En los siguientes siete
carriles se encuentran las muestras de proteina correspondientes a la cinética de
produccién del tiempo O hasta las 120 hpi, observindose que la expresion de la proteina
recombinante es a partir de las 48 hpi. Sélo se detecté expresién de la proteina
recombinante en cultivos infectados a T, y T,. En la tabla 5 se muestra la concentracién

de proteina maxima por mL y el rendimiento por 10° de células viables.

M, 0 24 48 7 96 120 hpi

P

Figura 12a. Geles para la deteccién de proteina. Se muestran el gel correspondiente a
las proteinas sintetizadas por células High five, incluyendo la proteina recombinante a un
T, yauna MDI de 0.1 ufp/cel.
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Tabla 5. Comparacién de la concentracién de proteina y rendimiento por 10° células
viables en células High five.

TDI MDI Proteina Yon
(10*células/mL) (ufp/cel) (ug/mL) (ug/1x10%el)
0.1 16.4 9.8
0.3 1.0 15.7 19.8
(T) 10.0 204 29.5
0.1 46.0 159
1.5 1.0 44.3 19.2
(T 10 49.6 23.7
0.1 0 0
3 1.0 0 0
(T 10 0 0

Al analizar los resultados obtenidos se observa que la concentracion de proteina
maxima alcanzada por esta linea celular a 0.3x10° células/mL (T,) se obtuvo infectando a
una MDI de 10, mientras que a 1.5x10° células/mL (T,) no hay diferencia entre las MDL
La concentracion de proteina a T, es aproximadamente dos veces superior que la
detectada a T, lo cual era de esperarse, pues hay una mayor concentracién celular por el
mismo volumen del medio de cultivo. A T, no detectamos proteina recombinante. Los
resultados indican que hay una concentracion celular limite mas alla de la cual no hay
expresion de proteina recombinante. Con estos resultados no fue posible conocer dicha
concentracion, sin embargo debe ser superior a T,.

Los valores obtenidos del rendimiento de proteina por 10° células, para la misma
linea celular a T, son bastante diferentes para cada MDI. El menor rendimiento de
proteina se obtuvo a una MDI de 0.1 ufp/cel. Resultado que indica, que el proceso de
infeccion fue poco eficiente repercutiendo en la caida del rendimiento al compararse con
las demas MDI al mismo TDI. El maximo rendimiento a este TDI fue a la MDI' 10, y a la
MDI de 1, el valor obtenido es 1.5 veces menor, ain cuando los valores de expansién
celular son muy parecidos entre ellos. A T,, los valores disminuyen 1.5 veces con
respecto al valor méximo obtenido a una MDI de 10 con respecto a T,. Por lo tanto, atin
cuando a MDI menores de 10 hubo mayor expansién, los rendimientos maximos se
alcanzaron a la MDI de 10. Lo que nos lleva a pensar que el proceso de infeccién a la
MDI de 10, fue eficiente y sincrénico en donde la mayoria de las células son infectadas,

obteniéndose el mejor rendimiento de proteina recombinante.
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Caracterizacion de la produccion de la proteina recombinante en células Sf9. La
proteina recombinante es detectada a partir de las 72 hpi (figura 12b). Solo se detectd
expresion de proteina recombinante en cultivos infectados a T, y T, de ambas lineas
celulares. La concentracién maxima de proteina obtenida por esta linea celular a 0.5x10°
células/mL (T,) fue a una MDI de 0.1, mientras que a 1.5x10° células/mL (T,) la maxima
concentracién de proteina fue a una MDI de 1. A diferencia del incremento en la
concentracién de proteina recombinante observada en la linea celular High five al
aumentar el TDI, en esta linea celular no hay diferencia significativa entre los TDI y MDI
en donde si hubo expresidon de proteina recombinante, obteniéndose concentraciones

similares.

M, 0 24 48 72 96 120 hpi

Figura 12b. Geles para la deteccion de proteina. Se muestran el gel correspondiente a
las proteinas sintetizadas por células Sf9, incluyendo la proteina recombinante aun T, y a
una MDI de 0.1 ufp/cel.

El méximo rendimiento de producto sobre biomasa obtenido fue a T, (tabla 6),
observindose un ligero aumento al aumentar la MDIL. A T,, los valores disminuyen entre
3 y 5 veces comparado con T,. En esta linea celular la disminucién en el rendimiento
especifico es mas drastica que la experimentada por la linea celular High five, sin

embargo es similar entre las MDI al mismo TDI.

Comparacion de la produccion de proteina recombinanrte obtenida en los cultivos
infectados de las lineas celulares High five y Sf9. La concentracién de proteina en las

cinéticas presenta dos tendencias importantes a concentraciones celulares menores a Ty
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en células High five aument6 la concentracién al aumentar el TDI a las diferentes MDI,

mientras que en células Sf9 pareciera ser independiente de ambos parametros.

Tabla 6. Comparacién de la concentracién de proteina y rendimiento por 10° células
viables en células Sf9

TDI MDI} Proteina Yo
(10%células/mL) (ufp/cel) (ug/mL) (ug/Ix10%el)
0.1 16.5 16.9
0.5 1.0 12.7 17.6
(T,) 10 12.2 19.7
0.! 12.3 3.0
1.5 1.0 18.8 5.7
(T2) 10 13.9 47
0.1 0 -0
4.4 1.0 0 NI |
(T 10 0 0

La expresion de la proteina recombinante se abatié completamente al infectar al
final de la fase exponencial (T;) en ambas lineas celulares. En la bibliografia se reporta
una disminucién del rendimiento al aumentar la concentracién celular al momento de
infectar, tal es el caso de Chan (1998) quien utilizando el medio Sf900 II observé que el
rendimiento disminuy6 cuando las células son infectadas a concentraciones de 3-4x10°
células/mL comparadas con infecciones a concentraciones de 2-3x10° células/mL sin que
exista reemplazamiento de medio de cultivo. Existen reportes que indican que la
disminucién de la produccion al aumentar el tiempo de infeccion esta relacionada con el
consumo de la fuente de carbono (Bédard er al., 1994), produccién de metabolitos toxicos
para las células (Tom et al., 1995), limitacion de oxigeno (Wong et al., 1996) e incluso
regulacion de la fisiologia celular por factores de crecimiento autdcrinos (Doverskog et
al., 2000).

