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RESUMEN

En la industria biotecnologica, el método principal para el cultivo de células
animales es el de suspension en tanques agitados o columnas de burbujeo. Para suplir
adecuadamente las necesidades nutricionales al cultivo es necesario mantener
condiciones homogéneas en el medio. En escala de produccidon esto constituye un reto,
debido a razones econdmicas y mecanicas, ademas de la inherente fragilidad de las
células animales al dafio mecanico provocado por estrés hidrodinamico. Los problemas
de mezclado ocasionados por estas restricciones pueden generar heterogeneidades
ambientales o gradientes, que pueden afectar negativamente el desarrollo del cultivo.

La evaluacion de estos problemas en gran escala es costosa y poco practica, por
lo que se presenta la necesidad de estudiarlas a nivel de laboratorio. En este trabajo se
presenta, dentro del contexto del escalamiento descendente, el disefio y evaluacion de
sistemas de doble compartimento para simular gradientes de oxigeno disuelto, con
tiempos de circulacién y relaciones de volumen bien mezclado a mal mezclado
similares a los esperados en escala industrial, usando condiciones de estrés
hidrodindmico inferiores a las reportadas como letales y subletales para este tipo de
cultivos.

Para esto, se disefiaron simuladores de doble compartimento STR/PFR (tanque
agitado/flujo tapén) y PFR/PFR (fluyjo tapdn/flujo tapon), en los que fue posible
obtener gradientes de oxigeno disuelto de 20 a 0 % en medio acuoso sin células. Estos
gradientes se simularon con tiempos de circulacion entre 227.3 y 625 s y relaciones de
volumen bien mezclado a mal mezclado de 3.0 a 10.3 en el sistema STR/PFR y de
0.69 a 1.24 en el PFR/PFR. Los parametros simulados en estos sistemas fueron
similares a los esperados en cultivos de células animales. Los esfuerzos de corte
calculados para el flujo en las tuberias de ambos sistemas estuvieron entre 0.58 y
1.96 N/m? los cuales representan niveles de estrés hidrodinamico inferiores a los
reportados como letales y subletales para células animales. Sin embargo, tanto las
células de insecto (Tn-4h y H5) como las de mamifero (CHO) probadas en ambos
sistemas de doble compartimento fueron incapaces de crecer con oxigeno disuelto
constante no limitante, posiblemente debido a la exposicion intermitente y prolongada

a los esfuerzos de corte mencionados. Debido a esto no fue posible evaluar el efecto de
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los gradientes sobre la produccién de fosfatasa alcalina humana recombinante en
células animales.

No obstante, en cultivos con la linea celular Tn-4h de insecto realizados en un
biorreactor de doble compartimento recirculado, en el que las células estuvieron
expuestas a esfuerzos de corte de 0.02 y 0.07 N/m?, se observé crecimiento celular y
produccién de proteina heterdloga al ser infectadas con un baculovirus recombinante
(derivado del baculovirus AcNPV, al que se ha insertado el gen de la fosfatasa alcalina
secretada bajo el control del promotor de la poliedrina). En este sistema se registraron
reducciones tanto en la velocidad especifica de crecimiento (7.7 %) como en la
concentracion celular maxima alcanzada (hasta de 43.5 %), con respecto al cultivo
control sin recirculacion. Asi mismo, se registraron reducciones de hasta 40.5 y 83.2 %
en las velocidades de consumo y produccion de glucosa y lactato en la etapa
preinfeccion, con rendimientos biomasa/glucosa y lactato/glucosa hasta 1.95 y 0.6
veces los registrados en el cultivo control. En la etapa postinfeccion, la velocidad de
consumo de glucosa fue hasta 55.5 % inferior al control, mientras que la velocidad de
produccién de lactato y el rendimiento lactato/glucosa tuvieron decrementos de 63 y
42 %, respectivamente, al aumentar el estrés hidrodinamico. Estos cambios al parecer
indican que el carbono de la glucosa se esta dirigiendo en mayor medida hacia las rutas
de biosintesis, en vez de utilizarlo para obtener energia. La produccion volumétrica de
proteina recombinante también disminuy6 (entre 43.2 y 67.8 %) al incrementarse el
estrés hidrodinamico causado por la recirculacién. Aun asi, las producciones
volumétricas de proteina recombinante obtenidas en este biorreactor, tanto con
recirculacion como sin ella, fueron hasta 7.4 y 13.1 veces superiores a las obtenidas en
frascos agitados “spinner” y en cultivos estaticos, respectivamente.

En el andlisis del perfil de glicosilacion de la fosfatasa alcalina humana
recombinante, producida en condiciones de recirculacidn, se encontré6 que al
incrementarse el esfuerzo de corte la proporcion de glicanos complejos aumentd de
19.6 % en el cultivo control sin recirculacion, hasta 34.3 y 40.4 % en los cultivos
sometidos a estrés hidrodindmico, de los cuales la mayor parte fueron estructuras con
acido sialico terminal completamente sialidadas. Esta proporciéon de glicanos
complejos es de 1.7 a 2 veces superior a la observada en cultivos estaticos.

Aparentemente esto se realizo a expensas de la reduccion en la cantidad de estructuras
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de tipo paucimanosa, ya que al haber menor produccion de proteina recombinante
hubo mayor oportunidad de no saturar la maquinaria de edicion de los glicanos en el

aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico.



1. INTRODUCCION

Los sistemas para la produccion de proteinas recombinantes (PR) para uso
terapéutico han sido tradicionalmente basados en el cultivo de procariotes y eucariotes
inferiores (bacterias y levaduras). Sin embargo, estos microorganismos generalmente
no realizan las modificaciones postraduccionales necesarias para la adecuada funcién
de estas proteinas, o las modifican de forma diferente a como lo hacen las células
humanas. Debido a esto, en las ultimas dos décadas se han utilizado sistemas de
produccién basados en el cultivo de células de eucariotes superiores, particularmente
células animales (CA), debido a que son capaces de realizar modificaciones

postraduccionales similares a las de proteinas de origen humano.

En la industria biotecnolédgica el método de cultivo de CA es principalmente el
de células en suspension, en tanques agitados o en columnas de burbujeo, ya sea como
células individuales, aglomerados celulares o células adheridas a microacarreadores.
En estos sistemas a gran escala se han reportado cultivos por lote, continuos y de
perfusién de hasta 15 000, 2 000 y 400 L, respectivamente (Griffiths, 1991; Griffiths,
1992; Werner et al., 1992).

Para garantizar un adecuado suministro de nutrientes a todas las células del
cultivo es necesario mantener condiciones homogéneas en el medio. Esto se logra con
relativa facilidad en biorreactores de laboratorio, que usualmente tienen un mezclado
eficiente y altas velocidades de transferencia de masa, debido a la alta potencia
transmitida al medio de cultivo. Sin embargo, en escala de produccién la potencia
transmitida al medio esta restringida por razones econdémicas y mecanicas. Ademas,
debido a la fragilidad de las CA al dafio mecénico, los cultivos deben realizarse en
condiciones de bajo estrés hidrodinamico. Estas condiciones ocasionan problemas de
mezclado, de transferencia de masa y de calor, que pueden provocar la formacion de
heterogeneidades ambientales o gradientes. Usualmente todo esto resulta en la
reduccién del rendimiento de biomasa y PR, aunque también es posible que provoque

un incremento en la formacion de ciertos metabolitos (Sweere et al., 1987).

Para el estudio de estos problemas la experimentacion en biorreactores de escala

industrial es costosa y poco practica. Sin embargo, a nivel de laboratorio ha sido
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posible simular las condiciones que prevalecen -o que se podrian presentar- en cultivos
de gran escala, utilizando una metodologia denominada escalamiento descendente. Para
esta estrategia se han disefiado biorreactores de pequena escala en los que se pueden
crear heterogeneidades ambientales, con el fin de evaluar sus efectos sobre los cultivos
(Palomares y Ramirez, 2000a). Estos simuladores de laboratorio han funcionado bien
para cultivos de bacterias como Escherichia coli (Sandoval, 2003), pero al adaptarlos a
cultivos de CA se presentan dificultades debido a la fragilidad celular, que hace
necesario operar los biorreactores en condiciones de bajo estrés hidrodindmico (baja

agitacion y burbujeo).

Algunas configuraciones de biorreactores para simulacién experimental se han
disenado y aplicado ya en cultivos de hibridomas (Serrato, 2002). Sin embargo, en
estos sistemas hasta el momento no ha sido posible generar gradientes semejantes a los
que se esperan en escala industrial. Resulta entonces necesario disefiar y evaluar otros
sistemas en los que se puedan simular adecuadamente estas heterogeneidades
ambientales, para estudiar su efecto en cultivos de CA. Por todo lo anterior, se presenta
en este trabajo la evaluacion de sistemas de doble compartimento para cultivos de CA,
disenados para simular gradientes de oxigeno disuelto similares a los esperados en
biorreactores de escala industrial, en condiciones de estrés hidrodinamico inferiores a

las reportadas como letales para cultivos de hibridomas y células de insecto (CI).



2. ANTECEDENTES

2.1. Produccion de proteinas recombinantes

La produccidon de proteinas recombinantes de interés terapéutico es una de las
aplicaciones de la biotecnologia moderna que ha cobrado una gran importancia en los
ultimos afios. Los sistemas para la produccion heterdloga de proteinas han sido
tradicionalmente basados en el cultivo de microorganismos procariotes y eucariotes
inferiores. Para la produccién de proteinas recombinantes (PR), estos microorganismos
tienen la desventaja de que, la mayoria de las veces, las PR son producidas de manera
insoluble e inactivas en el citoplasma bacteriano. Ademas, las células de bacterias y
levaduras no realizan las modificaciones postraduccionales tipicas de células humanas
(proteolisis, glicosilacion, fosforilacion, acilacion, amidacion, carboximetilacion,
1sopentilacion, etc.), las que son necesarias para la adecuada funcion de las PR como

medicamentos para humanos (Luckow y Summers, 1988).

La utilizacion de sistemas basados en cultivos de células animales ha permitido
contender con estos problemas, ya que éstas pueden realizar las modificaciones
postraduccionales necesarias para que las PR sean utilizadas como medicamentos para
humanos (Palomares y Ramirez, 2002). El uso de células de mamifero da como
resultado la obtencion de proteinas similares a las humanas tanto en plegamiento
como en modificaciones postraduccionales. Entre las lineas celulares mas utilizadas
destacan las células de ovario de hamster chino (CHO, “Chinese Hamster Ovary cells”)
(Page y Sydenham, 1991; Lindberg et al., 1991; Cosgrove et al., 1995), las células de
rifién de hamster bebé (BHK, “Baby Hamster Kidney cells”) (Wirth et al., 1988) y los
hibridomas, entre otras. Estas células se han utilizado en la produccion de proteinas
terapéuticas, como factores de crecimiento y anticuerpos monoclonales, asi como en

terapia génica (Riad y Padh, 2001).

Otra estrategia que ha ganado importancia es la utilizacion de lineas celulares
de insecto, principalmente de lepiddpteros como Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni.
En estos sistemas de produccion las células son infectadas con un baculovirus
recombinante, que contiene el gen que codifica para la PR de interés. Ademas de la

inocuidad para el ser humano, este sistema cuenta entre sus ventajas un rendimiento de
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PR de 20 a 250 veces superior al observado en cultivos de células de mamifero
(Betenbaugh et al., 1999). El sistema de células de insecto-baculovirus (CI-BV) ha sido
utilizado para la produccién de oncoproteinas (Meij et al., 2000), proteinas de la
matriz extracelular (Misenheimer et al., 2000), proteinas involucradas en la
transduccion de senales (Rankl et al., 1994), chaperonas (Cala, 2000), proteinas del
sistema nervioso central (Nguyen et al., 1993), particulas virales para estudios
inmunologicos y terapéuticos (Smith et al., 1983b; Horiuchi et al., 1987; Chazenbalk y
Rapoport, 1995), B-galactosidasa (van Lier et al., 1994), factor de crecimiento del
nervio humano (thNGF, Lindsay y Betenbaugh, 1992), interferon (Horiuchi et al.,
1987; Smith et al., 1983a) y vacunas contra la fiebre aftosa (Roy et al., 1992), entre
otras aplicaciones. Recientemente se ha aprobado el primer medicamento para uso
humano producido por CI: la vacuna contra el virus de papiloma humano, Cervarix

(GlaxoSmithKline Bechman), la que ya cuenta con licencia en México.

2.2. Glicosilacion de proteinas.

El procesamiento postraduccional es fundamental para la funcién de las
proteinas. La glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales mas
complejas, que consiste en la adicion de oligosacaridos a la cadena polipeptidica, en
residuos de aminodcidos especificos. Esto afecta la actividad biologica de las proteinas
de interés terapéutico, modificando sus caracteristicas de solubilidad, antigenicidad,
permanencia en el torrente sanguineo, inmunogenicidad y resistencia tanto a la
Inactivacion térmica como al ataque por proteasas (Gooche y Monica, 1990; Gooche
et al., 1991).

La gran mayoria de las proteinas extracelulares y asociadas a membranas son
glicoproteinas. LLos oligosacaridos, que estan unidos a las mismas mediante enlaces
covalentes, estan formados principalmente por N-acetil glucosamina (N), fucosa (F),
manosa (M), galactosa (G) y acido sialico (S). Estos oligosacaridos pueden estar
enlazados a la proteina mediante uniones denominadas O- y N-glicosilacién. La
O-glicosilacién es la union entre un oligosacarido y un grupo -OH de residuos de
serina (Ser), treonina (Thr) o hidroxilisina; mientras que la N-glicosilacion es la unién
de un oligosacarido al grupo amida de un residuo de asparagina (Asn), en una

secuencia especifica como Asn-X-(Ser/Thr), donde X es cualquier aminoacido,
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excepto prolina (Pro) o acido aspartico (Asp). Un mismo sitio de N-glicosilacién en
diferentes moléculas de proteina puede contener glicanos con diferentes estructuras, lo
que es conocido como microheterogeneidad. Por otra parte, la ocupacién de los
diferentes sitios de N-glicosilacién en una proteina se conoce como macroheterogenei-

dad. También es posible que no todos los sitios consenso estén glicosilados.

2.2.1. N-glicosilacion.

Los N-glicanos estdn compuestos por un pentasacarido comun, denominado
nucleo quitobiosa, compuesto por dos unidades de N y tres unidades de M, formando
una estructura con dos ramificaciones (antenas) (Figura 2.1). Dependiendo de los
azucares que se agreguen a estas dos antenas, los N-glicanos pueden clasificarse como:
oligosacaridos complejos, que tienen S, G o N como residuos terminales (Figura 2.1a);
oligosacdridos con alto contenido de manosa, con manosas adicionales unidas al nucleo
quitobiosa (Figura 2.1c); oligosacaridos hibridos, una mezcla de antenas con S, N o G
terminal y antenas con manosas (Figura 2.1b); y paucimanosas, que son oligosacaridos
truncados (Figura 2.1d) (Gooche et al., 1991; Gooche y Monica, 1990; Palomares et
al., 2006).

La N-glicosilacién se lleva a cabo antes de que la proteina sea secretada o
transportada a la membrana celular, involucrando la adicidon y remocion secuencial de

carbohidratos por la accion de glicosil transferasas y glicosidasas, primero en el reticulo

(@) (o) ) (d)
. N-acetilglucosamina . Galactosa ‘ Fucosa
@ Vianosa A Acido Sidlico

Figura 2.1. Ejemplos de N-glicanos: (a) complejo, (b) hibrido, (c) alto en manosa y
(d) paucimanosa. Se muestra el niicleo quitobiosa encerrado en la linea punteada.
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endoplasmico y luego en el aparato de Golgi (Figura 2.2). En primer lugar, el
oligosacarido GlcsMoN, (Glc = Glucosa) es transferido del acarreador lipidico dolicil
difosfato (Dol-P-P) a una asparagina (Asn) de la proteina naciente, en el reticulo
endopldsmico, por la accidén de la oligosacaril transferasa que se encuentra asociada a
los ribosomas (Figura 2.2, paso 1). Una serie de reacciones catalizadas por
exoglicosidasas ocurren en el reticulo endoplasmico, resultando en la estructura alta en
manosa MsN, (Figura 2.2, pasos 2, 3 y 4). Esta estructura es transportada al aparato de
Golgi, donde las manosidasas y N-acetilglucosaminil transferasas la transformaran en
glicanos hibridos y complejos (Figura 2.2, pasos 5, 6, 7, y 8). La al,6-fucosilacion
(Figura 2.2, paso 9) es una caracteristica estructural comun entre los N-glicanos de
células de mamifero. Por ultimo, el procesamiento adicional por parte de la galactosil
transferasa y sialil transferasa dara como resultado los N-glicanos galactosilados y
sialidados caracteristicos de células de mamifero (Figura 2.2, pasos 10 y 11) (Gooche et
al., 1991; Jenkins y Shah, 1999; Palomares y Ramirez, 2002).

2.2.2. N-glicosilacion en células de insecto

Existen trabajos en los que se ha reportado que las CI no tienen capacidad para
realizar glicosilaciéon de tipo complejo, pues sOlo se encontraron proteinas con
N-glicanos altos en manosa y paucimanosas. Estos analisis de glicosilacion han sido
determinados mediante técnicas cualitativas poco sensibles, como el marcado con
lectinas y la electroforesis de carbohidratos asistida por fluoréforos (Gooche et al.,
1991; Davis et al., 1993; Jarvis y Finn, 1995; Zhang et al., 2002). Por el contrario, en
otros estudios donde el perfil de glicosilacion se ha evaluado con técnicas cuantitativas
mas sensibles, como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, “High
Performance Liquid Chromatography”) y espectrometria de masas, se ha encontrado que
estas células si pueden producir glicanos complejos e incluso sialidados (Davidson y
Castellino, 1991; Davis y Wood, 1995; Joshi et al., 2000; Joshi et al., 2001; Palomares
et al., 2003). Esto se ha observado en lineas celulares obtenidas de Pseudaletia unipuncta
(A7S), Danaus plexippus (DpN1), Trichoplusia ni (Tn5B1-4 y Tn-4h), Spodoptera
Sfrugiperda (Sf21) y Mamestra brassicae (MBOS503), que pueden producir proteinas
recombinantes con 5 a 63 % de N-glicanos complejos y de 13 a 33 % de N-glicanos

complejos con acido sidlico terminal (Tabla 2.1). Sin embargo, la proporcion de
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Figura 2.2. Procesamiento de N-glicanos en células animales. Las enzimas
son: (1) oligosacaril transferasa, (2) a-glucosidasa I, (3) a-glucosidasa II,
(4) a1,2-manosidasa del reticulo endoplasmico, (5) a-manosidasal del
Golgi, (6) N-acetilglucosaminil transferasa I, (7) a-manosidasa Il del
Golgi, (8) N-acetilglucosaminil transferasa II, (9) al,6-fucosil transferasa,
(10) p1,4-galactosil transferasa, (11) 02,3-sialil transferasa. Dol-P-P es
dolicil difosfato. Los cosustratos de las reacciones 6, 8, 9, 10 y 11 son
formas activadas de los monosacaridos, donde: UDP es uridina difosfato,
GDP es guanosina difosfato y CMP es citidina monofosfato (adaptado de
Gooche et al., 1991).
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Tabla 2.1. Algunos perfiles de glicosilacion observados en CI (tomado de Palomares
y Ramirez, 2002).

Linea Alta Manosa Paucimanosas® Hibridas Complejas Sialidadas
Celular (%) (%) (%) (%) (%)
Sf9? ND 81 19 ND ND
Sf9¢ 16 84 ND ND ND
Tn-4h°* 13 86 1 ND ND
Tn5B1-4¢ 31 55 14 ND ND
Tn5B1-4¢ 20 71 4 5 ND
ATS¢ 33 55 4 8 ND
DpN1°© 24 44 6 26 13
Tn5B1-4° ND 35 30 35 ND
Sf21¢ 50 10 ND 30 30
Ea4? ND 22 36 42 ND
Tn-4heh 36 44 20
Tn-4h°* 6 43 3 48 ND
MBO503¢ 35 2 ND 63 33
(ND) No detectada.

(*) Glicoformas observadas en Asn25 de interferén y (Ogonah et al., 1996).

(b) Glicoformas observadas en IgG (Hsu et al., 1997).

(°) Glicoformas observadas en SeAP (Palomares et al., 2003; Joshi et al., 2000; Joshi et al., 2001).
(d) Glicoformas observadas en transferrina humana (Ailor et al., 2000).

(°) Glicoformas observadas en plasminégeno humano (Davidson et al., 1990; Davidson y Castellino,
1991).

(f) La linea Tn-4h es derivada de la linea Tn5B1-4.

(®) Estructuras con tres 0 menos manosas.

