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Resumen

RESUMEN

El patencial terapéutico de los anticuespos moneclonales (AcM) ha hecho de la tecnologfa de
hibridomas una de las mds prometedoras de la “Nueva Bmlccnologfn Sin embargo, los métados

actuales para ¢l cultivo de hibridomas p serias d jas, incidiendo negati enla
calidad y costo de los AcM. Este !mbxuo presenta el desarrollo de estrategias de control para Ja
ptimizacién de la produccitn de AcM dos por hibridomas. La lfnea de hibridomas BCF2 fué

utilizada como modelo para este trabajo. Esta lfnea celular produce un AcM que es especifico y
neutraliza iz vivo a la toxina 2 del alacrin Centruroides noxius Hoffmann,

Se realizaron cultivos por lote y cultivos suplementados selectivamente con glutamina (GLN) o
glucosa (GLC) en bmrcncmr. Sc utiliz6 un sistema computarizado de control y adquisicién de datos
con el que se i la velocidad de de oxfgeno (VCO), el oxigeno
disuelto (OD), el pH y el potencial redox det cultivo (PRC). E! OD y el pH fueron controlados
manipulando Ia composicién de oxfgeno (07) y diéxido de carbono (COa), respectivamente, en el

cabezal del bioreactor. Se mostré que a OD ¢l tiempo de agc i de GLN o GLC puede
ser inferido a través de la VCO y del comportamiento dindmico del PRC. Usando esta informaci6n, se
bleci ias de ali i6) di tas cuales se alil 5 GL.N o GLC al momento del

cese en la respiracidn celular, El uso de estas estrategias result6 en el reestablecimiento de 1a VCO
previo al agotamiento de GLN o GLC.

Se mostr6 que la adicién repetida de GLN a concentraciones por debajo de 2 mM resulta en.

por lo menos, un incremento del doble en la ! i6n celular mdxima y un i entre3y 8
veces en la concentracién midxima de AcM y en la productividad de AcM, parado con cultivos
limitados de GLN. Ademds, se mostré que la adicién repetida de GLC. a i superiores &

cero pero inferiores a 0.6 g/, resultG en una concentracién méxima Je AcM que fué 6 veces mayor que
en ¢l cultivo limitado de GLC. Asimismo, una productividad que fué también mayor en més de 2
veces. La densidad celular mdxima alcanzada fué del doble a la alcanzada en el cultivo limitado de
GLC, pero similar a la alcanzada en el cultivo limitado de GLN.

Se encontré que durante los cultivos por lote. a OD y pH constantes, el PRC provee una
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indicacién confiable de [a fase de crecimiento. Se observé que la fase de crecimiento es indicada par
un descenso manoténico del PRC desde la inoculacién hasta que se obtiene la concentracién celuiar
méxima y por un valor relativamente constante durante Ia fase de muerte, Asimismo, las mediciones
del PRC permitieron discriminar entre un evento metabélico real (come agotamiento de nutrientes) y
una eventualidad operacional (tal como fallas eléctricas o mccdmcns que perturban al sistema). Cuando
se usan algoritmos basados exclusivamente en bal de una lidad op

puede originar sefiales que son interp das er como un bio en la VCO. El usode
mediciones del PRC abre la posibilidad de incorporar conceptos avanzados de control a nuevos
algoritmos computacionales,

Se realizaron cultivos en frascos-T para estudiar el efecto de la concentracién de GLN y GLC
sobre la velocidad especfica de crecimi 1) y la productividad especffica de AcM (qacm). Se
mostré que a bajas (pero no-limitantes) concentraciones de GLN o GLC los niveles de metabolitos
téxicos para los hibridomas (amonio y lactato) se reducen y tracn como consecuencia un incremento en
la productividud de AcM.




Introduccion

CAPITULO I
INTRODUCCION

1.1 DEFINICION E HISTORIA DE LOS HIBRIDOMAS Y ANTICUERPOS
MONOCLONALES
Los organismos vertebrados desarrol durante Ia ev i6n, el sistema i l6gico
como un medio de defensa contra organismos extrafios, tales como bacterias y virus, moléculas o
substancias t6xicas, y contra células del propio organismo cuando éste ha sufrido transformaciones
malignasS, Dentro de este sistema se encuentra la respuesta humoral que consiste en la secrecién de

pos o i globulinas (Ig) por un subgrupo de células linfdticas, conocldas como células

plasmdti Estas Ig d ituyen una mezcla h g de originados de

poblaciones de li itos B. Esta mezcla policlonal estd formada por ]g que reconocen

disti pftopes (d i igénicos) det oque ¢l mismo e pftope pero con
distintas afinidades.

La funci6n de las Ig consiste en formar complejos estercoespecificos con los sitios antigénicos
del cuerpo extrafio’. Los sitios antigénicos son protefnas o una porcién de carbohidrato.
Las Ig son glicoprotefnas cuya unidad estructural bdsica consiste de cuatro cadenas polipeptfdicas, dos
ligeras idénticas (L) y dos pesadas idénticas (H). Las cuatro s¢ mantienen unidas por puentes de
disulfuro y enlaces no covalentes, formando una estructura que asemeja una “Y", La estructura
primaria de las cadenas contiene dos regiones, una variable que presenta secciones cuya secuencia

- varfa entre los distintos anticuerpos y una regi6n constante, muy similar en todas las Ig de la misma
clase. La especificidad y urmdnd existente entre una Ig y un antfgeno son debidas a la cavidad estérica
y electréni )| ia al antf, respectivo que forman las regiones variables, La regién

constante es la que determina la vida media en el torrente fneo y el imiento por el sistemn
inmunolégico celular. Dependiendo de la estructura de las cadenas H, las Ig se clasifican en IgG, IgA,
IgM, IgD, ¢ IgE¥,

Un hibridoma es ¢l resultado de Ia fusién celular entre una célula B, produciora de anticuerpos,
con una de mieloma tumoral’, El hibridoma secreta anticuerpos con las caracterfsticas del linfocito B
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paterno. Este producto do iste en i globulinas homoge con especifidad definida
¥ con una constante de afinidad uniforme. Estas caracterfsticas son debidas a que su codificacién
genética deriva de una clona que reconoce un selo epftope. De aquf que se le denomine “anticuerpo

Tonal” (AcM) al prod do por un hibridoma de tales caracteristicas.