Una caracteristica importante de este sistema de expresion es que los rendimientos
especificos disminuyen al incrementar la densidad celular en el momento de la infeccién
(Caron et al., 1990; Lindsay y Betenbaugh, 1992; Licari y Bailey, 1992; Power et al.,
1994; Wong et al., 1996; Taticek et al., 1997, Bédard et al., 1994; Radford ef al., 1997,
Reuveny et al., 1993). Se ha reportado que ¢l TDI es un parametro importante para
obtener altos rendimientos de proteinas recombinantes, cuando es seleccionado a lo largo

de la fase exponencial a densidades celulares de 1-5x10° células/mL (Neutra ef al., 1992).
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Sin embargo los rendimientos obtenidos en nuestros cultivos indican que el TDI éptimo
es T, para ambas lineas celulares, valores por debajo de las densidades celulares
reportadas.

La caida del rendimiento en las ultimas fases del crecimiento de cultivos
infectados ha sido explicada por Reuveny y col. (1993a), como el producto de una

alteracion en los factores fisiolégicos o ambientales, tales como la capacidad dél virus .

para infectar a la poblacion celular o la capacidad de produccién de proteina a

recombinante dependiente de la fase de crecimiento del cultivo. Por-otro Vlad(;; la=s =~

limitacion de nutrientes o la acumulacién de los productos de desecho, afectan la
infeccién celular, asi como la sintesis de la proteina recombinante. Mas adelante se
discutira lo que sucedi6 con los sustratos consumidos y metabolitos generados durante la
produccion de la proteina recombinante, lo cual justifica el comportamiento observado a
T, (3-4.4x10° células/mL).

Velocidad especifica de produccion de proteina recombinante en las lineas celulares de
insecto, IR ’

Velocidad especifica de produccion de proteina recombinante en células High five. El
comportamiento de este parametro para la linea celular High five (figura 13) es variable a
los diferentes TDI. A 0.3x10° células/mL no hay diferencia en la velocidad de produccion
de la proteina recombinante a las diferentes MDI (figura 8).

A 1.5x10° células/mL (T,) la maxima velocidad de produccién de proteina
recombinante fue obtenida a una MDI de 10, mientras que a las MDI de 0.1 y 1 no hay
diferencia entre los valores obtenidos. La velocidad obtenida a la MDI 10 es 2.4 veces
superior que a MDI de 0.1 y 1, lo que podria estar indicando que a la MDI de 10, toda la
poblacion celular fue infectada inicialmente a diferencia de lo que esta sucediendo a las
otras dos MDL. A la concentracién de 3x10° células/mL (T,), la velocidad especifica de
produccion de proteina fue cero. La ventaja de trabajar con MDI bajas y TDI
correspondientes a la etapa temprana de la fase exponencial, es que se pueden llevar a
cabo infecciones de tipo secundario con un abasto viral menor (importante en cultivos a

gran escala) y con la posibilidad de incrementar los rendimientos especificos. Por otro
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lado, puede ser una desventaja para TDI altos, ya que la infeccion esta limitada por la
concentracion celular maxima alcanzada en cultivos sin infectar, la forma de cultivo,

nutrimentos, asi como la presencia de metabolitos toxicos para el cultivo.

—— MDI 0.1
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Figura 13. Velocidad especifica de generacién de proteina en células High five.

Las velocidades especificas de produccién de proteinaa T,y T,a MDI de 0.1 y 1,
tienen valores muy préximos, lo que indica que en esta linea celular en particular no hay
diferencia en la velocidad de produccién si infectamos a TDI de 0.3x10° células/mL y
1.5x10° células/mL, bajo las MDI aqui utilizadas. En términos practicos, lo que se busca

es producir mas al menor costo, por lo que conviene infectar a bajos TDI y bajas MDIL.

Velocidades especificas de produccién de proteina recombinante en células Sf9. El.
comportamiento de este parametro para la linea celular Sf9 (figura 14), demuestra que la
velocidad especifica de produccién de proteina disminuye al aumentar el TDIL. A 0.5x10°
c¢lulas/mL (T,) hay una marcada diferencia entre las diferentes MDI, alcanzando e! valor
méximo a una MDI de 0.1 y el valor minimo a la MDI de 10. Sin embargo los
rendimientos de proteina con respecto a biomasa son mayores a la MDI de 10 y menores

a una MDI de 0.1, lo que nos estd indicando que la velocidad de produccién no-es un
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parametro a considerar cuando lo que interese sea la optimizacién de la produccion de

proteina recombinante.
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Figura 14. Velocidad especifica de generacion de proteina en células Sf9. Todos los
datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeiios que quedan sobrelapados con

la vifieta utilizada.

A 1.5x10° células/mL (T,) la velocidad especifica de produccién de proteina

resulté independiente de la MDI. Al utilizar TDI (4.4x10° células/mL) mds cercanos a la

fase estacionaria del cultivo, la velocidad especifica ird disminuyendo hasta que

posiblemente las condiciones del cultivo celular y del medio de cultivo sean el factor

limitante. La velocidad especifica de produccion de la linea celular High five es mas del

doble a cualquier TDI y MDI que en células Sf9 bajo nuestras condiciones de culitivo.
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V. 4. Tendencia de los nutrimentos clave: glucosa y glutamina.

Se sigui6 el comportamiento de dos nutrimentos fundamentales para las lineas de insecto:

glucosa y glutamina. Estos sustratos son utilizados por el cultivo para la generaciéon y el =

mantenimiento de biomasa, y para la generacién de producto. Por tal motivo es
importante registrar sus consumos y analizar posteriormente de manera global el

rendimiento de los nutrimentos en funcién de la biomasa y proteina’ recombinante

generada.

V. 4. 1. Tendencia de la glucosa remanente.

Glucosa remanente en cultivos infectados de células High five. La glucosa consumida
en los cultivos infectados de la linea celular High five se presenta en la figura 15. A
0.3x10° células/mL (T,) y a una MDI de 0.1 hay mayor consumo de glucosa debido a que
a esta MDI existe mayor expansion celular que a las MDI de 1 y 10. El consumo a €stas
dos MDI es casi el mismo, atin cuando la expansion celular a la MDI de 1 es mayor que
la alcanzada por las células infectadas a una MDI de 10, lo que estaria indicando que ain
cuando las células no estdn consumiendo glucosa para su crecimiento si la estdn
utilizando para su mantenimiento y produccién de proteina recombinante.

