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4. Resumen:

En el presente trabajo se estudio el comportamiento cinético y metabdlico de dos
poblaciones celulares del hibridoma murino BCF2 sincronizadas en la fase G del
ciclo celular obtenidas por Elutriaciéon Centrifuga (EC). El sistema de EC montado
permitié obtener de manera estéril a células con alta pureza y viabilidad en la fase
G+ del ciclo celular para ser cultivadas nuevamente. El perfil de distribucién de
tamano de las subpoblaciones de hibridoma murino BCF2 empleadas comprendio
tamanos desde las 12 a las 18 micras. Las poblaciones celulares sincronizadas de
hibridoma murino BCF2 mostraron un perfil de crecimiento escalonado durante 48
horas con una constante de la velocidad de crecimiento promedio de 0.0176 h™
para el primer ciclo de duplicacion, es decir, 2.3 veces menor que la mostrada por
un cultivo tradicional de células no sincronizadas (0.0401 h™"). Se determiné que
los perfiles de consumo de glucosa y glutamina, a diferencia del perfil de
produccion de lactato, son semejantes a los observados en cultivos no

sincronizados.

Se evalud, ademas, el comportamiento cinético de la linea celular CHO DG44
(Células de Ovario de Hamster Chino) en medios de cultivo quimicamente definido
(Cellvento 100 y CD OptiCHO). Se determind el impacto del DMSO (Dimetil
Sulféxido) a diferentes concentraciones en el perfil de crecimiento de CHO DG44.
Se realizé la proliferacién ininterrumpida de la linea celular CHO DG44 durante 25
pases (poco mas de tres meses) con la finalidad de determinar su estabilidad en
cultivo. En todos los cultivos celulares se determind el perfil de consumo de
Glucosa (Glc) y Glutamina (GIn) y de produccion de Lactato (Lac). Se determind
que la linea celular CHO DG44 es estable durante un cultivo ininterrumpido de
poco mas de 3 meses. Se establecio la concentracion de DMSO 1.5% (v/v) como
la concentracion Optima para generar el arresto celular sin afectaciones
considerables en la viabilidad y el metabolismo en cultivo. Se observé que a una
concentracion 2.5% de DMSO increment6é el metabolismo de las células CHO
DG44.



5. Introduccion:

Con las patentes proximas a vencer de las principales proteinas recombinantes de
uso terapéutico se abre la posibilidad en Meéxico de producirlas como
biocomparables con los mismos estandares de calidad y a mejor precio. La
produccion de dichas moléculas empleando células de mamifero requiere de
medios de cultivo complejos y del control riguroso de las condiciones ambientales

como la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y la fuerza idnica.

Debido al aumento en la demanda de proteinas terapéuticas recombinantes,
particularmente anticuerpos monoclonales, el desarrollo de lineas estables y
altamente productoras se ha convertido en el nuevo desafio para la industria
biofarmacéutica (Chusainow et al., 2009), por lo que el comportamiento cinético y
la forma de expresion, secrecidn y glicosilacion de proteinas (asociadas a las
condiciones ambientales a las que son sometidas las células) son aspectos
considerados al momento de disefiar y desarrollar bioprocesos (Lloyd and Al-
Rubeai, 2002; Kumar et al., 2007).

Los hibridomas y las células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en
inglés) han sido empleadas desde la segunda mitad del siglo XX como sistema
primario de produccion de proteinas recombinantes a gran escala por su rapido
crecimiento, facil transfeccion y por la capacidad de realizar modificaciones post-
traduccionales (Kumar et al.,, 2007). Las lineas celulares empleadas
convencionalmente en los procesos de produccion de proteinas recombinantes
operan bajo un crecimiento heterogéneo (células en diversas fases del ciclo
celular) por lo que se ha propuesto a los cultivos de células sincronizadas
(poblaciones celulares homogéneas para una fase del ciclo celular) como una
estrategia novedosa para poder estudiar la fisiologia y el metabolismo en las
diferentes fases del ciclo celular (Rosas, 2013), esperando obtener resultados mas
especificos y representativos que los obtenidos a partir de cultivos celulares no
sincronizados (heterogéneos) en donde es evidente la falta de una duplicacion

sincronizada y un comportamiento cinético observado meramente aparente.



6. Antecedentes

6.1Ciclo celular en Eucariotas

Durante el proceso de divisidn celular la célula (que dara origen a dos células
nuevas e idénticas) experimenta multiples y muy diversos cambios tanto
estructurales como funcionales que son agrupados en las denominadas “fases” del

ciclo celular. (Véase Fig. 1).

Division Celular

V]' GO Fig. 1. Fases del ciclo celular a los
que se somete la célula durante la
progresion  del ciclo celular.

Progresién del Tomado y modificado de Lloyd and

ciclo celular Al-Rubeai, 2002.

En la fase G; (del inglés Gap 1) se preparan para la duplicacion celular
aumentando el tamano y la biomasa; en la fase S (del inglés Synthesis) sintetizan
suficiente DNA para dotar a dos células con la misma informacion genética y
estructuras subcelulares (células tetraploides, 4n); en la fase G, (del inglés Gap 2)
se sintetizan las proteinas necesarias para llevar a cabo la segregacion
cromosomal y la division celular, para finalmente generar células diploides (2n) en
la mitosis. Al final del ciclo celular, después de ocurrida la division, las células
pueden 0 no entrar en una etapa en la que permanecen viables pero sin cambios
(Fase Gy, del inglés Gap 0), donde estan a la espera de un estimulo exterior para

comenzar de nuevo la duplicacion celular (Boye et al., 1996; Quon et al., 1996).

Existen células en continua duplicacion, llamadas células “establecidas o
inmortales”, que son lineas celulares o células transformadas que no
necesariamente progresan a Gp después de un ciclo celular, sino que entran

directamente en fase G después de la mitosis previa, tal como ocurre con los



hibridomas, que son lineas celulares obtenidas de la fusion de un linfocito
B productor de anticuerpo con un linfocito B de origen canceroso (mieloma)

(Winzeler and Wang, 2013).

La actividad celular ocurrida durante la progresion del ciclo hasta la division celular
es regulada por enzimas denominadas Ciclinas Dependientes de Cinasas (CDK’s)
y éstas a su vez son sujetas a estrictos controles que gobiernan su expresion,
activacion y degradacion, dandole a las células la capacidad para responder a

diferentes cambios en su entorno (Ishidate T., 2014).

Los cambios en el contenido de DNA ocurridos durante el ciclo celular pueden ser
estudiados por técnicas como la cuantificacion de la cantidad de DNA por
citometria de flujo, indice mitético (proporcion de células en cualquier fase de la
mitosis dentro de la poblacion celular analizada) o por marcaje de nucledtidos en
fase S empleando anticuerpos monoclonales acoplados a deoxiuridinas
halogenadas que se intercalan en el DNA (Aten et al., 1992). Para los fines del
presente estudio se midié por citometria de flujo con Yoduro de Propidio,
obteniendo perfiles de contenido de DNA (Véase Fig. 2a) con los que es posible
determinar tanto la fase del ciclo celular en la que se encuentra una poblacién de
células como su contenido de DNA relativo, medido y expresado en valores
porcentuales de acuerdo a modelos computacionales aplicados por el software

empleado (Véase Fig. 2b).

555 20000/20000 CHOO01138.HST PMT4 CHO cells
1.000
a) b) Datos ciclo celular
800 Promedio G;=78.1
188 = CV G =60
= = %G, =542
= 3 600
S 128k 5] Promedio G, = 146.7
g § CVG=66
Z Z 400 %G, =148
63 %5=310
200
G, /Gy = 1.879
0 1 1 1 1 | 1 1 1 0 S\
o] 200 400 600 800 1,000 0 40 80 120 160 200
Fhorescencia del Yoduro de propidio (MNim. Canal) Contenido relativo de DNA

Fig 2. a) Medicion tipica de contenido de DNA por fluorescencia mediante citometria de

flujo de células CHO recombinantes. b) fases del ciclo celular de células CHO por
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fluorescencia mediante citometria de flujo empleando un software de analisis (Multicycle,

Phoenix Flow Systems). Tomado y modificado de Lloyd and Al-Rubeai, (2002).

6.2Ingenieria en los cultivos celulares.

La ingenieria aplicada a los cultivos de lineas celulares ha permitido la
manipulacion y el control de algunas lineas celulares con la finalidad de aumentar
0 mejorar algun proceso bioldgico (Ingenieria genética), como ocurre con la
insercion del gen exégeno DHFR (Dehidrofolato Reductasa) con el objetivo de
presionar sistemas biologicos con Metotrexato para aumentar la produccién de
proteinas recombinantes (Duttom and Scharer, 2007). La Ingenieria en los
Bioprocesos se ha ocupado de la aplicacién tecnolégica de los sistemas en
organismos vivos para la obtencidn de productos biolégicos para un uso
especifico, como el disefio y la implementaciéon de biorreactores con los que se

pueden monitorear las condiciones ambientales reales de un cultivo en progreso.

6.2.1. Efecto de las condiciones medioambientales en el

desempeno del cultivo celular.

Los minibiorreactores han posibilitado el estudio y la optimizacion de la
productividad de los cultivos en virtud de que generan resultados escalables y a
que permite un manejo de grandes volumenes de cultivo con la consecuente
generacion de un mayor numero de células. Debido a lo anterior, las
particularidades observadas en los cultivos pueden ser el reflejo directo de las

condiciones ambientales presentes durante el cultivo.

Una proliferacién celular por debajo de la esperada puede ser causada por una
falta de nutrientes, acumulacion de metabolitos téxicos en el medio o por
desviaciones de las condiciones 6ptimas del cultivo. Se ha observado que la
temperatura juega un rol importante en los cultivos ya que por debajo de la
temperatura 6ptima se incrementa la duracioén del ciclo celular y se disminuyen los

indices de crecimiento, pero a temperaturas por encima de la 6ptima se producen



proteinas de choque térmico que causan la muerte de las células (Li and
Srivastava, 2004).

Por otro lado, la falta de precursores quimicos y de factores de crecimiento
generan un retraso en la sintesis de DNA. Se ha observado que la falta de
factores de crecimiento como FGF (factor de crecimiento de fibroblasto), PDGF
(factor de crecimiento epidermal derivado de plaquetas) e IGF | y Il (factor de
crecimiento parecido a la insulina | y Il) afecta la produccién de citocinas y ciclinas

(CDK’s) necesarias para la sefalizacion celular (Darzynkiewicz et al., 1996).

Dado lo anterior, algunas estrategias para mejorar la proliferacién celular han sido
tipicamente implementadas en la fase de crecimiento exponencial, mostrando
ademas una mejora en la productividad y durabilidad de los cultivos (Kumar et al.,
2007). Es importante considerar que la expresion de productos dependientes del
ciclo celular puede variar con el tipo de linea celular empleada, el vector de
expresion usado, la naturaleza del gen recombinante o por el promotor necesario
para la expresion del gen, ademas de los efectos de la regulacion post-
transcripcional y de las condiciones quimicas o fisicas del medio de cultivo (Lloyd
et al., 1999; Lloyd and Al-Rubeai, 2002).

6.3 Sincronizacion celular

Cooper, (2003) define a un cultivo sincronizado como un conjunto de células que
pasan por la divisién celular de manera uniforme durante el tiempo de cultivo, si
las células siguen este patrbn como grupo, podran entonces Illamarse
sincronizadas. Aclara que un cultivo no necesariamente debe tener una sincronia
perfecta para ser sincronizado ya que existe una variacion estocastica en los
tiempos interdivisionales y enumera, también, tres criterios para una
sincronizacion exitosa: 1) el contenido de DNA debera ser uniforme en la
poblacién inicial, 2) la distribucién de tamafo de la poblacién sincronizada debera
ser mas angosta que la poblacion no sincronizada y finalmente, y mas importante,

3) el cultivo sincronizado deberia exhibir divisiones celulares sincronizadas.