Delai igacién bdsica en biologfa surgid, en 1975, Ia logfa para la pr idn de
AcM3, Surgi6 en dos dreas, en el drea de inmunologfa y en el 4rea de experimentacién de biologfa
celular. En el drea de inmunologfu surgié la posibilidad de inducir miclomas de ratén, es decir,

de linfocitos B que secretan una sola especie de IgS. Las Mneas de mietoma,
que han sido adaptadas a los cultivos, han permitido el p de ién de las Ig, su
estructura, su funcién y la expresién de sus genes. Por otro lado, en €] drea de biologfa celular, se
desacroll6 Ia fusion de células con diferentes caracteres geneucos para la formacidén de hibridos

portadores de cromosomas de ambas células p Se establ las técnicas necesarias para la
seleccién de los pocos hibridos formados de la gran poblacién de células paternas no fusionadas.
Adem{s, se establecieron las técnicas para ¢l andlisis de la dominancia y recesividad de la expresién

ética asf como la localizaci6n crc ! de los genes especificos.

En la fusi6n de dos miclomas diferentes se observé que se expresan los dos conjuntos patemos
de cadenas ligeras y pesadas de las Ig en la célula hibrido, pero bladas como anticuerpos al
azar%, La codificacién de cada cadenu permaneci inalterada (sin nuevas secuencias), a pesar de la
mezcla de ensamble, y mostré estabilidad e independencia en el control de los genes de las Ig de ambos
genomas patemos. También sc observé que al fusionar una variante de micloma, no secretora, no se

di6 la produccitn y i6n de Ig en el hibrido resultante (por efecto de la no secretora).
Gracias a estos principios bdsicos, es posible diseiiar un hibridoma productor de AcM al fusionar (con
polietilenglicol) una célula B de ratones inmunes (activada especificamente por un antfgeno definido)
con la de un micloma carente de expresidn de Ig, con lo cual la especificidad del AcM estd determinada
por la célula B patema. Los hibridomas s¢ propagan in vitro, como Ifacas celulares que secretan
anticuerpos (10 a 100 pg/mi) pecificos y homog: en estructura y afinidad.

1.2 APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

La tecnologiu de los hibridemas ha contribufdo significativamente al desarrollo de la medicina y

de la biologfa, debiendo su utilidad principal a sus propiedades especificas, a que es un
instrumento de precisién para el aislamiento e identificacién de antfgenos de relevancia biomédica, a
que es un ligando Gtil para el estudio de funci biolégicas de macromoléculas, y a sus diversas
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e

aplicaciones en medicinaS. Los AcM son un ivo ideal para icos gracias a que
¢s posible producirios y purificaros en grandes cantidades. Es posible producir AcM contra moléculas
de baja inmunogenicidad o de escaso contenido en una mezcla de antfgenos y obtener la activacidn de
clonas especificas para el antigeno deseado. Con los AcM se pueden aislar compuestos de importancia
bioldgica medi 1a técnica de i d, con lo cual se puede estudiar la estructura molecular y
1a actividad biol6gica de estos p La especificidad definida de los AcM permite estudiar
funci en macromoléculas y células, come es el bloqueo de procesos que definen funciones

celulares, 0 mimetizacidn de sefiales de hormonas o de otros ligandos biolégicos. Con esta tecnologia
se estudian los fenotipos de virulencia en un gran nimero de microorganismos. Los AcM s¢
consideran un instrumento valioso en el estudio de fas y en ¢l diagnéstico de laboratorio.

" 1

Ademds, permiten la identificacién de antfg n ntes en 1a preparacibn de

Desde hace una década se realizan varios inmunoensayos con AcM, como es la cuantificacién
de ciertas hormonus. enzimas ¢ Ig para deu:rmmar alteraciones en los patrones de subpoblaciones
linfocfticas de con 1683

oen lad ién de lesS.

Ademds, se investiga activamente la i ia la admini i6n de AcM contra

antfgenos tumoralesS o ciertas toxinas. Debido a lo anterior, esta tecnologfa ofrece un gran potencial

enlas i igaci bisica y aplicada de biol

La importancia de los AcM se puede apreciar por la itud de su do. Para 1995 se
pronostica alcancen los seis mil millones de délares por afio, que cormesponden entre un 46 y 82% del

do total dounid de productos f btenidos por la “Nueva Biotecnologfa™
¢ i f sangufneos, hormonas, vacunas, sondas de ADN, etc.)¥7. La
gcnerm:lén de una nueva clase de AcM con propiedad Ifticas abre también un cnmpo muy
dor de ap i d que pueden legar a rep ir hasta en p. iales.

Acwa!memc ¢l precio de los AcM terapéuticos ¢s del orden de los miles de délares por gramo, pero se
espera que con el mejoramiento de las técnicas de cultivo el precio se reduzca sustancialmente7,

1.3 EL CULTIVO DE HIBRIDOMAS

™ Aiceid

El cultivo de células de 08 para la p
pedticos se ha expandido en los dltimos afios. En particular, la importancia del cultive de
hibridomas sz incrementa adn mds a medida que nuevos AcM encuentran aplicacién en el drea
terapéutica, donde s requicren grandes cantidades de AcM¥2, Para tales aplicaciones, los métodos

tradicionales de cultive in vive resultan inadecundos debido a limitaci de escala, restri

de una gran variedad de agentes
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reglamentarias en cuanto al control de calidad y especificacién del producto, ¢ inclusive

consideraci h itarias en cuanto a la explotacién de animales!S. Por lo tanto, 1a produccién

ial de AcM terapéuticos se reali necesari por métodos de cuitivo in virro. Debidoa
ésto, se han inado nuevas bi de gran escala para el cultivo de células de mam(feras en
general.

Recientemente han surgido sistemas novedosas (i.e., los reactores de fibras huecas?, de
microencapsulacién3?, de soporte cerdmico??, y los mactnms de camas fijas?3 y fluidizadas!?)
diseiiados para reducir los daios hidrodi y las i celulares y
productividades29:19.27.3043,50,59, Sin embargo, tales s:stcmus presentan problemas y desventajas.
Entre éstos destacan los elevados costos, la heter idad en las dicioncs de cultivo, las
Limi por f ia de masa (g i6n de gradi de i6n), la imposibilidad de
decuado2.9.27.59, la compleja operacién del sistema, la inhabilidad de reusarse y la

dificultad en la medicién y control de variables. Debido a estas desventajas, los reactores
ionales agitados pueden rep la mejor opcién para el cultivo de hibridomas a gran

escala.