(h) Cultivada en microgravedad simulada (reactor HARV) (Joshi et al., 2001).
(i) Estructuras (altas en manosa + paucimanosa).

() Estructuras (hibridas + complejas).

N-glicanos altos en manosa y paucimanosas puede constituir de 22 a 100 % de las

glicoformas encontradas (Tabla 2.1) (Palomares y Ramirez, 2002).

Las glicoformas altas en manosa son el resultado de un procesamiento
incompleto en el aparato de Golgi, probablemente causado por sobresaturacion de la
maquinaria de glicosilacion. Por otra parte, las estructuras paucimanosa son el
resultado de una N-acetil glucosaminidasa ya identificada en CI, que corta los residuos
de N del glicano (Altmann et al., 1995; Wagner et al., 1996; Palomares et al., 2003).

Las glicoformas paucimanosa no son sustrato de las galactosil transferasas, por lo que

11
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interrumpen el procesamiento posterior del glicano, evitando la adicion de G. Otra
desventaja de las CI es que se ha detectado que hasta el 18 % de las glicoformas
pueden estar al,3 fucosiladas en el nucleo quitobiosa. Esta modificacién es
inmunogénica para mamiferos, que realizan al,6 fucosilacion (Hsu et al., 1997,

Altmann et al., 1999).

Existe evidencia de que el ambiente extracelular, ademds de afectar el
crecimiento celular y el rendimiento de proteina recombinante, también puede afectar
la glicosilacion, tanto en células de mamifero como de insecto. Algunos de estos
factores son: concentracioén celular, viabilidad, tiempo de cosecha (Agathos, 1996),
concentracion de glucosa y amonio en el medio de cultivo (Thorens y Vassalli, 1986;
Gooche et al., 1991; Gawlitzek et al., 1998; Yang y Butler, 2000), multiplicidad y
tiempo de infeccion (Licari y Bailey, 1991), concentracion de CO, (Hu y Aunins, 1997
Zhangi et al., 1999), presencia o ausencia de suero fetal bovino en el medio de cultivo
(Joshi et al., 2000; Serrato et al., 2007), oxigeno disuelto en el medio de cultivo
(Agathos, 1996; Donaldson et al., 1999; Kunkel et al., 1998; Taticek et al., 2001; Zhang
et al., 2002; Serrato et al., 2004) y estrés hidrodinamico por esfuerzos de corte (Gooch
et al., 2001; Senger y Karim, 2003; Godoy-Silva et al., 2009).

2.3. Escalamiento

Algunos de los cultivos de células animales de mayor escala reportados se
encuentran entre los 500 y los 10 000 L (Palomares y Ramirez, 2000b). Para asegurar
un adecuado suministro de nutrientes a todas las células, incluyendo el oxigeno,
ademas de eliminar zonas donde se acumulen compuestos toxicos para las mismas,
como didéxido de carbono, lactato u otros acidos organicos, el ambiente de cultivo debe
ser homogéneo. Esto se logra con un mezclado eficiente, que influye directamente en
la transferencia de masa y de calor, los cuales dependen de las caracteristicas

geométricas y las variables de operacion del biorreactor.

Lograr un adecuado mezclado en biorreactores de laboratorio es relativamente
sencillo. Sin embargo, en escala de produccidén esto constituye un reto debido a
dificultades econdmicas y mecanicas, ademas de la inherente sensibilidad celular al

dafio mecanico. Segun O’Reilly et al., 1994, estos cultivos deben realizarse con baja
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agitacion y burbujeo, es decir, menos de 170 rpm y 0.07 vvm. En cultivos de células
CHO, hibridomas, mielomas y CI se ha reportado que el mezclado deficiente en
biorreactores tipo tanque agitado ocasiona problemas significativos a altas
concentraciones celulares, como acumulacion de dioxido de carbono, gradientes de
pH, lisis celular en zonas de adicion de base y segregacion celular (Palomares y
Ramirez, 2000b).

2.3.1. Escalamiento descendente

Ya que la experimentacidon en biorreactores de gran escala es costosa y poco
practica, para estudiar estos problemas se utiliza el escalamiento descendente, que consiste
en reproducir en escala de laboratorio las condiciones que prevalecen (o que pueden
presentarse) en cultivos de escala industrial. Esta metodologia consiste en cuatro

etapas: andlisis de régimen, simulacion, optimizacion 'y aplicacion.

2.3.1.1. Analisis de régimen

El analisis de régimen se basa en la identificacion de los mecanismos limitantes
de un bioproceso a gran escala. Esto se logra mediante la obtencion y analisis de los
tiempos caracteristicos (también llamados constantes de tiempo), como el tiempo de
mezclado’ (t), €l tiempo de circulacion® [tc, ecuacidon (2-1)], el tiempo de transferencia de
masa’ [tm, ecuacion (2-2)] y el tiempo de reaccion’ [t.., ecuacion (2-3)], entre otros.
Mientras mas pequefio es un tiempo caracteristico, mas rapido es un proceso. Para
cultivos de CA, se estima que el ty puede estar entre 200 a 1 000 s (tc entre 50 y 250 s)
en biorreactores air-lift, y de 40 a 200s (tc entre 10 y 50s) en tanques agitados,
alcanzando hasta 3 120 s en reactores STR con sistemas de perfusiéon (Jem et al.,
1994). En comparacion, los tiempos para el control de la transcripcion, la induccion

enzimatica y el tiempo de generacion pueden ser mayores a los 10 s. Cuando los

Y El tiempo de mezclado (tm) se define como el tiempo requerido por un sistema para alcanzar un grado
especifico de uniformidad (Palomares y Ramirez, 2000b).

2 El tiempo de circulacion (tc) se define como el tiempo necesario para que un elemento de fluido retorne a
una posicion de referencia, después de haber circulado por el biorreactor (Palomares y Ramirez, 2000a).
3 El tiempo de transferencia de masa (tm,), en este caso de oxigeno, es el tiempo en el que el sistema es capaz
de alcanzar el 63.2 % de la concentracion de saturacion de oxigeno en el medio, a partir de 0 % de OD.

4 El tiempo de reaccion (tx) se define como el tiempo en que el cultivo agotaria determinada concentracion

de un sustrato particular en el medio de cultivo.
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tiempos caracteristicos de los mecanismos intracelulares son del mismo orden de
magnitud que los de los cambios en el ambiente extracelular, puede haber interaccion
entre los dos procesos y afectar el comportamiento del cultivo. Aunado a lo anterior,
un proceso lento (con un tiempo caracteristico grande) puede ser un factor
potencialmente limitante. Por ejemplo, si el ty > tx, pueden presentarse problemas de
mezclado (gradientes) y si el twm > tx, puede presentarse limitacion por oxigeno

(Palomares y Ramirez, 2000a).

(2-1)

bim = 2-2)

donde:

kia = coeficiente volumétrico de transferencia de masa para oxigeno (s*)

_ C
b * (2-3)

donde:
C = concentracion de oxigeno disuelto (mg/mL),

do

, = velocidad especifica de consumo de oxigeno (mg/ c€lula s),

Xv = concentracién celular viable (células/mL).

Desde el punto de vista técnico, la transferencia de oxigeno es uno de los
mayores retos en el escalamiento de biorreactores para el cultivo de células eucariotes
superiores (Palomares y Ramirez, 2000b). Debido a su baja solubilidad en medios
acuosos (<10 mg/L), el oxigeno es uno de los nutrientes que debe ser suministrado

continuamente a un cultivo. En cultivos de células de mamifero, la velocidad especifica

de consumo de oxigeno (9o, ) esta reportada entre 4 x 10" y 15 x 10" mmol/ célula h,

alcanzando concentraciones celulares tipicas de hasta 1x 107 células/mL en
microacarreadores (Hu y Wang, 1986). Esto equivale a velocidades de consumo de
oxigeno (VCO) de hasta 1.50 mmol/L h, que en cultivos con OD igual a 100, 25 y

4 %, corresponden a t,,, de 10.2, 2.6 y 0.4 min, respectivamente [ver ecuacion (2-3)].

> E1 OD se da en porcentaje respecto a la saturacion con aire. A 27 °C, 100 % OD = 0.2559 mmol /L.
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En comparacion con células de mamiferos, en CI la 9o, es en general mas alta,

ademads de incrementarse en ocasiones hasta un 100 % después de la infeccidon con un
baculovirus recombinante (Scott et al., 1992; Kamen et al., 1996). Se ha observado que

en células no infectadas de la linea celular Sf9 (derivada de Spodoptera frugiperda) se

presentan do, entre 7x 10" y 36 x 10" mmol/célula h (Palomares y Ramirez, 1996).

Asi mismo, en cultivos no infectados de la linea BTI-Tn-5B1-4 (derivada de

Trichoplusia ni), se han reportado valores de dp, entre 18x10" 'y

59.4 x 10" mmol/célula h, con incrementos hasta de 33 % después de la infeccion

(Rhiel et al., 1997). Considerando este incremento en la demanda de oxigeno, un

cultivo de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas tendria una 9o, entre 24x 10" y

79 x 10" mmol/célulah. Con una densidad celular tipica de 8 x 10°células/mL
(Palomares y Ramirez, 2000b) este cultivo alcanzaria valores de VCO entre 1.92 y
6.32 mmol/L h, en el que los t.x, [ecuacidn (2-3)] para 100 % de OD estarian entre 2.4
y 8 min, entre 0.6 y 2 min para 25 % de OD, y entre 0.1 y 0.3 min para 4 % de OD.

En cultivos bacterianos se ha reportado la existencia de gradientes de oxigeno
disuelto (OD), en donde el mezclado deficiente genera regiones con OD limitante (de
0 a 3%), en la cercania de las paredes del biorreactor, mientras que en la region
cercana a los impulsores el OD es mas alto (de 20 a 25 %) (Oosterhuis y Kossen, 1984).
Se estima que estos gradientes pueden presentarse también en cultivos de CA a gran
escala (Tramper, 1995; Tramper et al., 1996a), en donde los coeficientes volumétricos
de transferencia de oxigeno (kira) son del orden de 5.47 h' (por ejemplo, tanque agitado
de 8 000 L, con burbujeo de aire) (Nienow et al., 1996), por lo que la velocidad de
transferencia de oxigeno (VTO) es < 1.40 mmol/L h. De acuerdo a la ecuacion (2-2), a
este kra le corresponde un t., = 11 min, que para este tipo de cultivos describe a la
transferencia de oxigeno como un proceso mas lento que el consumo del mismo por las

CA, de acuerdo con los t,x, mencionados anteriormente.

Por todo lo anterior, se pueden esperar problemas de disponibilidad de oxigeno
para los cultivos de CA a escalas industriales, ademds de la formacién de gradientes de

OD, que pueden tener influencia tanto en el crecimiento celular como en el
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rendimiento y modificacion postraduccional de la PR.

2.3.1.2. Simulacion

En esta etapa, los mecanismos limitantes identificados mediante el analisis de
régimen de la escala de produccion son simulados en escala de laboratorio. Para tener
condiciones representativas de la escala industrial, los simuladores de laboratorio no
necesariamente deben mantener similitudes geométricas con los biorreactores de
produccién. Sin embargo, es importante que se logren mantener constantes los tiempos
caracteristicos entre ambas escalas, ademas de simular adecuadamente la circulacién
de las células entre las zonas bien mezclada y mal mezclada del biorreactor, asi como
el tiempo de residencia (tr) en cada zona (Palomares y Ramirez, 2000a). Para estos
fines se han disenado los llamados sistermas de uno y de dos compartimentos que se

describen a continuacion.

Mediante el uso de sistemas de un compartimento® se pueden simular gradientes de
OD, modificando periédicamente la composicion de los gases de entrada al biorreactor
mediante algoritmos de control computarizado, que permitan generar oscilaciones en
la concentracion de OD. Estas pueden tener un perfil sinusoidal (Figura 2.3), con las
crestas y valles representando el transito de las células de la zona bien mezclada a la
mal mezclada, mientras que el periodo y la amplitud de la oscilacion se relacionan con
el tc y la magnitud del gradiente, respectivamente. Uno de los aspectos cuestionables de
este tipo de sistemas es que todas las células del cultivo son expuestas simultaneamente
a la misma condicién, lo que puede provocar fendmenos de sincronizacidon que son

poco probables en escalas de produccion (Palomares y Ramirez, 2000a).

Periodo

- Cresta,
zona bien mezclada
Amplitud

Eje de oscilacion

OD (%)

ﬁ Valle,
zona mal mezclada

Tiempo de cultivo

Figura 2.3. Oscilacion sinusoidal en un sistema de
un compartimento para simular gradientes de OD.

¢ Consisten usualmente de un tanque agitado, con volumen de trabajo menora 1 L.
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En cultivos de CA, cuyo kra es pequeno debido a las condiciones de baja
agitacion y aireacion superficial, estos sistemas tienen la desventaja de tener altos
tiempos de respuesta. Por esta razoén no es posible simular tc pequeios, mientras que
funcionan bien para cultivos bacterianos, dado que las condiciones de operacion (alta
agitacion y burbujeo de gas) permiten trabajar con sistemas mas dindmicos, con altos
valores de kra. Hasta el momento el menor tc que se ha logrado simular en cultivos de
CA es de 800 s, en un sistema de un compartimento para simular gradientes de OD en
cultivos de hibridomas (Serrato, 2002). En contraste, para estos cultivos en escala de
produccidn se esperan tc entre los 10 y 250 s (Palomares y Ramirez, 2000a; Palomares
y Ramirez, 2000D).

Los sistemas de doble compartimento usualmente consisten en dos tanques agitados
interconectados (Figura 2.4), cada uno mantenido a una condicién ambiental diferente,
entre los que el cultivo se recircula mediante bombas peristalticas para simular el tc’.
En estos sistemas se pueden simular tc menores a los alcanzados en los de un
compartimento, con el inconveniente de que los esfuerzos de corte generados en los
cabezales de las bombas pueden tener efecto perjudicial sobre cultivos sensibles a estrés
hidrodinamico. Con frecuencia los compartimentos son de diferente volumen de
operacion, para mantener la relacion de volumen bien mezclado a volumen mal
mezclado observada en grandes escalas de produccién (Palomares y Ramirez, 2000a).
Las condiciones limitantes y no limitantes de OD se simulan mediante el ambiente
controlado de cada compartimento, que en el estado estable se comportard de acuerdo
con el balance de masa para oxigeno, descrito por las ecuaciones (2-4) y (2-5). Otra
caracteristica de estos sistemas dobles es la distribucidon de tg en cada compartimento,
que simula la distribucién de tc en biorreactores de produccion. Sin embargo, es
argumentable que las células pueden experimentar cambios escalonados entre los
ambientes controlados de cada compartimento, contrario a lo que sucede en
situaciones de produccion, donde las células se mueven gradualmente entre dos

condiciones (Palomares y Ramirez, 2000a).

" En sistemas de doble compartimento, el tc = V1 /Q , donde Vr es el volumen total de cultivo (mL) y Q

es el flujo de recirculacion (mL/s).
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[ Ny+ Oy ( Ny
Ve
F CL(B)
C
Ve 8 L(B)
c CL( A) ‘ F
\ L&) - - -/
Compartimento A Compartimento B
Oxigeno disuelto no limitante Oxigeno disuelto limitante

Figura 2.4. Diagrama de un sistema de doble compartimento STR/STR.

Balance de oxigeno para el compartimento A (STR con OD no limitante):

dCL(A) F X F
dt = V(A) CL(B) + kLa(A)(CL(A)_CL(A)) - mCL(A) - quX (2-4)

Balance de oxigeno para el compartimento B (STR con OD limitante):

G _ F o _ F
dt Vi, &y

(B)

CL(B) — kg a(B)(CL(B)_C;(B)) - qOZX (2-5)

(B)
donde:
Cr), Crm= concentracion de OD en los compartimentos A y B (mmol O,/L),
t = tiempo (h),
F = flujo de recirculaciéon (L/h),
V), V= volumen de cultivo en los compartimentos A y B (L),
kra), kram)= coeficientes volumétricos de transferencia de oxigeno en los
compartimentos A y B (h),

Ca)» Ci (s = concentracion de OD a la saturacion (mmol O,/L), de acuerdo con la
temperatura del medio y la proporcion de O, en el gas de entrada al
biorreactor®. En el compartimento A varia con la composicion del gas de
entrada, modificada por el control computarizado. En el compartimento
B es cero debido a la entrada de N, usada para la desorcion del Os.

8 De acuerdo con la Ley de Henry: A temperatura constante, la cantidad de gas disuelto en un liquido es
directamente proporcional a la presion parcial que ejerce ese gas sobre el liquido. Es decir:
C=(Cliguido Peas)/H, donde C es la concentracion del gas disuelto (mmol/L), Ciguido €s la concentracion
molar del liquido (para el agua: 55 555.55 mmol/L), pgs es la presion parcial del gas (atm) y H es la
constante de Henry (atm) (para O, en agua a 27 °C, H=45 603.31 atm). Con agua a 27°C y aire
(Poxigeno=0.21 atm), C=0.2558 mmol O,/L (Perry et al., 1992).
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Los sistemas de doble compartimento se han aplicado eficazmente en cultivos
bacterianos, en los que se han obtenido gradientes desde 10 a 0 % de OD, con tc
minimos de 50 s (Sandoval, 2003). Es posible también simular los tc estimados en
cultivos de CA a gran escala, utilizando volumenes de cultivo y flujos de recirculacion
menores a 500 mL y 4 mL/s. Sin embargo, simular gradientes de OD representativos
de los que se esperan en escala de produccion no es tan sencillo, debido a que en las
condiciones tipicas de cultivo los biorreactores tienen bajos valores de kia, incluso en

escala de laboratorio.

2.3.1.3. Optimizacion y Aplicacion

Una vez identificados los mecanismos limitantes y establecidos los métodos
para simularlos en escala de laboratorio, se procede a la optimizacion. Esto consiste en
estudiar un amplio espectro de condiciones sobre el metabolismo y fisiologia celular.
Esto incluira la evaluacion del efecto del periodo, la amplitud y el eje de las oscilaciones
de una variable de cultivo en particular, que representaran al t., la magnitud de los
gradientes y la condicion ambiental promedio de la escala de produccion, respectivamente

(Palomares y Ramirez, 2000a).

El paso final en la metodologia de escalamiento descendente es la aplicacion.
Consiste en trasladar los resultados obtenidos de la escala de laboratorio a la escala de
produccidn. Si el escalamiento descendente revela la ausencia de efectos adversos
causados por los gradientes, pueden existir situaciones donde una operacion
intermitente podria ser benéfica en escala de produccion. Por ejemplo, cuando un
cultivo celular es insensible a algin gradiente de OD particular, entonces se podria
ahorrar energia y reducir el estrés hidrodinamico mediante mezclado y/o burbujeo

intermitente (Palomares y Ramirez, 2000a).

2.4. Estrés hidrodinamico

El crecimiento de CA en suspensidn tiene, a diferencia de los cultivos estaticos,
algunas dificultades debidas a la fragilidad de las células al dafio mecénico, el cual a su
vez se relaciona directamente con las condiciones hidrodindmicas presentes en el
cultivo. Este factor se debe considerar cuidadosamente al disefiar biorreactores para el

cultivo de CA, lo que adquiere especial importancia cuando se trata de simuladores de
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doble compartimento. Estos, como ya se menciond en la secciéon 2.3.1.2, tienen el
inconveniente de generar esfuerzos de corte en los cabezales de las bombas usadas para

recirculacion.

2.4.1. Esfuerzos de corte y dafos celulares letales

Cuando se encuentran en un fluido en movimiento, las células en cultivo
experimentan esfuerzos de corte o cizalla [t, (N/m?)], que se definen como las fuerzas por
unidad de 4rea aplicadas en forma paralela a la superficie de una particula (Trujillo-
Roldan y Valdéz-Cruz, 2006). En comparacidén con las bacterias, las CA no tienen
pared celular y son de mayor tamano (alrededor de 15 pm), lo que las hace mas

susceptibles al estrés hidrodinamico.

En un fluido newtoniano bajo régimen de flujo laminar’, la magnitud de t
depende de la viscosidad dindamica [n, (N s/m?)] y el gradiente de deformacién o de
velocidad [y = dv/dr, (1/5)] del fluido [ver seccion 5.5.4.1, ecuacion (5-29)] (Bird et al.,
1960). La sensibilidad de algunas lineas celulares a los esfuerzos de corte en flujo
laminar se ha evaluado en dispositivos que evitan la interferencia de la ruptura de
burbujas y el efecto de las interfaces gas-liquido, como viscosimetros y tubos capilares
(ver Tabla 2.2). En estos ultimos se ha reportado dafio celular a valores de T de 10 a
200 N/m?, en células de mamifero (HeLa S3 y 1.929) (Augenstein et al., 1971). En
viscosimetros se ha observado que las células Sf9 de insecto pueden soportar t de s6lo
0.59 N/m? (y = 655.5 s). Sin embargo, al agregar al medio agentes tensoactivos como
el Pluronic F-68, esta linea celular puede tolerar esfuerzos de corte de hasta 4.51 N/m?
(y = 3000 s™) durante 15 min (Palomares et al., 2000). De forma similar, en hibridomas
HB-32 de raton cultivados en medios adicionados con colesterol, suero fetal bovino y
Pluronic F-68, se ha reportado que pueden soportar T de hasta 7.2 N/m? (y = 8000 s™)
durante 20 min (Ramirez y Mutharasan, 1990b).