El principal interés por obtener poblaciones celulares sincronizadas radica en la
necesidad de estudiar aspectos bioquimicos y morfoldgicos propios de cada fase
del ciclo que permitan un mayor entendimiento de éstas (Al-Rubeai et al.,
1991;Kromenaker and Sriene, 1991; Matherly et al., 1989) y, en nuestro caso, la
optimizacion de los procesos de produccion de proteinas recombinantes en cultivo
(Rosas, 2013)

La subpoblacion G; ha sido propuesta como la subpoblacién ideal para realizar
estudios donde se busque incrementar la produccién de proteina recombinante de
lineas celulares como hibridomas y células CHO (Kumar et al., 2007). Lo anterior
se fundamenta en las evidencias que muestran que las células arrestadas al final
de la fase G4 son mas activas metabdlicamente y de mayor tamano que las
células no arrestadas (Carvalhal et al., 2003; Bi et al., 2004); también a que los
procesos de excrecion proteica se llevan a cabo durante la fase G4 o S del ciclo
celular, iniciando y siendo mayor en G4 vy, particularmente, que la produccién
especifica de proteina aumenta cuando el ciclo celular es arrestado y las células

se mantienen en G (Lloyd and Al-Rubeai, 2002).

Algunos procedimientos para obtener poblaciones sincronizadas involucran el uso
de agentes quimicos de arresto celular o la sincronizacién fisica de células a partir

de similitudes en la densidad, tamafio y area superficial (Banfalvi, 2008).
6.3.1. Métodos Quimicos de Arresto Celular.

Los agentes quimicos de arresto han sido propuestos como estrategia para
optimizar la produccion de proteinas recombinantes en cultivos celulares por el
aumento generado en la duracion de los cultivos (Kumar et al., 2007). Se han
propuesto metodologias de arresto celular como son la disminucion de la
temperatura de cultivo (28-33°C) con disminucion del crecimiento (Trummer et al.,
2006), cultivos a altas concentraciones de oxigeno disuelto (Ohsaka et al., 2002),
modificar las concentraciones de ciclinas dependientes de cinasas (CDK’s) y los
inhibidores dependientes de cinasas (CKIl's) observando en células CHO un

aumento en el metabolismo y en la produccion de proteina recombinante (Hayles



et al., 1994;Nurse, 1994; Bi et al., 2004). Finalmente, el empleo de compuestos
quimicos de arresto celular como hidroxiurea, timidina, metotrexato, afidicolina y
dimetilsulfoxido (DMSO), con los que se ha observado un arresto parcial del ciclo,
sin embargo con algunas consecuencias como alteraciones en el metabolismo y

crecimiento de las células (Cowan and Milstein, 1972; Banfalvi, 2008).

En el caso particular del DMSO se ha demostrado que causa un arresto celular
efectivo y reversible en G (Fiore et al., 2002), ya que inhibe el crecimiento celular
por afectacion a la actividad de CDK's y CKl’'s (Ponzio et al.,, 1998) y se ha
observado que a una concentracion de 1.5% en células CHO adherentes
aumenta la expresion de p27¢"' y Bcl-2, causando un aumento de la adhesién

celular y una disminucién de la apoptosis (Fiore et al., 1999).
6.3.2. Métodos Fisicos de Separacion Celular.

Los métodos fisicos de separacion (sincronizacion) celular permiten obtener un
alto grado de sincronia celular con las minimas alteraciones metabdlicas y
fisiolégicas, contrario a lo que ocurre cuando se emplean agentes quimicos de
arresto (Cooper, 2003; Grosse et al., 2012). Algunas técnicas propuestas son la
separacion mitotica, la centrifugacion por gradiente de densidad, seleccion-

separacion mediante citometria de flujo y la EC.

La EC es una técnica que permite separar poblaciones celulares con base en las
propiedades de sedimentacion de las células (densidad y tamano) con
perturbaciones minimas a las funciones celulares. El principio fisico de la
separacion por EC se fundamenta matematicamente en la ley de Stokes y supone
que las particulas son esféricas, que el flujo es laminar y que no hay un efecto
considerable por las fuerzas de interaccion entre las particulas y la gravedad
(Banfalvi, 2008)



6.4 Elutriacion Centrifuga a contracorriente como procedimiento de

sincronizacion celular.

Desde su desarrollo e implementacion como método de separacion (Lindhal,
1948), la EC ha sido empleada en la separacion de diferentes tipos celulares
presentes en tejido sanguineo (Coulais et al., 2012). Ademas, se puede emplear
para conseguir la separacion de diferentes poblaciones del ciclo celular de un

mismo linaje (Rosas, 2013).
6.4.1 Principio de operacion

Para la EC es necesario contar con una camara especial de separacion de
particulas, un generador de fuerza centrifuga (rotor) y de una fuerza de bombeo.
El equilibrio de fuerzas que opera dentro de la camara de elutriacion es
establecido por las variables de densidad de la particula (g/mL), tamafio de
particula (um), densidad del fluido (g/mL) y fuerza centrifuga (rpm) que determinan
la velocidad de Sedimentacion (m/s), ademas de la viscosidad del fluido (mPa/s),
flujo a contracorriente (mL/min) y velocidad del fluido (m/s). Cuando se encuentran
en equilibrio las células dentro de la camara de separacion entre las fuerzas
centrifuga y de bombeo, las células ocupan una posicion espacial dentro de la
camara de separacion de acuerdo a su velocidad de sedimentacion y una vez que
se aumenta de manera gradual la fuerza de bombeo el equilibrio se rompe vy
comienzan a salir las particulas con menor velocidad de sedimentacion (células en
fase G4 del ciclo celular) hasta que salen las de mayor velocidad de sedimentacién

(células en fase G, del ciclo celular) (Banfalvi, 2008).

6.4.2 Deduccion de la ecuacion simplificada de la ley de

Stokes.
La Ley de Stokes es el principio matematico que modela la separacion mediante
EC. Define la fuerza de arrastre (F) necesaria para mover una esfera pequefa a
través de un fluido continuo a cierta velocidad (Vs) basandose en el radio (r) de la

esfera y en la viscosidad del fluido () (Rosas, 2013).



De la ley de Stokes se deduce la ecuacion para el calculo de la velocidad de
sedimentacion de una particula esférica en un campo de fuerza centrifuga.

- (o2 g

Donde Vs es la velocidad de sedimentacion, (r) es la posicion radial de la particula,
(d) es el diametro de la particula, (p,) es la densidad de la particula, (p,,) es la
densidad del fluido, (n) es la viscosidad del fluido y (w) es la velocidad angular.
La ley de Stokes fue disefiada para particulas esféricas solidas, sin embargo, se
puede usar para células tomando en cuenta las siguientes consideraciones para el
sistema.

e Se asume forma esférica

e Se asume que no hay interaccion entre células

e Se asume flujo laminar

e Densidad celular y tamafno constante durante el estado de suspension

dentro de la camara.

De la ecuacion 2 se observa que la velocidad de sedimentacion es afectada de
manera directamente proporcional por el tamano y la densidad de las células;
debido a que las subpoblaciones celulares no varian mucho en el valor de su
densidad y a que el diametro esta elevado a la segunda potencia, la separacién
por EC se lleva acabo principalmente por las diferencias de tamafo entre
subpoblaciones, es decir, que el tamano define la posicion radial de las células
dentro de la camara.

En el procedimiento de EC, la fuerza centrifuga que produce la sedimentacion
celular (Vs) en una posicién radial es equilibrada por el flujo y la velocidad del

fluido (V) en sentido contrario.
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De modo que se puede incorporar a la ecuaciéon 2 la velocidad de flujo (m/s) que
equivale al flujo F (mL/min) dividido entre el area de la seccion transversal (A) de
la camara de separacion en el punto de estudio.

F d?(pp—

V=5 = ( (Pp Pm))wzr

A 187 (3)
La velocidad del fluido (V) en una tuberia es también descrita por V1 Ay = V2 Az
que nos habla del cambio de la velocidad cuando cambia el diametro de la tuberia,
esto es importante porque nuestra camara de separacion (Véase figura 3) tiene

una forma cénica de modo que cambia el area de la seccién transversal.

Gradiente de fuerza

Centrifuga y Figura 3. Camara de elutriacion Estandar.

/( Donde a) es la entrada a la camara, b) la

a b ;c frontera de elutriacion y c) la salida de la
.l camara. Tomada y modificada de: Instruction

> Flujo de Fluido Manual. The JE-6B Elutriation System and

De esta forma se generan dos tipos de gradientes dentro de la camara: uno es el
gradiente de velocidad del fluido, disminuyendo de la entrada de la camara hacia
la frontera de elutriacion (Véase Figura 4), y un gradiente de fuerza centrifuga

incrementando de la frontera de elutriacién hacia la entrada de la camara.

De modo que en donde la fuerza centrifuga es menor (frontera de elutriacién) la
velocidad de flujo (V) es menor y el area de la camara es mayor y en donde la
fuerza centrifuga es mayor (entrada de la camara) también lo es la velocidad de
flujo pero con un area de menor tamano. Por lo tanto las separaciones son el
resultado de diferentes velocidades de sedimentacién que estan en equilibrio en

diferentes posiciones radiales dentro de la camara.
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Cuando la velocidad de flujo se incrementa, las células que se encontraban en
equilibrio cerca de la frontera de la camara de elutriacion (de menor tamafio) son
expulsadas, mientras que las células que aun estan dentro se recorren hacia el
centro de rotacion siendo la poblacibn de mayor tamafo la ultima en ser
expulsada. Si la ecuacién (3) se despeja para F obtenemos la ecuacion (4).

F = Ad? (M)wzr )

181

Considerando r como el radio de la frontera de elutriacion (86 mm para la camara
de elutriacion Estandar), la conversion de la velocidad angular (w) a rpm,
asumiendo que la diferencia entre la densidad de la particula y la densidad del
medio de elutriacion (pp-pm) =0.05g/mL y que la viscosidad del medio de
elutriacion (n) oscila en un valor de 1.002 mPa*s obtenemos una constante
adimensional X para nuestro sistema que tiene un valor de 0.0511 para la frontera
de elutriacion. Como resultado se obtiene la ecuacién (5) mediante la cual se
puede determinar el flujo (mL/min) necesario para que una poblacion de
determinado diametro (um) sea expulsada de la camara de elutriacién (Instruction
Manual. The JE-6B Elutriation System and Rotor, Beckman Coulter, 2009).

F = Xd? (%)2 (5)
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7 Justificacion

En la actualidad se busca un mayor entendimiento de los cambios que ocurren en
las células durante las fases del ciclo celular para poder optimizar bioprocesos por
los cuales se obtienen proteinas recombinantes en cultivo. Lo anterior con la
intencidn de generar procesos mas productivos y un abaratamiento en los costos
de produccion en conjunto con una mayor distribucion de estos productos para su

uso en la investigacion y en la practica médica.

La caracterizacion de los cultivos de Hibridoma murino BCF2 sincronizados por la
técnica de EC permite el estudio detallado de los cambios en el crecimiento y
metabolismo ocurridos durante la progresion del ciclo celular en un cultivo

homogéneo.

La caracterizacion de los cultivos de CHO-DG44 en el laboratorio permite la
planeacion de estrategias de estudio y de optimizacion de produccion de

biomoléculas de interés provenientes de dicha linea celular.
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8 Objetivos

Objetivo General: Caracterizacion del crecimiento celular y del metabolismo

(consumo/produccion de Glucosa, Lactato y Glutamina) de cultivos sincronizados

y no sincronizados de células animales.

Objetivos particulares:

a)

b)

d)

Caracterizacion cinética del crecimiento y del perfil metabdlico (Glc, GIn y
Lac) de células sincronizadas de hibridoma murino BCF2.

Caracterizacién cinética del crecimiento y del perfil metabdlico celular
(Glucosa, Lactato y Glutamina) de un cultivo heterogéneo de células CHO
DG44.

Determinacion de la estabilidad del crecimiento y perfil metabdlico de
células CHO DG44 durante una serie de pases heterogéneos
consecutivos.

Arresto del ciclo celular de CHO DG44 con diferentes concentraciones de
DMSO y caracterizacion de los efectos en el crecimiento y perfil metabodlico
de Glc, GIn y Lac.

9 Hipétesis

>

El cultivo de una poblacién sincronizada de hibridoma murino BCF2
mostrara una curva de crecimiento escalonado y su perfil metabdlico
presentara cambios respecto a los observados en un cultivo no
sincronizado.

El comportamiento cinético de las células CHO DG44 se vera modificado al
aumentar el numero de pases durante una secuencia de cultivos
consecutivos.

La presencia de DMSO en cultivos de células CHO DG44 tendra un efecto
negativo concentracion-dependiente en el crecimiento y el metabolismo

celular.
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10.Materiales y Métodos

10.1 Modelos Biolégicos

La linea celular CHO DG44 (ATCC PTA-3356) produce una proteina modelo

dirigida a la fraccioén Fc de los anticuerpos.