' 1oy

Los co! ionales agitados off las jas de una
sencilla, el imi de condici he éncas a través de todas las regiones del reactor y la
facilidad de medicién de variables ambientales (i.e., paosicién del medio de cultivo, pH, oxfgeno
disuelto y pou:ncml redox)3:46:47:49, Sin embargo, para que los bioreactores agitados puedan ser
impl. i te, primero serd necesario mej en forma 1al las densidad,

Tul ¥ lacc acién de AcM al bles hasta ahora. Una forma de lograrlo es a través del
desarrollo de sistemas computarizados que puedan adquirir, almacenar y controlar en forma rigurosa
las distintas variables ambientales, y que permitan bt gias automatizadas para la
optimizacién de la produccién de AcM. Tal desarrollo es importante ya que los sistemas de control
actualmente disponibles son poco flexibles y muy costosos!:3160, Ademds, las gias de control
reportadas a la fecha no son satisfactorias debido a que muchas son rudimentarias y poco efectivas,
mientras que otras son muy complejas y dificiles de implementar26:31,

Es importante notar que en el pais existe ya una capacidad instalada de si de cultivo en
spensidn, tanto en jnstituci de investigacién como en industrias. Por lo mismo, el mejoramiento
de métodos de operacién de tales si p a para México una alternativa inmediata para

adquirir una tecnologfa propia y compelitiva con otros procesos actuales??. Ademis, el nivel de
desarrollo del cultivo in vitro de cucariotes en México es ain limitado por Lo que resulta clave el
dirigir esfuerzos hacia este campo™7.
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1.4 MODELO DE TRABAJO

En México, ¢l escorpionismo es un problema importante de salud pdblica (actualmente se
reportan mds de 200,000 picaduras anuales por alacrin, de Ias cuales entre 700 y 80O son mortales).
Por lo mismo, sc decidi6 utilizar, como modelo, una lfnca celular de hibridomas (generada con
anterioridad en ¢l laboratorio del Dr. Possuni dei Instituto de Bi logia) prodi de un AcM que
es especifico y neutraliza in vivo a la toxina 2 del alacrin Centruroides noxius HoffmannS3.
La imponancia principal del AcM contra la toxina de alacrdn ¢s la caracterizacién inmunoguimica de los
componentes t6xicos del veneno. Sin embargo, dada la actividad neutralizente de este AcM, éste posee
aplicaciones potenciales en la elaboracién de antfd, jorados. Actual ele iento por
picadura de alacrdn es tratado mediante la aplicaci6n de sueros antitoxina obtenidos de mamfferos,

I qui La produccién de tales sucros presenta varias desventajas tales como el
manicnimiento de ganado muyor. la variabilidad de lote a lote, asf como la naturaleza poco definida del
suero. Estas d 1jas no D en ei aspecto econdmico del proceso de obtencién de
los sueros sino que también pueden tener consecuencias médicas adversas como reacciones alérgicas e
inclusive choque anafildcticos. De tal forma, el establ de una dologfa para la

" produccién in vitro de AcM neutralizantes de toxinas de alacrdn podrfa mejorar el aspecto econémico
de la produccién de antitoxinas y también se lograrfa obtener un producto que p
ncsgos médicos¥7. Tales anticuerpos reducirfan los problemas mmunoldglcos debidos a 1a presencia
de protefnas de origen no humano, a pesar de que provienen de hibridomas murinos,

El presente trabajo describe el desarrollo de estrategias de operacién de cultivos in vitro de
hibridomas para la optimizacién de la produccién de AcM. Las estrategias sc basaron en el
mantenimiento de concentraciones bajas de glutamina y glucosa mediante su adicién selectiva. Dicha
adici6n se basé en la determinaci6n en-Ifnea del consumo de oxfgeno, mediante un sistema de control
computarizado. E! control computarizado istié en a un valor
pred: do, ¢l oxfgeno disuelto y el pH. Se controlaron ambas variables mediante la variacién de
la composicién de la mezcla de gases (oxfgeno, nitrégeno'y dibxido de carbono) a la entrada del
bioreactor. De tal forma, un stibito cese en el consumo de oxigeno correspondid al agotamiento de
nutriente. - Asimismo, s¢ establecieron las estrategias de alimentacién de nutrientes limitantes
(gt ina a glucosa) t Jose en el comportami dindmico de [a composicién del ox{geno enla
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mezcla de gases a la entrada del bioreactor. Con este sistema de control computarizado se fograron
concentraciones mds altas de hibrid: Se logré dicha condicién durante ticmpos de
i6 i dos, log ) mejorar 1a productividad del AcM contra la toxina 2 del alacrén

P 14

C‘enlrura:de.\' noxius Hoffmann.

Este trabajo describe también la utilidad de las medici Ifnca del p ial redox. Se
observé que el potencial redox de cultivo proveé una medicién ttil para distinguir entre
metabélicos reales (como agotamiento de nutrientes) y eventos operacionales (fatlas eléctricas y

dnicas). Las ¢ lidades operacionales p ban al si y pucden originar sefiales
izadas que son simil alas cuando s¢ agota un substrato. Esto ocurre

principalmente cuando se usan algoritmos de control basad Tusi en bal de oxij
como ¢l expuesto en este trabajo. Durante los cultivos de hibridomas por lotes, a oxigeno disuelto y
pH constantes, ¢! potencial redox del cultivo dié una indicacién confiable de la fase de crecimiento.
Por lo anterior, las medici del p ial redox podrfan ser utilizados como un sensor para
algoritmos de control m4s avanzado,

Final en forma paralela al trabajo central, se desanollé un métedo novedoso de cultivo
expc fall 1 do en frascos-T. Tal método demostrS ser un sistema ruy conveniente y
para la izaci6n cinética de cultivos de hibridomas. Esta parte del trabajo se describe

en demlle enel apéndice I
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CAPITULO Il
ANTECEDENTES

2.1 CULTIVO DE RIBRIDOMAS in vivo

La produccién de AcM ha sido tradicional fe da in vivo mediante la impl; i6
de hibridomas en la cavidad peritoncal o subcutf en animales hospederos, general
ratones atfmicos!5. A partir de la d despucs de la impl i6n, un tumar visible se
desarrolla y un flufdo seroso sc acumula en la cavidad abdominal. Posteriormente, ¢l ratén se sacrifica
y una cantidad de hasta 10 ml de lfquido ascftico es hada, 1a cual iene aproximad: 03g
de AcM. A pesar de que la i6n de AcM abienida en el ifquido ascftico es muy alta (hasta de
10mg/ml), existen serias desventajas cuando se idera e} escalami de esta logfa a niveles

2, Por cjemplo, s¢ requicre aproximad una colonia de cien ratones por cada gramo
de AcM que se desee producie | 19, Otra d ja es que, junto con ¢l AcM, estén
niveles il ptables de protefnas indescables del animal hospedero. Ademds, para

hibridomas humano- humano, no existe ningtin modelo animal adecuado parn la produccién de AcM de
uso terapéutico. Bajo este tipo de situaciones, el cultivo in vitro de hibridomas n:prescnm ung
solucién més atractiva desde un punto de vista io y de regl

h

2.2 CULTIVOS DE HIBRIDOMAS in vitro

El cultivo in virro no estd excento de problemas. Las células animales son generalmente
frdgiles por lo quc no pucden soportar las dici hidrodindmi das en
convencionales. Las c£lulas animales no poseen pared celular y, por lo tanto, no toleran velocidades
excesivas de agitacién o burbujeo. Esto impone serias restricciones en el disefio de! sistema de

£ ia de oxfgeno. G ) lacc cién celular asf como la de productos son de dos
a cuatro ¢rdenes de magnitud inferiores si se¢ les compara con los cultivos in vivo, Existen riesgos
de contaminacién debndo a las bajas tasas de crecimiento celular®?, Los medios de cultivo son

! sofisti constitufdos por sueros s y hormonas cuyo costo es muy
elevado. Ademds, en modalidad por lotes, las condiciones ambientales del cultivo cambian
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constantemente y la poblaci6n celular global pasa a través de diferentes fases de crecimiento (v. g. lag,

log, estacionaria y fase de muerte). Asimi: las células animales son ibles a variaciones de pH,
laridad3® y a iones altas de comp téxicos tales como lactato y amonio ¢ incluso
f Como resp a estos probl han surgido una variedad de disefios y estrategias de

operacién de bioreactores a través de los cuales se han logrado mejoras considerables en Ia
concentracitn celular y en In concentracién de AcM.