° En un biorreactor de tanque agitado el régimen de flujo se caracteriza por el Numero de Reynolds
[Re = ND? /7, adimensional, donde: N es la velocidad de agitacion (1/s), D es el diametro del
impulsor (m), p es la densidad (kg/m?®) y 1 es la viscosidad dindmica (Ns/m?)]. Cuando Re < 10 el flujo

es laminar, cuando 10 < Re < 10 000 el flujo es de transicion y cuando Re > 10 000 el flujo es turbulento.
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Tabla 2.2. Algunos reportes sobre esfuerzos de corte que producen lisis, en
diferentes lineas celulares (adaptado de Garcia-Briones y Chalmers, 1994).

Tipo de célula T (N/m?) Referencia

Trabajos con flujo laminar en viscosimetros:
Hibridoma 0.7 Smith et al., 1987
Hibridoma 15 Schurch et al., 1988
Hibridoma 5 Petersen et al., 1988
Hibridoma 86 Abu-Reesh y Kargi, 1989
Hibridoma 7.2 Ramirez y Mutharasan, 1990b
Mieloma 200 McQueen y Bailey, 1989
Insecto 55 Tramper et al., 1986
Insecto 7.3 Goldblum et al., 1990
Insecto 13.1 Goldblum et al., 1990
Insecto 0.59 (sin PF-68) Palomares et al., 2000

4.51 (con PF-68)

Trabajos con flujo turbulento en tubo capilar:

Cancer 1000 Boulton-Stone y Blake, 1993
Mieloma 290 McQueen et al., 1987
Hibridoma 180 McQueen y Bailey, 1989
Hibridoma 563.2 Zhang et al., 1993

Mieloma 208.9 Zhang et al., 1993

PF-68: Pluronic F-68.

2.4.2. Teoria de Kolmogorov aplicada a tanques agitados: Microescala de
torbellinos y esfuerzo de corte maximo

En un biorreactor de tanque agitado cuyo flujo sea turbulento’, el perfil de t es
hasta el momento dificil de predecir. El sistema de agitacion genera grandes torbellinos
primarios, cuyo tamafio es del mismo orden de magnitud que el didmetro del impulsor.
Estos se rompen por su inestabilidad, transfiriendo su energia cinética sucesivamente a
torbellinos de menor escala o intermedios. La energia se disipa finalmente en forma de
calor en los torbellinos mas pequefios o terminales, debido a la viscosidad del fluido
(Nielsen et al., 2003a, Trujillo-Roldan y Valdéz-Cruz, 2006).

Se considera que las células viajan en un movimiento convectivo en los
torbellinos mas grandes, sin ser dafiadas. Sin embargo, los torbellinos de tamafio

comparable al de las células pueden actuar sobre las mismas, sometiéndolas a esfuerzos
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de corte que las afectan negativamente (Thomas, 1990). De acuerdo con el modelo de
Kolmogorov (1941) para turbulencia isotropica, los microtorbellinos tienen escalas
caracteristicas de longitud (Ax, m) y velocidad (vk, m/s) que dependen de la viscosidad
cinematica (v, m?/s) y la energia de disipacion promedio (¢, m?/s”) [ecuaciones (2-6) y
(2-7)]. En tanques agitados, ¢ es igual al consumo de potencia (P, W o kg m?/s%)
[ecuacion (2-8)] por unidad de masa (kg), siendo de aproximadamente 0.01 W /kg para
cultivos tipicos de CA (Varley y Birch, 1999). Sin embargo, debido a la heterogeneidad
en los biorreactores de gran escala, se considera que en la zona cercana al impulsor se
encuentran los valores mas altos de energia de disipacion local (¢') y, por lo tanto,
también el menor tamano de los microtorbellinos (A'x) [ecuaciones (2-9) y (2-10)] (Oh
et al., 1989). Se ha observado que &' puede alcanzar valores de 89.9 W /kg en tanques
de 10 L, agitados a 700 rpm con una turbina Rushton; mientras que ¢ s6lo alcanza los
0.652 W/kg (Zhou y Kresta, 1996). Asi mismo, en tanques de 22 000 L agitados a
120 rpm con 4 turbinas Rushton, &' fue de 94 W /kg mientras que ¢ solo alcanzo los
2 W /kg (Wernersson y Tragardh, 1999). El esfuerzo de corte maximo (Tms, N/m?) se

puede estimar mediante la ecuacién (2-11) (Cherry y Kwon, 1990).

3 0.25
v
Ag= (?) (2-6)
ve=(eo)” 27
P=N, p N°'D’ (2-8)
donde
Np = numero de potencia (adimensional),
3 0.25
A= (—) (2-9)
&
¢'=130¢ (2-10)
Thin=5.33p Vev (2-11)
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2.4.2.1. Estrés hidrodinamico letal en tanques agitados

En biorreactores de 1 L con impulsor de tipo hélice marina (D = 4 cm), se ha
observado que la muerte ocurre rapidamente en CI a partir de N =9 s’ (540 rpm)
(Tramper et al., 1996b). Bajo estas condiciones de operacion se obtiene un régimen de
flujo turbulento en el que, de acuerdo a las ecuaciones (2-6) a (2-11), tanto Ax como A'x
resultan ser del mismo orden de magnitud que el tamafio celular (Tabla 2.3). Esto
sugiere que el dafio letal a las células observado por Tramper et al., 1996b,

probablemente fue causado por su interaccién con los microtorbellinos. Ademas,

Tabla 2.3. Estimacion de la microescala de Kolmogorov y el esfuerzo de corte
maximo, en algunas condiciones de cultivo reportadas para CA.

N Re Np € M Tmid Ak Tmad XVmax  tce  Linea Referencia
(rpm) (s7) (W/kg) (um) (N/m’) (um) (N/m?) (cél/mL) (h) celular
a e £ Condiciones recomendadas
170 2.8 5287 0.36° 0.0008" 165.8 0.1 49.1 1.6 - - - por O'Reilly et al., 1994.
540 16 793* 0.35° 0.0260° 70.2 0.8 208 9.1 - - Sf9  Tramper et al., 1996b.

9
60 1 3739° 4.1° 0.0023" 109.5 0.2 324 24 24x10° 96 HB-32 Ramirez y Mutharasan, 1990b.
180 3 11217° 5.1° 0.0787° 455 1.2 13,5 14.1 1.1x10° 72 HB-32 Ramirez y Mutharasan, 1990b.
360 6 22434° 5.1° 0.6294" 27.0 3.5 80 40.0 0.2x10° SC HB-32 Ramirez y Mutharasan, 1990b.

100 1.7 8625 0.45 0.0015¢ 123.8 0.2 367 19 9.3x10° 24 TB/C3 Al-Rubeaietal, 1995
600 10 51750° 0.4% 0.3221®8 323 2.5 9.6 28.0 4.0x10° SC TB/C3 Al-Rubeaietal., 1995
1500 25 575004 - 1.88208 20.6 6.1 6.1 69.1 MC MC TB/C3 Al-Rubeai et al., 1995

(*) Turbina marina, D = 4.0 cm; CI, 1.0 kg de medio; parc = 996.6 kg/m?, Narec = 8.546 x 10 Ns/m?,
V27°Cc — 8.576 x 107 mZ/S.

(b) Turbina Rushton, D=5.1cm; Hibridomas, 0.6kg de medio; psrc=993.6kg/m?
Msrec = 6.912 x 10* Ns/m?, v37-c = 6.956 x 107 m?/s. OD = constante.

(°) Turbina marina, D=6cm; Hibridomas, 10kg de medio; psrc=993.6kg/m?
Nsre = 6.912 x 10 Ns/m?, vsrc = 6.956 x 107 m?/s. OD constante a 50 % (respecto a la saturacién
con aire).

(d) Turbina de 4 paletas, D=4 cm; Hibridomas, agitados durante 7h, 1.5kg de medio;
p3rc =993.6 kg/m?, nsrc =6.912x 10* Ns/m?, vsrc = 6.956 x 107 m*/s. Sin espacio gaseoso de
cabeza (“gas headspace”), para evitar formacion de burbujas.

() Datos tomados de Nielsen et al., 2003b y Bailey y Ollis, 1977.

(f) Valores estimados mediante las ecuaciones (2-6) a (2-11), de acuerdo a las condiciones de cultivo
citadas en cada referencia.

(®) Valores citados en las referencias correspondientes.

(SC) Sin crecimiento.

(MC) Muerte celular.
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aunque Tmsx €stuvo por debajo del valor mencionado anteriormente como tolerable por
CI (Palomares et al., 2000), en las inmediaciones del impulsor (t'mix) las células

estuvieron expuestas al doble del mismo valor critico (Tabla 2.3).

Para evitar dafios celulares, en cultivos de CA se recomienda que N no
sobrepase los 2.83 s' (170 rpm, O’Reilly et al., 1994). Con esta agitacion y bajo las
demas condiciones de Tramper et al., 1996b, los valores de Tmix ¥ T'max S€rian inferiores
a los maximos reportados como tolerables por CA, asi como Ak estaria un orden de
magnitud por arriba del tamafio celular. Sin embargo, los microtorbellinos en las
inmediaciones del impulsor (A'x) tendrian ain un tamafio suficiente para interactuar

con las células (Tabla 2.3).

En cultivos de hibridomas TB/C3 se ha reportado un efecto letal similar al
descrito anteriormente. Estas células no muestran dafio aparente al agitar el cultivo con
un impulsor de tipo propela, a 100 rpm. En cambio, al aumentar N a 600 rpm, ceso el
crecimiento y disminuyo6 gradualmente la concentracion de células viables; ademas, se
observd muerte celular tanto por necrosis (lisis) como por apoptosis (muerte
programada). La misma linea de hibridomas, al exponerse a 1500 rpm con una
turbina de cuatro paletas, disminuy6 su concentracion celular al 50 % después de 2 h,
sin mostrar decremento en la viabilidad, indicando muerte necrotica. Posteriormente
aparecid una subpoblaciéon de células de menor tamano, en la que se detectd
condensacion del ADN y bajo contenido de actina, todos indicativos de muerte
apoptotica (Al-Rubeai et al., 1995). En estas condiciones de agitacion (600 y
1 500 rpm), Ax y Ak tuvieron magnitudes similares al tamafio de las células, asi como
T'max alcanzo valores de hasta 3.9 y 9.6 veces lo tolerable por este tipo de células (Tabla
2.3).

Otras lineas celulares al parecer son menos sensibles a los esfuerzos de corte. Un
ejemplo es el trabajo de Ramirez y Mutharasan, 1990b, en el que se evalud el efecto de
N en hibridomas HB-32 de ratén, cultivados en biorreactores de 0.6 L equipados con
turbina Rushton. Al aumentar N de 60 a 180 rpm, observaron una disminucidén
significativa tanto en el tiempo de crecimiento exponencial (tcg) como en la
concentracion celular viable maxima (Xvmi). Cuando N fue de 360 rpm no hubo

crecimiento neto en el cultivo, aunque las células permanecieron viables por
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aproximadamente 72 h (Tabla 2.3). De acuerdo con las ecuaciones (2-6) a (2-11), bajo
estas condiciones de cultivo tanto Ax como A'x disminuyeron al aumentar N, hasta ser
del mismo orden de magnitud que el tamano celular. Debido a esto, el dafio no letal
observado por Ramirez y Mutharasan, 1990b podria ser el resultado de la interaccion
de las células con los microtorbellinos. Ademas, aunque Tmsx no fue mayor al reportado

como tolerable por esta linea celular, T'msx si fue de 2 a 5.6 veces superior (Tabla 2.3).

2.4.3. Otras causas de estrés hidrodinamico en biorreactores agitados

En un biorreactor se presentan ademas otras fuerzas, debido a la colision de las
células contra las paredes del biorreactor, el impulsor y otros objetos sumergidos. El
burbujeo de gas al medio somete también a las CA a fuerzas mecanicas y de tension
superficial, resultantes del movimiento, separacion y ruptura de las burbujas, ademas
de la formacién de espuma (Tramper et al., 1996b). Mediante simulaciones numéricas
se ha calculado que una burbuja de 1.7 mm de didmetro, rompiéndose en la superficie
de agua pura, puede liberar una cantidad de energia entre 1.66 x 10* y 4 x 10° W/kg,
mientras que cuando el didmetro es de 6.32 mm, la energia liberada es de
0.94 x 10> W/kg (Boulton-Stone y Blake, 1993; Garcia-Briones et al., 1994). Esto es,
que para diametros de burbuja de 0.77, 1.7 y 6.32 mm, el tmix €s de 479.7, 199.8 y
17.5 N/m?, respectivamente (Garcia-Briones y Chalmers, 1994). En células de ovario
de hamster chino (CHO, “Chinese hamster ovary cells”), hibridomas HB-24 de ratdn,
células de cancer mamario humano MCF7 y células Sf9 de insecto, se ha reportado
que pueden tolerar entre 1x 10* y 1x 10° W/kg durante fracciones de segundo,
mientras que a mayor energia aplicada comienza la lisis celular significativa. Estos
valores son comparables a la energia liberada por la ruptura de burbujas en la

superficie del liquido (Ma et al., 2002).

2.4.4. Daiios subletales por estrés hidrodinamico

Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, de acuerdo a las condiciones
hidrodinamicas del cultivo y a la sensibilidad de la linea celular, se pueden presentar
dafios letales, que provocan la muerte celular por necrosis y/o apoptosis; o dafos
subletales, que se manifiestan como alteraciones metabodlicas de las células (Prokop y
Bajpai, 1992). Algunos ejemplos de efectos subletales se listan en la Tabla 2.4. En estos

casos se presentan mecanismos de respuesta al estrés, mediante la recepcion y
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Tabla 2.4. Efectos subletales observados en células animales, sometidas a
esfuerzos de corte bien definidos en flujo laminar (tomado de Ma et al., 2002).

(i 111111e1:r CEO:flele(;?(/) 1(11:2:) Tlillgpo Efecto Referencia
BHK 26 1 Pérdida de la adherencia Kretzmer y Schugerl, 1991
42 1 Kretzmer y Schugerl, 1991
12 3-24 Kretzmer y Schugerl, 1991
BHK-21 4.5 Incremento en el tiempo de Ludwig et al., 1992
expansion celular
Leucocitos 15 Alteracion de la funcion celular  Dewitz et al., 1980
Células T 10-20 0.167 Alteracién de la funcion celular  Chittur et al., 1988
Endoteliales 2.5 Metabolismo del acido Nollert et al., 1991
araquidonico incrementado
Endoteliales 2.5 Cambios en la secrecion del Diamond et al., 1989
activador de plasmindgeno tisular
Endoteliales 1.0 0.0167 Activacion de la proteina G Gudi et al., 1996
HUVEC 2.5 1 Induccioén de la proteina c-fos Ranjan et al., 1996
BAEC 2.5 1 Induccion de la proteina c-fos Ranjan et al., 1996
HeLa 2.5 1 Induccién de la proteina c-fos Ranjan et al., 1996
CHO 2.5 1 Induccion de la proteina c-fos Ranjan et al., 1996

transduccion de sefiales. Aqui se incluyen la deformacién de las moléculas de la
superficie celular (como canales i6nicos), la deteccidon por receptores especificos, el
movimiento de los componentes celulares y los cambios en la fluidez de la membrana
(Brakemeier et al., 2002). Estos producen una serie de reacciones en cascada que
afectan la sintesis de proteinas y acidos ribonucleicos (ARN's) (Prokop y Bajpai, 1992;
Joshi et al., 1996). Todo lo anterior se refleja en respuestas bioldgicas que pueden
utilizarse como parametros de cuantificacion del dafio celular, tales como:
diferenciacion, necrosis, apoptosis, velocidades de respiracion, de crecimiento y de

produccién de diversos metabolitos (Trujillo-Roldan y Valdéz-Cruz, 2006).

En resumen...

Como se menciono en la seccion 2.3.1.2 para simuladores STR-STR, existen
algunas dificultades técnicas que han impedido evaluar los efectos tanto del estrés

hidrodindmico como de los gradientes de OD, bajo métodos de simulacion basados en
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el escalamiento descendente, en condiciones tipicas de cultivo para CA. Resulta
entonces necesario diseflar y evaluar otros sistemas en los que se pueda simular
adecuadamente estas heterogeneidades ambientales, para estudiar su efecto en cultivos
de CA.

Con base en lo anterior y bajo un esquema de escalamiento descendente, se
presenta en este trabajo la evaluacion de sistemas de doble compartimento de tipo
STR-PFR (“Stirred Tank Reactor - Plug Flow Reactor”, Reactor de Tanque Agitado -
Reactor de Flujo Tapon) y PFR-PFR, con recirculacién en condiciones de bajo estrés
hidrodindmico (flujo laminar), disefiados para simular gradientes de OD de 20a 0% y

tc menores a los 600 s, en cultivos de células animales.
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3. HIPOTESIS

El disefio y evaluaciéon de sistemas de doble compartimento, STR-PFR y

PFR-PFR, permitird simular gradientes de oxigeno disuelto con tiempos de circulacion

similares a los esperados en cultivos de escala de produccién, en condiciones de estrés

hidrodinamico inferiores a las reportadas como letales y subletales para células

animales.

4.1.

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar de forma teorica y experimental, sistemas de doble compartimento de
escala laboratorio, diseflados para simular gradientes de oxigeno disuelto (OD)
y tiempos de circulacion (tc) similares a los encontrados en biorreactores de

escala industrial para cultivos de células animales (CA).

4.2. Objetivos Especificos

Evaluar en biorreactor instrumentado la tolerancia de las células de insecto (CI)

a la recirculacion mediante bomba peristaltica.

Diseflar sistemas de doble compartimento [tanque agitado - tanque agitado
(STR-STR), tanque agitado - flujo tapon (STR-PFR) y flujo tapdn - flujo tapdn
(PFR-PFR)], con la capacidad de simular gradientes de OD de 20 a 0 %, con tc
entre 50 y 500s, en condiciones de estrés hidrodinamico inferiores a las

reportadas como letales para cultivos de hibridomas y CI.

Evaluar el comportamiento de cultivos de CA en sistemas de doble

compartimento.

Determinar el efecto de esfuerzos de corte subletales sobre el crecimiento de CI,

asi como en la produccién de proteina recombinante y su perfil de glicosilacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron las lineas celulares listadas en la Tabla 5.1 para evaluar los
simuladores de doble compartimento descritos en las secciones 5.3.2 y 5.3.3. Todos los
experimentos se realizaron a partir del mismo lote de células congeladas y conservadas
en N, liquido. El mantenimiento de estas lineas celulares se realizo en cultivos estaticos
de células adheridas en frascos T (Corning) de 25 y 75 cm? (con 5 y 15 mL de medio,
respectivamente), mediante pase de células (dilucion 1:10) en fase exponencial, bajo las
condiciones descritas en la Tabla 5.1. El numero de pase se refiere a las veces que se ha
subcultivado a las células. Para este trabajo, en todos los experimentos se utilizaron

células con un numero de pase menor a 30 a partir de la descongelacién.

5.2. Baculovirus
El baculovirus recombinante es un derivado de AcNPV (Autographa californica

nucleopoliedrovirus), al que se ha insertado el gen de la fosfatasa alcalina secretada

Tabla 5.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo utilizadas para evaluar los
simuladores de doble compartimento descritos en las secciones 5.3.2 'y 5.3.3.

Condiciones de cultivo

Linea Celular Origen Estatico Suspension
Medio de Cultivo
(T-25y T-75) (indculos)
Insecto: 27°C, 110 rpm TNMFH*
Tn-4h 27°C
Trichoplusia ni (spinner, 60 mL) + 10 % SFB"+ 0.5 % PF-68°
BTI-Tn5B1-4 Insecto: 070 27 °C, 110 rpm SF900II SFM (Gibco)
(High five, H5)  Trichoplusia ni (matraz, 30 mL) + 0.3 % PF-68°
Mamifero: 3700 37°C, 110 rpm, IS-CHO (Irvine Scientific)
CHO Ovario de 5 cc; 5% CO; + L-Gln 6.25 mM
e . () 2
Hamster chino (spinner, 60 mL)  + metotrexato 1 x 105 M

(*) Preparado con: Medio Grace (Gibco, para CI) + 0.35g/L NaHCO; (Sigma) +
3.33 g/L lactoalbimina hidrolizada (Sigma) + 3.33 g/L extracto de levadura (Gibco) + 1g/L
glucosa (Sigma), pH 6.1 (ajustado con NaOH 1 N), esterilizado por filtracion.