A 1.5x10° células/mL (T,), 1a glucosa se consume totalmente a las 96 hpi a una
MDI de 0.1, tiempo en el que el cultivo sigue manteniendo una viabilidad del 90%
cayendo 24 horas después hasta un 60% como consecuencia posiblemente del
agotamiento de la fuente de carbono y también debido a que el cultivo se encuentra en las
ultimas etapas del proceso de infeccion. Mientras que al final de la cinética a una MDI de
1 y 10, la concentracion de glucosa remanente es de 10 y 11 mM respectivamente,
mientras que la viabilidad de los cultivos se encuentra alrededor del 60%. Lo que
indicaria que la caida de la viabilidad a este tiempo de infeccién no depende del
agotamiento de la glucosa en el medio de cultivo sino de que las células se encuentran en

las dltimas etapas del proceso de infeccion.
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V. Resultados y discusion

(mM)

.

Concentracion de glucosa remanante

0 24 48 72 96 120 144

Tiempo postinfeccién
(h)

Figura 15. Cinéticas de consumo de glucosa en cultivos infectados de células High
five. Todos los datos ticnen barras de error pero algunos son tan pequeiios que quedan sobrelapados con la

vifieta utilizada. T, T, T, m 01 O 1 A 10

A 3x10% células/mL (T,), hay una clara diferencia en las tendencias de los
consumos de glucosa a las diferentes MDI. La concentracién de glucosa al inicio de la
cinética a la MDI de 0.1 es muy cercana a las concentraciones iniciales de glucosa a T,
sin embargo el cultivo a T, crecio por 6 dias antes de ser infectado con el baculovirus
recombinante, mientras que los cultivos a T, crecieron por 5 dias antes de ser infectados.

El comportamiento de la glucosa remanente varié para cada tratamiento,
dependiendo directamente de la MDI utilizada. Evidentemente las cinéticas infectadas a
MDI de 0.1 presentan mayor consumo con respecto a las otras MDI (con la unica
excepcion de T,), consumo que indicaria que a ésta MDI las células tienen la capacidad
de expandirse mas. Mas adelante discutiremos qué estd sucediendo con las velocidades

especificas de consumo y rendimientos.

Glucosa remanente en cultivos infectados de células Sf9. La concentracién de glucosa
remanente para los cultivos en células Sf9 se presenta en la figura 16. En éste grifico se

muestran tres tendencias perfectamente diferenciadas para cada TDI. El consumo a
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V. Resultados y discusion

0.5x10° células/mL (T,), a diferencia de lo observado en células High five, es
relativamente menor. Sin embargo, a éste TDI los consumos son muy similares entre las

MDI, disminuyendo ligeramente al aumentar ia MDI.

(mM)

.2

Concentracién de glucosa remanante

i
0 24 48 72 96 120 144
Tiempo postinfeccién
(h)

Figura 16. Cinéticas de consumo de glucosa en cultivos infectados de células Sf9.
Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeiios que quedan sobrelapados con la

vifieta utilizada. T, oo Ta T, MmOl O 1 Al0

A 1.5x10° células/mL (T,) y a 4.4x10° células/mL (T;) a diferencia de lo
observado en células High five no hay agotamiento de glucosa al final de la cinética, y la

concentracion de glucosa remanente aumenta de la menor MDI a la mayor.

Comparacién de la glucosa remanente en cultivos infectados de las lineas celulares de
insecto. La glucosa remanente en cultivos de células Sf9 se encuentra a concentraciones
mds altas que en cultivos de células High five. Al comparar las concentraciones celulares
maximas alcanzadas por cada linea observamos lo siguiente: A un T, encontramos que
las concentraciones celulares méaximas entre las lineas celulares son de 1 a 1.7 veces

mayores en células Sf9 con respecto a células High five. Esto muestra que el
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V. Resultados y discusion

metabolismo de las lineas celulares es diferente, tal y como fue sugerido por Rhiel y col,,
(1997). La diferencia de la concentracion celular utilizada en el indculo para cada linea
celular, ocasiona que el tiempo requerido para alcanzar los diferentes TDI varie,
obligando a los cultivos a un T, y T, de High five a partir de concentraciones de glucosa
iniciales mucho menores que las prevalecientes en los cultivos de Sf9 para los mismos
TDL Lo

La glucosa consumida, como lo sugiere Waxig‘y‘ci:ol., (1993b), podria haber sido
utilizada para la obtencion de productos Virales (DNA’" RNA,; proteina total, incluyendo la
proteina recombinante), ya que no se didé un mcremento considerable en la concentracion
celular viable; adicionalmente, la glucosa deblo proporcionar la energia necesaria a las

células, via glicélisis y ciclo de Krebs, parg su:xrnrarrxtemmlento (Bédard et al., 1993).

Velocidad especifica de consumo de glucosa en las lineas celulares de insecto.

Velocidad especifica de consumo de glucosa de la linea celular High five. En la linea
celular High five, no existe diferencia entre las velocidades especificas de consumo de
glucosa a ninguno de los TDI y MDI (figura 17), ya que las barras de error obtenidas de
las réplicas de los experimentos a 0.3x10° células/mL se sobrelapan.

Si bien no hay un incremento en éste pardmetro para los cultivos infectados con
respecto al control (0.1 imol/1x10° células*h), como lo observado por Taticek y Shuler
(1997), las células mantuvieron una velocidad de consumo constante. Comparando los
valores de las velocidades especificas de produccion de proteina, los aqui obtenidos son
dos veces menores que los reportados por Rhiel y col. (1997) (0.266 pmol/1x10°
células*h). ’ :

Velocidad especifica de consumo de glucosa de la linea celular SjP Las
velocidades especificas de consumo de glucosa para la linea celular SO (figura 18) se
mantienen relativamente constantes al aumentar el TDI a-las diferentes MDI. A 0.5x10°
células/mL (T,), el comportamiento es el mismo que el observado en los cultivos de
células High five, las barras de error entre los cultivos, indican que no hay diferencia
entre las MDI.
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V. Resultados y discusion

—&— MDI 0.
—O0— MDI!

—a&— 'MDIIO

0.00 . T T T T .
0E+00 1E+06 2E+06 3E+06 4E+06 S5E+06

Velocidad de consumo de Glucosa
(umol/1x106 células*h)

Tiempo de infeccién
(células/mL)

Figura 17. Velocidades especificas de consumo de glucosa en la linea celular High
five, Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequefios que quedan sobrelapados con la
vificta utilizada,

Comparando los valores obtenidos con los del cultivo control (0.065 pmol/1x10°
células*h), la velocidad de los cultivos infectados se incrementé 1.5 veces. Estos valores
se encontraron dentro de los reportados en la bibliografia (0.05-0.122 #mol/1x10°
células* h, Rhiel et al., 1997; Wang et al., 1993b; Reuveny, et al., 1992).