Los frascos de cultivo estitico o frascos-T, son los sistemas in vitro mis comunmente

usados a nivel de lab i0. En estos si lah idad y la trasfe ia de masa se logra
i por i difusionales?8. Para las H tfpicas de alreded:

de 3 x 106 clulas/ml, el ox(fgeno es limitante si la profundidad del medio de cultivo rebasa los 0.3 cm.

De tal forma, estos sistemas estdn restringidos a geometrfas con valores muy altos de drea supesficial

por unidad de volumen y diffcilmente rep una i6n para p a grandes escalas,

En ¢l caso de Ia produccién de AcM en bioreactores agitados encontramos que se alcanzan
densidades celulares y i6n de AcM muy bajas debido a que las células animales son frégiles
a las condiciones hidrodindmicas de este tipo de sistemas?#6:49, Sin embargo, este tipo de sistemas
ocupan un lugar importante a gran escala. Las ventajas que ofrecen (mencionadas en 1a seccidn 1.3 de
la Introducci6én) junto con la comprensidn de las variaci encontradas en las velocidades de

consumo de nutrientes y secrecién de productos a través de las diferentes fases de crecimiento, hacen

posible el prop y mejorar ias operacionales que nos 1l ali ) de 1a d
celular y de la productividad de AcM. De no ser asf, los co| ionales agitad
se verin reemplazados por tecnologfas | das i.e., de fibras huecas?).

2.3 METABOLISMO DE HIBRIDOMAS

e

La gl (GLC) y la gl ina (GLN) son la principal fuente de carbono y
respectivamente, en lan mayorfa de los medios utilizados paru el cultivo de células animales. Las vias
principales de los metabolismos de GLC y gutamina se muestran en la figura I. Ambos nutrientes
proveen precursores biosintéticos tinicos. La GLC y la GLN son nutrientes complementarios para la
produccion de otros metabolitos como el aspartato33 y para la produccién de energfa, El grado en que
es utilizada cada una de las vfas metab6licas depende de la Ifnea celular y de las condiciones de
cultivol 133, La evidencia disponible sugiere que Ia GLC o los nutrientes oxidativos (principaimente
GLN) pucden proveer la mayorfa de las d das energéticas )

2 40
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La GLC es requerida para la sfntesis de nucledsidos, asf como para la sfntesis de 6-fosfato
glucosamina y del precusor 3-fosfato glicernldehfda33, Varios tipos celulares pueden utilizar fructosa,
galactosa u otros azicares en lugar de GLC y pueden crecer en ausencia de carbohidratos si el medio
de cultivo es suplementado con uriding33. Las c€lulas también pueden utilizar maltesa y almidén como
fuentes de GLC debido a 1a presencia de las enzimas maltasa y a-amilasa en el suero fetal bovino
(SFB)33. Existe evidencia de que la GLC y la manosa se metabolizan rdpidamente, permitiendo

locidades de crecimi imilares, y que el crecimiento en fr y gal es mucho menor34,
Se ha encontrado que las células HeLa crecen tan bien en fructosa como en GLC, pero muestran
velocidades glicolfticas insignificantes y muy poca energfa es derivada a partir del metabolismo de

rbohidratos3. Adicional se ha observado que (en células de mamiferos como por ¢jemplo
fil bmblasws diploides de humanos) las velocidades glicolfticas también se red bl para
con i de GLC a 100 uM33, En el otro extremo, cultivos de

" fibroblastos de hamsters chinos deficientes en respiracién muestran que el ATP proviene esencialmente
de la gliclisis®3,

Por otro lado, l1a GLN e¢s requerida para la sfntesis de purinas y para la formacién de

nuclcdudos guanmos” Ademds, Ia GLN es el principal donador de grupos amino en la sfntesis de
y asparagina. La may de las lfncas celulares requieren GLN para un

craclmlenlo Gptimo, aunque algunas Ifneas pueden utilizar glutamato directamente??. Esto puede ser
explicado parcialmente por la observacién de que el intercambio entre la GLN intra- y extracelular s
mucho mayor que el de glutamato en cultivos de fibroblastos humanos33, La GLN puede ser también
suplementada en una forma m4s estable mediante Jos dlpépudos glicil-GLN y alanil-GLN33, En
hibridomas se ha visto que lnGLN es lizada pri para la f i6n de ATP a través
de Iz oxidacién fosforilativa hasta CO, y Hy0 11:33¢ "7

2.3.1 Metabolismo de glucosa

En todas las células de mamiferos, la GLC ¢s convertida en piruvato via glicélisis (figuea 1).
La mayorfa de las células no tumorales crecen bajo una regulacidn in vivo de crecimiento y se
dividen lentamente!). Estas células normales inactivas convierten el piruvato a acetil-CoA, en
presencia de oxfgeno, para su oxidacién en ¢l cicle de Krebs. EI NADH, del ciclo de Krebs y de Ia
glicolisis, es regenerado a NAD* dentro de las mitocondrias en un proceso acoplado a Ia produccién de
ATP via oxidaci6n fosforilativa. La glic6lisis es regulada via inhibicién de la fosfofructocinasa (PFK)
por ATP a un nivel tal que provee suficiente acetil-CoA pam la produccién de energfa. El acetil-CoA
es usado también para la sintesis de lpidos. La glucosa 6-fosfato, que se acumula debido a la

12
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inhibicién de PFK, mlube su pmpm sfntesis via hexocinasa. Sin embargo, a bajas concentraciones de
la i ial de ATP es reducida y la PFK es desinhibida. El incrementoen la

concentracién de fructosa 1,6-difosfato estimula a la PFK y la actividad de la piruvato cinasa. Como
resultado, cl agotamiento de glucosa 6-fosfato mejora la actividad h i y s¢ prod; grand
cantidades de piruvato. Debido a Ia baja velocidad de oxidaci6n fosfosilativa, el pi se i

en lactato (1LAC) pama reoxidar al NADH generado por glicdlisis.