(°) SFB: Suero Fetal Bovino (Gibco).

(°) PF-68: Pluronic F-68 (Sigma), tensoactivo que protege a las células de los esfuerzos de corte.
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(SeAP, “Secreted Alkaline Phosphatase”) bajo el control del promotor de la poliedrina.

El abasto viral se produjo por amplificacion del baculovirus recombinante en
células Sf9 (derivadas del insecto Spodoptera frugiperda) cultivadas en suspensién en
frasco agitado “spinner”, a 110 rpm y 27 °C, en 200 mL de medio SF900II. Estas
células fueron infectadas en la mitad de su fase exponencial de crecimiento, a una
multiplicidad de infecciéon (MDI”) de 0.1 ufp/célula, que es la recomendada para
obtener titulos virales del orden de 10® a 10° ufp/mL (Radford et al., 1997). Se cosechd
el baculovirus amplificado centrifugando el caldo de cultivo a 1000 rpm para remover
los restos celulares, recuperando el virus en el sobrenadante y agregando 5 % de SFB
para su almacenamiento a 4 °C, protegido de la luz. Previo a los experimentos, se
titul6 el abasto viral por el método descrito por Mena et al. (2003), el cual es una
modificacion del método de punto de dilucion final o “end-point dilution” descrito por
O’Reilly et al., 1994. El titulo del abasto viral producido para los experimentos de este
trabajo fue de 2.49 x 10® ufp/mL.

5.3. Cultivos en biorreactor

Los in6culos para los cultivos en biorreactor se prepararon a partir de células en
media fase exponencial, con viabilidad superior a 95 %, cultivadas en suspension en
frasco agitado “spinner’, que a su vez fueron inoculados con células tomadas en media
fase exponencial de cultivos estaticos en Frasco T-75. En todos los experimentos en
biorreactor, los cultivos se iniciaron con una concentracion celular viable de
0.5 x 10° células/mL. En los cultivos infectados la adicién del baculovirus se realizo a

un TDI” de 1 x 10° células viables/mL, con una MDI de 10 ufp/célula viable.

5.3.1. Evaluacion de la resistencia celular a la recirculacion
Para estas pruebas se utilizd la linea celular Tn-4h de insecto, cultivada en

medio TNMFH en un biorreactor tipo tanque agitado (STR, “Stirred Tank Reactor”).

10 La MDI (multiplicidad de infeccion) se define como el nimero de unidades formadoras de placa (ufp)
de virus por cada célula en el cultivo, se estima que una unidad formadora de placa equivale a 500
particulas virales.

' El tiempo de infeccién (TDI) es en realidad la concentracion celular a la cual se infecta el cultivo. El
tiempo en que el cultivo alcanza esta concentracion celular esta en funcion de varios factores, entre los

que se cuentan el inéculo, viabilidad, medio de cultivo, etc.
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Utilizando un sistema computarizado de control y adquisicién de datos, se controlo el
oxigeno disuelto (OD) a un nivel constante de 25 %, mediante aireacion superficial a
27°C y 120 rpm. Dos cultivos no infectados de 300 mL fueron realizados con
recirculacion del caldo de cultivo al mismo tanque, mediante una bomba peristaltica y
una tuberia de silicon (Masterflex 96400-18, diametro interno de 7.9 mm) de 75 cm de
largo, a flujos de 1 y 4 mL /s, que representan tiempos de circulacién (tc) de 278 y 76 s,
respectivamente. Esta configuracion se denomind STR-loop (ver Figura 5.1). Para los
cultivos control el sistema de recirculacion fue retirado, quedando so6lo el STR. Se
realizaron ademds los correspondientes cultivos infectados con el baculovirus
recombinante descrito en la seccidon 5.2, para evaluar la produccién de proteina
recombinante bajo las mismas condiciones de recirculacibn mencionadas

anteriormente.

5.3.2. Simulador de doble compartimento STR/PFR
Este simulador (Figura 5.2) consiste en dos compartimentos interconectados: un
biorreactor STR y uno tipo PFR (“Plug Flow Reactor”). El tc es simulado al recircular el

cultivo de 200 mL entre ambos compartimentos con una bomba peristaltica.

1 y4mL/s |
Re=178y 714
— - .
mimyl
9 \_
Flujo OD =25%

/\

“di=7.9 mm, L="75cm

Figura 5.1. Diagrama del sistema STR-loop (biorreactor
recirculado con bombeo peristaltico).
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El compartimento STR consiste en un tanque de vidrio de 500 mL con
chaqueta para control de temperatura y dos conectores laterales para recirculaciéon del
cultivo, situados proximos al fondo del tanque. Este biorreactor se encuentra
instrumentado y conectado a un sistema de control y adquisicion de datos que,
mediante aireacion superficial y manipulacion de la composicion de gases de entrada

(O, y N,), mantiene constante el OD a 20 %.

El compartimento PFR lo forma un serpentin de tubo flexible de silicon
permeable a gases (Cole Parmer A-06411-62, 21 m de longitud, diametros interno y
externo de 1.6 y 3.2 mm, espesor de pared de 0.8 mm), sumergido en agua a 27 °C
dentro del tanque de un biorreactor BioFlo 110 de 6 L (New Brunswick Scientific). El
gradiente se logra manteniendo el OD a 0 % en el lado externo de la tuberia, mediante
burbujeo de N, y agitacion a 200 rpm. Esta diferencia de concentracion entre los
ambientes interno y externo del tubo promueve la desorcion del oxigeno del cultivo en
el interior del tubo hacia el exterior del mismo. En algunos cultivos el ambiente externo
al tubo se mantuvo en 25 % de OD con el fin de obtener condiciones no limitantes y

constantes de OD, que corresponderian a un reactor homogéneo.

Sensor de

oD Motor
Sensor
de

Amplificador

Sensor de
oD
—
Bomba

—
r“ M PFR 76 mL
—

STR 124 mL

BIOFLO Il
5L

—

Figura 5.2. Diagrama del sistema STR/PFR para simular gradientes de OD.
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Para evaluar la resistencia de células animales a la recirculacion en este sistema,
a OD constante de 20 % en ambos compartimentos, se utilizaron las tres lineas

celulares listadas en la Tabla 5.1.

5.3.3. Simulador de doble compartimento PFR/PFR

Este simulador (Figura 5.3) consiste de dos compartimentos PFR
interconectados. La configuracién de ambos compartimentos es idéntica a la ya
descrita en la seccion 5.3.2. El tc es simulado al recircular el cultivo de 180 mL entre

ambos compartimentos con una bomba peristéltica.

En el PFR de desorcion de oxigeno, el gradiente de OD se obtiene de igual
manera que en el sistema STR/PFR (ver seccién 5.3.2). En el PFR de absorcion de
oxigeno, el gradiente de OD se consigue controlando el OD a 25 % en el ambiente
externo, mediante burbujeo de una mezcla de aire/N, y agitacion a 200 rpm, con el fin
de que la diferencia de concentracion de OD promueva la absorcion de oxigeno a
través de la pared del tubo de silicon, con el consecuente aumento gradual del OD

hasta 20 % en el cultivo circulando en su interior.

— —

Sensor de l
oD Motor

Sensor — — Sensor
de de

oD Sensor de oD
oD

Ny { Aire N3
ﬂ .

7Y -
Camara de PFR doesorcién

PFR absorcién

I 25% OD muestreo 0% OD
50 mL

Figura 5.3. Diagrama del sistema PFR/PFR para simular gradientes de OD.
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Para evaluar la resistencia celular a la recirculacién en este sistema a OD
constante de 20 % en ambos compartimentos, se utilizaron las lineas celulares de

insecto listadas en la Tabla 5.1.

5.4. Meétodos Analiticos

5.4.1. Determinacion de la viabilidad celular

Se utiliz6 el método de tincidon con azul de tripano y conteo celular al
microscopio en hemocitometro. El colorante penetra la membrana de las células no
viables, que en consecuencia se tifien de azul, lo que permite al ojo humano
diferenciarlas claramente de las células viables (que no se tifien). Se contaron 10
campos del hemocitometro (de 20 a 50 células/campo), determinando la viabilidad

celular “V (%)” segun la ecuacion (5-1).

V%) - E (5-1)

células viables
célulastotales

5.4.2. Determinacion de la concentracion celular total y viable

Se utilizé un contador de particulas Coulter Multisizer II (Coulter Electronics)
para determinar el nimero total de células y la distribucidén de tamafos celulares de las
muestras de cultivo. El principio es el siguiente: un volumen conocido de la suspensioén
celular es diluido en una solucién salina isotonica, y de esta dilucién un volumen
determinado previamente (0.5 mL en este caso) es forzado a pasar por succidn a través
del orificio de 100 pm de didmetro de un tubo de vidrio. Al pasar por el orificio, las
células interrumpen el flujo de la corriente existente entre dos electrodos, uno en el
interior y otro en el exterior del tubo. Cada interrupcion es registrada, dando por
resultado un grafico de distribucion de tamafios de particula y el numero total de
particulas contadas en el volumen succionado por el equipo. Las particulas que son
mas pequefas que las células pueden ser descartadas del conteo al reducir el rango de
registro del tamafio de particula. En este trabajo se consideré un rango de 6 a 35 um.

La concentracidn celular total en la muestra se determind mediante la ecuaciéon

X, = @%@F (5-2)
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donde
Xr = concentracion celular total en la muestra original (células/mL),
P = numero de particulas registradas por el Coulter Multisizer (células),
A% = volumen de muestra succionado por el Coulter Multisizer (mL),
Fq4 = factor de dilucién,

y la concentracion celular viable se determiné de la siguiente manera:

V(%)
Xy = Xy I 53
vE X ISt (5-3)
donde

Xy = concentracion celular viable en la muestra original (células/mL),

Xr = concentracion celular total en la muestra original (células/mL).

5.4.3. Analisis de metabolitos

Las concentraciones de glucosa y lactato se determinaron enzimaticamente
utilizando un analizador bioquimico YSI modelo 2700 (Yellow Springs Instruments).
El equipo cuenta con dos membranas en las que se encuentran inmovilizadas las
enzimas glucosa oxidasa y L-lactato oxidasa, que catalizan la oxidacion de la glucosa y
el lactato para generar un derivado (D-glucono-8-lactona y piruvato, respectivamente) y
peréxido de hidrégeno, el cual es electroquimicamente oxidado en un 4anodo de
platino, generando un flujo de electrones que es linealmente proporcional a la
concentracion de peroxido y de sustrato. Este dnodo se encuentra protegido de otras
sustancias oxidables por una cubierta de acetato de celulosa, que lo hace especifico
para peroxido de hidrogeno. Para calibrar el equipo se utilizaron soluciones estandar
de D-(+)-glucosa 2.5g/L y L-lactato 0.5 g/L. La reaccién general ocurre de la

siguiente manera:

Enzima-Sustrato
Sustrato + O, 0 M2, H,0, + Derivado del sustrato (5-4)
Peréxido-Anodo de platino

H,0, - 2H* + O, + 2¢e (5-5)
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5.4.4. Andlisis de la proteina recombinante

5.4.4.1. Cuantificacion
Se realizo por ensayo de la actividad enzimatica a 37 °C, mediante la cinética de
aparicion del producto p-nitro fenol (PNP), como resultado de la hidrolisis del grupo

fosfato del sustrato p-nitro fenil fosfato (PNPP), segtin la reaccién

PNPP+H,O 0 ¥4, PNP+P (5-6)

La concentraciéon de PNP se relaciona linealmente con la absorbancia a 405 nm

(A5 nm), segun el factor 0.0576 mmolpxe/ L Asos nm, que fue obtenido como la pendiente
de la recta de regresiéon de una curva estandar de concentracion de PNP (0.0030,
0.0040, 0.0060, 0.0067, 0.0075, 0.0086, 0.010, 0.012 y 0.015 mM) contra A4smm, €n un

espectrofotometro Beckman DU 650.

Para cada ensayo se utilizé6 1 mL de amortiguador de reaccion (dietanolamina
1 M, MgCl, 0.5 mM, pH 9.8), 100 uL de sustrato PNPP (120 mM) y 10 uL de muestra
(sobrenadante). Se registrd la Agsnm a Intervalos de 5 s durante 1 min. De la pendiente
“a” de la recta de regresion que se obtuvo a partir de la relacién lineal de la A.4osam
contra el tiempo (min), la concentracién “b” (UI/mL) de SeAP en el caldo de cultivo

se determino segun se indica en las ecuaciones (5-7) y (5-8).

Pendiente Pendiente Factor Volumen  volumen U
regresion delacurva de de reaccion 0

fincal  estandarde PNP  conversion  en lacelda O ™UCSTa
AT :

A 00111 L
[SeAP]= a ~05m 170 0576 MOl 171000 umol,y, EO 00 EE ! ED (5-7)

min 205mm 1 mmol,, 0.0l mL H
1 [SeAP]= bHMTMOlme L
mL min H

Considerando que la aparicion de PNP guarda una proporcion mol a mol con la
hidrolisis de PNPP (ver ecuacion (5-6)), y que por definicion 1 Unidad Internacional
(UI) de fosfatasa alcalina es capaz de hidrolizar 1.0 pmolpxpp/min, a pH 9.8 y 37 °C,

entonces:

Ul

[SeAP]= b (5-8)
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Para obtener la concentraciébn de proteina recombinante en pg/mL, se

consider6 que 1 pgseapr = 0.730 UI (Davis et al., 1992).

5.4.4.2. Cosecha

Al momento de la infeccion (TDI =1 x 10° células viables/mL) la viabilidad
fue superior a 95 %. Se cosecho el caldo de cultivo cuando ésta disminuy6 hasta 20 %
como resultado del proceso de infeccion, removiendo células y demads restos celulares
mediante centrifugacion a 4 000 rpm, durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
almacend en congelacién a -20 °C para la posterior purificacion de la proteina

recombinante.

5.4.4.3. Purificacion

Del sobrenadante descongelado se tomo una alicuota con 200 pg de SeAP, la
cual fue dializada en una membrana Spectra/por 2, realizando 12 cambios de
amortiguador de didlisis (20 mM Tris, 1 mM MgCl,, pH 8.0) a intervalos de 12 h. La
muestra dializada se purificé por cromatografia de afinidad, utilizando la resina
comercial 4cido L histidil diazobenzil fosfénico-agarosa (Sigma). En todo momento se
trabajé la columna a un fluyjo de 0.1 mL/min, estabilizandola durante 12 h con
amortiguador de didlisis. Una vez cargada la muestra en la columna, se lavo
nuevamente durante 12 h con amortiguador de didlisis, para retirar de la columna toda
sustancia que no se haya asociado a la resina, y se realizo la elucion de la proteina
recombinante mediante un gradiente de fosfato de sodio de 1 a 100 uM, recuperando
un volumen total de elucion de 200 mL. La proteina purificada se concentrd por
ultrafiltracién hasta un volumen aproximado de 1.5 mL, utilizando tubos Centricon

Plus-20 de 30 kDa y Centricon YM-10 de 10 kDa (Amicon).

Una vez cuantificada la SeAP contenida en el concentrado, se tomd una
alicuota con 100 pg de proteina (guardando el resto a -70 °C) para concentrarla
nuevamente en un evaporador-concentrador Savant Speed Vac Plus SC110A, hasta un
volumen de 32.5 uL., que se almacend en congelacién a -70 °C para la posterior

desglicosilacidén enzimatica de la proteina recombinante.
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5.4.5. Andlisis del patron de glicosilacion de SeAP

5.4.5.1. Desglicosilacion enzimatica de SeAP

Para separar los glicanos de la proteina se utilizdo la enzima PNGasa-F
(Chryseobacterium meningosepticum, “ Peptide- N- Glycosidase F”’, Calbiochem), que cataliza
la hidrolisis del enlace entre la asparagina y la cadena de oligosacaridos asociados a la
glicoproteina. Para esto se utilizaron 100 pg de SeAP (concentrada en 32.5 mL), que
fueron desnaturalizados por ebullicién en bafio de agua durante 5 min, con adicion
previa de 2.5 uLL de una solucion SDS 2 %, -mercaptoetanol 1 M. Después de enfriar,
a la proteina desnaturalizada se le agregé 5 uL de IGEPAL 630 al 7%, 5 uL de
amortiguador 10X (250 mM fosfato de sodio, pH 7.5), 4 uL. de agua y 1uL de
PNGasa-F (1 UI/uL), incubando a 37 °C durante 15 h. Después de la incubacién con

PNGasa-F, se agregé como estandar interno 10 pLL de una solucién de maltosa 10 M.

Los glicanos fueron purificados realizando una precipitacion de la proteina, con
150 uL. de etanol absoluto a -20 °C, dejando reposar 20 min (en refrigeracion) y
centrifugando posteriormente a 10000 rpm durante 5 min. El sobrenadante
recuperado (glicanos disueltos en etanol) se sometid a concentracion mediante secado
al vacio (en un Savant Speed Vac Plus SC110A), para eliminar el etanol y recuperar

solo los glicanos.

5.4.5.2. Marcaje de oligosacaridos con 2-amino benzamida

Dada la naturaleza de los carbohidratos, su separacion y deteccidon por equipos
cromatograficos o electroforéticos es complicada. La derivatizacidon quimica de éstos
compuestos es uno de los métodos utilizados para facilitar su deteccion por métodos
espectroscopicos. Por esta razon, los glicanos recuperados fueron marcados mediante
incubacion a 65 °C por 2 h (en un termociclador PCRSprint, HYBAID) con 5 pL de la
etiqueta fluorescente 2-amino benzamida (2-AB, Prozyme), que se une de manera
covalente, en una relacion mol a mol, al tnico extremo reductor del oligosacarido,

donde antes se encontraba el enlace covalente con la asparagina de la glicoproteina.

Los oligosacaridos marcados (2-AB-glicanos) fueron purificados después de la
incubacion para eliminar el exceso del marcador. Esta purificacién se llevéd a cabo por

adsorcion y elucion de los 2-AB-glicanos en discos de papel filtro Watman No. 1, de
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13 mm de diametro, colocados en cartuchos cilindricos de vidrio. El papel filtro fue
tratado previamente mediante cuatro lavados por inmersion en agua MQ, realizando
cambios de agua cada 15 min, secando posteriormente en horno a 65 °C durante 2 h.
La adsorcion se realizé preparando previamente el cartucho, mediante un lavado con
1 mL de agua, 5 mL de acido acético 30 % y 1 mL de acetonitrilo 100 %, haciendo
pasar, por gravedad, volumenes sucesivos de 1 mL a través del papel filtro. Hecho esto,
se depositd entonces la muestra de 2-AB-glicanos en el cartucho (recuperando después
los residuos de oligosacaridos del tubo que contenia la muestra, con 115 uL de
acetonitrilo 100 %, para minimizar la pérdida por manipulacién), dejando reposar
durante 15 min para una adecuada adsorcion de los oligosacaridos marcados en el
papel filtro. Finalmente, se lavo de nuevo el cartucho con 1 mL de acetonitrilo 100 %,
seguido de 5 mL de acetonitrilo 96 %, en volumenes sucesivos de 1 mL. La elucion se
realizd haciendo pasar por gravedad 2 mL de agua MQ en volumenes sucesivos de
0.5 mL, que fueron concentrados mediante secado al vacio y redisueltos en 100 puL de
agua, para dar una concentracion final de (2-AB-glicanos provenientes de
1 ug SeAP)/uL. Estos fueron almacenados a -70 °C para su posterior analisis mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, “High Performance Liquid
Chromatography”).

5.4.5.3. Digestion enzimatica de 2-AB glicanos con exoglicosidasas
Se utilizaron las siguientes cantidades de exoglicosidasas por muestra (todos los

numeros de catalogo son de Glyko):
* a-Manosidasa (Jack bean, X-5010) 3 uL por reaccién”
» Fucosidasa (rifién de bovino, X-5006) 1 uL por reaccion’
» Galactosidasa (testiculo de bovino, X-5013) 1 pL por reaccion”

» Sialidasa I (Clostridium perfringens, X-5021) 1 uL por reaccion’

2 Fue reconstituida con 25 uL de buffer de reaccion.
13 Fue reconstituida con 25 uL de buffer de reaccion.
" Previa dilucion 1:4, 1 uLL de enzima + 3 uL. de agua MQ.
15 Previa dilucion 1:4, 1 uLL de enzima + 3 uLL de agua MQ.
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Para la manosidasa se utilizd el amortiguador 5X que proporciona el fabricante.
Para todas las demds enzimas se utiliz6 un amortiguador 5X de acetato de sodio
250 mM, pH 5. En todas las digestiones realizadas se tomaron alicuotas de 3.2 uLL de
2-AB-glicanos, 3 pL. del correspondiente amortiguador de reaccion 5X, y se agrego el
volumen necesario de la enzima, completando el volumen de reaccién a 15 pul. con
agua MQ, para una concentracion final del amortiguador de reaccion equivalente a
1X. Se incubd la mezcla de reaccion a 37 °C durante 18 h y se almacenaron los tubos

en refrigeracion.