El hibridoma murino BCF2 utilizado en éste proyecto se derivdo de una linea de
ratones Balb/c. EI AcM que produce dicho hibridoma es de clase G (IgG2a),
neutralizante y especifico contra la toxina 2 del veneno del alacran Centuroides
noxius Hoffmann. Este AcM inhibe la unién de la toxina con las membranas
sinaptosomales del cerebro de raton, mostrando asi una actividad neutralizante in
vivo (Zamudio et al., 1992). La linea celular fue proporcionada por el Dr. Lourival

Possani del Instituo de Biotecnologia de la U.N.A.M.

10.2 Medios de Cultivo
10.2.1 Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco.

El medio DMEM sin suero fetal bovino (SFB), fue usado como medio de elutriaciéon
para realizar la separacién de las poblaciones celulares en la fase G1 del ciclo
celular mediante EC, con la finalidad de causar menos estrés a las células durante

el procedimiento.

10.2.2 Chemically Defined Hybridoma Medium (CD Hybridoma) Gibco.

El medio CD Hybridoma, fue usado como medio de cultivo para la linea celular
BCF2. Dicho medio es recomendado por Gibco para hibridomas murinos
productores de anticuerpos monoclonales. Fue suplementado con 6 mM de L-

Glutamina para su uso.

10.2.3 Cellvento CHO-100 Merck.

El medio quimicamente definido, Cellvento, fue utilizado como medio de cultivo
para CHO DG44. Cabe mencionar que, a pesar de que dicho medio fue disefiado

especificamente para el crecimiento de células CHO-S, es un medio adecuado
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para el crecimiento de lineas celulares CHO comunmente empleadas para la
expresion de anticuerpos monoclonales o de proteinas recombinantes de un
cultivo en suspension. El medio fue suplementado con 6mM de L-Glutamina y 2.0
g/L de Bicarbonato de sodio y fue empleado para el cultivo de la linea celular en

los minibiorreactores.

10.2.4 Chemically Defined Medium OptiCHO Gibco.

El medio CD OptiCHO, también fue usado como medio de cultivo para la linea
celular CHO DG44 durante las primeras pruebas del presente trabajo. Dicho
medio es recomendado por Gibco para células CHO productores de anticuerpos

monoclonales. Fue suplementado con 6mM de L-Glutamina para su uso.

10.3 Mantenimiento celular
10.3.1 Congelacién CHO DG44 e Hibridoma Murino BCF2.

a) Se realizaron los calculos necesarios considerando que al final del proceso

cada criovial debe contar con una concentracion de entre 5 a 10 millones de
células viables por mililitro.

b) Se centrifugd el volumen de cultivo celular en tubos cénicos por 10 minutos
a 800 rpm para formar el botén celular.

c) Se prepard una mezcla de medio fresco suplementado con L-Glutamina a
6mM (45% vol. Total) con Dimetil Sulféxido (10% vol. Total). Se coloco en
hielo debido a lo exotérmico de la reaccidn.

d) Posterior a la centrifugaciéon se trasvas6 medio sobrenadante (medio
acondicionado) en un tubo conico estéril para su posterior empleo.

e) Se resuspendio el boton celular en el 45% del volumen final necesario
utilizando medio acondicionado.

f) Se mezclaron los volumenes de c) y e).

g) Se dispens6 1 mL por criovial.

h) Se colocaron crioviales en congelador de -30 °C hasta su congelacion.

i) Se preservaron los crioviales en N liquido.

16



horas

10.3.2 Descongelacion

a) Se vertieron 4 mL de medio de cultivo fresco y suplementado con L-
Glutamina en un tubo cénico de 15 mL.

b) En un frasco T25 se colocaron 5 mL de medio de cultivo fresco
suplementado.

c) Se descongeldé un criovial de células, pasando a 37°C lo mas rapido
posible.

d) Se vertid el contenido de un criovial al tubo cénico con 4 mL de medio de
cultivo con la finalidad de resuspender y lavar las células.

e) Se centrifugd la suspensién celular a 800 rpm durante 10 min.

f) Se eliminé el sobrenadante, teniendo cuidado de no aspirar el pellet
celular.

g) Finalmente se resuspendi6 el pellet con el volumen contenido en el frasco
T25 y se incubo a 37°C, 5 % de CO2 y humedad a saturacion.

10.4 Cultivos celulares

10.4.1 Cultivos en Frascos T

Las células empleadas para la realizacion del proyecto se cultivaron en frascos T
25,75,

trabajaron volumenes de 5, 15, 35 y 45 mL respectivamente. Se muestre6 cada 24

175 y 225 cm? de area superficial (Nunc y Corning) en los cuales se

para determinar la concentracion celular y la viabilidad del cultivo. Los

cultivos en frascos T se llevaron a cabo para el mantenimiento de las células y

para la generacion de bancos celulares y de indculos para los biorreactores.

Los cultivos para la caracterizacion cinética de ambas lineas celulares se
realizaron por triplicado, iniciando con una concentracion celular de 0.2x10° cel/mL
en frascos de 25 cm? (T25) con 5 mL de medio de cultivo fresco. Las condiciones

de incubacién fueron 37 °C, humedad a saturacion y 5.0% de COa.
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10.4.2 Cultivos en Minibiorreactor Applikon

10.4.2.1 Adecuacién y adaptacion de puertos de adicion y

adquisicion de muestra, electrodos, mangueras y filtros.

El biorreactor esta constituido por una jarra de 250 o 500 mL de volumen nominal
operados a un 70% de su capacidad, asegurando con ello la transferencia de
gases hacia el seno del liquido ayudado por el agitador que aumenta la difusién

interna de los gases.

Se seleccionaron los puertos por los cuales se operaria el sistema para la entrada
y salida de medio de cultivo, toma de muestra, inyeccion de gases, salida de
gases e inyeccion de NaOH en caso de necesitar aumentar el pH. Se utilizd
manguera Tygon impermeable a gases, de diametro interno de 3.1 mm para las
conexiones. Para asegurar la esterilidad del sistema se colocaron filtros Milipore
de 0.22 micras en la inyeccion y salida de gases. Se utilizaron tubos de fondo
conico de 15 mL (Sarstedt) en el puerto de toma de muestra. Se conectd al puerto
de entrada y salida de medio de cultivo un frasco de 500 mL para la manipulacién
del contenido del vaso del Biorreactor, con la finalidad de retirar agua después de
la esterilizacion, la entrada de medio fresco e indculo y salida de medio agotado

con células, operado por cambios hidrodinamicos.
10.4.2.2 Software my-Control y BioXpert V.2 (Applikon)

El controlador my-Control es un controlador de los parametros que se manejan en
el minibiorreactor durante un cultivo: pH, oxigeno disuelto (OD), agitacién y
temperatura. Las rutinas de control se operaron mediante controles Proporcional
Integral Derivativo (PID) predeterminados de fabrica para cultivos de células de

mamifero.

El software BioXpert V.2 fue instalado para la adquisicidon y despliegue de datos
del proceso de fermentacion. Cuenta con un médulo especial de instalacion
definido por el usuario para el acoplamiento de diferentes fermentadores a la PC.

Cuenta con un editor y una biblioteca de ecuaciones para el analisis de los datos
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de cultivo en lote, feedbatch y de cultivo continuo. Practicamente todas las
funciones son accesibles desde la ventana principal (pantalla) del programa a
través de la interfaz grafica. BioXpert V2 tiene utilidades especiales para el
intercambio de archivos de datos con otros programas de fermentacion y hojas de

calculo.
10.4.2.3 Calibracion del electrodo pH

Se calibré el electrodo de pH, conectado a la unidad de control y al software my-
Control, utilizando Buffer pH 7 y pH 4 a temperatura conocida, de acuerdo al
manual del equipo y del software. La calibracion del electrodo de pH se realiza

previo a la esterilizacion por autoclave del biorreactor.
10.4.2.4 Lavado y esterilizacion del miniBiorreactor.

Se lavo el Biorreactor con una solucion de detergente Extran al 5% y se sanitizo
con etanol al 70%, asegurandose de enjuagar bien con agua destilada. Se
colocaron 200 mL de agua miliQ al vaso una vez limpio con la finalidad de que los
electrodos se encuentren inmersos durante la esterilizacion. Se colocaron los
electrodos de pH y DO y se monté el biorreactor a su base. Se esterilizd por
autoclave a 121°C, 20 minutos, sin prevacio y a escape lento, dejando abierto el
filtro de la salida de gases del reactor y del frasco de 500 mL para evitar que se

presurice el reactor y se estrellara la jarra o el electrodo de pH.
10.4.2.5 Calibracién del electrodo de Oxigeno Disuelto (OD).

Después de esterilizar el biorreactor y previo a la calibracion del electrodo de OD,
se dejo enfriar el reactor hasta alcanzar la temperatura de trabajo (37°C) y se
polarizé el electrodo conectandolo a la unidad de control central (CPU) durante un
minimo 4 horas. La calibraciéon se realizdé a dos puntos: 1) a saturacion con aire
mediante burbujeo de aire (estéril) y a 37°C, lo cual es equivalente a una presion
parcial de O, de 0.21%, interpretado por el sistema como 100% de OD; 2) a
saturacién con nitrogeno mediante el burbujeo de N (estéril) a 37°C, interpretado

en el sistema como 0% de OD.
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10.4.2.6 Preparacion del inéculo

De los cultivos en frascos T, se tomé el volumen necesario de medio de cultivo
con células para obtener un volumen final de 300 mL a una concentracion de
0.2x10° cel/mL; se inoculd el reactor mediante una inyeccién hidrodinamica a
través del sistema y se controlaron las condiciones empleando el software my-

Control.
10.4.2.7 Muestreo en Biorreactor

Mediante presion hidrodinamica y bajo condiciones de esterilidad, se colectaron
muestras de 0.5 mL del cultivo a través del puerto de toma de muestra para poder
realizar el conteo y conocer la concentracion y viabilidad celular del cultivo por

conteo con azul de tripano y camara de Neubauer.

10.4.2.8 Control de los parametros de cultivo
Las condiciones empleadas en el cultivo celular fueron establecidas de acuerdo a
lo reportado en la literatura. Para ambas lineas celulares: pH= 7.1,
Temperatura=37°C, OD=50%, Agitacién= 180 rpm.

El pH de los cultivos se controld con inyeccién de gas CO; 0 de NaOH 0.4 M por
goteo. El porcentaje de oxigeno disuelto se controlé con la inyeccion de O, cuando
se encontrara por debajo del valor fijado y N, cuando se encontrara por encima del
mismo (50%). La temperatura fue controlada con una manta de calentamiento y la
agitacion con un impulsor de paletas inclinadas especifico para cultivo de células

animales.
10.5 Cinéticas de crecimiento celular

Las cinéticas se realizaron por determinacion de concentracion y viabilidad celular
con camara de Neuebauer cada 12 o 24 horas. El tiempo de duracion del cultivo
fue determinado por la viabilidad celular que debia ser mayor al 90% al inicio del
cultivo y 70% al momento del paro. La velocidad especifica de crecimiento fue

calculada mediante una regresion lineal al graficar el logaritmo natural de las
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concentraciones celulares en la fase de crecimiento exponencial contra las horas

de cultivo transcurridas (ver consideraciones matematicas).

10.5.1 Determinacion del tamafo celular relativo

Se empled el contador electrénico de particulas Beckman Coulter Multisizer 3 (con
un tubo de apertura de 70 micras) con solucion salina 0.9% como medio de
transporte de las células. La calibracion del equipo se realizé empleando esferas

de latex de diametro conocido.

El principio fisico con el que el equipo opera se denomina “Zona de Deteccion
Eléctrica (Electrical Sensing Zone) y genera informacién sobre el nimero, masa,
volumen y tamano del area superficial de las particulas a analizar. Dicha
informacion es generada cuando cada particula pasa por un orificio por el cual es
aplicado un voltaje y ésta genera cambios en la resistencia presente entre dos
electrodos opuestos, generando pulsos en el voltaje que son interpretados por el

equipo de acuerdo al tamano del pulso generado.
10.6 Sistema de Elutriacion Centrifuga a contracorriente JE-6B

El sistema de EC a contracorriente es un sistema de separacion de células
compuesto por un sistema de circulacion de fluido acoplado a una camara de
separacion celular en un rotor JE-6B (Beckman). La fuerza de rotacion es

generada por una ultracentrifuga J2-21 de Beckman (Véase figura 4).
El sistema se compone de:

1. Jeringa y valvula de paso de 3 vias “By pass” con entrada de jeringa
(luer lock).

Bomba peristaltica de velocidad variable Gilson Minipulse 3.