Las células cultivadas, los tumores y otras células proli exhiben altas velocidades de
glicélisis acrébica, lo cual las distingue de las células normales en reposo! 133, Es decir, que células
bien diferenciadas y de crecimiento lento tienen bajas velocidades de glic6lisis, y las poco diferenciadas
y de répido imi ticnen velocidades altas de glic6lisis. Las altas velocidades de produccién de
LAC son similares a las observadas en células les bajo limitacién de oxfgeno. Muchas células
tenen i das las i de enzimas glicolfticas y exhiben una

dlsmmucndn enel agommremo de intarmediarios glicolfticos vfa reacciones reversibles o laterales33.

Varias i ficol. bi€n exhiben propiedades cinéticas y regulatorias diferentes. Laalta

glicélisis acrébica puede ser atribufda principal a los cambios en los p de dos iso

1a hexocinasa, al inicio de la secuencia glicolitica, y Ia piruvato cinasa (PK), al final!l. Las isoenzimas
lizan la misma i6n, pero difi en estructura y, en la mayorfa de los casos, difieren en su

p alos boli La hexoci est4 ligada a Ja mi dria y una inhibici
reducida por la glucosa 6-fosfato33, Las células que exhiben altas velocidades de glic6lisis acrébica
contienen un tipo de PK que tiene reducida afinidad por el fosfoenolpiruvato!!. Esto permite que la

* concentracién de fructosa 1 J6-difosfato hasta que 1 la inhibicion de PFK y PK por
ATP. lah i ivada y la desinhibicién de PFK y PK conducen a niveles
enormemente mcmmcnmdos de glicolisis!l. Por otro lado, se ha visto que las c€lulas proliferantes y
las células una i ima PK modificada que tiene caracteristicas cinéticas
modificadas (por ejemplo, una reducid idad por el fosf piruvato) y que esta isoenzima es

inactiva en cultivos donde la concentracién de GLC es menor a 100 M, asf como en cultivos que

‘ contienen fructosa en lugar de GLC11. Por lo mismo, no se produce piruvato ni LAC a bajas
concentraciones de GLC. Bajo estas condiciones de cultivo, la GLC es canalizada hacia la biosfntesis
de macromoléculas y Hpidos a través de 1a via de las pentosas.

Una mol de GLC rinde 2 moles de ATP bajo condiciones anacrébicas y 38 moles de ATP en
presencia de oxfgeno. Por ende, la respiraci6n ¢s cl mecanismo mds econémico para la sfntesis de
ATP. El concepto de glicélisis aerébica significa que la produccién de piruvato, a partir de GLC,
excede la capacidad del ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria, pero también implica que las células
tumorales utilizan s6lo ¢l 5% de la energfa disponible en la GLC. Se ha visto que las altas velocidades

13
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de produccién glicolftica de ATP pueden incrementar fa relucién de ATP/ADP citos6lico y disminuir la
velocidad de produccidn de ATP mitocondrial debido a la reduccitn en la concentracion de ADP. Esto

causarfa un i enel p ial t I de la mi dria (gradi eléctrico total a
través de la membrana), que a su vez reducirfa la velocidad de oxidacién fosforilativa e incrementaria la
relacién mitocondrial NADH/NAD* 33, Es de esperar que una alta relacién mitocondrial
NADH/NAD*, binada con el pequefio ni de mi drias en glicolfticos y posibles
defe encl tador de malato/aspartato! !, i un d dramético en la cantidad

P

de NADH citosélico oxidado en la mitocondria. Comeo resultado, ¢l piruvato debe ser convertido a
LAC para poder oxidar el NADH generado por gliclisis. Debe notarse que algunos estudios, con
corazones de rata33, indican que el o de oxfgeno es regulado porel NADH y no porel ADP.

Los patrones metabélicos celulares pueden estar también influenciados en gran medida por la
asociacién con otras células. Por ejemplo, la velocidad especffica de consumo de oxfgeno de
hibridomas inmobilizados en alginato de calcio se incrementé por un factor de tres durante el
crecimiento33, El incremento del consumo de oxfgeno fué relacionado con el d yen glictlisis
(indicado por el d en ¢l rendimiento de LAC/GLC y en Ia velocidad especifica de consumo
de GLC). Esto puede ser debido a que las interacciones célula-célula, en cuitivos de hibridomas
inmobilizados, son similares a las encontradas in vive.

En células de mamfferos, se ha observado que la velocidad espectfica deé consumo de GLC
(qg) 5¢ incrementa drdsticamente en cultivos por lote a medida que la concentracién inicial de GLC se
incrementa de 10 M a 5 mM (gencralmente ya no s¢ observan cambios a concentraciones superiores &
5§ mM)31.33. Se ha visto que Ia distribucién de producto a partir de GLC depende de qg. Se ha

4 Yocidad

observado que las altas qg, después de la adicién de GLC, i un enla
especifica de consumo de oxfgeno (qp,)!213, asf como en la cantidad de GLN oxidada?3. Esto
posibl se debe a la inhibicidn de la oxiducion fosforilativa por el incremento en la produccién
glicolftica de ATP, observada como ¢ incremento del rendimiento de LAC/GLC y cl incremento en la
carga energética de adenilato33. Ademds de los efectos de la concentracién de GLC sobre el
metabolismo, s ka observado que la limitacién de GLC induce la expresién de un grupo de protefnas
reguladas por GLC (PRG) y reprime [a expresién de la mayorfa de las protefnas celulares. La
induccién de PRG estd asociada a la deficiencia de la ribosa 5-fosfato y puede ser debida a In
inadectiada glicosilacién de protefnas3.

En resumen, la glicélisis ocurre exclusivamente en el citosol de la mayorfa de las células de
r_nnmffcroszq. La funcién esencial de la GLC es, mds que la fuente de energfa para la praliferacién
celular, el proveer substratos anabdlicos para la sfntesis de ribosa, glucosamina 6-fosfato, serina.
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glicina y glicerol, los cuales a su vez son para la bic is de y Mpidos

durante la proliferaci6n celular11:29,

232 Metaboli: de gl

Bajo condiciones de limitacién de carbohidratos, todo el LAC producido se deriva de 1a GLN

(figura 1). Laconversitn de GLN a LAC s¢ denomina g! indlisis y esta ia de reacciones es

cntallmda por siete enzimas de las cuales cinco son del ciclo de Krebsil, Tres de estas enzimas

(gl 2-oxog| » dehidrogy y la enzima mélica) catalizan reacciones irreversibles bajo

dici fisiolgi Lagl i se activa con fosfato, a diferencia de la isoenzima encontrada

en células de tejido (excepto de rifion)!!, La enzima mdlica, localizada intramitocondrialments, utiliza