Comparacion de la velocidad especifica de consumo de glucosa de las lineas celulares
de insecto. Haciendo una comparacioén de las velocidades especificas de consumo entre
las lineas celulares utilizadas, se obtiene que los valores entre éstas son los mismos para
el T, a las diferentes MDI debido a que las barras de error de los valores son traslapables.
Aiin cuando en células High five los valores a 1.5x10° células/mL y 3x10° células/mL
permanecen constantes, los valores calculados para las células Sf9 se encuentran por
debajo de los de las células High five a las diferentes MDI, concordando con lo reportado

en la bibliografia.
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Figura 18. Velocidades especificas de consumo de glucosa en la linea
celular Sf9. Todos los datos ticnen barras de error pero algunos son tan pequeiios que quedan
sobrelapados con la vifieta utilizada.

V. 4. 2. Tendencia de la glutamina remanente.

Glutamina remanente en cultivos de la linea celular High five. La concentracion
de glutamina a lo largo de las cinéticas disminuye, agotandose al final de éstas a
cualquier TDI, observandose unicamente como diferencia los tiempos de postinfeccion al
cual se consume completamente (figura 19). Dicho evento refleja que mientras mayor sea
la concentracion celular viable, mayor serd el consumo de dicho metabolito. Las células
utilizan glutamina para su mantenimiento celular y para la generacién de productos

virales incluyendo a la proteina recombinante.

Glutamina remanente en la linea celular §f9. Con lo que respecta a la concentracién de

glutamina remanente en la linea celular Sf9 (figura 20), ésta es mayor que la registrada
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V. Resultados y discusion

para la linea celular High five al final de las cinéticas, obteniéndose tendencias muy

similares a las obtenidas con el consumo de glucosa.

remanente
(mM)

Concentracién de glutamina

144

Tiempo postinfeccién
(células/mL)

Figura 19. Cinéticas de consumo de glutamina en cultives infectados de células High
five. Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequefios que quedan sobrelapados con la

vificta utilizada. T, T, m 01 O1 A0

El consumo de glutamina a 0.5x10° células/mL (T,) y 1.5x10%células/mL (T,) es
muy poco sin que llegue a agotarse el metabolito. A 4.4x10° células/mL. (Ty), la
glutamina se agota completamente a las 120 hpi unicamente a las MDI 0.1 y 1. Los datos
reflejan una disminucidn en el consumo del nutriente al ser comparado con los consumos
de la linea celular High five, atin cuando el porcentaje de viabilidad de la poblacién

celular en células Sf9 es mayor que el de células High five a la misma MDI.

Comparacion de la glutamina remanente de las lineas celulares de insecto.
Comparando las tendencias de glutamina remanente entre las lineas celulares, éstas
muestran que células High five la consumen mas rapidamente que las células Sf9, efecto

observado también por Rhiel y col., (1997) al cultivar estas lineas celulares en medio
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V. Resultados y discusion

Sf900 II. Sin embargo, esta aseveracion sera justificada al analizar los valores de

velocidades especificas de consumo.

Concentracién de glutamina
remanente
(mM)

144

Tiempo postinfeccién

(h)

Figura 20. Cinéticas de consumo de glutamina en cultives infectados de células Sf9.
Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeifios que quedan sobrelapados con la

vificta utilizada. R T, T, m 01 O 1 A l0

Amonio generado en cultivos de la linea celular High five. Se determind la
concentracion de amonio en ambas lineas celulares, sin embargo sélo fue detectado en
cultivos de células High five. A T, el amonio en el sistema se genera durante el
transcurso de la cinética (4 mM, datos no mostrados), como consecuencia de la
desaminacion de la glutamina. Al inicio de las cinéticas a T, y T, las concentraciones de
amonio en el sistema son de 2 y 5 mM, respectivamente, aumentando al término de la
cinética hasta 8 mM en el T,, mientras que a T, es de 6 mM. Ohman y col., (1995), al
estudiar el metabolismo de cultivos celulares de insecto, observan que bajo limitaciones
de glucosa existe un incremento en la generaciéon de amonio debido al aumento en el

consumo de glutamina (figura 1a).
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V. Resultados y discusion

Velocidad especifica de consumo de glutamina en las lineas celulares de insecto.

Velocidad especifica de consumo de glutamina en células High five. En células High
five, se observé que la velocidad especifica de consumo de glutamina (figura 21) fue
mayor al menor TDI, disminuyendo al aumentar dicho parametro con valores muy
proximos entre las MDI a los dos ultimos TDI. Esto pareciera indicar que la velocidad de
consumo de glutamina depende en este caso en particular, de la etapa de la fase
exponencial a la que se lleva a cabo la infeccidn viral. Comparando los valores obtenidos
con el cultivo control (0.03 pmol/1x10° células*h), las células infectadas a 0.3x10°
células/mL (T,) consumen glutamina de 5 a 10 veces mas rapido, mientras que los

cultivos a los otros TDI, presentan velocidades muy similares a las del cultivo control.

0.30
T o e—m— MDIO.
~ 0.25 . . e e
S8 F —o— MbDIl
a8 &
S8 5 0204 —a&—— MDI 10
==
g5 ©
b= -
gL 015
==
T o 4
ERgE 0.10
22 %
<5 8§ o005
>
0.00 T ; = . , . :
0E+00 1E+06 2E+06 3E+06 4E+06 SE+06

Tiempo de infeccion
(células/mL)

Figura 21. Velocidades especificas de consumo de glutamina en la linea celular High

five. Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeios que quedan sobrelapados con la
vifieta utilizada.

Velocidad especifica de consumo de glutamina en células Sf9. Las velocidades

especificas de consumo de glutamina para la linea celular Sf9 (figura 22) disminuyen al
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V. Resultados y discusion

aumentar el TDI. Los valores maximos obtenidos a 0.5x10° células/mL (T} y 1.5x10°
células/mL (T,) coinciden con lo reportados por Rhiel y col., (1997), Reuveny, y col.,
(1993a), Scott, y col., (1992), asi como el obtenido por nuestro cultivo control. Sin
embargo, las velocidades obtenidas para los cultivos a 4.4x10° células/mL (T;) son mds
bajas que las observadas en el cultivo control. Esto indicaria que aun cuando la glutamina
no se encuentra en condiciones limitantes para el crecimiento del cultivo, ésta linea
celular no la esta aprovechando tal y como lo hacen las células High five, lo que estaria
indicando que seguramente su metabolismo no depende directamente del consumo de-

este aminodcido.