Camara de mezclado.

Manometro.

Camara de elutriacion Estandar.

Rotor JE-6B.

Ultracentrifuga J2-21.

N o o ke DN
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8. Manguera de silicon (Nalgene) de pared delgada y DI 3.9 mm para el
flujo de la suspensién celular por todo el sistema, excepto en el paso por
la bomba peristaltica.

9. Manguera Tygon impermeable a gases de pared delgada y DI 4.0 mm

para hacer fluir el medio de elutriacion a través de la bomba peristaltica.

Una vez que el medio de elutriacion se encuentra distribuido por todo el sistema
de elutriacién, una suspension celular concentrada fue inyectada al sistema por la
camara de mezclado empleando el By pass; con la ultracentrifuga encendida a
1500 rpm’s y la bomba peristaltica trabajando a flujos en los que la suspension
celular no alcance la frontera de elutriacién, se introdujo la suspensién celular a la
camara de elutriacion estandar. Las células fueron colectadas en fracciones de
acuerdo a los flujos de elutriacién calculados y se determind la concentracién,
viabilidad celular y el contenido de DNA de cada fraccion para calcular pureza y

rendimiento del sistema.

Mandémetro

Camara de
equilibrio

Camara de
elutriacion

Camara de /
mezclado/

lFIujo
de
salida

/

Flujo de entrada

Estroboscopio

Centrifuga Reservorio

Figura 4. Elementos del sistema de elutriacién y rotor acoplado a ultracentrifuga. Tomado
de Developing Elutriation Protocols, Technical information, Beckman Instruments Inc.
1994.
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10.6.1 Lineas de inyeccion y de transporte de fluido

Todas las lineas de transporte de fluido del sistema de elutriacion emplearon
mangueras de silicon (Nalgene) de pared delgada y de DI de 3.9 mm. El sistema
de inyeccion de células esta constituido por una jeringa y una valvula de paso de 3
vias con una entrada de jeringa (luer lock) especifica para la inyeccion de muestra.
Para la circulaciéon de fluido se emplea una bomba peristaltica de velocidad
variable (Gilson minipuls 3). El sistema cuenta también con una camara para
disminuir perturbaciones durante la inyeccion y un manémetro como indicador de
la presion interna en el sistema. Los cambios de presién interna en el sistema
disminuyen al eliminar las burbujas presentes en la camara de elutriacion, por lo
que antes de inyectar la suspensién celular se debid estar seguro de la ausencia

de burbujas en el sistema.

10.6.2 Ultracentrifuga, Rotor y Camara de Elutriacion.

Se empled una ultracentrifuga analoga J2-21 (Beckman), disefiada para operar a

velocidades elevadas.

El rotor acoplado a la ultracentrifuga es un rotor JE-6B (Beckman) disefiado para
usarse a una velocidad maxima de 6000 rpm y para separar células de 5-50 ym de
diametro. Dentro del rotor se ensambla la camara de elutriacion. Para el presente
proyecto se utilizd la camara Standard (Véase figura 3). Dicha camara presenta
una forma conica, de 4.2 mL de volumen y con una capacidad maxima de
separacion de 107 a 10° células. Por el puerto de entrada ingresa la suspension
celular para, después de pasar por la frontera de elutriacion, colectar poblaciones

celulares de un mismo tamano celular.

10.6.3 Curva de calibracion Bomba Peristaltica MiniPuls 3 Gilson.

La bomba MiniPuls 3 (Gilson) acoplada al sistema, es una bomba peristaltica
disefiada para circular liquidos de manera estable y con un bajo nivel de
pulsacién. La bomba opera con un motor hibrido controlado con un

microprocesador integral utilizando un display y un teclado.
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Para la calibraciéon de la bomba se tomaron volumenes por triplicado de agua
miliQ durante un minuto en intervalos de 8 rpm’s y con la ultracentrifuga en
funcionamiento. Los flujos (mL/min) de agua miliQ obtenidos para cada condicion
de la bomba fueron colectados en tubos conicos vacios pesados previamente y se
calculo por diferencia de peso el volumen colectado durante un minuto. Se grafic
el promedio de los flujos obtenidos para cada rpm usada y se realizd6 una
regresion lineal. La ecuacion generada se emple6 para determinar los flujos a
emplear en la colecta de fracciones celulares elutriadas considerando la ecuacion

de la ley de Stokes (ver anexo 1).

10.6.3.1 Curva de calibraciéon de la bomba peristaltica a 1500 rpm

de velocidad del rotor de elutriacion.

Se utilizé una manguera Tygon de silicon de 4.0 mm de DI y de pared delgada. Se
tomaron volumenes por triplicado de agua miliQ durante un minuto a las
velocidades de la bomba 8, 16, 24, 32, 40 y 48 rpm en un tubo coénico de 50 mL
pesado previamente; con los valores de flujo promedio obtenidos se construyé la

curva de calibracion de la bomba.

10.6.4 Procedimiento general de Elutriacion Centrifuga.

Una vez conectado el sistema (Bomba Peristaltica- ultracentrifuga) se llevo al rotor
a la velocidad de trabajo de 1500 rpm’s. El flujo de la bomba peristaltica se tuvo
muy por debajo del flujo de trabajo calculado para evitar que las células al ser
inyectadas cruzaran la frontera de elutriacién dentro de la camara de elutriacién y
se perdieran durante su inyeccion al sistema. La presion interna del sistema en

funcionamiento no debe pasar de 10 libras.

1) Previo a inyectar las células se hizo circular etanol al 70% por un tiempo
aproximado de 15 min para sanitizar el sistema.
2) Se circuld PBS 1x estéril durante 15 minutos para retirar el etanol dentro del

sistema.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

Se circul6 el medio de elutriacion durante 10 minutos para retirar el PBS 1x
y una vez asegurada la ausencia de burbujas en el sistema se tomaron tres
muestras a un mismo flujo para corroborar la calibracién de la bomba
peristaltica y ajustar los flujos de ser necesario.

Se inyectd la muestra de células (aproximadamente 5 mL) a un flujo de 1
mL/min.

Una vez que las células se encontraron en la camara de elutriacion se
incrementd la velocidad de la bomba peristaltica a una razéon de 1 mL/min
hasta el flujo minimo calculado en el cual las células mas pequenas
alcanzan la frontera de elutriacion.

Se colectaron las fracciones de interés incrementando el flujo de la bomba
a razén de 1 mL/min de acuerdo a sus velocidades de sedimentacion.

Una vez colectadas todas las fracciones de interés, se llevd la bomba
peristaltica al maximo flujo y se apagd la ultracentrifuga con el fin de
asegurar que la camara quedara libre de restos celulares.

Se circuld etanol al 70% durante 15 minutos para sanitizar el sistema vy
finalmente se apagd la bomba peristaltica. El sistema de elutriacion queddé

con etanol al 70%.

10.6.4.1 Inyeccién de células no sincronizadas al sistema de

elutriacion.

De un cultivo de células no sincronizadas en minibiorreactor se tomo el volumen
de medio necesario para tener de 3 a 5x10® células. Se centrifugd a 800 rpm
durante 10 minutos y el pellet celular obtenido se resuspendié en 5 mL de medio
de cultivo fresco. En una jeringa estéril de 10 mL se tomé el concentrado y se
inyectd a través de la valvula de inyeccion del sistema de elutriacion, cerrando el
by pass vy abriendo la valvula de inyeccién de muestra para que el medio de
elutriacidn no pase por la camara de mezclado y asi solo permita el paso de la
suspension celular. Se tomaron las precauciones para que el flujo de inyeccion de

muestra no sobrepasara el flujo minimo calculado para la obtencion de la primera
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fraccion de células elutriadas. La inyeccibn de muestra se realiza con la

ultracentrifuga en funcionamiento.
10.7 Obtencion del Barrido de ciclo celular

Siguiendo el procedimiento general de elutriacion se colectaron diferentes

fracciones a diferentes velocidades de flujo de acuerdo a los siguientes criterios:

1) Conociendo el didmetro de las células (CHO-DG44 y BCF2), se realiz6 el
calculo para determinar los flujos de fluido en las que se colectaran las
fracciones en las diferentes fases del ciclo celular (véase apartado 10.9.2).

2) Como buffer de elutriacion se empleé medio DMEM sin Suero Fetal Bovino
(SFB).

3) Las fracciones de células BCF2 y CHO-DG44 se colectaron en intervalos de 1
y 2 mL/min respectivamente, en condiciones estériles y en tubos conicos
nuevos de 50 mL para la evaluacion de la sincronia.

4) Una vez obtenida cada fraccion en los tubos se tomo6 una muestra de 500 yL
para determinar la concentracion celular de cada fraccidén colectada por conteo
de células en camara de Neuebauer.

5) Posteriormente, se tomo el volumen necesario para obtener 1x10° células de

cada fraccion colectada para determinar contenido de DNA.

10.8 Arresto quimico de CHO DG44 con DMSO.

Se realizaron cinéticas de crecimiento celular de CHO DG44 como se menciond
en el apartado 10.5. El agente quimico de arresto DMSO se adicion6 a los cultivos
en volumenes necesarios para lograr una concentracién final (volumen/volumen)
del agente quimico al 0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0%, 2.5% y 5.0% al inicio de cada

cultivo en frascos T25.
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10.9 Consideraciones matematicas

10.9.1 Determinacién de Flujos para colecta de fracciones de interés.

Con la distribuciéon de los diametros celulares determinados para cada linea
celular y mediante la ecuacion de Stokes simplificada (ecuacién 5 del apartado
6.4.2) se determinaron los flujos teodricos a los cuales se obtendrian las
poblaciones celulares de un diametro especifico. Para el presente trabajo nos
interesd la separacion de las poblaciones celulares que se encontraran en la fase
G+ del ciclo celular. Aparte, con la curva de calibracién de la bomba peristaltica se
convirtieron los valores de los flujos tedricos calculados a valores de velocidad de
la bomba en RPM’s.

10.9.2 Velocidad especifica de crecimiento (L).

Para calcular el valor de la velocidad especifica de crecimiento (u) durante el
crecimiento exponencial de ambas lineas celulares se grafico el logaritmo natural
del numero de células viables contra el tiempo en horas. A la curva obtenida se le
calcula una regresion lineal en la que el valor de la pendiente (m) equivale al valor
de la velocidad especifica de crecimiento (u).La u es propia de una linea celular en
crecimiento exponencial bajo determinadas condiciones de cultivo. La p sirve
también para realizar calculos predictorios sobre la concentracidén celular para los
cultivos a un tiempo dado al sustituir su valor en la ecuacion de crecimiento

. d - : X
exponencial =X = ,x, de la cual al integrar se obtiene: Ln (—) = put
d X(l

t
Donde X'y Xy son la concentracion de las células viables al tiempo ¢ty al inicio del

cultivo respectivamente y u es la velocidad especifica de crecimiento.

10.9.3 Velocidad especifica de consumo y produccidon de metabolitos

Q).

Para calcular el valor de la velocidad especifica (q) de consumo de Glucosa y
Glutamina o produccién de Lactato, fue necesario conocer las concentraciones

iniciales y finales de los metabolitos en el medio (mol/Litro), las concentraciones

27



celulares iniciales y finales (células/Litro), el tiempo de cultivo y la velocidad

especifica de crecimiento de las lineas celulares.

Para los casos donde se tenian condiciones tipicas de crecimiento no sincronizado

nlaf xponencial mpleo | ion:
en la fase exponencial se empleo la ecuacio L (- (M,
(Xv); — (Xv);

Para los cultivos bajo condiciones de sincronia obtenida por EC o arresto celular

por el efecto del DMSO se empled la ecuacion: (M)r— (M),
q = |Xv)f — (Xv);
t

Para ambas ecuaciones M es la concentracion molar (Mol/L) del metabolito a
evaluar al inicio (i) o al final (f) del cultivo, Xv la concentracion celular viable (cel/L)
al inicio (i) y al final (f) del estudio, u es la velocidad especifica de crecimiento
(1/n), t es el periodo de tiempo a evaluar y q es la constante de velocidad de

consumo o produccién de los metabolitos evaluados.