NAD+ o NAD(P)* para decarboxilar irreversiblemente el malato a piruvato!!. Esta enzima es activada

por bolitos coma inato, f eisocitrato. E1 ATP y el ADP son inhibidores competitivos

por malato! 1, La glutaminélisis ocurre entre dos compartimientos, inicia y finaliza en el citosel, y los
pasos intermedios ocurren en la mitocondria

Las altas velocidades de consumo de GLN en los cultivos tal vez contribuyan a la elevada
produccién de LAC ya que s¢ ha observado que la produccién glicolftica de LAC, en células L929, se
incrementa después de agregar GLN33, Es de esperar que las altas velocidades de consumo de GLN
gencren grandes cantidades de NADH y FADH, via gl dehid y enzi del ciclo de
Krebs, Esto es consistente con la reduccién intramitocondrial de NAD(P)+ por 1a GLN adicionada33.
Adicional ¢l NADH g ypor GLN i fa la relaci6n mitocondrial NADH/NAD+ ¢
inhibirfa la regeneracién de NADH glicolftica via oxidacién fosforilativa.

Muchas células normales producen GLN in vivo, pero las células tumorales o normales que
proliferan muestran | alas velocidades de de GLN33, La meyorfa del esquelcto
de GLN entra a] ciclo de Krebs como o-ketoglutarato (figura 1). Mds de la mitad del CO, generado
por fibroblastos diploides normales se deriva de GLN, bajo cualquier condicién de crecimiento, y entre
¢l 70 y 80% del consumo de ox{geno corresponde a la oxidacién de GLN en los linfomas 6C3HED33,
Para células de mamfferos, los valores reportados para la fraccidn de GLN convertida a CO; van desde
el 35% (i.e., células HeLa e hibridomas)833 hasta e 55% (i.e., células L-M de ratén)33, E1LAC,
glutamato, citrato, alanina y macromoléculas son otros de los principales productos33, cuyas

relativas dependen del ambi de crecimiento, asf como la velocidad de consumo de GLN

bién depende del medio ambiente de cultivo. Lz oxidacidn de GLC y GLN depende también en
gran medida de la lfnea celular. Del estudio de 12 lincas de células animales, sc observd que el
intervalo de produccidn de CO, va desde 420 hasta 2,600 nmol (GLC + GLN) por mg de protefna
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sc abservé ln i6n de grandes cantidades de metabolitos intermedios en ¢l medio de cultivo. Sila
oxidacion fuese completa (a CO,) se gencrarfan 21 moles de ATP por mol de GLN. Cuando Ia
oxidacitn es incompleta y sq deriva en aspartato se generan 12 moles de ATP por mol de GLN. En
cambio, si se deriva hacia sc gencran 5610 6 moles de ATP por mol de GLN.

Ansecedentes
celular en 24 horas33, ‘Todos los casos estudiades mostraron que fa oxidacidn era incompleta ya que

Se ha mostrado, en ¢élulas de mamfferos, que la GLN incrementa la velocidad de oxidaci6n del
carbono ! de la GLC por Ia via de las pentosas y que inhibe la oxidacién del carbono 6 via el ciclo de

Krebs en fibroblastos diploides de h y en células icas de Ehrlich-Letré33, El efecto global
sobre el consumo de oxig | es | peq| aunque se han observado incrementos del
75% en el qg, para linfocito, £ricos de rata después de la adicién de GLN33, La adicién de
GLN puede mejorar (linfocitqs de rata) o inhibir ¢l de GLC (macr6fagos de radn)?3, Las

altas concentraciones iniciales de GLN, hasta 10 mM, generalmente incrementan la concentracion
celular méxima en cultivos por lote ¢ incrementan la velocidad especffica de consumo de GLN33, A

pesar de que la velocidad de crecimit nocs ible a las concentraciones de GLN entre 1 y 8 mM,
la velocidad de crecimi dcch pid a bajas fones3! 33,
Junto con los hidi los idos son Ia fuente de carbono reducido mds abundante

cn el plasma de los mamfferoy y en los medios de cultivo, y que es disponible para el
oxidativo. La GLN, por sf solaj es el aminodcido mds abundante. Existen fuertes evidencias de que ia
GLN es un combustible energético de importante potancial en el cultivo én vivo e in vitro de
hibridomas, c€lulas tumorales y normales con potencial proliferante, adn cuando Ia GLC estd presente
en grandes cantidades!1.29, GLN, al igual que la GLC, entra a ia c€lula en un transportador
especffico de Ia membrana??, y problabemente el paso de 1a conversion de GLN a glutamato, por las
glutaminasas o glutamino amidptransferasas, secuestra los carbonos de GLN como glutamato dentro
de la célula. Muchos experimgatos con diferentes lineas celulares de diversos tipos indican que el
glutamato y otros &cidos dicarbokflicos cruzan la membrana celular relati poco! 1L,

ferasa que rinden glutamato y

El papel anabélico de ITa GLN, en las r i de
amonio (AMM), es indispensabld para la proliferacién celular debido a que los jones libres de AMM no
pueden substituir al grupo S-amido de la GLN en la bioslntesis de purinas, pirimidinas, gl ina y
asparaginal 1129,

233 Metubolismo d¢ aminodcidos

Las velocitades de consuno de otros aminodcidos son mucho menores a las de GLN y varfan
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con la Unea celular y las candiciones de cultivo. Se han realizado estudios de las velocidades de

‘consumo de aminodcidos para una variedad de Ifneas celulares de fferos33. G 1 se
observan altas velocidades de consumo para los amino#cidos ramificados leucina, isoleucina y valina,
asf como para arginina. Otros aminodcid idos a relati altas velocidades por diversas
Ifneas celulares de mamfferos incluyen lisina, i paragina y foni Todas las lfneas

estudiadas producfan alanina, y un gran grupo de Jincas también producfan glutamato, aspartato,
glicina y prolina. Comportamientos similares han sido observados para varias lfneas de hibridomas33.
Algunos de los aminodcidos son utilizados tanto en la produccién de energfa como en la sfntesis de
protcinas. Se han observado velocidades de consumo de aminofcidos ramificados incrementadas
cvando se cultivan hibridomas en cultivos c« a bajas cc i de GLN33, El uso de
aminodcidos ramificados para la produccién de energfa es consistente con la observacién de que la
oxidacién de leucina es inhibida por GLC en células asciticas de Ehrlich-Lettrd33,