0.3
—&— MDI 0.
0.25-1 . .
—O0—— MDII
027 'E —a&— MDIIO
0.1+
0.05
0 M
0E+00 1E+06 2E+06 IE+06 AE+06 SE+06

Tiempo de infeccién
(células/mL)

Figura 22. Velocidades especificas de consumo de glutamina en la linea celular S19.
Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeiios que quedan
sobrelapados con la viiieta utilizada.

V. 5. Generacion de lactato

El lactato es producto principalmente del metabolismo incompleto de la glucosa
bajo un inadecuado abastecimiento de oxigeno en el cultivo. En el trabajo realizado por

Rhiel y col., (1997) se reporta que en cultivos infectados en un bioreactor de 3 L la
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V. Resultados y discusion

generacion de lactato es hasta concentraciones de 43 y 28 mM en células High five y Sf9,
respectivamente. Los autores evaluaron unicamente la velocidad especifica de generacion
de lactato para la linea celular High five, siendo de 0.072 umol/1x10° células*h. Bajo
estas condiciones los autores concluyeron que no hay limitaciones de oxigeno en el
sistema y tampoco encontraron inhibicién en la produccion de la proteina recombinante
al generarse concentraciones tan altas de lactato.

De la misma manera, cuantificamos la concentracion de lactato de los cultivos
infectados de las dos lineas celulares. Las concentraciones de lactato generadas en el
sistema son muy bajas en células High five (9 mM, concentracién mixima), mientras que
en células SIY los niveles de lactato estuvieron proximos a los niveles minimos de
deteccidn. En la discusion de los cultivos no infectados explicamos que la causa de la no
deteccidn de este compuesto se debe a la presencia de la enzima piruvato carboxilasa. Se
procedioé a calcular las velocidades especificas de generacion de lactato para la linea
celular High five (figura 23) como puede observarse, la velocidad de generacion de

lactato disminuye al aumentar el TDI y al aumentar la MDI.

= —~
e ¥ 042
@ @»
= 8
5 = —&— MDIOI
2 %8 0.0 T . '
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=T .
8 00594 ~
==
g2 T
= 5 00T
=B :
R
= % 0.00 . T - T . T * T .
> 0E+00 1E+06 2E+06 3E+06 4E+06 5E+06

Ticmpo de infeccion
(células/mL)

Figura 23. Velocidades especificas de generacién de lactato en la linea celular High
five.
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V. Resultados y discusion

Estad ampliamente reportado que en los cultivos infectados aumenta el consumo de
oxigeno y por lo tanto, se esperaria un incremento en la concentracion de lactato y de su
velocidad especifica de generacién en los sistemas donde no hay buena transferencia de
oxigeno. En el cultivo control la velocidad especifica de consumo de lactato es de 0.03
pumol/1x10° células*h, que al compararlo con los resultados obtenidos para las cinéticas
de células infectadas se obtienen valores similares, y en algunos casos ligeramente
mayores, pero dentro de los valores reportados por Rhiel y col., (1997). Esto indica que

en nuestro sistema no existié limitacién de oxigeno.

V. 6. Determinacién del rendimiento de la proteina recombinante con respecto a los
sustratos clave: glucosa y glutamina de las lineas celulares de insecto.

Después de analizar las tendencias de los sustratos claves en el metabolismo de
las lineas celulares utilizadas, nos llegamos a convencer que no era fécil diferenciar entre
la proteina recombinante y biomasa producida a partir de un tnico nutrimento por lo que
para obtener valores mas representativos se utilizé un promedio de los consumos de

glucosa y glutamina.

Determinacion del rendimiento de la proteina recombinante con respecto al sutrato
promedio en células High five y Sf9. Las tendencias de éstos parametros tienen un
comportamiento tipico para cada linea celular. En células High five se observé que
mientras no exista limitacion de nutrimentos en el cultivo (T,, figura 15), no existe
diferencia entre los rendimientos obtenidos a las diferentes MDI (figura 24a). Los
rendimientos a una MDI de 0.1 y 1 se mantienen constantes a un TDI de 1.5x10°
células/mL (T,), pero a una MDI de 10 existe un incremento en el rendimiento hasta de 2
veces, condicion a la cual se obtiene la mayor concentracién de proteina. En lo que
corresponde a las células Sf9, el rendimiento obtenido a una MDI de 0.1 a un TDI de
0.5x10¢ células/mL (T,) es 2 veces mayor que a las MDI de 1 y 10 al mismo TDI. Los

rendimientos disminuyen considerablemente al aumentar el TDI (figura 24b).
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Figura 24. Rendimiento de proteina recombinante con respecto al sustrato. Células

High five (a). Células Sf9 (b). Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeiios
que quedan sobrelapados con la vifieta utilizada.

Comparacion de los rendimientos de la proteina recombinante con respecto al sustrato
en células High five y §f9. Aln cuando las células High five consumen ambos
nutrimentos en mayor proporcion que células Sf9, las diferencias de los rendimientos
obtenidos entre las lineas celulares no son relevantes. A T,, no detectamos expresion de

la proteina recombinante en ninguna de las lineas celulares. Hay dos justificaciones
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V. Resultados y discusion

posibles. La primera podria ser que las concentraciones de los dos nutrimentos son
limitantes para la produccién de la proteina recombinante, siendo sdlo suficientes para
cubrir los requerimientos de mantenimiento celular, La otra justificacion que tal vez sea
la mas factible es que a TDI altos las condiciones fisiolégicas del cultivo no son

adecuadas para la produccion de la proteina recombinante.

V. 7. Determinacion del rendimiento de la generacién de biomasa con respecto al
sustrato en las lineas celulares de insecto.

Determinacion del rendimiento de la generacion de biomasa con respecto al sustrato
en células High five. Analizando los rendimientos de biomasa con respecto a los
nutrimentos glucosa y glutamina (figura 25a), pareciera ser que el flujo de sustrato es
utilizado indistintamente a bajos TDI (T1), aumentando ligeramente a un T2. Mientras
que cuando el cultivo es infectado a una MDI igual o mayor a 1 existe un incremento,
siempre y cuando se encuentre al final de la fase exponencial y no exista expresion de la
proteina recombinante el consumo de nutrimentos estara dirigido hacia el mantenimiento

del cultivo celular.