En el caso de cultivos en los que se modificd el modo de proliferacion de forma no
sincronizada a sincronizada, la P que se obtiene no es representativa, por lo que
para los calculos de g en esas circunstancias conviene determinarla solamente
durante un periodo de tiempo “f. Ambas ecuaciones reflejan el consumo o

produccion de metabolitos por cada célula en una hora de cultivo, por ejemplo, en

pmol/cel*h.
10.10 Determinaciones analiticas.
10.10.1 Concentracion y viabilidad celular.

Para determinar la concentracién celular se tom6é una muestra del cultivo y se
empled la técnica de exclusion de colorante por medio del colorante azul de
Tripano al 0.2% en PBS y conteo utilizando la camara de Neubauer. Se realizaron
las diluciones necesarias entre la muestra tomada y el colorante para contabilizar
entre 200 y 400 células en los 10 campos de la camara. El colorante es un

indicador de la integridad de la membrana citoplasmatica. Mediante esta tincion,
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las células muertas son permeables al colorante y se tifien de azul, mientras que

las vivas permanecen refringentes.

10.10.2 Cuantificacion y concentracion de glucosa, lactato y
glutamina.

Estos tres metabolitos se determinaron enzimaticamente en un multianalizador
YSI modelo 2700 (Yellow Spring Instruments, CO). Este analizador utiliza
membranas con enzimas inmovilizadas de glucosa oxidasa para determinar
glucosa, L-lactato oxidasa para lactato, glutaminasa/L-glutamato oxidasa para
glutamina y glutamato. Las enzimas catalizan la reaccion oxidativa entre la
muestra a determinar y el oxigeno, formando un derivado y peroxido de hidrogeno,
este ultimo es oxidado en el anodo de platino de una sonda, generandose una
corriente eléctrica que es linealmente proporcional a la concentracion de peréxido
de hidrogeno y este a su vez de la concentracion del metabolito medido.
Finalmente, utilizando un estandar de concentracion conocida que producira una

corriente eléctrica determinada, es posible conocer la concentracidon de la muestra

problema.
10.10.3 Determinacion del contenido de DNA por citometria de
flujo.
10.10.3.1 Fijacion celular

Se tomoé medio de cultivo donde se tuviera 1x10° células y se centrifugdé a 1500
rom durante 10 min, se desechd el sobrenadante y el pellet celular contenido en
aproximadamente 200 yL se vertidé gota a gota y con agitacidon vigorosa a un tubo
de citdmetro con 2 mL de etanol al 70% frio para evitar aglomerados. Las células
ya en etanol se fijaron durante al menos una hora a -20 °C. El fijado celular tiene la
finalidad de no dafiar el DNA y de permeabilizar las membranas celulares,
facilitando la entrada del colorante al nucleo celular durante el proceso de tincién
de DNA.
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10.10.3.2 Tincion de DNA

El tubo con las células fijadas fue centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos y
decantado para eliminar el etanol. Las células se lavaron con 1mL de PBS 1x frio,
mismo que fue centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue
eliminado y a las células se les adiciond 10 pL de la enzima RNAsa a una
concentracion de 10 mg/mL, 40 uL de ioduro de propidio a una concentracion de
1 mg/mL y 950 uL de PBS 1x. Las células ya teiiidas fueron incubadas a 37° C

durante 20 minutos en ausencia de luz.

10.10.3.3 Lectura en citbmetro FACS Calibur (Becton
Dickinson).

Las lecturas de contenido de DNA se llevaron a cabo en un citdbmetro FACS

Calibur (Becton Dickinson), el cual cuenta con un software de analisis Cell Quest.

Cada muestra fue leida a una velocidad de 12 pL por minuto y los graficos fueron
generados a partir de un analisis de 10000 eventos usando los detectores FSC
(dispersion de luz frontal), SSC (dispersion de luz lateral), FL2-Area y FL2-Ancho,

realizando discriminacion de dobletes, tripletes y “debri” celular.
10.11 Andlisis estadistico de datos

Para el analisis estadistico de las curvas de calibracion de la bomba peristaltica y
de los conteos celulares (cinéticas de crecimiento) se usaron los siguientes

parametros de estadistica descriptiva:

= Desviacion estandar (o) como medida de centralizacién o dispersién de los
datos.

» Coeficiente de variacion (CV): su formula expresa la desviacion estandar
como porcentaje de la media aritmética, mostrando una mejor interpretacion
porcentual del grado de variabilidad que la desviacion tipica o estandar. A
mayor valor del coeficiente de variacion mayor heterogeneidad de los

valores y a menor CV mayor homogeneidad en los valores de la variable.
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= Coeficiente de correlacion (r): el coeficiente de correlaciéon lineal mide el
grado de relacion entre las variables cuando dicha relacion es lineal. La

correlacion es tanto mas fuerte cuanto mas se aproxime a 1.

10.12 Reactivos

10.12.1 PBS 10x
Se pesaron las siguientes sales:
e 82 gde NaCl (Baker No. Catalogo 3624-05)
e 2.0gdeKCl
e 14.4 g de NayHPO4 (J.T Baker)
e 2.4 gde KH,PO4 (Sigma No.catalogo P5655)

Las sales fueron disueltas en un litro de agua milliQ estéril, se ajusté pH de la
solucién a 7.2 con NaOH 0.5 My HCI 1.0 M y se esterilizé por membrana de 0.22

micras dentro de la campana de flujo laminar.

10.12.2 Azul de Tripano

e Se peso 0,2 g del colorante azul tripano (Sigma No. Catalogo T0776)
e De la solucién de PBS 10X se realizé una dilucion 1:10 (PBS 1x) para
preparar 100 mL del colorante a una concentracién de 0.2 % .

e EIl colorante fue solubilizado, filtrado por membrana de 0.22 micras y

alicuotado en tubos de fondo cénico de 50 mL.
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10.12.3 L-Glutamina 200 mM

Se peso 2,999 de L-Glutamina (Sigma No. Catalogo G8540) vy fue disuelta
en 50 mL de agua milliQ estéril por calor.

Se aford a un volumen final de 100 mL .

Se filtr6 por membrana 0,22 micras y se alicuoté en tubos cénicos estériles
de 15 mL con 10 mL cada uno.

Se almacend a -20°C

10.12.4 loduro de Propidio 1 mg/mL

Se peso6 0,001g de colorante fluorescente ioduro de propidio (Sigma P-
470).
Se re suspendio en un mililitro de PBS 1X en un tubo eppendorf de 1.5 mL

Se conservd a 4°C en oscuridad.

10.12.5 RNAsa 10 mg/mL

Se pes6 10 mg de la enzima
Se re suspendio en 1 mL de PBS 1x y se alicuoté en varios tubos eppendorf
de 0.6 mL.

Se conservd a -20°C
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11.Resultados y Discusiones

Los resultados obtenidos se presentan de la siguiente forma: 1) Caracterizacion
del crecimiento celular de CHO DG44 e hibridoma murino BCF2, 2) Separacion y
Caracterizaciéon de Poblaciones de Hibridoma Murino BCF2 y CHO DG44 de
acuerdo a su contenido de DNA en las diferentes fases del ciclo celular mediante
EC a contracorriente, 3) Cultivo en minibiorreactor de dos fracciones celulares
sincronizadas en la fase G1 del ciclo celular del hibridoma murino BCF2, y 4)
Prueba de estabilidad y Arresto quimico con DMSO de CHO DG44.

11.1 Caracterizacion del crecimiento celular de CHO DG44 e hibridoma
murino BCF2.
11.1.1 Caracterizacién cinética del crecimiento y metabolismo de CHO
DG44.

Se realizaron cinéticas de crecimiento en frascos T y en minibiorreactor
muestreando cada 24 horas con la finalidad de obtener un perfil de crecimiento.
En cada muestra se evalud la concentracion de células viables por mL (Xv),
concentracion celular total (Xt) y la viabilidad celular (%Xv). En las figuras 5y 6 se

muestran los perfiles de crecimiento obtenido en los cultivos realizados en frascos.

4
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Figura 5. Cinética de crecimiento CHO-DG44 en frascos T25. Medio de cultivo CD

OptiCHO. Las barras de error representan la desviacion estandar del promedio de

tres repeticiones.
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Figura 6. Cinética de crecimiento CHO-DG44 en frascos T75. Medio de cultivo CD
OptiCHO. Las barras de error representan la desviacion estandar del promedio de

tres repeticiones.

En ambas figuras se aprecia que la viabilidad de los cultivos empieza a decaer a
partir de las 144 horas y comienza a presentarse una inhibicion en el crecimiento
celular. Lo anterior debido probablemente a la presencia de lactato y amonio en
altas concentraciones y generados por la degradacién de glucosa y glutamina
respectivamente (Ahn and Antoniewicz, 2011; Glacken, 1985), en virtud de que no

hubo un agotamiento de nutrientes (Figura 8) a ese tiempo de cultivo.

En promedio, las concentraciones celulares maximas alcanzadas a las 144 horas
fueron 2.55x10° células/mL con una viabilidad del 94% en medio CD OptiCHO. Se
observa en la figura 6 que a las 216 horas la viabilidad ha disminuido hasta un
70%. La desviacion estandar de los datos de la grafica 6 tuvo un valor menor a
0.240 para las células viables y totales y menor a 2.5% para la viabilidad, por lo

que no son perceptibles en la figura.

Un cultivo representativo del comportamiento cinético del crecimiento en
minibiorreactor y en medio Cellvento 100 se muestra en la figura 7. El cultivo se
inicid con un indculo de baja concentracion (0.127 x10° cel/mL) y la maxima
concentracion de células viables alcanzada fue 2.247x10° células/mL. Se observa
un perfil de crecimiento exponencial como el observado en los cultivos en frascos

tipo T, lo cual alude a la estabilidad del sistema al controlar las condiciones
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ambientales en el cultivo. Las condiciones de cultivo fueron establecidas en OD =
50%, pH = 7.2, T = 37°C y Agitacion de 180 rpm. Para el control de pH de los
cultivos de CHO DG44 fue necesario la adicion NaOH 0.4 M por goteo directo
después de alcanzar una concentracion de 1x10° células/mL. A las 120 horas se
observa un aumento considerable en el numero de células en el cultivo, lo que
llevd a una demanda mayor de gases, principalmente aire. La Agitacién fue

constante durante el cultivo.

Las células de dicho cultivo fueron procesadas por EC para obtener un perfil de
poblaciones elutriadas que se muestra en la seccién 11.3. Las células fueron
cosechadas a las 144 horas con la finalidad de que las células a elutriar se
encontraran con una viabilidad mayor al 95%. Con el medio de cultivo Cellvento
100 la concentracion celular maxima observada para cultivos de células CHO
DG44 en minibiorreactor fue de 3.11x106 células/mL y una viabilidad del 90.2 %

(no se muestra cultivo).

El control de las condiciones ambientales, principalmente el pH, y el uso del medio
de cultivo Cellvento 100 para los cultivos en minibiorreactor llevaron a alcanzar
mayores concentraciones de células viables en los minibiorreactores a diferencia
de los cultivos en frascos T en donde no hubo un control ambiental riguroso y el

medio que se empled fue CD OptiCHO.
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Figura 7. Cinética de crecimiento de CHO DG44 en Minibiorreactor Instrumentado
Applikon con control de las condiciones de cultivo. Medio Cellvento 100. Las
barras de error representan la desviacion estandar del promedio de tres

repeticiones.
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11.1.1.1 Perfil cinético del consumo v produccién de metabolitos
de células CHO DG44 en frascos T-75.

Durante las cinéticas de crecimiento se tomaron muestras con las que se
determind el perfil de consumo de Glucosa (Glc) y Glutamina (GIn) y la produccion
de Lactato (Lac). En la figura 8 se muestra el perfil metabdlico del cultivo de

células CHO DG44 mostradas en la figura 6.
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Figura 8. Perfil metabdlico de células CHO en cultivo estatico. Medio de cultivo
CD OptiCHO.

Haggstrom (2003) reporté una produccioén de 8 a 35 mM de Lac en un cultivo tipo
Batch en donde se tuvieron inicialmente 25 mM de Glc y 4 mM de Gin, y
velocidades maximas de consumo (q) de 0.291 pmol/cel*h y 0.100 pmol/cel*h para
glucosa y glutamina respecivamte a bajas concentraciones de nutrientes (5 mM
de Glcy 3.5 mM de GIn).