Se ha do que la for i6n de aspartato es la gnica funcién importante dec la
glutaminélisis en la proliferacitn celular. Bajo limitaciones de carbohidratos, Ia sftesis de aspartato es
ascgurada a partir de la GLN y de los carbohid: iduales. A bajas ¢ i de GLC, la
GLN es conalizada preferentemente a LAC y aspartato, y no a citrato!!, A pesar de que el aspartato es
un p ial en !a sintesis de purinas y pirimidinas, su nivel se mantiene bajo durante la
proliferacidn. El aspartato se incrementa s6lo cuando las células se vuelven confluentes!!, Se ha
encontrado (a través de mediciones de substratos, productos y metabolitos intermediarios en cultivos
con :mAs y bajas concentraciones de GLC) que el suministro de acetil-CoA, a partir de piruvato, es &1

pal regulador de la disponibilidad de oxal para la sfatesis de aspartato. Si el nivel de
aceul CoA es alto, entonces un mayor consumo de oxaloacetato trac como consecuencia una
disminucién en ¢l mismo para la sfntesis de aspartato!!. Ademds de la funcién del aspadato como

precursor, éste participa en la’ fe ia de equival reductores del citosol a la mitocondria
(transportador malato-aspartate), originando relaciones de NADH/NAD+* bajas cuando las células
dejan de proliferar y el ) se latl. Hay evid que indican que al incrementarse la

relacion NADH/NAD, una sefial metabélica induce in progresién de la fase GO a la fase Gl del ciclo
celular!!, Cabe mencionar que se ha descrito al crecimiento de células eucariotas como un ciclo que
consta de cuatro fases distintas, las cuales ocurren en sucesién continua: la fase de mitosis (M), la fase
de transicién (G 1) entre |a mitosis y la sintesis dec ADN, Ia fase de sintesis de ADN (S), y la fase de
transicién (G2) entre la sfntesis de ADN y Ia siguiente fase de mitosis?3. Adicionalmente, se¢ ha
descrito a la fase GO como Ia fase de arresto celular que estd fuera del ciclo celular y que se encuentra
después de lu fase de mitosis.

La serina se forma del intermediario glicolitico glicerato 3-fosfato, y €s un precursor esencial
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para la glicina y para los grupos activos de metil que son usados en la sintesis de purinas, pirimidinas y
en fa metilacién de adenosil homocistefna para la sintesis de metioninalt. Una alta capacidad de
sintesis de metionina garantiza una alta velocidad de conversidn de adenosil metionina a adenosil

h

lo cual es un requerimiento para la proliferacitn celular!l.

2.4 EFECTO DE DESECHOS METABOLICOS: LACTATO Y AMONIO

El AMM y LAC son los principales productos secundarios del metabolismo de GLN y GL.C
(figura 1). La concentracién final de AMM depende de 1a via hacia donde se derive la GLN en cultivos
por lote (CO,, LAC o aspartato). La concentraci6n final de AMM es tipicamente de 22 S mM y

) sei al supl GLN33. La concentracién finat de LAC depende de la
concenn-acxén de GLC31.33, y puedc sertan alta como 35 mM.

Las concentraciones de AMM, que inhiben el imiento, difieren d: entre las
dif 1fncas celul Por cjemplo, s¢ inhibié ¢l crecimiento de dos lincas de hibridomas con 2-3
mM de NH4Cl, mientras que otras dos mostraron sélo una ligera inhibicién a iones

superiores a 4 mM3233,

Existe poca informacién sobre los efectos del LAC. En sistemas sin control de pH, cl
crecimiento celular puede ser inhibido por pH bajos, que a su vez son debidos a las altas
concentraciones de LAC?3. La concentracion inhibitoria de LAC varfa segdn la Hnea celular, pero la
adicién de LAC cs general menos inhibitoria que la adicién de AMM en cultivos con pH
constante33, Por ejemplo, se inhibié el crecimiento de una 1fnea de hibridomas de rat6n con
concentraciones de LAC superiores a 4 mM, mientras que la adicién de 4.9 mM de LAC no afect6 ¢!
crecimiento de una Ifnea de hibridomas humanos en cultivo por lotes33. En contraste, la adiciGn de
hasta 22 mM de LAC estimul6 el crecimiento de otra linea de hibridomas de ratén y sélo
concentraciones superiores a 28 mM inhibieron su crecimiento33, Estudios con otros dos hibridomas
de ratén mostraron que no existe efecto alguno a concentraciones de hasta 40 mM de LAC.
Adicionalmente, se mostré que a 70 mM de LAC se inhibe el ¢recimiento de uno de estos dos
hibridomas3233, La adicién de LAC puede estimular o inhibir la sfntesis de AcM por hibridomas33,
Adicional i lizados con dos neas humanas muestran que la inhibicién del consumo
de oxfgcno‘ por AMM y LAC, es muche menor que la correspondiente inhibicién del crecimiento
celular3?.

La presencia de otras fuentes de carbohidratos en los cultivos celulares (tales como galactosa,
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ribosa, fructosa, uridina e inosina) ocasionan un decremento drdstico en la formacidn global de
LACH, La pequefi idad de LAC, ada bajo estas condici se deriva de GLN por
glutamindlisis!!, Sin embargo, ¢l 1¥C de la ribosa y galactosa fué detectado en la serina y no en ¢l
piruvato 0 LACHL. La limitacién de GLC o su total substitucién con otra hexosa, resulta en una

d i6n de la i6n de LAC sin una cafda proporcional en la velocidad de crecimiento,
por lo que una alta velocidad de glicdlisis no es ial para la proliferacién de ciertas Ifneas

celutares!l,

2.5 POTENCIAL REDOX DE CULTIVOS

El potencial redox del cultivo (PRC) se define como la medida de la tendencia de los pares
redox para aceptar y donar electrones. Desafortunadamente, no se¢ sabe si ¢l aceptor de clectrones
r di con el el do de redox o si es viz un proceso celular de transferencia de
electrones (i.e., ¢l par redox NAD*NADH)?22, Se ha mostrado que no exisie un estzdo de equitibrio
termodindmico en los si biol6gicos abiertos, como son las fermentaciones, y que ¢l valor del
PRC es considerado un potencial estacionario que refleja fas condiciones redox del medio; es decir, los
diversos pares redox presentes en el medio de cultivo?d. En un ambiente altamente aerébico, el
principal par redox que domina la medicién del PRC es el par oxfgeno/agua23.61, De acuerdo con
WimpennyS1, el par principal puede tener tanto peso que la magnitud del PRC puede estar dictada por
este par, siendo los otros despreciables. Debido a las condiciones cambiantes de las fermentaciones.
¢s diffci] obtener valares consistentes d¢ PRC bajo condiciones especificas de cultivo. El oxigeno
disuelto (OD), ¢! pH y los microorganismos, asf como los metabolitos secretados, pueden afectar el
valordel PRC. Esto indica que ¢l perfil de! PRC por sf solo no tiene mucho valor23,