Determinacion del rendimiento de la generacion de biomasa con respecto al sustrato
en células Sf9. Los rendimientos evaluados parecieran indicar que no existe diferencia
de los mismos entre las MDI a los TDI de 0.5x10° (T,) y 1.5x10° células/mL (T,, figura
25b). Sin embargo si existe diferencia de estos valores al compararse entre los TDI T, y
T,. Resultados que parecieran indicar que la biomasa generada depende fuertemente del
nutrimento a un T, y que aun cuando ya no hay generacién de biomasa a un T, el

nutrimento es necesario para el mantenimiento del cultivo celular.

Comparacion del rendimiento de la generacion de biomasa con respecto al sustrato en
las lineas celulares de insecto. Los rendimientos evaluados para la linea celular High
five son menores que los obtenidos para la linea celular Sf9, ain cuando se observé que

células High five consumen ambos nutrimentos mas que Sf9. Estos rendimientos indican
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V. Resultados y discusiion

por un lado que células Sf9 son metabolicamente mas eficientes que las células High five

como fue discutido en la seccién V.1. Por otro lado, células a altos TDI en donde no

expresan proteina recombinante utilizan preferencialmente los esqueletos de carbono

consumidos para el mantenimiento de la poblacion celular.
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Fi.gurn 25. Rendimiento de 1a biomasa generada con respecto al sustrato. Células
High five (a). Células St9 (b). Todos los datos tienen barras de error pero algunos son tan pequeiios

que quedan sobrefapados con la vificta utilizada.
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VI. Conclusiones
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En términos de la expansion celular, células Sf9 son infectadas més eficientemente a
bajos TDI que células High five. Al aumentar el TD], la capacidad de expansién de la
poblacioén celular viable fue reducida como consecuencia no sélo de la infeccidn viral
a las diferentes MDI, si no también de las condiciones del medio después de varios

dias de cultivo.

La expresion de la proteina recombinante dependié de la linea celular utilizada.
Células High five bajo las condiciones experimentales utilizadas, produjeron proteina ..

recombinante 24 hpi antes que células S{9.

En células High five la produccion de la proteina recombinante es dependiente del
TDI utilizado, pero no de la MDI ya que los mejores rendimientos se obtuvieron a las

mayores MDI.

En células Sf9 la expresion de la proteina recombinante es independiente del TDI y
de la MDI utilizadas. La expresion de la proteina recombinante se abatid
completamente al TDI mads alto, indicando que hay una concentracién celular limite

para la expresion de la proteina recombinante.

El aprovechamiento de los nutrimentos clave fue diferente para cada linea celular.
Los rendimicntos de biomasa con respecto a los nutrimentos indicaron que a TDI
bajos, ambas lincas celulares utilizaron de la misma manera los nutrimentos

consumidos independientemente de la MDI utilizada,

Al aumentar el TDI, células S{9 se caracterizaron por una eficiencia me;tébélica,que
no se observé en células High five hasta los TDI mayores, en donde los nutrimentos

fueron claves para el mantenimiento del cultivo celular.

A estos tiempos de infeccion se observo que células Sf9 tienen una:dependéncia
directa de la MDI, mientras que células High five los requerimientos de di'chos'

nutrimentos son mayores a la MDI intermedia y alta.
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VI. Conclusiones

% En lo que respecta a la produccion de proteina recombinante, células High five utilizd

los nutrientes consumidos mas eficientemente que células Sf9 para la produccién de
proteina recombinante. AR D
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VII, Perspectivas

Se queda una puerta abierta del por qué la falta de deteccion de la proteina
recombinante a los TDI mas altos. Este problema ha sido detectado desde los inicios de la
utilizacién del sistema para la expresion de proteinas recombinantes, asignandolo
unicamente a las condiciones del medio de cultivo sin alcanzar una respuesta
satisfactoria. Nosotros sostenemos fuertemente, que el problema real de esto. es el estado
fisiologico del cultivo. Si bien es cierto que al sustituir el medio de cultivo por medio
fresco. se recupera la expresion de la proteina recombinante, los rendimientos obtenidos
ni siquiera son comparables con nuestros rendimientos a los TDI donde si detectamos
dicha proteina. Por lo que seria de mucha ayuda realizar pruebas mas especificas que
ayuden a analizar el estado fisioldgico del cultivo antes y después de la infeccion.

Quedan claras las diferencias metabolicas existentes entre las lineas celulares, sin
embargo una buena parte de la informacion existente se basa en la especulacién, y poco
es lo sustentado experimentahnente especiticamente en lineas celulares de insecto. El
estudiar dc lleno el metabolismo celular ayudaria a conocer y predecir muchos de los
eventos sucitados al trabajar con este sistema de expresion con la finalidad primordial de
optimizar la produccion de proteina recombinante.

Aun después de trabajar alrededor de 15 anios con este sistema de expresion no se
ha hecho todo. Hoy en dia, su uso esta dirigido hacia la terapia génica, como un vector de

expresion y todo indica que el sistema seguira siendo utilizado por muchos afios mas.
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Anexo [

Cuantificacién de metabolitos en el medio de cultivo

La glucosa y el glutamato son medidos en el YSI simultineamente. Las enzimas
glucosa oxidasa y L-lactato oxidasa son inmobilizadas entre dos membranas, acetato de
celulosa y policarbonato. Generalizando, el sustrato es oxidado y entra a la primera
membrana donde se encuentra la enzima, produciendo perdxido de hidrogeno. el cudl
pasa a través de la membrana de acetato de celulosa al electrodo de platino, donde el
peroxido de hidrogeno es oxidado. La corriente resultante es proporcional a la

concentracion del sustrato.
Reaccidén con la enzima inmobilizada:

D-glucosa + O, ~———— H,0, + D-glucono-8-lactona

L-Lactato + QO —— H,0, + Piruvato
Reaccion en el anodo de platino;

- H,0, —* 2H" + 0, +2¢
Nota: El flujo de electrones es proporcional a la concentracion del peréxido de hidrégeno

v a la concentracion del sustrato.