Las muestras de glicanos digeridos con exoglicosidasas se purificaron por
precipitacion de la proteina con 45 pl. de etanol absoluto a -20 °C, reposo durante
20 min en refrigeracion y centrifugado a 10 000 rpm por 5 min. El sobrenadante
recuperado (glicanos digeridos disueltos en etanol) se someti®d a concentracion
mediante secado al vacio, para eliminar el etanol y recuperar solo los glicanos
digeridos, que fueron redisueltos en 10 uL. de agua y almacenados en congelacion a

-70 °C, para su posterior andlisis por HPLC.

5.4.5.4. Separacion de glicanos por HPLC

Se realiz6 la separacidén de glicanos por HPLC en una columna GlycoSep-N
(4.6 mm x 250 mm), que es capaz de separar tanto glicanos neutros como glicanos
cargados con base en su hidrofobicidad. Se utilizé una fase mévil compuesta por un
gradiente de acetonitrilo y formato de amonio (25 o 250 mM, pH 4.4) durante 180 min
a 30 °C. Un detector de fluorescencia Waters 2475 fue empleado para registrar el
tiempo de migracion y la cantidad de los diferentes glicanos en la muestra, utilizando

una longitud de onda de excitacion de 330 nm y midiendo la emisién a 420 nm.

Se calibr6 la columna utilizando una escalera estandar de homopolimeros de
glucosa (Glyco) marcados con 2-AB. La escalera de glucosa es una serie de polimeros
resultantes de digestiones parciales de dextran, que son retenidos en la columna de
acuerdo al nimero de unidades monoméricas de glucosa presentes en cada polimero.
Del cromatograma resultante se obtiene una serie de picos a los que se puede asignar
un valor de unidades de glucosa (UG) correspondiente a su tiempo de retencion. A la
relacion de UG contra tiempo de retencion puede ajustarse una ecuacion polinomial

de tercer orden, con la que los tiempos de retencién de cada pico de las muestras de
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2-AB-glicanos se pueden representar como retenciéon en UG. Con apoyo en la
literatura (Takahashi y Tomiya, 1992; Guile et al., 1996; Joshi et al., 2000; y Joshi et
al., 2001), la asignacion de estructuras para cada pico se realizd con base en su tiempo
de retencion expresado como UG, y a su sensibilidad total o parcial a la digestion con
exoglicosidasas (ver seccion 5.4.5.3), determinada como la desaparicion o la
disminucion, respectivamente, en el area del pico en la muestra digerida con respecto al

mismo pico en el cromatograma de la muestra original.

5.5. Consideraciones matematicas
5.5.1. Determinacion de parametros cinéticos de cultivo

5.5.1.1. Velocidad especifica de crecimiento
Tanto en los cultivos de células de mamifero, como en los cultivos no infectados
de CI, la velocidad especifica aparente de crecimiento (u., h'') se determiné aplicando

el modelo de crecimiento exponencial, en el que

dXv
= Xv -
1t Hap (5-9)
donde
t = tiempo (h), y
Uap = velocidad especifica aparente de crecimiento (h™).

Considerando que la p,, es constante durante la fase de crecimiento exponencial, de la

integracion de la ecuacion (5-9) se obtiene

Xv
| TN -
HHXV()E Hap (5-10)

en donde Xvj es la concentracion de células viables en el tiempo t = 0. Asi, la p.,, que
de aqui en adelante se indicard en el texto s6lo como velocidad especifica de crecimiento,
u(h'), se determin6d segun la ecuacién (5-10), como la pendiente de la recta de

regresion obtenida a partir de la relacidn lineal de In(Xv/Xv) contra el tiempo (h).

En el caso de CI infectadas, la velocidad especifica de crecimiento no se
mantiene constante a lo largo del cultivo, sino que experimenta una desaceleracion

debida a la infeccién con el baculovirus recombinante. Debido a esto, las cinéticas
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tipicas de cultivos infectados no muestran un perfil exponencial como el observado en

cultivos no infectados, por 1o que no es posible la aplicacién de este modelo [ecuacion

(5-9)].

5.5.1.2. Velocidad especifica de produccion de proteina recombinante
Se utiliz6 el modelo propuesto por Leudeking y Piret (1959), en el que la
velocidad de produccion del producto deseado es funcidn de si éste estd asociado o no

al crecimiento celular. Este modelo obedece a la ecuacion

i—f= (apt B)Xv (5-11)

donde

dP/dt = velocidad volumétrica de produccion de proteina (pugsear/ mL h),

P = concentracién de proteina recombinante (ugseap/ mL),
o = constante estequiométrica (ugseap/ célula), y
B = constante cinética (pgseap/ célula h).

Para aplicar este modelo al sistema de CI-BV fue necesario considerar el
comportamiento de la poblacion celular, asi como la generacién de proteina
recombinante. Como se mencioné anteriormente, en los cultivos infectados
presentados en este trabajo no se observo crecimiento celular en el periodo de tiempo

postinfeccion, por lo que el término ap = 0 y la ecuacion (5-11) se reduce a

dp

—=B Xv -

It p (5-12)
en la que B es una constante de produccion de SeAP no asociada al crecimiento, que es

equivalente a la wvelocidad especifica de produccion de proteina recombinante,

(sear (1g/ célula h). Integrando la ecuacion (5-12) se obtiene

P- P, =B [Xvdt (5-13)

0

donde Py y P son la concentracién de SeAP a los tiempos t = 0 y t = t, respectivamente.
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El término Jot Xvdt | que se conoce como “indice de viabilidad” (Iy, células h/mL), se

puede calcular como el area bajo la curva de Xv (células/mL) contra el tiempo (h)
(Luan et al., 1987; Ramirez y Mutharasan, 1990a; Yamaji et al., 1999), utilizando el

método por trapecios para integracién definida aproximada’®. De esta manera, el

coeficiente B de la ecuacion (5-13), 0 sea (s.ar, se puede calcular como la pendiente de

la recta de regresion obtenida a partir de la relacion lineal de (P - Py) contra Iy.

5.5.1.3. Velocidad especifica de produccion de lactato
Tanto en la etapa preinfeccibn como en la postinfeccion, la produccion de

lactato se determind segun el siguiente modelo:

SLLE Qrae XV 5-14
d t Lac ( - )
donde
dM/dt= velocidad volumétrica de produccion del metabolito (umolr../ mL h),
M = concentracion del metabolito producido (umoly,./mL), y

Juac = velocidad especifica de produccion de lactato (umolr../ célula h).

Considerando que (r.. €s constante, de la integracidon de la ecuacion (5-14) se obtiene

t

M - MO = qLac IXV dt (5-15)
0

donde My, y M son la concentracion de lactato a los tiempos t=0 y t=t,

t
respectivamente, y el término J , Xvdt es el indice de viabilidad (Iv) ya mencionado en

'8 El procedimiento es el siguiente:
1.  Calcular la suma de las bases de cada trapecio, y dividir entre 2: Esto es el promedio de la concentracién
de células viables de la cinética a cada intervalo de tiempo (células/ mL).
2. Calcular la altura de cada trapecio: Esto es, el intervalo de tiempo entre muestras (h).
3. Calcular el area de cada trapecio como el producto de cada par de datos de los puntos 1 y 2: Esto es el
indice de viabilidad que corresponde a cada intervalo de muestreo (células h/mL).
4. Con esto se puede obtener el indice de viabilidad (Iv) a cada tiempo =t, que correspondera al

valor acumulado de las areas de todos los trapecios desde t = 0 hasta t = t, es decir, al valor de

jé Xvdt .
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la seccion 5.5.1.2. Asi, Qrac se calcul6 segun la ecuacion (5-15), como la pendiente de la

recta de regresion obtenida a partir de la relacidn lineal de (M - M) contra Iy.

5.5.1.4. Velocidad especifica de consumo de glucosa
Tanto en la etapa preinfeccion como en la postinfeccidén el consumo de glucosa

se determind segun el modelo:

ds
- — = (g XV (5-16)

dt
donde
-dS/dt= velocidad volumétrica de consumo de sustrato (umolg,./ mL h),

S = concentracion del sustrato consumido (umolg,./mL), y

Joi. = velocidad especifica de consumo de glucosa (umolgi./célula h).
Considerando que (gic es constante, de la integracién de la ecuacion (5-16) se
obtiene

t

So = S= (o IXV dt (5-17)
0

en donde Sp y S son la concentracion de glucosa a los tiempos t=0 y t=t,

t
respectivamente, y el término ,[0 Xvdt es el indice de viabilidad (Iv) mencionado en la

seccidén 5.5.1.2. De esta manera, (g se calculd segun la ecuacion (5-17), como la
pendiente de la recta de regresion obtenida a partir de la relacion lineal de (So - S)

contra Iy.

5.5.2. Determinacion de parametros estequiométricos de cultivo

5.5.2.1. Rendimientos

Tanto para la etapa preinfeccion como para la postinfeccion, los rendimientos
de produccion de proteina recombinante, de lactato y de biomasa, todos con respecto
al consumo de glucosa (Ysear/ci, Yrac/ci, Yxv/cl, respectivamente) fueron

determinados segun se indica en las ecuaciones (5-18), (5-19) y (5-20):
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E UEseap %
_ Qsear - célulahf Eseap
Y. - = = 5-18
SeAP/Gl Qv [=] umol =] mol,, ( )
célula h
%HmOI Lac E
célula h mol
Yiowae = Qe =] =] ke (5-19)
Jaic umol g, mol g,
célula h
IL
Y =M 0hQ =] células )
el Yaie pmolg, umolg, (5-20)
célula h

5.5.3. Modelamiento del perfil de OD en el compartimento PFR

La Figura 5.4 es un esquema del compartimento PFR de desorcién de los
biorreactores mostrados tanto en la Figura 5.2 como en la Figura 5.3. El perfil de OD
en este compartimento se caracterizé mediante un balance de masa para oxigeno,
realizado en un elemento discreto diferencial del fluido en el interior del tubo. Este
elemento estd representado en la Figura 5.4 como un segmento cilindrico de longitud
“dz” (cm) y diametro interno “di” (cm), que se traslada por la longitud axial “z” (cm)
del tubo a una velocidad determinada segun el flujo, sin presentar intercambio de
materia con los elementos diferenciales adyacentes, condicion necesaria para
considerarlo como flujo tapon (régimen turbulento)”’. En dicho segmento, “A” (cm?)
corresponde al area de transferencia de oxigeno a través de la pared, “Cruy” (mg/cm?)
es la concentracion de OD en el cultivo fluyendo en el interior, que disminuye con el
tiempo transcurrido segun sea el avance del elemento diferencial en la posicién “z”, y

“Crexy” (mg/cm?’) es la concentracion de OD en el ambiente externo, que se mantiene

en 0 % mediante burbujeo de N..

7 En este trabajo se evaluaron flujos menores a 1 mL/s, que para las dimensiones del tubo generan
flujos de tipo laminar (Re < 2000). Aun asi, fue posible predecir exitosamente los perfiles de OD

obtenidos experimentalmente.
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Figura 5.4. Formacion de gradientes de OD en el compartimento PFR.
Del balance de masa para oxigeno, se tiene que
Acumulacion = Entrada — Salida + Generacion — Consumo, (5-21)
en el que el término [Entrada] = 0, ya que no se esta suministrando oxigeno adicional
al elemento diferencial, y como tampoco se produce, el término [Generacion] = 0, con
lo que la ecuacion (5-21) se reduce a
Acumulaciéon = — Salida — Consumo, (5-22)

ya que la [Acumulacidn] se puede definir como

Acumulacién = %mt) (5-23)

el [Consumo] debido a la demanda de oxigeno por el cultivo equivale a

Consumo = VCO = o, Xv, (5-24)
donde Yo, (mg/células) es la velocidad especifica de consumo de oxigeno; y el

término [Salida], es decir, la transferencia de oxigeno a través del area “A”, estd dada

por

Salida = kra [ Crny — Criexs ] (5-25)
donde “k.” (cm/s) es el coeficiente de transferencia de masa y “a” (cm™) es el area
interfacial del segmento diferencial, definida como el drea de transferencia “A” dividida

entre el volumen “Vs” (cm?); sustituyendo entonces las ecuaciones (5-23), (5-24) y (5-
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25), en el balance de masa de la ecuacién (5-22), se obtiene que

Cram [Cri - C X
T = L@ [ rng L(ext) qo2 v (5-26)
y como el area interfacial “a” se puede expresar como
o= A _md;dz 5.7
AT (5-27)

entonces el balance de masa en el elemento diferencial puede representarse como

Crmy . Endidz
L

at E[Cmno - CL(ext) - qo2 Xv (5-28)

S

5.5.4. Modelamiento de los esfuerzos de corte en el compartimento PFR

5.5.4.1. Perfil parabdlico de velocidad

Todos los flujos de recirculacion evaluados en los compartimentos tipo PFR
fueron menores a 1 mL/s, generandose flujos de tipo laminar (Re < 2000), de acuerdo
a las dimensiones del tubo y a las caracteristicas fisicas del fluido. La ecuacion para
determinar el perfil de velocidad se puede obtener a partir de la ley de la viscosidad de
Newton, considerando que se trata de un fluido que circula en régimen laminar por
una tuberia cilindrica (ver Figura 5.5) de radio interior “R” (cm) y longitud “L” (cm),
bajo la accion de una fuerza “F” (kg cm/s?) producida por la diferencia de presion
“(Po- Pr)” [(kg cm/s?)/cm?] existente entre los extremos del tubo. De esta manera, se

puede deducir que

(P, - P, ) nr? _ v

¥ dv
A 2nrL ndr

en donde el signo negativo que antecede a la viscosidad dindmica “n” (kg/cm s) se

T= =

(5-29)

debe a que la velocidad “v” (cm/s) disminuye con el incremento del radio “r” (cm)
(ver Figura 5.5), siendo “1” (kg/cm s?) el esfuerzo cortante y “A” (cm?) el area lateral

del cilindro de radio = r. Rearreglando la ecuacion (5-29) se obtiene que

- [dvs (13021-1_5) [rdr (5-30)
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| |
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Figura 5.5. Esquema del perfil parabolico de velocidad de un
flujo laminar en una tuberia cilindrica.

de cuya integracion resulta que cuando el radio es “r”, la velocidad “v” equivale a

(5-31)

SURALS AT

V _ - —

(= 4nL R’

que representa a la ley de Poiseuille para flujo laminar en tuberias cilindricas (Bird et
al., 1960), de donde se puede observar que la velocidad del liquido guarda una

ependencia parabolica con respecto al radio “r”, como se muestra en la Figura 5.5.
d d bol to al radio “r” t laF 5.5

El flujo volumétrico cuando r = R se puede obtener mediante la integracion de
la distribuciéon de velocidad a través de una seccion transversal, segin la ecuacion (5-
32) (Bird et al., 1960):
2n R

Query® [ [Venrdrdd (5-32)
0

0

en la que sustituyendo la ecuacién (5-31), e integrando, se obtiene la relacion

(5-33)

que se conoce como la forma integrada de la Ley de Poiseuille, de donde se puede

determinar la caida de presion en funcion del flujo volumétrico.
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5.5.4.2. Perfil de esfuerzos de corte

De la ecuacion (5-29) se puede ver que

_ APr
r:r) 2L

de donde es posible calcular el perfil de esfuerzos de corte “1” en funcion del radio “r”,

T (5-34)

para la caida de presion “(Po-Pr)” estimada mediante la ecuacién (5-33),

correspondiente a cada flujo “Q-r)”.

5.5.4.3. Esfuerzo de corte maximo
El esfuerzo de corte maximo “t,” se presenta en la proximidad de la pared del
tubo, donde la velocidad del fluido es cercana a cero, y se puede expresar de acuerdo

con la ecuacion (5-34) como

APR
2L

asi, sustituyendo la ecuacioén (5-35) en la forma integrada de la ley de Poiseuille

(5-35)

Tw = T=R) ~

[ecuacidn (5-33)], se obtiene que

_ Qg

T
v R’

(5-36)

de donde, para un fluido determinado circulando en una tuberia de radio “R”, se

puede determinar “t,,” en funcién de la magnitud del flujo volumétrico “Q”.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para facilitar la comprension de este capitulo, los resultados se presentan en tres
partes. En la seccidon 6.1 se muestra la amplitud de los gradientes de OD obtenidos en
sistemas de doble compartimento recirculados, asi como la estimacion del perfil de los
mismos mediante un modelo matematico. En la seccion 6.2 se evalua el
comportamiento de cultivos de CA en dichos sistemas, con OD constante. Por ultimo,
en la seccion 6.3 se presenta el impacto de esfuerzos de corte subletales sobre el

crecimiento de CA, asi como en la produccion de PR y su perfil de glicosilacion.

6.1. Evaluacion del perfil de gradientes de OD y esfuerzos de corte en sistemas
de doble compartimento

Entre las CA, las CI en general son las que tienen mas altas demandas de

oxigeno. Se ha observado que las constantes de saturacion de oxigeno [ Ko, de Monod,

ecuacion (6-1)] para el crecimiento celular, tanto de cultivos no infectados como
infectados, pueden estar entre 1.91 y 5%, respectivamente. Debido a esto,
concentraciones de OD menores a 20 % pueden limitar el crecimiento y la produccion
de PR (Zhang et al., 1994; Arroniz, 2003; Palomares y Ramirez, 1996). Por lo tanto, es
necesario que el sistema de doble compartimento sea capaz de simular, por lo menos,
gradientes de OD de 20 a 0%, con tiempos de circulacion en el intervalo
50 < tc, s < 500, que son los que se esperan en cultivos de escala industrial (Palomares

y Ramirez, 2000a; Palomares y Ramirez, 2000b).

pu= M (6-1)
Ky, +OD
donde:
unax = velocidad especifica médxima de crecimiento,
Ky, = constante de saturacion para oxigeno disuelto,

6.1.1. Sistema de doble compartimento STR/STR
Este tipo de sistema se evalu6 utilizando dos tanques interconectados como en
la Figura 2.4, en condiciones de cultivo tipicas para CA (agitacion < 170 rpm,

volumen < 400 mL, aireacion superficial < 600 mL/min), controlados a 20 % de OD
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con mezcla de gases O, y N, previo a la recirculacion. Simultdneamente, en el tanque
designado como compartimento limitante de OD se modificé el gas de entrada por N,
puro, se fijo el control a 20 % de OD en el compartimento no limitante y se inicio la
recirculacion del medio entre ambos (flujos entre 1 y 4 mL/s). Esto provocé un
incremento gradual en el OD en los dos tanques hasta la saturacion (datos no
presentados), por lo que con estas condiciones no fue posible simular gradientes de
OD. El aumento en el OD hasta 100 % indicd una entrada de oxigeno al sistema,
filtrandose a través de la pared permeable del tubo flexible de silicon utilizado en el
cabezal de las bombas que recirculan el medio entre los compartimentos. Esta
importante filtraciéon de oxigeno no pudo evitarse aun cambiando el material del tubo

en el cabezal por otros menos permeables.

Bajo las condiciones de operacion anteriores, los tanques de este sistema
alcanzaron valores de kra entre 1.6 y 2.7 h™'. De acuerdo con la solucién numérica del
balance de masa para oxigeno [ecuaciones (2-4) y (2-5)] en este tipo de sistemas [Figura
2.4], en un medio acuoso sin células esta capacidad de transferencia de masa no seria
suficiente para simular gradientes de OD similares a los esperados en cultivos de CA,

incluso asumiendo valores de kra superiores a los observados (Tabla 6.1).

El consumo de oxigeno por células de mamifero e insecto al parecer contribuiria
de manera mas importante en la generacion de gradientes. S6lo considerando valores
de kia entre 4 y 6h'! e incluyendo el consumo de oxigeno por CI H5 y Tn-4h
infectadas, seria posible la simulacion de gradientes de OD de 20 a 0 % en cultivos con
tc de 500 s, que es aun el doble que el mayor tc esperado en escalas de produccion
(Tabla 6.1). Debido a esto, en el presente trabajo se decidi6 utilizar configuraciones

basadas en biorreactores tubulares, de tipo PFR.