A pesar de haber Glucosa y Glutamina presentes en el medio de cultivo, a partir
de las 144 horas la produccion de Lactato y el crecimiento celular se detuvieron
(Figura 6 y 8). La inhibicion de la produccién de Lactato se explica por la falta de
viabilidad celular y porque a bajas concentraciones de nutrientes (Glc y Gin) el
metabolismo de células transformadas es mas eficiente (Xie and Zhou, 2006; Ahn
and Antoniewicz, 2011; Glacken, 1985). Una glucdlisis acelerada, ocasionada por
alta concentracion de nutrientes, esta relacionada a una alta produccién de

Lactato como producto final incluso bajo condiciones aerobias, lo que indica que
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un bajo porcentaje del piruvato generado por la degradacién de Glucosa es
incorporado al Ciclo de Krebs, que es una via mucho mas eficiente en el aspecto
energético, para una oxidacién completa hasta CO,; y H,O (Goddia and Cairé,
2006).

Las velocidades de consumo de Glucosa y Glutamina y de produccion de Lactato
determinadas fueron qGlc de 0.131 pmol/cel*h, qGIn de 0.041 pmol/cel*h y gLac
de 0.169 pmol/cel*h, mostrando un rendimiento de 1.2 moles producidos de Lac
por mol consumido de Glc, valores cercanos a lo reportado por Ahn y Antoniewicz
(2011) para un cultivo de células CHO K1 en medio DMEM (qGlc de 0.201
pmol/cel*h, qGIn de 0.036pmol/cel*h y qLac de 0.299 pmol/cel*h y rendimiento de
1.5 mol Lac/mol Glc) a pesar de ser lineas celulares y medio de cultivo diferentes;
sin embargo, Haggstrom (2003) menciona que el rendimiento Lac/Glc en cultivos
por lotes (Batch) se encuentra en el rango de 1.4 a 2 mol/mol y que esta sujeta al
medio de cultivo en donde se evalue. Serrato et.al. (2007) encontraron diferencias
en los rendimientos Lac/Glc obtenidos al cultivar hibridoma murino en diversos
medios de cultivo, 1.44 en medio con suero fetal bovino, 1.89 en DMEM y 1.59 CD

Hybridoma, siendo los ultimos dos quimicamente definidos.

Tedricamente, en la glucdlisis (proceso bioquimico de degradacion de Glucosa)
por cada molécula de Glucosa se generan 2 moléculas de piruvato (Muller-Esterl

W, 2008), que en presencia de H" son reducidas a Lactato (Voet et al., 2009).

11.1.2 Caracterizacion cinética del crecimiento de hibridoma murino
BCF2.

La caracterizacion de la linea celular hibridoma murino BCF2 no abarcé los
mismos aspectos que se evaluaron con CHO DG44 en virtud de que ésta linea
celular ya ha sido caracterizada previamente en el laboratorio. Se corroboro6 el
comportamiento cinético del hibridoma murino BCF2 con los resultados reportados

previamente por Serrato et al. (2007).
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La constante de la velocidad de crecimiento celular para un cultivo de hibridoma
murino BCF2 en minibiorreactor instrumentado en medio CD hybridoma (figura 9)
fue 0.0401 h™', resultado similar a lo determinado por Serrato et.al. en 2007
(0.0400 h™1).

En la figura 9 se observan los perfiles de las variables de cultivo controladas
mediante el software empleado con el minibiorreactor. A pesar de iniciar con una
baja concentracion celular (0.076x10° cel/mL), el sistema introdujo aire y N, desde
el inicio del cultivo, a diferencia de lo observado en el cultivo de células CHO
DG44 (Figura 7). Las variaciones de pH también se hicieron presentes desde el
inicio hasta las 48 horas en que se estabilizé el cultivo. A diferencia de los cultivos
de células CHO DG44, los de hibridomas fueron de menor duracion, sin embargo,
se requirio de un mayor control de las condiciones del cultivo por lo que CHO

DG44 se muestra como una linea celular mas robusta que los hibridomas murinos.

El presente cultivo se detuvo a las 87 horas en virtud de que las células se
utilizaron para elaborar una EC y ya se encontraban con alta densidad y viabilidad

celular para las 87 horas.
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11.2 Separacion y Caracterizacion de Poblaciones de Hibridoma Murino
BCF2 y CHO DG44 de acuerdo a su contenido de DNA en las diferentes

fases del ciclo celular mediante Elutriacion Centrifuga a contracorriente.

El objetivo principal del trabajo fue obtener poblaciones celulares sincronizadas en
la fase G1 del ciclo celular a las que se pudiera estudiar su comportamiento
cinético en minibiorreactor. Se utilizaron dos lineas celulares, CHO DG44 e
hibridoma murino BCF2.

e Se determind el diametro celular de ambas lineas celulares.
e Mediante EC se realizd una separacion de poblaciones de ambas lineas
celulares con base a su tamano celular con la finalidad de identificar a la

poblacion mas sincronizada con respecto al ciclo celular.

11.2.1 Determinacion del diametro celular.

Se determiné el diametro celular usando un contador electronico de particulas
Beckman Coulter Multisizer 3. Al analizar una muestra de células en cultivo
creciendo en fase exponencial, el equipo determina la distribucion de tamafno y lo
representa mediante un histograma donde la altura de cada barra es el numero de
células con determinado diametro (véase Figura 10 y 11). Se determin6 que el
rango de diametros de una poblacion no sincronizada se encuentra
mayoritariamente entre 12 y 18 micras para el hibridoma murino BCF2 (Figura 10)
y entre 10 y 19 micras para CHO DG44 (Figura 11).
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11.2.2 Curva de calibracion de la bomba peristaltica.

Se calibré la bomba peristaltica Gilson Minipulse 3 empleada en el sistema de

elutriacion de acuerdo a como se indica en el inciso 10.6.3 de los Materiales y

Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Flujos obtenidos en la curva de calibracion de la bomba peristaltica
acoplada a la ultracentrifuga a 1500 rpm de velocidad de centrifugacion del rotor

de elutriacion.

Bomba Flujo sistema (mL/min)
(rpm) 1 2
8 6.8 7.16 6.96 6.97 0.18 2.59
16 1419 1431 14.16 14.22 0.08 0.56
24 2112 21.26 21.28 21.22 0.09 0.41
32 28.33 28.21 28.03 28.19 0.15 0.54
40 35.49 3545 35.19 35.38 0.16 0.46
48 4197 4214 4237 42.16 0.2 048

Promedio SD CV%

La regresion lineal de los datos generados mostré una linearidad del 0.999 y una
pendiente de 0.880 rpm™, con la cual se convirtieron las rpm’s de la bomba a
flujos en mL/min, necesarios para la separacion de poblaciones celulares. La
obtencién de resultados con alta linearidad y repetibilidad aseguran flujos estables
dentro del sistema por parte de la bomba peristaltica y de la ultracentrifuga, lo cual
fue necesario para poder ajustar los flujos de la bomba al momento de realizar la

separacion celular de acuerdo a los diametros de las células.

11.2.3 Célculo de los flujos de elutriacion.

Una vez obtenida la distribucién de tamario de las lineas celulares y el valor de la
pendiente de los datos de la calibracién de la bomba peristaltica se calcularon los
flujos tedricos de separacion de las diferentes poblaciones celulares de acuerdo a
su tamafo empleando la ecuacion simplificada de ley de Stokes (Ecuacién 5 del
apartado 6.4.2).

Como se observa en la Tabla 2, para el hibridoma murino, particulas con
diametros mayores a 11.8 um eluyen a partir de 16 mL/min, de modo que el debri
celular (restos celulares) se encontrara en las fracciones que eluyen a menores
flujos; lo mismo ocurre para el caso de CHO DG44 (tabla 3) pero a partir de un

flujo de 10 mL/min y particulas de 9.33 ym de diametro.
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Tabla 2. Flujos de separacion teodricos Tabla 3. Flujos de separacion teoricos

para hibridoma murino BCF2 obtenidos para CHO DG44 obtenidos por la Ley

por la Lev de Stokes simplificada. de Stokes simplificada.
Fraccién Flujo Didmetro Bomba Fraccion Flujo Diimetro Bomba
(mlUmin) (jum) (rpm) (mV/min) (um) (rpm)
1 16 11.8 19.6 1 10 9.33 12.1
2 17 12.2 20.9 2 11 9.78 13.3
3 18 12.5 322 3 12 10.22 14.6
+ 19 12.9 23.4 4 13 10.63 15.8
5 20 13.2 24.7 5 14 11.03 17.1
6 21 13.5 25.9 " 16 1.8 0.6
L e i L 7 18 12.51 22.1
8 23 14.1 28.4
9 24 14.4 20.7 8 20 13.19 24.6
10 25 14.7 30.9 9 22 13.83 27.1
11 26 15.0 32.2 10 24 14.45 29.6
12 27 15.3 33.4 11 26 15.04 32.1
13 28 15.6 34.7 12 28 15.61 34.6
i 2% e A 13 30 16.15 37.1
15 30 16.2 37.2
16 31 16.4 38.5 " a iGs .
17 32 16.7 39.7 15 34 132 42.1
18 33 16.9 41.0 16 36 17.69 44.6
" 34 17.2 42.2 - 38 18.18 47.1

11.2.4Barridos de poblaciones celulares separadas con base al

tamaiio.
Una vez calculados los flujos tedricos para separar poblaciones de células no
sincronizadas en crecimiento exponencial (Tablas 2 y 3), se realizé la separacion
mediante EC con la finalidad de obtener un perfil de contenido de DNA en las
diferentes fracciones elutriadas con base en su didmetro celular y para evaluar su

pureza.

En las figuras 12 y 13 se muestran las determinaciones de contenido de DNA para
cada una de las fracciones elutriadas de células BCF2 y CHO DG44
respectivamente. Para ambas lineas celulares se muestran dos poblaciones

control al inicio.
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De acuerdo al analisis mostrado en la figura 2, el perfil de elutriacion del Hibridoma
murino BCF2 mostré una separacion de poblaciones celulares en cada fase del
ciclo celular. En las fracciones 5 a 7 se observaron poblaciones celulares
altamente sincronizadas en la fase G4 del ciclo celular; en las fracciones 8 a 12 se
observan también células con el contenido de DNA propio de las células en fase
G1 pero mezcladas con células que comienzan a entrar a la fase S por lo que la
pureza de ambas subpoblaciones no es muy alta; conforme aumenta la velocidad
de flujo va incrementando la cantidad de células en fase S, como se observa en
las fracciones 13 a 16, y finalmente en las fracciones 17 y 18 se comenzd a
observar una poblacion con mayor contenido de células en la fase G, del ciclo

celular que en las fracciones anteriores.
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Figura 12: Contenido de DNA de poblaciones celulares de hibridoma murino
BCF2 obtenidas por EC.
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En cambio, en el perfil de elutriacién de células CHO DG44 se observd que en las
primeras fracciones se obtienen poblaciones altamente sincronizadas en la fase
G+ del ciclo celular (F2, F4 y F5). A medida que aumentan los flujos de elutriacion
las poblaciones altamente sincronizadas en G4 disminuyen y las células en fase S
empiezan a eluir (F6, F7 y F8). A partir de la fraccion 9 se observa que el
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contenido de DNA es semejante al de una poblacion no sincronizada. Lo anterior,
se justifica probablemente por la aglomeracion observada y ocurrida entre las
células en el interior de la camara de elutracion durante la separacion, por lo que
no se logré obtener poblaciones celulares enriquecidas en las fases S y G, del

ciclo celular.
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Figura 13: Contenido de DNA de poblaciones celulares de CHO DG44 obtenidas
por EC.
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Con la citometria de flujo se logré observar el contenido de DNA durante las fases
del ciclo celular presente en células dependiendo la distribucién de sus tamarnos,
sin embargo, para poder observar la progresion en la sintesis de DNA in vivo es
necesario emplear células viables, ya que la cuantificacion del DNA mediante
tincion con Yoduro de propidio no lo permite por el hecho de emplear células
fijadas. Lloyd y Al Rubeai, (2002) sugieren que para poder observar esos cambios
en el contenido de DNA propios del ciclo celular es necesario realizar estudios

complementarios como la determinacion del contenido proteico.