La glutamina y el glutamato son medidos simultineamente. Cuando la muestra
es inyectada en el equipo, se difunde hacia la membrana de la glutamina, que contiene
dos enzimas, la glutaminasa y la glutamato oxidasa. La glutamina es desaminada a
glutamato y amonio. En presencia de glutamato oxidasa, el glutamato es oxidado a
peroxido de hidrégeno, o-cetoglutarato y amonio. El perdxido de hidrogeno es detectado
amperométricamente en la superficie del electrodo de platino. El flujo de corriente del

electrodo es directamente proporcional a la concentracion de peroxido de hidrogeno y a
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Anexo I

la concentracién de glutamato. El glutamato en la muestra es oxidado en ambas
membranas (de glutamina y glutamato), produciéndo peréxido de hidrégeno, o-
cetoglutarato y amonio. El selector del equipo calcula la concentracion de glutamina
restandole, a la respuesta de la glutamina el valor de respuesta del glutamato. De esta

manera, ambos compuestos son medidos simultineamente.
Reaccion con la enzima inmobilizada:

L-glutamina + O; ———— L-glutamato +NH;

L-Glutamato + O, ————» H,0, + a-cetoglutarato + NH,
Reaccion en el anodo de platino:
H,0, o 2H" + O, +2¢

La especificidad del equipo depende de las membranas utilizadas. Cada
membrana contiene 3 peliculas. La primera pelicula (policarbonato poroso), limita la
difusion del sustrato al interior de la segunda capa donde se encuentra la enzima
inmobilizada, preveniendo que la reaccién sea limitada. La tercera pelicula (acetato de
celulosa) permite que sélo moléculas pequeiias (H,0,) lleguen al electrodo. eliminando

muchos compuestos electroquimicamente activos que pudieran interferir con la medicion.
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Anexo Il

Montaje de las técnicas para el anilisis de carbohidratos por electroforesis capilar.

Con el interés de analizar la posible glicosilacién de la proteina recombinante se
montaron las metodologias para el andlisis de los carbohidratos en electroforesis capilar.
Se trabajo con la fetuina bovina como glicoproteina de control interno. A continuacién se
describird la metodologia utilizada para la purificacion de la proteina recombinante, la
preparacion de los glicanos para su analisis en la electroforesis capilar y los resultados

obtenidos. i

Purificacion de la proteina recombinante modelo. Para realizar el anélisis de glicanos se

seleccionaron las muestras de proteina expresada a las 120 horas de postinfeccion, tiempo
en donde se produjo en la mayoria de las cinéticas la concentracion maxima de proteina
recombinante. Cada muestra fue corrida en geles de poliacrilamida al 10%. La banda
correspondiente a la proteina recombinante fue cortada en pedazos muy finos. que fueron
colocados en un sistema de electroelucion, utilizando un buffer 50 mM bicarbonato de
amonio y 1% SDS. Se utilizé una corriente de 10 mA por cada tubo, durante 5 hrs. Cada
muestra fue recuperada en tubos eppendorf y concentrada en un equipo savant modelo

SCI110A Speed Vac Plus. Una vez concentrada la muestra fue resuspendida en 200 pL.

de agua milli-Q y se cuantitico por densitometria.

Preparacion de la proteina control para el andlisis de glicanos en el equipo de
Electroforesis Capilar. Para montar las técnicas de andlisis en el equipo de electroforesis
capilar y corroborar los resultados obtenidos se procesé una proteina estdndar, la fetuina
bovina. Su patréon de N-glicosilaciéon fue analizado y reportado por Chen y Evangelista
(1998). Esta glicoproteina tiene un peso molecular de 40 kDa y 3 sitios de N-
glicosilacion, con residuos de galactosa, manosa, fucosa, N-Acetilglucosamina y N-

Acctilgalactosamina en su composicién (Kim er al., 2000).
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Anexo Il

Se procesaron muestras con cantidades de 200, 100 y 50 pg de fetuina bovina
obtenida de SIGMA y 50 ug de proteina procesada de la misma manera que fueron
procesadas las muestras de la proteina recombinante. Las muestras de proteina fueron
sometidas al tratamiento que se describe a contiuacién:

1. La muestra de proteina concentrada fue resuspendida en 45 R de buffer
desnaturalizante (Fosfato de sodio 50 mM, SDS 0.1%, B-mercaptoetanol 2%), y
calentada a 99°C por Smin.

2. Se le adicionaron SpL de 7.5% NP-40.

3. Las muestras fueron tratadas con 1U de PNGasa F e incubadas a 37°C por 15 h. La
PNGasa F utilizada, es una enzima obtenida a partir de Chryseobacterium
meningosepticum la cual hidroliza especificamente los enlaces N-glicosidicos existentes
entre un residuo de Asp y el primer residuo del carbohidrato que generalmente es N-
acetilglucosamina siempre y cuando no se encuentre fucosilado en la posicion 1-3.

4. Se adicionaron 3 volumenes de etanol frio, se mantuvieron las muestras por 10 min en
hielo y se centrifugaron por 10 min a la maxima velocidad de una centrifuga de mesa.

5. Se recuperard ¢l sobrenadante y se concentrd para procesar los carbohidratos.

6. Se procedi6 a realizar la derivatizacién de los carbohidratos: los carbohidratos son
sometidos a una reaccién de amidacién reductiva con cianoborohidruro de sodio en 1M
Tetrahidrofurano a 55°C por 2 h en donde los azicares son marcados con un fluoréforo
en su extremo reductor. El fluordforo utilizado es el 8-aminopireno-1.3,6-trisulfonato
(APTS). La estequiometria del marcaje corresponde a una molécula del fluoréforo por
cada molécula de carbohidrato. Este fluoréforo emite a una A, de 488 nm y absorbe a
una A, de 512 nm utilizando un laser de argon.

7. Se prepararon 5 UL de la muestra en un volumen final de 200 pl con agua milli-Q.

8. Esta preparacion fue sometida al analisis en el equipo de PPZACE MDQ electroforesis
capilar (Beckman) equipado con un detector laser de fluorescencia inducida. Esta técnica
electroforética basa su principio de separacion de analitos en base a su carga en un tubo
capilar muy estrecho. La separacion fue realizada utilizando un capilar N-CHO con una
segunda membrana de polivinil alcohol. El capilar tiene un didmetro interno de 50 pm,
40 cm de logitud del capilar a la ventana del detector y 50 cm de longitud total, utilizando

un buffer de acetatos pH 4.5, conteniendo oxido de polietileno. La muestras fueron




Anexo 11

introducidas al capilar por una presién de inyeccion de 0.5 psi por 10 s. La electroforesis
fue realizada a un voltaje de 20 kV por 20 min, el cual hace migrar los analitos a través
de! capilar, circulando a su vez a través de una ventana del detector donde la informacién

es colectada y almacenada por un sistema de adquisicion de datos.