6.1.2. Sistema de doble compartimento STR/PFR

En este disefio (Figura 5.2), descrito en la seccion 5.3.2, el tubo de silicon
permeable a gases que se utilizd para el compartimento PFR ofreci6 poca resistencia a
la presion del flujo, el cual no pudo ser superior a 1 mL/s. Por lo tanto, en este
simulador se evaluaron flujos de 0.32, 0.51 y 0.88 mL/s, con un volumen de trabajo de
200 mL. En este caso, al contrario de lo observado en el sistema STR/STR (seccion

6.1.1), la desorcion de oxigeno en el compartimento PFR fue suficiente para generar
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Tabla 6.1. Gradientes de OD posibles en condiciones de cultivo tipicas de CA.
Valores obtenidos de la solucion numérica del balance de masa [ecuaciones (2-4) y
(2-5)] en el sistema de doble compartimento STR-STR de la Figura 2.4.

Gradiente™’: OD (sTR no timitante) = OD(STR timitante)
ka (%)
(h")  Agua, sin células® Mamifero? Insecto, H5° Insecto, Tn-4h’
tc 500 s tc 125 s tc 500 s tc 125 s tc 500 s tc 125 s tc 500 s tc 125 s

2 20-17.1  20-19.2 20-6.7 20-16.3 16.2-0 20-17.1 12.2-0 32-0
4 20-15.0 20-185 20-5.8 20-15.6 20-0 20-16.4 20-0 12.7-0

6 20-13.3 20-178 20-52 20-15.1 20-0 20-15.8 20-0 20-6.0
(® Viay = 150 mL, V) = 300 mL, Viperias = 50 mL, Vi = 500 mL. Solo aireacion superficial, mismo kia

en ambos STR. OD inicial de 20 % en ambos compartimentos. tc = 500 s con flujo F =1 mL/s.
tc =125 s con F =4 mL/s. En CI, infeccion en etapa media exponencial, MDI = 10 ufp/ célula.

(b) Se muestra la magnitud de los gradientes de OD que se pueden obtener en el estado estable.

(°) Tiempo en alcanzar el estado estable (tg): Para tc = 500 s, tz < 1200 s; para tc = 125 s, tg <400 s.

®) qo2 = 1.5x 10" mmol/célulah, X =2.5x10°células/mL. Para tc=500s, t:<1800s; para
tc = 1255, tg <380 s.

® q02 = 9.1x10"mmol/célulah, X =1.5x10°células/mL. Para tc=500s, tz<800s; para
tc=125s, tg <450s.

A qu = 1.6x10°mmol/célulah, X =1.0x10°células/mL. Para tc=500s, tz<900s; para
tc=1255s,t5 <1150 s.

gradientes de OD. En estas condiciones fue posible simular un ambiente heterogéneo
en un medio acuoso sin células, con gradientes de OD de 20.4 a 1.8 % (tc =227.3 s),
212204 % (tc=392.25s),y 21.1 a 0.1 % (tc = 625 s) (Figura 6.1a). Asi mismo, para
los anteriores tc se pudo simular también un ambiente homogéneo, con OD constante

en ambos compartimentos (Figura 6.1b).

Los perfiles de estos gradientes, generados por la desorcion del gas en el
sistema, se estimaron mediante la solucidbn numérica del balance de masa para el
compartimento PFR [ecuacién (5-28)]. Los valores de ki (0.00185, 0.00215 y
0.0027 cm/s, para fluyjos de 0.32, 0.51 y 0.88 mLA) se determinaron
experimentalmente a partir de los valores de OD medidos al final de tuberias de 4, 7.5
y 21 m en los tres flujos evaluados. Se encontrd que con esta capacidad de transferencia

de masa el OD al final de este compartimento podria alcanzar minimos de 0, 0.2 y
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Figura 6.1. Perfiles de OD en el sistema STR/PFR, en medio acuoso con tc de
227.3, 392.2 y 625 s. Se muestran los datos registrados por los electrodos dentro del
STR y a la salida del PFR: (a) ambientes heterogéneos simulados, con gradientes de
OD, (b) ambientes homogéneos simulados, con OD no limitante en ambos
compartimentos.

0.8 %, con tc de 625, 392.2 y 227.3 s, respectivamente (Figura 6.2d, e y f). Sin embargo,
la relacion de volumen bien mezclado a volumen mal mezclado (Vem/ Vmm) resultd
entre 3.0 y 10.3, si se considera como mal mezclado el volumen con OD limitante para
células de insecto (Tabla 6.2). Estos valores representan una desventaja de este sistema,
pues son un orden de magnitud superiores a los observados en escala industrial (entre

0.25y 0.5, segan Oosterhuis y Kossen, 1984).

En cultivos bacterianos, generalmente los gradientes en biorreactores PFR se
producen mediante el consumo del sustrato por las células, ya que las altas
concentraciones celulares pueden producir altas demandas volumétricas por el sustrato
en cuestion. Por el contrario, en CA los consumos de sustrato no suelen ser tan altos,
por lo que pueden no ser suficientes para generar gradientes significativos en este tipo

de sistemas, principalmente a bajos tc (Palomares y Ramirez, 2000a).

De forma similar al caso de la desorcion, por medio de la ecuacion (5-28) se
evaluaron tedricamente los gradientes de OD que se podrian producir sélo por el
consumo del mismo en cultivos de CA. Se considerd para esto un cultivo de CI Tn-4h

infectadas (1 x 10° células/mL, MDI = 10 ufp/célula), en las que se han observado
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Figura 6.2. Perfil del gradiente de OD en un sistema de doble compartimento
STR/PFR, estimado para diferentes flujos de recirculacion mediante la solucion
numérica del balance de masa para el compartimento PFR [ecuacion (5-28)]. En (a),
(b) vy (c), se consider6 so6lo el consumo de células Tn-4h infectadas

(1 x 10° células/mL, MDI = 10 ufp/célula, 90, = 1.63 x 10° mmol/célula h). En

(d), (e) y (f), se considerd sé6lo la desorcion a través de la pared del tubo permeable
de silicon. En (g), (h) e (i), se considerod tanto la desorcion como el consumo de
oxigeno.

algunas de las mas altas demandas especificas de oxigeno (1.63 x 10° mmol/célula h,
en tanque agitado, presente trabajo). Se encontré que con sélo este consumo también
se podria disminuir el OD hasta 0 %, pero solo en los tc mas altos (Figura 6.2a y b),
mientras que resultaria insuficiente para obtener el mismo gradiente a tc de 227.3 s
(Figura 6.2c). En éste caso se alcanzaria un OD minimo de 7.9 % a la salida del
compartimento PFR, y de 4.4 % al final del conector PFR a STR, lo que no representa

ventaja sobre lo obtenido por el efecto de desorcion en el PFR.
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Tabla 6.2. Razones de Vim/Vmm, €stimadas a partir del tiempo de exposicion a
condiciones limitantes de OD, en el simulador STR/PFR de la Figura 5.2.

Criterio de top fimitantey (S) Vim / Vim
tC’ (S) tOD >5% tOD >2% tcon o,
top<s% ton<2% tanoxia T —_—
OD <5% tOD <2% tanoxia

Sin células, solo desorcion en PFR (Figura 6.2d, e y f)

625.0 154.4 134.3 55.2 3.0 3.7 10.3

392.2 89.9 72.6 0 34 44 -

227.3 46.5 32.7 0 3.9 6.0 -
Con células, consumo de O, y desorcion (Figura 6.2g, h e i).

625.0 174.0 165.1 156.7 2.6 2.8 3.0

392.2 102.1 93.8 85.5 2.8 3.2 3.6

227.3 534 46.1 38.2 3.3 3.9 5.0

En otras lineas celulares generalmente la demanda de oxigeno es menor. En CI

Tn-4h no infectadas, CI Sf9 no infectadas y células CHO (ovario de hamster chino), se

han observado 9o, de 2.61 x 107'° (este trabajo), 3.82 x 10'° (Palomares y Ramirez,

1996) y 2.35 x 10"° mmol/célula h (Palomares y Ramirez, 2000b), respectivamente. Se

considera que los valores tipicos de Xv y Yo, para CA son del orden de
3x10°células/mL y 4x 10" mmol/célulah (Palomares y Ramirez, 2000b).
Utilizando estos valores para resolver la ecuacidén (5-28), se estimd que se podrian
alcanzar gradientes de 20 a 0 % de OD solo en el tc mas alto. Sin embargo, de nuevo
este consumo resultaria insuficiente para obtener el mismo gradiente a tc de 392.2 y
227.3 s, alcanzando OD minimos de s6lo 4.6 y 11.1 % al final del PFR, y de 0.2 y
8.5 % al final del conector PFR a STR.

Aunque el consumo por si mismo no mejoraria el resultado obtenido por la
transferencia de masa en el PFR, al considerar ambos efectos en el balance de la

ecuacion (5-28), se encontrd que en este simulador se podrian alcanzar gradientes de

OD de 20 a 0 % en los tres flujos de recirculacion (Figura 6.2g, h e 1). La amplitud de

estos gradientes seria la necesaria para simular las condiciones de limitacion de OD

mencionadas anteriormente para cultivos de CA. Sin embargo, en estas condiciones las
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razones de Viym/Vmm estimadas para los tres tc estarian entre 2.6 y 5.0 (Tabla 6.2),
todavia un orden de magnitud superiores a lo observado en escala industrial. Debido a
lo anterior, se decidi6 evaluar también una configuracion basada en dos

compartimentos PFR interconectados, para disminuir el Vi, con respecto al V.

6.1.3. Sistema de doble compartimento PFR/PFR

En este disefio, descrito en la seccion 5.3.3 (Figura 5.3), se utilizaron flujos de
0.26, 0.43, 0.60 y 0.78 mL/s, con un volumen de trabajo de 180 mL. En estas
condiciones se simularon ambientes heterogéneos en un medio acuoso sin células, con
gradientes de OD de 29.8 £ 3.0 2 2.2+ 0.1 % (tc =230.85s), 27.1£34a09+£04%
(tc=300s), 27.8+3.0 a -0.1+04% (tc=418.6s) y 27635 a -0.1x04%
(tc = 692.3 s) (Figura 6.3).

Los perfiles de estos gradientes, producidos por la absorcion y desorcion de gas
en el sistema, se estimaron de igual forma que en la seccion 6.1.2, mediante la solucion

numérica del balance de masa para ambos compartimentos de este simulador

40

tc=6923s |tc=4186s| tc=300s tc =2308s
0.26 mL/s 0.43 mL/s 0.60 mL/s 0.78 mL/s

()
(=]

|=— PFR aerobio
| = PFR anaergbio

{——— Externo a BFR aerobio
Externo a BHFR anaerobio

Oxigeo Disuelto (%)

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.3. Perfiles de OD en el sistema PFR/PFR, en medio acuoso con tc de
230.8, 300, 418.6 y 692.3 s. Se muestran los datos registrados por los electrodos al
final de cada PFR, asi como del ambiente externo utilizado para promover la
absorcion o desorcion de oxigeno en cada compartimento.
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[ecuacion (5-28)]. Se encontrd que, sélo considerando la transferencia de masa, el OD
al final del PFR de desorcion podria alcanzar minimos de 0, 0.1, 0.6 y 0.7 %, con tc de
692.3, 418.6, 300 y 230.8 s, respectivamente (Figura 6.4e, f, g y h). Asi mismo, si se
considera como mal mezclado el volumen con OD limitante para células de insecto, la
relacion Vim/ Vimm resultd entre 0.69 y 1.24 (Tabla 6.3), mejorando lo obtenido en el
simulador STR/PFR de la seccién 6.1.2.

Al resolver la ecuacion (5-28), considerando sélo el consumo de oxigeno por un

cultivo de células Tn-4h infectadas (1 x 10° células/mL, MDI de 10 ufp/célula, 9o, de
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Figura 6.4. Perfil del gradiente de OD en un sistema de doble compartimento
PFR/PFR, estimado para diferentes flujos de recirculacion mediante la solucion
numérica del balance de masa para el compartimento PFR [ecuacion (5-28)]. En (a),
(b), (c) y (d), se consider6 so6lo el consumo de células Tn-4h infectadas
(1 x 10° células/mL, MDI = 10 ufp/célula, 90, =1.63 x 10° mmol/célula h). En
(e), (©), (g) y (h), se consideréo solo la desorcion a través de la pared del tubo
permeable de silicon. En (i), (j), (k) y (1), se considero tanto la desorcion como el
consumo de oxigeno.
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Tabla 6.3. Razones de Vym/Vmm, estimadas a partir del tiempo de exposicion a
condiciones limitantes de OD, en el simulador PFR /PFR de la Figura 5.3.

Criterio de top limitantey (S) Vim / Vi
tC’ (S) tOD >5% tOD >2% tcon o,
tob<s5% ton<z2% tanoxia ¢ —_—
OD <5 % tOD <2% tanoxia

Sin células, solo desorcion en PFR (Figura 6.4e, f, gy h)

692.3 409.7 387.5 309 0.69 0.79 1.24
418.6 239.3 220.1 0 0.75 0.90 -
300.0 164.2 145.0 0 0.83 1.07 -
230.8 123.4 107.9 0 0.87 1.14 -
Con células, consumo de O,y desorcion (Figura 6.4, j, ky )
692.3 440.5 428.6 418.4 0.57 0.62 0.65
418.6 256.9 246.0 236.4 0.63 0.70 0.77
300.0 179.8 168.9 159.2 0.67 0.78 0.88
230.8 133.4 124.1 115.2 0.73 0.86 1.00

1.63 x 10° mmol/célula h), se encontrd que en este sistema la demanda de oxigeno
también podria disminuir el OD hasta 0 %, en todos los tc simulados. Al igual que en
el sistema STR/PFR analizado en la seccién 6.1.2, la amplitud de estos gradientes
también seria la necesaria para simular las condiciones de limitacion de OD
mencionadas anteriormente para cultivos de CA. Ademas, dependiendo del criterio
para definir el OD limitante, con el efecto combinado del consumo y la desorcion del
gas en el sistema se podrian alcanzar relaciones Vim/ Vmm entre 0.57 y 1.00 (Tabla 6.3),

que se aproximan mas a lo esperado en biorreactores de escala de produccion.

6.1.4. Esfuerzos de corte

De acuerdo con los flujos de recirculacion utilizados, el intervalo de esfuerzos
de corte maximos estimados en los compartimentos PFR de ambos simuladores fue de
0.58 <tw, N/m? < 1.96 (641 <v,s'<2181) (Tabla 6.4), indicando que en ambos
sistemas los niveles de estrés hidrodindmico son inferiores a los reportados como
letales en cultivos de CA. En células de mamifero (HeLa S3 y L929) se ha observado
que presentan dafio celular cuando se someten a t de 10 a 200 N/m? (Augenstein et

al., 1971), mientras que células de insecto Sf9 pueden tolerar esfuerzos de corte de
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Tabla 6.4. Esfuerzos de corte y gradientes de deformacion estimados para los
compartimentos PFR de los sistemas evaluados en este trabajo.

a d

. Flujo tc b Tw®
Sist
istema (mL/s) ) Re (N/m?) (")
1 278 178 0.02 21
STR-loop
4 76 714 0.07 83
0.32 227.3 283 0.72 798
STR-PFR 0.51 392.2 446 1.13 1259
0.88 625 773 1.96 2181
0.26 692.3 240 0.58 641
0.43 418.6 403 0.97 1077
PFR-PFR
0.60 300 532 1.35 1501
0.78 230.8 722 1.73 1927

(*) En sistemas de doble compartimento, el tc = Vr /Q , donde Vr es el volumen total de cultivo (mL)
y Q es el flujo volumétrico de recirculacion (mL/s).

(b) En una tuberia cilindrica el régimen de flujo se caracteriza por el Numero de Reynolds {Re = Divp/n,
adimensional, donde: D; es el diametro interno de la tuberia (cm), v es la velocidad lineal del
fluido (cm/s) [v=Q/A, donde Q es el flujo volumétrico de recirculacion (mL/s) y A es el area
transversal de la tuberia (cm?)], p es la densidad (kg/cm?) y 1 es la viscosidad dinamica (kg/cm s)}.
Cuando Re <2 000 el flujo es laminar, cuando 2 000 < Re <4 000 el flujo es de transiciéon y cuando
Re >4 000 el flujo es turbulento.

(°) Calculado a partir del flujo volumétrico de recirculacién Q, mediante la ecuacion (5-36).

(d) El valor para el gradiente de deformacién (y = dv/dr) se calculd a partir de Tw mediante la
ecuacion (5-29).

hasta 4.51 N/m? (y = 3000 s') durante 15 min cuando se agrega Pluronic F-68 al
medio de cultivo (Palomares et al., 2000). Asi mismo, en hibridomas murinos HB-32 se
ha reportado que pueden soportar t de hasta 7.2 N/m? (y = 8000 s™) durante 20 min,
en medios suplementados con colesterol, suero fetal bovino y Pluronic F-68 (Ramirez y

Mutharasan, 1990b). Otros ejemplos se pueden observar en la Tabla 2.2.

Por otra parte, los mayores esfuerzos de corte causados por la agitacion, tanto
en el tanque agitado como en la camara de muestreo de los simuladores STR/PFR y
PFR/PFR respectivamente, fueron de 0.32 y 0.07 N/m? (y de 376 y 83 s') (Tabla 6.5),
siendo también inferiores a los reportados como tolerables por CA. Ademas, el tamafio

de la microescala de Kolmogorov generada por la agitacion fue un orden de magnitud
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Tabla 6.5. Esfuerzos de corte, gradientes de deformacion y microescala de
Kolmogorov, estimados® para los compartimentos STR de los simuladores
evaluados en este trabajo.

Sistema N Re Np® g Toa® Y Ak
(rpm) (Cp) (W/kg) (N/m’) () (nm)
STR recirculado 120 2 4723 0.36 0.0018 0.21 242 1375
STR/PFR 120 2 4723 0.36 0.0043 0.32 376 110.2
PFR/PFR

, 80 1.3 972 0.45 0.0002 0.07 83 23438
(camara de muestreo)

(*) Se utilizaron los siguientes valores: parc =996.6kg/m?  myrc = 8.546 x 10* Ns/m?,
Vy7ec = 8.576 x 107 m?/s. Impulsores de los sistemas STR recirculado y STR/PFR, D =4.5 cm.
Impulsor de la camara de muestreo en el sistema PFR/PFR, D = 2.5 cm. Medio de cultivo en el
STR recirculado: 0.3 kg. Medio de cultivo en el STR/PFR: 0.124 kg. Medio de cultivo en la camara
de muestreo del PFR /PFR: 0.05 kg.

(b) Al no encontrarse reportes sobre la caracterizacion del Np para agitadores magnéticos, se asumio
el valor reportado para turbinas marinas (Bailey y Ollis, 1977), en las cuales se han observado
algunos de los menores niveles de estrés hidrodinamico.

(°) Calculado mediante la ecuacién (2-8).
(d) Calculado mediante la ecuacién (2-11).
() Calculado mediante la ecuacion (5-29).
(f) Calculado mediante la ecuacion (2-6).

superior al tamano celular, por lo que se puede suponer que la interaccion de las

células en cultivo con los microtorbellinos no seria significativa.

Aunque los niveles maximos de Tw, Tmix, Y Y Ak fueron inferiores a los valores
letales reportados para CA en cultivo, se deben descartar atn los efectos de tipo
subletal (ver Tabla 2.4, seccion 2.4), provocados en este caso tanto por la magnitud del
estrés hidrodinamico como por la naturaleza intermitente a la que serian expuestas las

células en las configuraciones de doble compartimento evaluadas.

6.2. Cultivo de células animales en sistemas de doble compartimento

6.2.1. Tolerancia de células de insecto a la recirculacion mediante bomba
peristaltica

En la aplicacion de los sistemas de doble compartimento para simular

gradientes, el estrés provocado a las células por los esfuerzos de corte producidos en los

cabezales de las bombas es uno de los inconvenientes principales. Estos pueden afectar

al cultivo negativamente, ademds de estar presentes también los esfuerzos de corte

60



Resultados y Discusion

tanto en la pared de los compartimentos PFR (tw) como los causados por la agitacion

mediante el impulsor en los tanques tipo STR (Tmax).