Una vez identificadas las fracciones donde se obtuvieron poblaciones enriquecidas
en la fase G, del ciclo celular se realizaron elutriaciones para colectar solamente
dichas fracciones con la intencion de cultivarlas nuevamente. Se utiliz6 medio de
cultivo DMEM como medio de elutriacidn para no generar mayor estrés a las
células durante el proceso de separacion. Se utilizaron 3x108 células para elutriar.
Una vez colectadas las fracciones enriquecidas en G, se determind el numero de
células por fraccién y se procesé un millén de células para evaluar mediante
analisis de contenido de DNA la pureza de la fraccion. Se determiné el contenido
de DNA en términos porcentuales empleando el software de andlisis Flow Jo
(TreeStar Inc.). El rendimiento por elutriacion de células obtenidas en fase G4 del

ciclo celular fue del 12-15%.

En la Figura 14 se muestra el contenido de DNA de las poblaciones celulares
altamente sincronizadas en la fase G4 de ambas lineas celulares obtenidas por
EC. En ambos casos se muestra el perfil de DNA de un cultivo sin elutriar (control)

y debajo el perfil del contenido de DNA de una fraccion celular obtenida por EC.
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Figura 14: Contenido de DNA de subpoblaciones celulares en fase G4 del ciclo
celular de células CHO-DG44 (azul) e hibridoma murino BCF2 (verde).

En la tabla 4 se observan los porcentajes relativos de contenido de DNA de cada
una de las graficas mostradas en la figura 14. Los porcentajes de cada
subpoblacién celular en las diferentes fases del ciclo celular fueron calculados por
el modelo computacional Dean-Jett-Fox aplicado por el software Flow Jo (TreeStar

Inc.).

Tabla 4. Contenido de DNA de poblaciones heterogénea y sincronizada de células
CHO DG44 e hibridoma murino BCF2.

CHO DG44 BCF2
Subpoblacién Control F.' Control F.'
elutriada elutriada
G1% 34.2 80.7 34.8 85.7
S% 53.2 10 56.9 9.12
G2% 10 0.2 7.84 414
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11.3 Cultivo en minibiorreactor de fracciones celulares sincronizadas de

hibridoma murino BCF2.

Células de hibridoma murino BCF2 fueron separadas mediante EC y se colectaron
las fracciones celulares con alta proporciéon de células en G a las que se les
cultivd en un minibiorreactor de 250 mL de volumen nominal con 30 mL de medio
de cultivo CD Hibrydoma durante 48 horas. Los cultivos fueron muestreados cada
2 horas con la finalidad de observar su perfil cinético de crecimiento (figura 15) y
su perfil de consumo de metabolitos glucosa, glutamina y produccion de lactato
(figura 16).
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Figura 15. Concentracién celular viable y viabilidad de las cinéticas de
crecimiento de dos poblaciones sincronizadas de hibridoma murino BCF2

obtenidas por EC.

En la Figura 15 se observa que la progresion del crecimiento celular ocurrié de
manera escalonada. En ambos cultivos se observd un primer ciclo celular donde
no se verificd proliferacion importante de las 0 a las 22 horas; la division celular
ocurrié mayoritariamente entre las 22 y las 26 horas y finalmente el comienzo de
un segundo ciclo celular a partir de las 26 horas. El incremento de células
observado durante el primer ciclo del cultivo F2 asi como los observados a las 8 y
a las 32 horas en el cultivo F3 puede ser el resultado de que la pureza de las
poblaciones cultivadas fue del 85%. Probablemente se obtuvo un perfil menos

escalonado para F2 por contener mayor cantidad de células en fase Gy, las cuales
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al encontrarse en condiciones favorables de cultivo comenzaron un nuevo ciclo de
duplicacion causando la perdida de la sincronia de la fraccion celular. Lo anterior
puede ser descartado por un estudio multiparamétrico con ciclinas como la D o la
E (Lloyd y Al Rubeai 2002) con el que se puede distinguir, mediante citometria de
flujo, a células que se encuentran en la fase Gy de las que se encuentran en Gy.
La constante de velocidad de crecimiento determinada para dichas poblaciones
celulares durante el primer ciclo (22 horas) fue de 0.0191 h™ y 0.0161 h™
respectivamente, 2.3 veces menos que la de un cultivo no sincronizado en el

mismo periodo de tiempo (Figura 9).

El perfil metabdlico de las poblaciones sincronizadas cultivadas (Figura 16)
muestran que sigue existiendo Glucosa y Glutamina en el medio a las 48 horas de
cultivo, tiempo en el cual la viabilidad decayd considerablemente (Figura 15). La
pérdida de viabilidad celular de los cultivos sincronizados a las 48 horas no fue
atribuible a la falta de los metabolitos analizados. La pérdida de la viabilidad podria
deberse a la falta de comunicacién intercelular entre células en fase G1 y células
en las demas fases del ciclo celular (Turturici et al., 2014; Yoon et al., 2014) o al
efecto inhibitorio que el lactato y el amonio tienen sobre el crecimiento de las

lineas celulares (Glacken et al., 1985).
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Figura 16. Perfil de metabolitos de las Cinéticas de crecimiento de dos

poblaciones sincronizadas de hibridoma murino BCF2 obtenidas por EC.
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Las velocidades de consumo promedio de Glucosa y Glutamina para el primer
ciclo celular en ambos cultivos (primeras 22 horas) fue 0.226+0.104 pmol/cel*h y
0.108+0.029 pmol/cel*h respectivamente, mientras que la produccién de Lactato
tuvo una velocidad de 0.772+.142 pmol/cel*h. De acuerdo con lo evaluado
previamente por Serrato et.al. (2007), solamente las velocidades de consumo de
Glc y GIn son muy semejantes a las obtenidas por cultivos de hibridoma BCF2 no
sincronizados cultivados en CD Hybridoma (0.24 + 0.02 pmol/cel*h para Glucosa,
0.110 = 0.008 pmol/cel*h para Glutamina y 0.40 + 0.02 pmol/cel*h para Lactato).
De acuerdo a lo anterior, se tienen cultivos que muestran un crecimiento
escalonado pero que registran un metabolismo de Glc y GIn como el presentado
por un cultivo no sincronizado. En la produccion de Lactato se observaron tres
pendientes, la primera durante los muestreos realizados de las 2 a las 6 horas,
una segunda en los muestreos de las 6 a las18 horas y una ultima de las 18 a las
22 horas que podrian ser la razon de que la velocidad de produccién para un ciclo
de dicho metabolito se vea aumentada casi al doble respecto a un cultivo no
sincronizado. La densidad celular obtenida de células sincronizadas no nos

permitié analizar de manera mas amplia dicho comportamiento.

De acuerdo con Lloyd y Al-Rubeai (2002) los tiempos de duplicacion varian
dependiendo de la linea celular, sin embargo, en un ciclo celular promedio de 24
horas, la permanencia de las células en fase G1 es de aproximadamente 10 horas,
9 horas en fase S, 4 horas en G, y 1 hora en mitosis. En la figura 15 se observé
que en los cultivos sincronizados, las fases G4, S y G, en su conjunto tuvieron una
duracién de 22 horas y la mitosis en promedio 4 horas, valores similares a lo

establecido al inicio del parrafo.

11.4 Prueba de estabilidad y Arresto quimico con DMSO de CHO DG44.
11.4.1 Prueba de estabilidad del crecimiento y metabolismo de CHO
DG44.

Para evaluar la estabilidad de la linea celular una vez transfectado de forma

constitutiva el gen de la proteina modelo, se realizaron 25 subcultivos
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consecutivos (pases) durante poco mas de tres meses, partiendo de un mismo
criovial. Se subcultivaron las células en medio fresco iniciando a concentraciones
de 0.2x10° células/mL, como en la cinética mostrada en la figura 6. Se determiné
la velocidad especifica de crecimiento de cada pase tomando la concentracién de
células viables al momento de inoculacién (punto inicial) y a las 144 horas de
cultivo, momento en que la fase de crecimiento exponencial estuvo préxima a
terminar (punto final). Se emplearon frascos T de 25 cm? y el medio de cultivo
Cellvento-100.
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Figura 17. Prueba de estabilidad de la linea celular CHO DG44 durante 25 pases
en medio de cultivo Cellvento 100. Las barras de error representan la desviacion
estandar del promedio de dos conteos independientes, cada una con dos

determinaciones por punto.

En la figura 17 se muestra el comportamiento del tiempo de duplicacién celular y
la viabilidad de los 25 pases realizados. Para los 25 pases, la velocidad especifica
de crecimiento maxima promedio tuvo un valor de 0.025 + 0.002 horas™ (td=28.5 +
2.9 horas) y una viabilidad del 95.97 + 2.09%. El coeficiente de variacion de los
tiempos de duplicacion fue 10.25% y se atribuye a un control poco regulado de las
condiciones de cultivo (Temperatura, humedad, %CO) por parte de la incubadora.
La desviacion estandar de los datos mostrados tuvo un valor menor a 1.16 horas
para el tiempo de duplicacién y menor a 2.5% en la viabilidad.

La estabilidad de la linea celular CHO DG44 determinada a través de los valores

de las constantes de crecimiento se comparé con las obtenidas para los cultivos
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en frasco y biorreactor (véase tabla 5), mostrando el valor promedio de la
velocidad especifica de crecimiento (horas™) y el tiempo de duplicacién (horas)

para cada condicion en que fue determinada.

Tabla 5. Comparacién de las velocidades especificas de crecimiento para CHO
DG44.

Condicién g (h™)* tq (h)*

CHO Frasco 0.025+0.003 28.5+4.4
CHO Reactor  0.026 £ 0.002 29.6 2.9
CHO 25 pases 0.025+0.002 28.5%29

*Valores expresados en Promedio + Desviacion Estandar.

Los componentes quimicos de los medios de cultivo definen el comportamiento
cinético de una linea celular, su produccion y la calidad de las proteinas
secretadas (Serrato et al., 2007). A pesar de emplear lineas celulares del mismo
origen, Ahn y Antoniewicz (2011) reportaron que células CHO K1 cultivadas en
medio DMEM con SFB presentaron una p de 0.033 h™ y un tiempo de duplicacion
de 21 hrs, valores distintos de lo obtenido en elpresente trabajo (tabla 5) a causa

del suero fetal bovino.

En la figura 18 se muestran las concentraciones finales de Glucosa, Glutamina y
Lactato medidos en el medio.
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Figura 18. Perfil final de metabolitos durante 25 pases consecutivos.

54



El medio de cultivo Cellvento 100 inicialmente tiene una concentracion de 36 mM
de Glc y 6 mM de GiIn. La concentracién de los metabolitos medidos al final de
cada pase presentd valores promedio de 18.01 £ 3.11 mM para Lac, 15.22 £ 2.87
mM para Glc y 2.65 + 0.99 mM para GIn. Es evidente que no hubo un agotamiento
de las fuentes de carbono y energia (Glc y GIn), sin embargo se observa que la
concentracion de GIn casi es nula y esto da pie a pensar que el agotamiento de la
principal fuente de nitrégeno para formar las bases nitrogenadas empleadas en la
duplicacién celular sea la razén por la cual las células comienzan a morir si no son
subcultivadas en medio fresco (Haggstrom, 2003).

Las velocidades de consumo de Glc y GIn promedio de los 25 pases fueron 0.24 +
0.04 pmol/cel*h y 0.04 £ 0.01 pmol/cel*h respectivamente, mientras que la
velocidad de produccion de Lac fue 0.15 + 0.03 pmol/cel*h. Estos resultados son
comparables a los obtenidos en las cinéticas de crecimiento tipico (figura 8) para
el caso de Glutamina y Lactato, sin embargo, para la Glucosa la velocidad
promedio de consumo de glucosa resulté ser del doble de valor debido a que se
tiene mayor cantidad inicial de Glucosa en el cultivo (35 mM de Glc en Cellvento
100 y 24 mM de Glc en CD OptiCHO).

11.4.2 Arresto celular de CHO DG44 con DMSO

Se estudié el comportamiento cinético de la linea celular frente al Dimetil Sulfoxido
(DMSO) empleado como agente quimico de arresto celular a diferentes
concentraciones (v/v) en el medio de cultivo. Se determinaron los perfiles de
crecimiento obtenidos para cada concentracion evaluada (Figura 19) y se tomaron
muestras de caldo de cultivo para determinar si el consumo de Glc, GIn y la
produccion de Lac presentaron alteraciones con respecto al control (Figura 8) por

la presencia del agente quimico en el cultivo (Figura 20).
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Figura 19. Arresto quimico de células CHO DG44 a diferentes concentraciones
(v/v) de DMSO.