Preparacion de las muestras problema para el andlisis de glicanos. Se procesaron 50 [ig

de las muestras de la proteina recombinante eluidas. Las muestras de proteina fueron

sometidas al tratamiento descrito anteriormente.

Resultados. La fetuina bovina tiene un peso molecular de 40.kDa, presenta 6 sitios de
glicosilacion de los cuales 3 son sitios de O-glicosilacion y 3 sitios de N-glicosilacién
(Verostek, er al., 2000). Después de ser sometida al tratamiento con la PNGasa F, se

observé claramente la diferencia de migracion entre las muestras procesadas (figura Al).

Figura A1l. Fetuina bovina sometida al tratamienfo sin/con PNGasaF :

Huang y Riggin (2000) analizaron esta glicoproteina (proveniente de Sigma) por
espectrometria de masas con electro-spray. Ellos sugieren que del 14-30% de los N-
residuos se encuentran como especies biantenarias y que del 5-14% son especies
triantenarias tetrasialidadas con pesos moleculares promedios encontrados entre 1-2.26
kDa/glicano (tabla A1l).

A partir de esta informacidn y al utilizar en los ensayos proteina de la misma
marca comercial, podemos asumir que la diferencia de migracion observada corresponde
a un peso molecular de 9 kDa aproximadamente considerando que la proteina tiene 3

sitios de N-glicosilacion
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Tabla Al. Resumen de las estructuras de los N-glicanos encontrados en la
Fetuina Bovina obtenida por HPLC/MS (Huang y Riggin. 2000).

Peso molecular Estructura del oligosacarido
(kDa) propuesto

1.096 (NeuAc)0(Hex)3(HexNACc)3

1.39 (NeuAc)l(Hex)3(HexNAc)3

1.60 (NeuAc)3(Hex)2(HexNAc)2

1.75 (NeuAc){(Hex)4(HexNAc)4

2.04 (NeuAc)2(Hex)d(HexNAc)4

2.26 (NeuAc)d(Hex)3(HexNAc)3

2.92 (NeuAc)3(Hex)d(HexNAc)4

Hex: Manosa, galactosa. N-Acetitgalactosa,

Establecimiento de controles.

Para corroborar los resultados generados en el equipo de electroforesis capilar se
utiliz6 como comparacion, el patron de glicosilacion de la fetuina bovina obtenido por
Chen y Evangelista (1998). Ellos determinaron que los glicanos encontrados en esta
proteina corresponden a 3, 4 y 5 unidades de glucosa (UG). Al realizar el andlisis en
nuestro equipo. se obtuvo el electroferograma mostrado en la figura A2a. En el que la
sefial de los carbohidratos registrada proviene de 200 ug de proteina desglicosilada. Este
patron es muy similar al reportado, y de acuerdo a la escalera de glucosa (figura A2d), los
picos corresponden de igual manera a 3,4 y 5 UG.

Se procedio a procesar concentraciones de proteina menores (100 y 50 pg). De los
clectroferogramas obtenidos (figuras A2b y A2c) observamos que la sefal disminuye al
procesar menor cantidad de proteina, sefial que puede confundirse con el ruido emitido
por el equipo. El problema principal con el que nos estabamos enfrentando, eran los 50
Ug de proteina recombinante recuperada después de la purificacién. Lo que implicaba que
la sefal detectada en el equipo de los carbohidratos provenientes de la proteina

recombiante seria muy pequeiia v facilmente traslapada con el ruido del equipo.
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Figura A2. Elcctroferogramas de los carbohidratos correspondientes a la fetuina
bovina. Procesamiento de a)200 pg. b) 100 pg, ¢) 50 ug y d) escalera de glucosa.
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Teniendo claro este problema, se propuso realizar un control mas en donde la
fetuina bovina fue procesada de la misma manera que la proteina recombinante (se
corrieron geles de acrilamida y se eluyé la proteina). Finalmente se procesaron 50 Lg de
proteina, y se sometié al analisis. En el electroferograma correspondiente (figura A3a), se
pierde por completo la sefial correspondiente a los glicanos que corresponden a las 4-5
UG y aparece un nuevo pico a los 13 min de retencion que corresponde a 6 UG.

Al parecer estabamos detectando una interferencia de los residuos de acrilamida
en las muestras de proteina eluida, por lo que se procedio a realizar un tercer control, en
donde la muestra procesada correpondia tnicamente a los residuos del buffer procedente
de la elucion de acrilamida polimerizada. En el electroferograma obtenido (figura A3b),
podemos observar 2 picos que corresponden a los mismos tiempos (11 y 13 min) del
control anterior. Los controles realizados para el analisis de glicanos en el equipo de
electroforesis capilar dejaron claro dos cosas: en las condiciones descritas en este trabajo,
los carbohidratos correspondientes a 50 ug de proteina son insuficientes para ser
analizados y el procedimiento seleccionado para la purificacion de la proteina
recombinante da una sefal que puede ser sustraida facilmente, pero elimina por completo

la sefial correspondiente al glicano a analizar.

Cuaracterizacion del patron de glicanos a los diferentes TDI y MDI,

Andlisis de las muestras sometidas a la desglicosilacion con la PNGasa F. Como se
menciond va en la metodologia, inicamente las muestras de proteina provenientes del
tiempo 120 hpi fueron sometidas al tratamiento con la PNGasa F. Posteriormente estas
muestras fueron analizadas en geles de acrilamida para observar la diferencia de
migracion existente entre la proteina sometida al tratamiento con y sin PNGasa F. En la
fizura A4, se muestran los geles correspondientes a las proteinas provenientes de las dos
lincas celulares a las diferentes condiciones de inteccion. La diferencia de migracion

xistente en las muestras es muy pequeiia, lo que pareciera indicar que la proteina no esta
glicosilada. Sin embargo se sabe que la PNGasa F no es especifica para cortar si el sitio
de corte estd fucosilado en posiciéon 1-3, lo cual podria ser una posibilidad al no detectar

diferencia de migracion entre las muestras procesadas.
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Figura A3. Electroferogramas de la proteina control procesada igual que las
condiciones de purificacion de la proteina recombinante. a) los carbohidratos
correspondientes a la fetuina bovina eluida. procesando 50 ug y b) buffer procedente de
la elucién con acrilamida polimerizada.
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