Para evaluar este efecto se realizaron cinéticas de crecimiento con CI Tn-4h en
el sistema recirculado STR-loop descrito en la seccion 5.3.1 (Figura 5.1), controlando
el OD a 25 %. En este sistema se evaluaron cultivos simulando tc de 278 y 76 s, en los
que los valores de tw en el circuito de recirculacion fueron de 0.02 y 0.07 N/m? (y de
21 y 83 s, Tabla 6.4), mientras que Tmi €n el tanque agitado se estimé en 0.21 N/m?
(y = 242 s, Tabla 6.5) con microtorbellinos de Kolmogorov superiores en un orden de
magnitud al tamafio de las células. El tmsx en este compartimento STR puede ser
incluso menor (en consecuencia, con Ax mayor), ya que su valor se estimo
considerando el Np para un impulsor de tipo propela marina, cuando en realidad se
utilizé una barra magnética sujeta al eje del tanque (para este tipo de impulsor no se
encontraron curvas de Np en funcion del Re, que permitieran calcular de forma precisa
los valores de € y, por consiguiente, los de T.., Y, Ax). En resumen, todas estas
condiciones hidrodindmicas fueron inferiores tanto a las reportadas como letales para
CA en cultivo (Tabla 2.2) como a aquéllas que los afectan de forma subletal (Tabla
2.4).

En los cultivos recirculados no infectados se observd una viabilidad superior al
95 % durante las etapas de crecimiento exponencial y estacionario, mostrando un
comportamiento similar al cultivo control sin recirculacion (Figura 6.5a, b y ¢).
Ademas, las células se multiplicaron exponencialmente en los dos tc evaluados, con
una p que en ambos casos fue solo 7.7 % inferior a la observada en el control (Tabla
6.6), demostrando la capacidad de estas células para tolerar el estrés hidrodindmico en
el cabezal de la bomba peristaltica. Sin embargo, los decrementos de 30.4 y 43.5 % en
las Xvmsx alcanzadas con los tc de 278 y 76 s, respecto al cultivo no recirculado (Tabla
6.6), hacen suponer la existencia de efectos subletales, que podrian resultar en
aumentos de la energia de mantenimiento y una disminucion del rendimiento de
células. Estos al parecer impiden al cultivo alcanzar altas concentraciones celulares, sin

provocar dafnos que disminuyan la proporcion de células viables.

De igual forma, en las condiciones de recirculacién mencionadas anteriormente

se demostrod la capacidad de estas células de producir PR (Figura 6.5d, e y f) al
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Viabilidad (%)
SeAP (ng/mL)

Concentracion Celular (células/mL)

0] 50 100 150 0 50 100 150

Tiempo (h)

Figura 6.5. Cinéticas de crecimiento de CI Tn-4h en el sistema recirculado
STR-loop (Figura 5.1). (a), (b) y (c¢) son cultivos no infectados; (d), (e) y (f) son
cultivos infectados, con produccion de PR (SeAP). Las flechas indican el
TDI = 1 x 10° células/mL, con MDI = 10 ufp/célula. (a) y (d), cultivos control, en
STR sin circuito de recirculacion; (b) y (e), cultivos recirculados a 1 mL/s
(tc = 278 s); (¢) y (), cultivos recirculados a 4 mL/s (tc = 76 s).

infectarlas con el baculovirus descrito en la seccion 5.2. En este caso hubo una
reduccion entre 43.2 y 67.8 % en la produccion volumétrica total de SeAP de los
cultivos recirculados, con respecto al cultivo control (Tabla 6.6). Esto sustenta la idea

anterior de un posible efecto subletal provocado por la recirculacion, ya que se reduce
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Tabla 6.6. Parametros de los cultivos de CI Tn-4h en el biorreactor

recirculado de la Figura 5.1.
Condicion de cultivo (hlf 1y (céljf::;xmL) ("Sge/Anlle)
No infectados:
STR, No recirculado 0.026 2.3x10° -
STR-loop, tc =278's 0.024 1.6 x 10° -
STR-loop, tc = 76s 0.024 1.3x10° -
Infectados:
STR, No recirculado 0.019° 1x10%° 11.8
STR-loop, tc =278 s 0.024" 1x10°" 6.7
STE-loop, tc = 76's 0.022° 1x10°° 3.8

(*) Las p fueron estimadas en la etapa preinfeccion. El valor de Xvmx es el mismo

debido al cese del crecimiento exponencial al infectar con MDI = 10 ufp / célula.

la productividad de SeAP al incrementarse el estrés hidrodinamico. Aun asi, en las tres
condiciones se produjo de 2.4 a 7.4 veces mas proteina heter6loga que la obtenida en
cultivos agitados en “spinner” (1.6 ng/mlL, este trabajo) y de 4.2 a 13.1 veces la

obtenida en cultivos estaticos en frasco T-75 (0.9 pg/mL, este trabajo).

Keane et al. (2003) reportaron un comportamiento similar en la produccion de
PR, en cultivos de células CHO adheridas a una camara de crecimiento celular, con
recambio de medio en condiciones de flujo laminar. Estos autores observaron un cese
en la produccién de hormona de crecimiento humana (hGH, “hAuman Growth
Hormone”), al exponer las células a esfuerzos de corte de 0.1 N/m? aun cuando no
hubo diferencias en viabilidad ni morfolégicas entre las células sometidas al flujo
laminar y el cultivo control (cultivo estatico). Este efecto fue contrarrestado al agregar
PF-68 al medio de cultivo, sin embargo, aun en presencia de este surfactante la
productividad de hGH fue de s6lo el 49 % con respecto al control, al incrementarse el
esfuerzo de corte entre 0.005 y 0.8 N/m? Ademads, bajo estas condiciones se
registraron incrementos de 42 % en el consumo de glucosa, asi como decrementos en
la produccién de lactato que, aunados a la reduccion en la produccién de hGH,
reflejaron cambios metabolicos significativos relacionados con la exposicion a niveles

subletales de estrés hidrodinamico, que impactaron el rendimiento de productos a
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partir de glucosa.

Cabe resaltar que los esfuerzos de corte que provocaron estos efectos en células
CHO en el trabajo de Keane et al. (2003), son del mismo orden de magnitud que los
generados en el sistema STR recirculado del presente trabajo. Aqui se observaron
también alteraciones tanto en el consumo de glucosa como en la produccion de lactato
y de PR, relacionadas con la exposicion del cultivo a distintos niveles de estrés

hidrodinamico.

Al experimentar Ty de 0.02 y 0.07 N/m?, la qai se redujo con respecto al cultivo
control entre 32.3 y 40.5 % en la etapa preinfeccion, aunque el Yx.,ci. fue superior en
ambos casos (1.95 veces) (Tabla 6.7). Como se describié anteriormente, la viabilidad en
ambas condiciones de recirculacion fue superior al 95 % (Figura 6.5), pero las p y las
Xvmix alcanzadas fueron inferiores (Tabla 6.6). Esto, aunado al hecho de que el
rendimiento biomasa/glucosa fue casi el doble en ambas condiciones, puede ser un
indicio de que el carbono de la glucosa se esta utilizando en mayor medida para el
mantenimiento de la integridad celular, dirigiéndose mas hacia la biosintesis (por
ejemplo, de acidos grasos para reparar las membranas) que a la obtencion de energia.
Esta idea se puede apoyar también por la produccion de lactato, ya que al disminuir el
consumo de glucosa se registrd también un descenso de 59.5 y 83.2 % en la qr.., pero
con Yriac,cie de 0.6 y 0.3 veces los observados en el cultivo no recirculado (Tabla 6.8),
lo que indica una menor proporcién del carbono de la glucosa asimilada utilizado para

obtener energia.

En la etapa postinfeccion de las tres condiciones evaluadas, las demandas
especificas de glucosa con respecto a las condiciones no infectadas tuvieron un
descenso de 7.6, 5 y 31 % (cultivo sin recircular, con tc =278 s y con tc = 76s,
respectivamente) (Tabla 6.7). Asi mismo, las qc. en los cultivos recirculados se
redujeron con respecto al cultivo control entre 30.4 y 55.5 % (Tabla 6.7). Esto se reflejo
en disminuciones hasta de 54.5 y 67.8 % en la gs.ar y la produccién volumétrica de PR
al incrementarse el estrés hidrodinamico (Tablas 6.9 y 6.6). El cultivo no recirculado
presentd produccion de lactato al inicio de la infeccion, que después fue consumido en
parte (valores negativos de Qrac Y Yiacsci) al agotarse la glucosa a las 48 horas

postinfeccién (hpi) (a las 86 h de cultivo), mientras que en los cultivos recirculados sélo
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Tabla 6.7. Consumo de glucosa en cultivos de células Tn-4h con y sin
recirculacion mediante bombeo peristaltico.

Preinfeccion Postinfeccion®
Sistema,
Tw(N/m?) , tc(s) qaGic Yxv /G qaic
(Ugaic /1x10° células h) (células / mggy) (Ugcic 7/ 1x10° células h)
STR, 35.3 5.38x10° 32.6
no recirculado
STR-loop, 23.9 1.05x 10° 22.7
0.02, 278
STR-loop, 21.0 1.05x 10° 14.5
0.07, 76

(® El Yx, , g1 no fue calculado en la etapa postinfeccion debido a que la alta MDI utilizada provoco el
cese en el crecimiento.

Tabla 6.8. Produccion de lactato en cultivos de células Tn-4h con y sin
recirculacion mediante bombeo peristaltico.

Preinfeccion Postinfeccion
Sistema,
TW(N / mz) ,tc(S) Qrac YLac / Gle qrac YLac / Gle
(Mgrac / 1x10° células h) (8rac / 8aid) (Ugrac /1x10° células h)  (8rac / Lar)
STR, 19.0 0.54 -11.8* -0.36*
no recirculado
STR-loop, 7.7 0.32 6.0 0.26
0.02, 278
STR-loop, 3.2 0.15 2.2 0.15
0.07, 76
(*) Se observod consumo de lactato cuando se agotd la glucosa

Tabla 6.9. Produccion de SeAP en cultivos de células Tn-4h con y sin
recirculacion mediante bombeo peristaltico.

Postinfeccion
Sistema,
Tw(N/m?),tc(s) gsear Ysear /le Yseap /1ac
(Mgsear / 1x10° células h) (8sear / 8aic) (8sear / 8rac)
STR, 0.2233 0.0068 0.0189*
no recirculado
STR-loop, 0.1018 0.0045 -
0.02, 278
STR-loop, 0.1016 0.0070 -
0.07, 76

(® Se calculd debido a que hubo consumo de lactato mientras se mantuvo una produccion
importante de SeAP.
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hubo produccién del mismo, con decrementos en 1a qrac ¥ €l Yiac/cie de 63 y 42 %
respectivamente, al aumentar tw (Tabla 6.8). Aunque el Ysear,/cie €n el cultivo no
recirculado fue similar a los registrados bajo estrés hidrodinamico, tal vez las
necesidades de carbono en este cultivo —para sostener una mayor y mas veloz
produccién de SeAP- fueron suplidas mediante el consumo de parte del lactato
producido previamente y, probablemente, de la glutamina presente en el medio (que no
fue cuantificada y de la que se conoce es un componente determinante en el
desempeno de cultivos de CI, Palomares, 1996). Las qsear €n ambas condiciones
recirculadas fueron similares, sin embargo, el Ysear,cic fue 55.6 % superior con
tw = 0.07 N/m? que cuando fue de 0.02 N/m? (Tabla 6.9) En este cultivo con tc = 76 s,
que alcanz6 menor produccidon volumétrica de SeAP, pero a velocidad similar que el
recirculado con tc de 278 s, el mayor rendimiento de PR con respecto a la glucosa
asimilada indica que se puede estar destinando una mayor cantidad del carbono hacia
la biosintesis, para contender con el dafio subletal ocasionado por los esfuerzos de
corte, en vez de destinarlo a la obtencion de energia, de forma similar a lo observado

en condiciones no infectadas.

Se desconoce cuales son los esfuerzos de corte a los que una CI sometida a
bombeo continuo experimenta. Mardikar y Nirajan (2000) reportaron que existen
niveles 6ptimos de estrés hidrodinamico en los cuales las CA son capaces de sobrevivir.
Al evaluar la resistencia de varias lineas celulares a esfuerzos que normalmente se
encontrarian en biorreactores agitados y burbujeados, encontraron que es tan dafiino
para las células ser sometidas a esfuerzos de 1 N/m? como de 100 N/m? (durante el
mismo periodo de tiempo), presentando a esfuerzos de 10 N/m? niveles 6ptimos de
sobrevivencia y viabilidad. Estos autores sugieren realizar los cultivos de CA a niveles
optimos de esfuerzo, ya sea controlando la velocidad de agitacion o mediante el uso de

agentes protectores en el medio de cultivo.

El medio TNMFH utilizado en este trabajo estd adicionado de 10 % de Suero
Fetal Bovino (SFB) y 0.5 % de Pluronic F-68 (PF-68). Se ha observado que estos
aditivos protegen del estrés hidrodindmico a las células en cultivo, por efectos tanto
fisicos como bioquimicos. Los reportes indican que entre los principales mecanismos

de proteccién se encuentran la disminucion de la adhesion de las células a las burbujas
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y la reduccion en la fluidez de la membrana celular (Chisti, 2000; Day y Emery, 1999;
Palomares et al., 2000; Wu et al., 1995; Wu et al., 1997). De esta manera, el SFB y el
PF-68 pueden estar contribuyendo a la sobrevivencia de las células Tn-4h frente al

estrés al que estan siendo sometidas en el biorreactor recirculado.

Entre los efectos que podrian presentarse como respuesta a estrés
hidrodinamico se encuentran la inducciéon de apoptosis (muerte celular programada),
ademds de cambios en la sintesis de proteina, en las velocidades de consumo de
nutrientes y el pH intracelular (Al-Rubeai et al., 1995; Palomares et al., 2006). En este
trabajo, aunque las células estan creciendo, manteniendo alta viabilidad y produciendo
PR en condiciones definidas de estrés hidrodinamico, es evidente de los resultados
descritos hasta ahora que se estan produciendo efectos subletales, de tipo fisiologico,
que estan alterando el metabolismo de las CI Tn-4h. Este efecto se esta reflejando en la
concentracion celular maxima alcanzada en los cultivos recirculados, en la velocidad
de produccion y el rendimiento de PR y, sobre todo, pueden estar afectando la calidad

de la misma. Este tema se abordara mas adelante en la seccidén 6.3.

6.2.2. Evaluacion de cultivos de células animales en el sistema STR/PFR,
con OD constante

Para evaluar el desempefio del simulador STR/PFR se utilizaron células Tn-4h

y H5 de insecto (no infectadas), asi como células CHO de mamifero (Tabla 5.1). Estas

lineas celulares fueron cultivadas en medios TNMFH, SF900II e IS-CHO,

respectivamente, en condiciones de OD constante a 25 %, con un flujo de recirculacion

de 0.32 mL /s para probar las condiciones hidrodindmicas menos severas.

Resultados en células de insecto: Las CI Tn-4h y H5 mantuvieron viabilidad
superior al 90 % durante las primeras 48 h, pero sin mostrar la capacidad de crecer bajo
estas condiciones. Tanto la poblacion total como la viable de células Tn-4h comenzo a
descender desde el inicio del cultivo, mientras que las células H5 mostraron una
concentracion celular estable hasta las 48 h, tiempo a partir del cual comenz6 la

muerte del cultivo (Figura 6.6a y b).

Resultados en células de mamifero: En el caso de las células CHO, se observo

solamente un crecimiento limitado durante las primeras 24 h, con viabilidad superior
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Figura 6.6. Cultivos en el sistema STR/PFR, con células
(a) Tn-4h, (b) H5, (c) CHO.

al 90 % hasta las 48 h (Figura 6.6c). Sin embargo, el descenso en la concentracidon
celular total y viable observado a partir de las 24 h indicé lisis de las células, provocado

por las condiciones hidrodinamicas en el simulador (ver Tablas 6.4 y 6.5).

6.2.3. Evaluacion de cultivos de células animales en el sistema PFR/PFR,
con OD constante

Resultados en células de insecto: El simulador PFR/PFR fue probado con CI
Tn-4H y H5 no infectadas, usando medio TNMFH, con OD constante a 25 % y un
flujo de recirculacion de 0.26 mL/s. Se probaron dos concentraciones iniciales de
células Tn-4H, 5.35x 10° y 8.23 x 10° células/mL, para determinar el efecto de una
mayor concentracidén de indculo en el desarrollo del cultivo en este sistema. En ambas
condiciones se observo viabilidad superior al 90 % durante las primeras 36 h de cultivo.

Sin embargo, solo el cultivo inoculado con 8.23 x 10° células/mL mostr6 un
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crecimiento apenas perceptible, aunque con decremento en la viabilidad desde el inicio
del experimento, mientras que en el cultivo iniciado con 5.35 x 10° células/mL la
poblacion celular comenzdé a descender desde el tiempo cero (Figura 6.7a y b). La alta
viabilidad registrada en las primeras horas, aunado al descenso en la concentracién
celular en estas condiciones indica muerte celular por procesos liticos, similar a lo
observado en el simulador STR/PFR. Las células H5 se desarrollaron de forma
similar, mostrando un ligero crecimiento durante las primeras 60 h de cultivo, pero con
un decremento sostenido en la viabilidad, desde 98 hasta 70 %, a partir del tiempo cero
(Figura 6.7c).
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Figura 6.7. Cultivos en el sistema PFR/PFR, con células (a)y (b) Tn-4h
(inoculados con 5.35 x 10° y 8.23 x 10° células/mL, respectivamente), y (c) H5.
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6.2.4. Analisis de resultados en los sistemas de doble compartimento

Estos resultados son contrarios a lo observado en el caso de los cultivos
recirculados mostrados en la seccion 6.2.1, aun cuando el flujo utilizado en los
sistemas STR/PFR y PFR/PFR es menor. Sin embargo, se debe considerar que el
diametro interno (d;) de la tuberia de silicon utilizada en los compartimentos PFR es
de 1.6 mm, con una longitud de 21 m, comparado con el d; de 7.9 mm y longitud de
75 cm utilizado anteriormente para las pruebas de la seccidon 6.2.1. Esto ocasiona que
las condiciones de estrés hidrodindmico sean distintas, como se puede observar en la
Tabla 6.4, los valores de Re < 2000 indican que en las tuberias el flujo es laminar en
todos los casos, con tw en los sistemas STR/PFR y PFR/PFR de por lo menos uno y

dos 6rdenes de magnitud superiores a los generados en el biorreactor STR recirculado.

Ramirez y Mutharasan, 1990b, reportaron que los hibridomas en cultivo son
capaces de tolerar T de hasta 7.2 N/m? (y = 8000 s?). Asi mismo, Palomares et al.,
2000 observaron que las células de insecto Sf-9 pueden soportar hasta 4.51 N/m?
(y =3000s"). En ambos casos se agregd PF-68 al medio de cultivo y las células
animales fueron capaces de mantener viabilidad superior a 90 %. Ambos niveles letales
de esfuerzo de corte son superiores a los que se muestran en las tablas 6.4 y 6.5 para los
sistemas de cultivo discutidos en este estudio. Sin embargo, en estos trabajos las células
evaluadas fueron sometidas a estrés hidrodindmico durante tiempos cortos (entre 15 y
20 min) comparados con el tiempo de duracion de un cultivo de células animales, que

puede estar entre las 120 y 160 h, aproximadamente.

En los cultivos en el sistema STR-loop con tc de 278 y 76 s, las células Tn-4h
estuvieron expuestas en la tuberia a los esfuerzos de corte subletales de la Tabla 6.4
durante so6lo 36.7 y 9.2s, respectivamente, que son 13.2 y 12.1% del tc
correspondiente. Esto sugiere, dada la respuesta de los cultivos en este sistema (ver
seccidon 6.2.1), que no so6lo la magnitud de los esfuerzos de corte que experimentan las
células suspendidas determinara la respuesta del cultivo ante el estrés hidrodinamico,
sino también el tiempo de exposicion a dicho estrés y la sensibilidad de la linea celular
al mismo. Ademas, este tipo de sistemas tiene la particularidad de someter a las células
de forma intermitente a dichos esfuerzos de corte, por lo que quiza no permite a las

células adaptarse a las condiciones hidrodindmicas, ya que siempre estan variando en
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intervalos de tiempo regulares.

Por otra parte, en los sistemas STR/PFR (con tc = 227.3 s) y PFR/PFR (con
tc = 692.3 s), el tiempo de residencia (tr) en los compartimentos PFR (sin considerar
los tubos conectores, con d; = 7.9 mm) fue de 131.9 y 324.8 s, es decir, el 58 y 47 % del
tc correspondiente. Esto significa que las células estuvieron expuestas a esfuerzos de
corte mayores que en el sistema STR-loop (Tabla 6.4), durante tiempos prolongados
que se aproximaron a la mitad del tc. Sin embargo, en ambos sistemas los esfuerzos de
corte fueron considerablemente inferiores a los esfuerzos de corte letales y subletales
reportados para CA (Tablas 2.2 y 2.4).