Se observd que la concentracion celular maxima alcanzada en todos los cultivos
en presencia de DMSO fue menor a la alcanzada en ausencia de éste (0.0%
DMSO). Lo anterior se hizo evidente desde el cultivo con DMSO al 0.5%, que fue
la concentracion empleada mas baja. A las concentraciones 1.0% y 1.5% se
observo arresto celular con afectaciones minimas a la viabilidad, sin embargo, en
el cultivo con DMSO al 1.5% el efecto fue mas consistente de las 24 a las 120
horas de cultivo. El efecto negativo concentracion-dependiente (téxico) del agente
de arresto se hizo evidente en los cultivos con DMSO al 2.0%, 2.5% y 5.0% en
donde se observa una disminucién drastica de la viabilidad y concentracion celular
a partir de las 48 horas. Al comparar los resultados obtenidos en los cultivos a
1.5% y el control (0.0%) se observd que a las 24 horas en presencia de DMSO al
1.5% ya se habian arrestado las células siendo que al inicio ambos tenian una
concentracion celular de 0.6x10° cel/mL y una viabilidad del 90%. Dicho arresto se
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prolongd hasta las 120 horas de cultivo. El arresto celular es mas evidente si se
considera que a las 72 horas, el cultivo control tuvo una concentracion celular de
1.8x10° cel/mL y una viabilidad del 85.3%, mientras que para las células en
presencia de DMSO fue 0.77x10° cel/mL con una viabilidad de 84.3%, significando
una reduccién del 60% en la concentracién celular viable por el efecto del DMSO.
Las células CHO DG44 en presencia constante de DMSO a una concentracién de
1.5% v/v permanecieron arrestadas pero viables durante 120 horas con un unico
incremento considerable en la proliferacion celular (0.2x10° cel/mL) durante las

primeras 24 horas de exposicion al agente quimico.

Fiore et.al. (2002) evaluaron el efecto de las concentraciones 1%, 1.5% y 2% de
DMSO en células CHO-KI. Sus resultados fueron similares a los obtenidos en el
presente estudio con respecto al arresto y la viabilidad celular, sin embargo, el
tiempo de exposiciéon al DMSO que ellos evaluaron fue de 96 horas. Los autores
no observaron efectos citotoxicos o genotdxicos en las células después de la
recuperacion de dichas células en medio sin DMSO, sin embargo, no
determinaron si existieron alteraciones en la estructura o actividad de proteinas
secretadas. Existen evidencias que muestran que el DMSO aumenta la
transcripcion de mRNA aunque no necesariamente la expresion de proteinas
(Wang et al., 2012).

Se ha reportado que algunos de los efectos del DMSO involucrados en la
detencion del ciclo celular tienen que ver con la inhibicidon de la expresion de c-
myc durante la transicion de G1 a S, (Srnivas et al., 1991). En la mitocondria, se
ha reportado que causa el colapso del potencial de la membrana mitocondrial
liberando citocromo C de la mitocondria y activando a las caspasas 9 y 3 de la via
apoptatica, lo cual podria explicar la muerte celular y la baja viabilidad observada

en los cultivos con concentraciones mayores a 1.5% de DMSO (Lui et.al., 2001).

En la figura 20 se muestran los cambios en el perfil de consumo de Glucosa,
Glutamina y de produccion de Lactato. Se observé que el consumo de Glucosa y

Glutamina en el cultivo control (azul) y en los cultivos con DMSO 0.5%, 1.0% vy
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1.5% son comparables durante todo el tiempo de cultivo. A las 72 horas fue mas
evidente la diferencia entre los perfiles de consumo y produccién de las células en
presencia de DMSO al 2.0%, 2.5% y 5.0% vy el control (0.0%). A las 72 horas la
poblacién celular de los cultivos con DMSO en concentraciéon mayor a 1.5 % es
menos de la mitad de la poblacion en el cultivo control mientras que a la

concentracion de 5.0% la poblacion celular es practicamente cero.

A diferencia de lo que ocurrié con Glc y GIn, la produccién de Lac mostro
diferencias mas acentuadas para los cultivos con mas de 1.0% de DMSO que
podria ser el resultado de la disminucion en la actividad de enzimas involucradas
en la glucolisis (Aldolasa, trifosfato isomerasa, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa y fosfoglicerato cinasa) a causa del DMSO (Li et al., 2006). Al
haber menor produccion de piruvato, éste es metabolizado mas eficientemente y

pasa al ciclo de Krebs sin dar pie a la formacién de lactato.

En los perfiles de produccion de lactato de los cultivos con DMSO a 2.0% y 2.5%
se observo una disminucién en la concentracion final del metabolito a partir de las
72 horas. Beamer et al. (2006) observaron el mismo efecto y explicaron dicho
fendmeno por un aumento en la oxidacion del lactato a piruvato y una disminucion
de la reduccidn piruvato a lactato gracias a la lactato deshidrogenasa a causa del
DMSO en el medio de cultivo, la falta de equilibrio en la reaccion es

desencadenada por una condensacion aldodlica entre el DMSO con el piruvato.
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Figura 20. Perfil metabdlico de CHO a diferentes concentraciones de DMSO v/v.

Es sabido que un modo de internalizacion de moléculas relacionadas con la
formacion de ATP ocurre por receptores acoplados a bombas de iones situadas en
la membrana mitocondrial (de Lores and Ordieres, 2014) y se ha reportado que el
DMSO penetra la membrana celular y causa alteraciones en la osmolaridad
intracelular que modifican el mecanismo de trasporte de iones como K*, Na™ y ca?,

resultando en afectaciones a la viabilidad celular. (Santos et al., 2003).

Haggstrom (2003) comenté que los cambios en los perfiles metabdlicos por si
solos no son base suficiente para afirmar concluyentemente que existen
alteraciones en alguna ruta metabdlica, sin embargo, si pueden ser empleados

para reconocer cambios en el metabolismo.

En la Figura 21 se muestran las velocidades de consumo y produccién de cada

metabolito a diferentes concentraciones de DMSO hasta las 48 horas de cultivo,
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tiempo en el que la viabilidad de la mayoria de los cultivos se encontraba por
arriba del 80%. No se considerd al cultivo con DMSO al 5.0% debido a que la
viabilidad celular fue de 26% a las 48 horas y 0% a las 72 horas, por lo que el
valor de la velocidad de consumo/produccion justificaria mas la falta de células

viables y no el verdadero consumo de los metabolitos.
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Figura 21. Velocidad especifica de consumo de Glc y GIn, y produccién de Lac de

CHO DG44 en presencia de diferentes concentraciones de DMSO.

Los 6rdenes de magnitud de las velocidades de consumo y produccion (Véase
tabla 6) son similares a los obtenidos para el cultivo donde no existe arresto
quimico (Véase Figura 8). Dichos valores son también del orden de magnitud de
los reportados por Ahn y Antoniewicz (2011) para un cultivo de células CHO K1
en medio DMEM sin DMSO (qGlc de 0.201 pmol/cel*h, gGIn de 0.036 pmol/cel*h y
gLac de 0.299 pmol/cel*h). Se observé que a medida que aumentd la
concentracion de DMSO en el medio de cultivo lo hizo también la velocidad de
consumo de glucosa pero no la de lactato, cuya velocidad de produccion mostrd

una tendencia a disminuir.

La velocidad especifica de consumo de glutamina no mostré alteraciones
significativas en cultivos con DMSO a concentraciones menores de 2.5% aunque

se observo una tendencia a incrementar.

Niklas et al. (2009) encontraron que en ceélulas Hep G2 (células cancerosas de
tejido hepatico humano) el DMSO también afectd el crecimiento y metabolismo

60



celular, observando que a concentraciones mayores de 0.5% y 1.0% de DMSO el
consumo de GIn y Glc disminuye respectivamente, pero no asi la produccion de
Lac, que aumenta a la par de los incrementos en la concentracion de DMSO a

diferencia de lo reportado en éste trabajo.

Tabla 6. Velocidad especifica de consumo de Glc y Gin, y produccion de Lac de

CHO DG44 en presencia de diferentes concentraciones de DMSO.

Glc Gin Lac
%DMSO 4 elh) (pmolicel'h) (pmolicel*h)

0.0 0.116 0.040 0.216
0.5 0.115 0.039 0.190
1.0 0.121 0.045 0.206
1.5 0.107 0.046 0.183
2.0 0.117 0.047 0.171
2.5 0.148 0.047 0.192

Con lo anterior se muestra que el DMSO tiene un efecto en el crecimiento y
metabolismo celular de lineas celulares de mamifero dependiendo del tipo de linea
celular y las concentraciones empleadas. Para el uso de células CHO DG44 en
investigacion sobre el arresto del ciclo celular se sugieren concentraciones
menores a 1.5% de DMSO.

Durante los experimentos sobre el efecto del DMSO en células CHO DG44 se
observé un incremento en la adherencia de las células a los frascos de trabajo,
efecto que también ha sido reportado previamente por Fiore y Degrassi, (1999) al
trabajar con DMSO y células CHO KI.
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12 Conclusiones.

» Las poblaciones celulares sincronizadas de hibridoma murino BCF2
mostraron un perfil de crecimiento escalonado durante 48 horas con una
constante de la velocidad de crecimiento promedio de 0.0176 h' para el
primer ciclo de duplicacién, es decir, 2.3 veces menor que la mostrada por
un cultivo de células no sincronizadas (0.0401 h™").

» EI perfil metabdlico de consumo de Glucosa y Glutamina de los cultivos
sincronizados de hibridomas murinos BCF2 fue similar al de un cultivo no
sincronizado.

» La separacion de subpoblaciones celulares en G4 del ciclo celular de
hibridoma murino BCF2 por EC permitié obtener un cultivo con un perfil de
crecimiento escalonado sin mostrar alteraciones metabdlicas evidentes en
el consumo de Glucosa y Glutamina respecto a un cultivo no sincronizado.

» Durante el primer ciclo de duplicacion del cultivo sincronizado de
hibridomas murino BCF2 se observaron dos pendientes en la velocidad de
produccion de Lactato correspondientes a las fases G4y S del ciclo celular,
que probablemente se deban a los incrementos en la concentracidn celular
registrados en dichas fases.

» La alta adherencia entre células CHO DG44 no permitid la obtencion de
perfiles de elutriacién definidas pero si la obtencién de poblaciones con alta
pureza de células en fase G4 del ciclo celular.

» El cultivo de la linea celular CHO-DG44 en frasco T, Biorreactor y durante
un cultivo ininterrumpido de 25 pases tuvieron una constante de velocidad
especifica de crecimiento de 0.025 + 0.002 h™", por lo que la linea celular es
estable y puede ser empleada en procesos que involucran largos periodos
de tiempo.

» EI DMSO tuvo un efecto negativo concentracidon-dependiente en el
crecimiento celular de CHO DG44 y un incremento en el metabolismo de
Glucosa y Lactato. DMSO al 1.5% v/v representd la concentracién optima
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para arrestar a las células sin comprometer la viabilidad. Se desconoce el

efecto en la produccion de proteinas.

13 Perspectivas

e Mejorar la pureza de las poblaciones obtenidas en la fase G1 del ciclo
celular.

¢ Incrementar la concentracién de células sincronizadas para determinar si
existen cambios en los perfiles metabdlicos en las diferentes fases del ciclo
celular.

e Obtener poblaciones celulares sincronizadas de células CHO DG44.

e Ampliar el estudio de arresto celular con DMSO a 1.5% para determinar el

impacto en la produccion de alguna proteina recombinante.
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14 Figuras Anexadas

14 1 Constantes de velocidad de crecimiento celular CHO DG44
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Figura A 3. Regresion lineal primer cinética CHO DG44 en minibiorreactor.
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Figura A 4. Regresién lineal segunda cinética CHO DG44 en minibiorreactor.
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Figura A 5. Regresion lineal tercera cinética CHO DG44 en minibiorreactor.

14.2 Cinéticas de crecimiento celular de CHO DG44 en presencia de
DMSO a diferentes concentraciones
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Figura A 6. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 0.0% v/v.
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Figura A 7. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 0.5% vi/v.
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Figura A 8. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 1.0% v/v.
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Figura A 9. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 1.5% v/v.

DMSO 2.0%
o 6 100
S 5 80
:'< - 4 3
= E -~ =
8?) 2 1 —a—% Viab 40 g
S 2 20 >O
S N
O 0 v 0 °

O o
N
B
o
(ee]

72 96 120 144

horas
Figura A 10. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con
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Figura A 11. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 2.5% v/v.
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Figura A 12. Concentracion y viabilidad celular CHO DG44 con DMSO 5.0% v/v.
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