Lo anterior permite suponer que aunque no existe dafio mecanico aparente
reflejado en la viabilidad durante las primeras 48 h de cultivo, es probable que la
exposicion periddica y prolongada a los esfuerzos de corte en los tres sistemas esté
provocando dafios no letales que se van acumulando con el tiempo de cultivo. Esto
explicaria la limitacion en el crecimiento celular, la reducciéon en la produccion de
SeAP en el sistema STR-loop y los cambios en el consumo de glucosa y la produccién
de lactato, asi como la ausencia de crecimiento de las células evaluadas en los sistemas
STR/PFR y PFR/PFR, ocasionando después de un tiempo la muerte del cultivo. Esta
ausencia de crecimiento celular no permitié evaluar el efecto de los gradientes de OD

que se lograron simular en ambos sistemas.

6.3. Impacto de esfuerzos de corte subletales sobre el perfil de glicosilacion

de SeAP producida en un sistema de CI-BV

Como se describe en la Tabla 2.1, se sabe que las células Tn-4h de insecto tienen
la capacidad de producir SeAP con glicosilacion de tipo complejo, incluyendo glicanos
con acido sidlico terminal (Palomares et al., 2003; Joshi et al., 2000; Joshi et al., 2001).
Esta modificacion postraduccional afecta a la actividad bioldgica de las proteinas, lo

que es especialmente importante en proteinas de interés terapéutico.

Debido a las alteraciones en el metabolismo de glucosa y lactato en células
Tn-4h, asi como en el crecimiento celular y la produccion de SeAP, ocasionadas por la
exposicion a los niveles subletales de esfuerzos de corte discutidos en la seccién 6.2.1,

surge la necesidad de determinar si el estrés provocado alterd también los patrones de
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glicosilacion de la PR. Entender esto adquiere relevancia ya que el estrés
hidrodinamico es un factor presente en cualquier cultivo en biorreactores agitados tipo
STR. Por esta razon, de los cultivos con células de insecto Tn-4h infectados descritos
en la Tabla 6.6, se realiz6 la determinacion por HPLC del perfil de glicosilacion de la
proteina producida bajo las tres condiciones estudiadas: Un cultivo no recirculado
(sistema STR) y dos cultivos recirculados (sistema STR-loop) a 1 y 4 mL/s (1, de 0.02
y 0.07 N/m?, respectivamente), para evaluar el efecto del estrés hidrodindmico en el
procesamiento postraduccional de la proteina recombinante producida en un sistema

de CI-BV.

Con base en el tiempo de elucion de los glicanos, a su sensibilidad a la digestion
con exoglicosidasas y a la diferencia de migracion de los glicanos cargados al utilizar
formato de amonio 25 y 250 mM, se proponen las 27 estructuras mostradas en la Tabla
6.10. Se puede observar que en los tres perfiles se encuentran casi las mismas
estructuras, con diferencias notables en cuanto a la proporciéon segun las condiciones
de cultivo. Predominan las estructuras del tipo paucimanosa, altas en manosa y
estructuras complejas con acido sialico terminal, con sélo una estructura con galactosa

terminal y ausencia de glicanos hibridos.

De la agrupacion de los glicanos por tipo de estructura (Tabla 6.11) se puede ver
que al incrementarse el esfuerzo de corte al que las células estan expuestas, la
proporcion de estructuras de tipo complejo tiende a incrementarse, principalmente
aquellas con acido sidlico terminal completamente sialidadas. Asi mismo, disminuye la
proporcion de estructuras tipo paucimanosa, mientras que la proporcion de estructuras
de tipo altas en manosa e hibridas permanece sin cambios notables al variar la
magnitud del esfuerzo de corte. El incremento en estructuras de tipo complejo al
parecer se da a expensas del decremento en estructuras de tipo paucimanosa,
indicando que probablemente el estrés hidrodinamico influye disminuyendo la
producciéon volumétrica de SeAP, lo que se refleja en un mejor proceso de edicion de
los glicanos. Cabe aclarar que en cultivos estaticos se ha observado hasta 20.4 % de
glicanos complejos, lo que es muy similar a lo obtenido en el biorreactor sin

recirculacion, pero inferior a ambos cultivos recirculados.
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Tabla 6.10. Estructuras propuestas y proporcion relativa (por HPLC) para
N-glicanos de SeAP, producida por células Tn-4h expuestas a diferentes
condiciones de estrés hidrodinamico.

% del total de glicanos

Unidades * STR STR-loop STR-loop
de Glucosa LStrUCtura propuesta™ o ‘o - ealado tc=278s te=76s
Tw=0.2N/m?> 7Tw=0.07N/m?

1.81 Maltosa** - - -

2.60 MN2 17.1 5.0 8.5
3.55 M2N2 8.9 8.1 5.3
4.03 M2N2F 9.2 8.9 5.1
4.48 M3N2 4.3 33 52
493 M3N2F 12.8 7.9 10.1
5.45 NM3N2F 4.9 2.5 1.5
5.60 M4N2 1.6 2.1 1.1
5.99 N2M3N2F ND 2.9 14
6.24 M5N2 3.2 5.2 49
6.40 M5N2 1.1 ND ND
6.46 M5N2 4.1 ND ND
7.13 M6N2 7.1 8.1 8.6
7.70 M7N2 2.2 5.7 3.3
8.02 M7N2 2.7 3.1 2.5
8.49 G3N3M3N2 1.7 2.7 2.0
8.73 S2G2N2M3N2 0.6 1.3 0.9
8.90 MS8N2 0.6 1.3 0.9
9.18 S2G2N3M3N2F 2.3 4.1 3.8
9.52 MOIN2 0.7 1.3 1.0
9.61 SG3N3M3N2 1.3 2.1 2.5
9.83 SG3SN3M3N2 0.6 ND ND
10.23 S2G3N3M3N2 2.3 34 3.8
10.81 S3G3N3M3N2 4.5 7.5 8.8
11.24 S3G3SN3M3N2 2.2 3.5 5.3
11.36 S3G3SN3M3N2 2.2 5.0 6.2
11.77 S4G4N4AM3N2F 1.7 3.8 5.6
12.21 S4G4N4M3N2F 0.3 1.0 1.4

(*) Nomenclatura: S = Acido Sidlico, G = Galactosa, N = N-acetil glucosamina, M = Manosa,
F = Fucosa. La estructura esta escrita de forma que el extremo reductor estd a
la derecha.

(**) La maltosa se afiade a la muestra de glicanos antes de separar las estructuras por HPLC, como
control interno.
ND = No Detectado.

En cultivos de células CHO en tanque agitado, se ha observado que
manipulando el estrés hidrodindmico por medio de la agitacién es posible favorecer la
produccién de la forma completamente glicosilada (tipo II) sobre la parcialmente
glicosilada (tipo I) de la proteina recombinante activadora de plasmindgeno (r-tPA,
“Recombinant Tissue-Type Plasminogen Activator Protein”) (Senger y Karim, 2003). Esto se
realizo manipulando el Re a valores de 1870, 3720, 5590, 7460 y 9310, encontrando las
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Tabla 6.11. Distribucion relativa por tipo de estructura para N-glicanos de SeAP,
producida por células Tn-4h en medio TNMFH, bajo diferentes condiciones de
estrés hidrodinamico.

% del total de glicanos

Tipo de estructura No tc=278s tc=76s
Recirculado tw=0.02N/m’ tw=0.07 N/m?

Paucimanosas 52.2 33.3 34.3
Altas en manosa 23.3 27.0 22.4
Hibridas 49 5.5 2.8
Complejas 19.6 34.3 40.4
Galactosa terminal 1.7 2.7 2.0
Sialico terminal 17.9 31.6 384
Sialidacién parcial (sp) 6.4 9.6 10.1
Sialidacién completa (sc) 11.5 22.0 28.2

Proporcion de subgrupos con sialico terminal
sp 35.7 304 26.4
sC 64.3 69.6 73.6

maéximas producciones volumétricas de r-tPA (ambos tipos) y de r-tPA (tipo II) cuando
Re = 5590, mientras que la maxima proporcion de r-tPA (tipo II) se obtuvo cuando
Re = 9310, aunque con dafio letal sobre las células. Estos autores también observaron
incrementos de la sintesis intracelular como respuesta al estrés hidrodinamico,
requiriendo el uso de glucosa, lactato, glutamina y asparagina en vias no relacionadas

con la division celular.

En contraste con lo anterior, un estudio mas reciente reportd que una linea de

células CHO de interés industrial, al ser sometida a estrés hidrodinamico’® mediante

8 El estrés hidrodinamico fue aplicado en cultivos de 0.6 a 1.1 L en tanques agitados de 2L,
recirculandolos a través de lo que los autores denominaron “cdmara de tortura”, formada por un
dispositivo de microflujo disefiado para reducir drasticamente el didmetro de la recirculacién (hasta
225 um, 1.5 mm y 2 mm), volver después al diametro original y regresar el cultivo al tanque agitado,

usando flujos de recirculacion de 3 a 90 mL/min durante 10 dias (Godoy-Silva et al., 2009).
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energias de disipacion de hasta 6.4x 10°W/m® ” (que en un tanque agitado
equivaldria a tmix de 354.5 N/m?), no se ve afectada en crecimiento, consumo de
glucosa, produccion de lactato ni en produccidon de un anticuerpo monoclonal. No
obstante, estos autores si observaron diferencias en los perfiles de N-glicosilacion de los
anticuerpos producidos al someter a las células a energias de disipacidon entre
6.0 x 10*W/m’ (34.3 N/m?, dos érdenes de magnitud inferior al valor letal para esta
linea celular) y 6.4 x 10° W/m?® (354.5 N/m?). Al incrementar la energia de disipacién
registraron en general una disminucion de 80 a 55 % en estructuras biantenarias de tipo
G0 (N2M3N2F), ademas de incrementos en estructuras complejas con galactosa
terminal G1 (GIN2M3N2F) y G2 (G2N2M3N2F) de 10 a 30% y de 1 a 5%,
respectivamente. Sin embargo, no se observo un comportamiento dosis-respuesta de la
glicosilacion con respecto al nivel de estrés hidrodindmico, mostrando la misma
proporcion de estructuras en el intervalo de energia de disipacion mencionado.
Ademas, con energias de disipacion de 1.2 x 10' W/m* (0.5 N/m?) y 0.9 x 10> W/m’
(1.3 N/m?) no hubo cambios, manteniéndose las proporciones de estructuras G0, G1 y
G2 sin cambios significativos (73.3, 9.1 y 0.9 %, respectivamente) (Godoy-Silva et al.,
2009).

Existen trabajos en los que se argumenta que una alta produccion de proteina
recombinante se refleja en un deficiente procesamiento del glicano en el aparato de
Golgi y el reticulo endoplasmico, debido a la posible “saturacién” de la maquinaria
enzimatica de edicion de los glicanos, mientras que a bajos niveles de sintesis de
proteina heterologa esto no sucederia (Palomares y Ramirez, 2002; Senger y Karim,
2003). Sin embargo, esto no esta todavia debidamente documentado. Un primer
acercamiento a esto seria realizar cultivos en los que la infeccion se realice a bajas y
altas multiplicidades de infeccion, con lo que se podrian inducir tanto bajos como altos
niveles de sintesis de proteina recombinante. Otra alternativa seria utilizar la misma
MDI con diferentes baculovirus en los que el gen de interés se encuentre bajo
promotores de diferente fuerza, para de esa manera evaluar el procesamiento de los

glicanos a bajos y altos niveles de expresion.

1 Este valor es varios 6rdenes de magnitud superior a la energia disipada en biorreactores de produccién

(promedio: 10 W/ m?; inmediaciones del impulsor: 1 x 10° W/ m?®) (Godoy-Silva et al., 2009).
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Se ha discutido también que un mecanismo de respuesta ante el estrés
hidrodinamico puede involucrar la activacion de integrinas en la membrana celular.
Estas pueden funcionar como sensores de estrés mecanico, cuya activacién puede
encender multiples sefiales de transduccion, como la polimerizacién de actina en el
citoesqueleto. Se ha demostrado que esto puede modificar la organizacion estructural
del aparato de Golgi, afectando la morfologia de las cisternas y en consecuencia la
organizacion de las enzimas que editan los N-glicanos unidos a la proteina, influyendo
en su capacidad para realizar de forma adecuada esta modificacién postraduccional
(Godoy-Silva et al., 2009).

Se ha observado que en ciertas lineas celulares de origen animal, las
condiciones subletales de estrés hidrodindamico pueden encender la produccion del
activador transcripcional c-fos en tiempos tan cortos como 1 min (Ranjan et al., 1996).
Sin embargo, todavia no se comprenden del todo los mecanismos que intervienen en la
respuesta celular al estrés mecdnico, que incluyen entre otros a la generacion de
mensajeros secundarios, la activacion de proteinas y la modulacién de la expresion de
genes. Con este antecedente, podria plantearse el estudiar si las condiciones de estrés
encienden de alguna manera la sintesis o asimilacion de precursores de los azucares
complejos, asi como la induccioén de la actividad de las enzimas que intervienen en el
procesamiento de los glicanos complejos, como las N-acetil glucosaminil transferasas,
galactosil transferasas y sialil transferasas; o bien, si se produce la inhibicién de la
actividad de hexosaminidasa (que desvia la edicion del glicano hacia las

paucimanosas).

Este trabajo representa uno de los primeros pasos para disefiar técnicas de
simulacion de gradientes de oxigeno disuelto en cultivos de células animales, que
permitan acercarse mas a la condiciones observadas en escala de produccion. Asi
mismo, los efectos observados en el crecimiento celular, asi como en el metabolismo, la
produccién de proteina recombinante y sus patrones de glicosilacion, seran tutiles en la
comprension del efecto que los esfuerzos de corte subletales pueden tener sobre el

desempeno de los cultivos de células animales.
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e Se demostr6 que la capacidad de transferencia de oxigeno en biorreactores
agitados, en condiciones tipicas para el cultivo de células animales en escala de
laboratorio, no es suficiente para la simulacién de gradientes de oxigeno
disuelto en sistemas de doble compartimento STR/STR. So6lo considerando el
consumo de oxigeno por el cultivo y valores de kra del doble o triple de los
observados experimentalmente seria posible la simulacién de gradientes de
oxigeno disuelto de 20 a 0 %, en cultivos con tiempos de circulacion de 500 s,
que es aun el doble que el mayor tiempo de circulacidén esperado en escala de

produccion.

e Con los sistemas de doble compartimento STR/PFR y PFR/PFR fue posible
simular gradientes de oxigeno disuelto en medio acuoso sin células, con tiempos
de circulacion y relaciones de volumen bien mezclado a mal mezclado cercanos
a los esperados en biorreactores de escala de produccion. Ademas, en los
compartimentos PFR se estimaron esfuerzos de corte hasta 3 y 2 6rdenes de

magnitud inferiores a los niveles letales y subletales registrados en la literatura.

e Al evaluar los simuladores STR/PFR y PFR/PFR con células de mamifero
(CHO) e insecto (Tn-4h y HS5), éstas no lograron crecer, mostrando descenso en
la viabilidad a partir de las 24 a 48 h de cultivo. Esto probablemente fue debido
al tiempo de exposicion a los esfuerzos cortantes de 0.72 y 0.58 N/m?
generados en los compartimentos PFR, con tiempos de residencia en los
mismos de 58 y 47 % del tiempo de circulacion, respectivamente en cada

sistema.

e En el sistema STR-loop, bajo condiciones de oxigeno disuelto constante no
limitante de 25 %, las células de insecto Tn-4h crecieron y produjeron fosfatasa
alcalina humana recombinante, soportando el estrés por esfuerzo de corte a
niveles de 0.02 y 0.07 N/m? durante tiempos de residencia en el circuito de

recirculacion de 13.2 y 12.1 % del tiempo de circulacion, respectivamente.
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e En el sistema STR-loop, la exposicion a esfuerzos de corte subletales al parecer
ocasiona que las células de insecto Tn-4h destinen el carbono de la glucosa
principalmente hacia las rutas de biosintesis para mantener la integridad celular,
en vez de utilizarlo para obtener energia. El efecto del estrés hidrodinamico se
reflejé en reducciones en las velocidades de consumo de glucosa y produccion
de lactato, con rendimientos biomasa/glucosa mayores y lactato/glucosa
inferiores a los registrados en el cultivo control sin recirculacién, ademads de un

mayor rendimiento SeAP/glucosa al incrementarse el esfuerzo de corte.

e Al aumentar el esfuerzo de corte al que las células Tn-4h fueron expuestas, la
proporcidn de glicanos de tipo complejo se incrementd, principalmente aquellas
estructuras con acido sialico terminal completamente sialidadas. Al parecer esto
se llevd a cabo a expensas del decremento en la proporcién de estructuras de
tipo paucimanosa, debido a un mejor procesamiento postraduccional de
menores cantidades de proteina recombinante producida, que probablemente
no saturaron la maquinaria enzimatica de edicion de los glicanos en el aparato

de Golgi y el reticulo endoplasmico.

e El tiempo de exposicion de las células Tn-4h al estrés hidrodinamico parece ser,
ademads de la magnitud del esfuerzo cortante y la sensibilidad de la linea celular,
uno de los factores determinantes en la respuesta del cultivo al dafio mecanico
de tipo subletal. Los resultados de este trabajo muestran que la exposicién
intermitente a esfuerzos de corte subletales, por periodos de tiempo
prolongados, podrian provocar un efecto acumulativo al transcurrir el tiempo de
cultivo. Por esta razon, los niveles de esfuerzo cortante letales y subletales
reportados en la literatura deben tomarse con reservas, ya que en su mayoria
fueron evaluados en dispositivos como viscosimetros y tubos capilares, en los
que el tiempo de exposicion al estrés hidrodinamico varia entre 1 y 60 min,

mientras que los cultivos de células animales pueden durar entre 120 y 336 h.
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PERSPECTIVAS

Disefiar compartimentos PFR con tuberias de diametro mayor a los evaluados
en este trabajo, utilizando materiales con valores de k; superiores al silicon, que
permitan mejorar la desorcién de oxigeno en el simulador. Asi, ajustando la
longitud del PFR para mantener el volumen de trabajo y usando los flujos de
recirculacion mencionados en las secciones anteriores, los tiempos de
circulacion y las relaciones de volumen bien mezclado a mal mezclado podrian
mantenerse en los valores reportados aqui. De esta forma, para los mismos
flujos de recirculacion, los esfuerzos de corte serian menores a los reportados en
el presente estudio, permitiendo el crecimiento de las células en cultivo sin
comprometer la capacidad del sistema para simular gradientes de oxigeno
disuelto. De esta manera se podria evaluar el efecto de gradientes de oxigeno
disuelto sobre el crecimiento celular, asi como en el rendimiento, produccion de
proteina recombinante y sus perfiles de glicosilacion en cultivos de células

animales.

Evaluar de forma precisa el efecto de esfuerzos de corte subletales sobre la
glicosilacion de proteina recombinante, en cultivos de células animales en
condiciones de oxigeno disuelto no limitante. Debido a las alteraciones
observadas en el metabolismo, reflejadas en el consumo de glucosa y
produccioén de lactato a diferentes niveles de esfuerzo de corte, seria interesante
complementar estos experimentos con una evaluacién detallada del consumo de
las fuentes de carbono en el medio, asi como en la producciéon de metabolitos.
Una alternativa para realizar esto seria utilizar el sistema STR/loop descrito en
el presente trabajo, en el que s6lo probando diferentes combinaciones de flujo
de recirculacion, diametro y longitud del tubo, se podrian estudiar diferentes
niveles de esfuerzo de corte a distintos tiempos de residencia, manteniendo
constante el volumen de trabajo. Otra forma podria ser estudiar diferentes
niveles de estrés hidrodindmico en tanques agitados, variando la velocidad de
agitacion para obtener diferentes niveles de esfuerzo de corte y observar su

efecto sobre la glicosilacion de proteina recombinante.
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Perspectivas

Estudiar detenidamente la posibilidad de que a menores rendimientos de
proteina recombinante se pueda obtener un mejor procesamiento de los
glicanos en la proteina recombinante. Como primer acercamiento se podrian
realizar cultivos de células de insecto a bajas y altas multiplicidades de
infeccion, con lo que se podrian inducir tanto bajos como altos rendimientos de
proteina recombinante. Otra alternativa seria utilizar la misma multiplicidad de
infeccion con diferentes baculovirus en los que el gen de interés se encuentre
bajo promotores de diferente fuerza, para de esa manera evaluar el
procesamiento de los glicanos a bajos y altos niveles de expresion y produccion

de proteina recombinante.

Estudiar si las condiciones de estrés hidrodinamico afectan la sintesis o
asimilacion de precursores de los azucares complejos, asi como la induccién de
la actividad de las enzimas que intervienen en el procesamiento de los glicanos
complejos, como las N-acetil glucosaminil transferasas, galactosil transferasas y
sialil transferasas; o bien, si se produce la inhibicion de la actividad de

hexosaminidasas (que desvia la edicion del glicano hacia las paucimanosas).
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