En las dos ltimas décadas, las mediciones del PRC, en fermentaciones aerébicas y

Sbicas, fueron basadas principal en que las lecturas del potencial redox extracelular son

funci6n del ambicnte redox intracelular?3, Otra motivacion para estas mediciones fué que el PRC
puede ser utilizado para estimar niveles extremadamente bajos de OD23:61, Se han realizado muchos
estudios para investigar ¢l efecto del PRC sobre el metabolismo celular en fermentaciones
microaerébicas, y se ha observado que & diferentes valores de PRC se obtienen difercntes
distribuciones de productos23. Estos resultados indican que estas fermentaciones pueden ser
optimizadas si se controla el PRC23. Sin embargo, existen pocos trabajos en los que la sefial de PRC
es wtilizada como fuente de informacién acerca del estado metabdlico de las fermentaciones, donde el
enfoque principal sea sobre los cambios en el PRC que no estdn relacionados con el pH y ¢l OD de
diferentes sistemas de fermentacion?3. Estos trabajos se han basado en el supuesto de que cualquier
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cambio en el PRC, bajo condiciones de pH y OD controladas. debe ser causado por el metabolismo
celular (i.e., ag i de sut y cambios en la fi i6n de productos).

Es bien sabido que cuando las bacterias aer6bicas y anaerdbicas facultativas crecen a baja
aireacién y sin control de pH. que los principales F: que d inan el valor del PRC son los
cambios en 1a presidn parciai de oxfgeno y en ¢l pH35. En los Gltimos aiios se mostr6 que, durante el
crecimiento bacteriano en fermentadores con control de pH y a altos niveles de oxfgeno, los cambios
en el PRC no pueden ser atribufdos a los cambios en el pH o en Ia presién parcial de oxfgeno. Estos
cambios en ¢l PRC fueron observados como saltas a valores mds negativos durante procesos de

ién como el ag i de GLC y AMM (E. coli, B. subtilis y S. marcescens), el
choque térmico a células en crecimiento (E. coli), y la divisién celular en cultivos sincronizados (B.
subtilis)35. Por otro lado, Kwong et al.23 observaron que durante la fase de crecimiento lag de
fermentaciones de Corynebacterium git icum, el PRC ¢ dual hasta un minj
¥ luego sc incrementa hasta un mdximo, mientras que ¢l OD permanece constante. Al iniciar la fase de

- crecimento exponencial, el OD y el PRC decrecen gradualmente hasta que se agota la treonina, donde

¢l OD sc¢ incrementa y e) PRC dnmmuyc gradualmente, El PRC llega a un mifnimo, a partir de donde

scil dual 3 al perfil de! OD. En esie momento, en el que inicia el incremento,

ocuIre un ngoui.mncnlo de GLC. Kwong ef al.23 concluyen que, en su sisterma de fcrmcnlacxdn,

pueden determinar el inicio de la fase de imient p ial, el de ag de
yel de I de GLC.

Oktyabr'skii y Smimova35 observaron dos tipos de cambios en el PRC a pH constanie y alta
aireacién (en cultivos por lote de E. coli, B. subtilisy B. megaterium). Por un lado,
observaron una disminucién gradual en el PRC e inversamente proporcional al OD (durante ¢l
crecimiento bacteriano) como resultado de las i cciones entre e ¢l do de platino y la superficie
celular. Por otro lado, observaron un cambio drdstico en el PRC, hacia valores mds negativos, que
correspondfa a diferentes procesos de transicién como son cl agotamiento de fuentes de carbono,
energfa o nitr6geno, o bien ¢l cambio metabélico de una fuente a otra. Estos itltimos cambios son
causados por la accidn de 1a superficie celular y de las substancias redox presentes en el medio sobre el
electrodo. Oktyabr'skii y Smirnova36 han mostrado que los saltos negativos en el PRC durante el
agotamiento de GLC y AMM estdn correlacionados con el i ) en la2 cantidad de grupos tiol
(SH) disponibles tanto en el medio de cultivo como en ta superficie celular. Estos investigadores

. sugieren que los saltos en ¢l PRC reflgjan cambios en el gradi del p ial electroquimico de
protones y proponen que la disminucién en cl pH intrucelular es la razén de estos cambios ya que, por
cjemplo, al agotarse GLC se acidifica el citoplasma. De hecho, Oktyabr'skii y Smimova6 mostraren
yue los cambios en el PRC (en E. coli) pueden ser debidos a Ia accidn de componentes que afectan ¢l
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pH intracelular, tales como acetato o propionato, el pratonéforo cianuro de m-clorofenilhidrazona y el
catidén tetrafenilfosfonio que penetran a la célula. Por lo mismo. sugieren que la disminucién en el

PRC es ia del i en e ni de grupos tiol disponibles. lo cual a su vez es

iadela i6n celular de p tol idos y de bajo peso molecular gue llevan
a un cambio en 13 relacién tiol:disulfuro i lular. Ademds, sugi que los bios en ef pH
i son probat debidos a 1a infl ia de sub ias exGgenas (cidos y bases débiles

que penetran la célula y iondforos) y de agentes regulatorios {/.e., cuando las células pasan a la fase
estacionaria de crecimiento o durante la divisién celular) y que estos cambios en et pH intracelular
juegan un pape! de accionador mientras que los cambios en la relacidn tiol:disulfuro (dentro y fuera de
la c€lula) juegan un papel de amplificador de scitales regulatorias.

La informaci6n sobre el PRC es muy limitada en cultives de c€lulas animales. Sin embargo,
Hwang y Sinskeyl17 observaron que la acumulaci6n de tioles en el medio de cultive de distintas lineas
celulares parece ser una caracteristica universal. Asimismo. observaron que los cambios del PRC
correspond(an a cambios de la concentracién de tiol en el medio, Por otro lado, Choij ef a/6
observaron que una propiedad importante del suero es mantener un PRC adecuado para 1a proliferacitn
celular. Ademés, abservaron que tal propiedad podfa ser substitufda al reemplazar el suero con tioles,
tales como ¢l P-mercaptoetanol. Tanto las observaciones de Hwang y Sinskey! 7 como las de Choi et
al.5, en cultivo de células animales, concuerdan con las de Oktyabr'skii y Smimova35:36, cn células

de procariotes, en cuanto a la acumulacién de tioles ¢n ¢l medio y su efecto sobre ¢l PRC.

2.6 . ESTRATEGIAS DE OPTIMIZACION

La mayorfa de los datos cxperi les sugieren que la i6n de AcM, producidos por
hibridomas cultivados in vitro, se puede describir mediante una cinética de producci6n no iad.
1a velocidad de crecimiento {ecvacidn 1), es decir, que Ia produccién ocurre durante todas las fases de
crecimientoB-26:44.4548.

'
{AcM] = ‘hcmf x dt W

Por ende, para maximizar la produceién de AcM, se tendrf qui: maximizar la integral de c€lulas viables
{x) con respecto al tiempo de cultivo (1) y/o incrementar la velocidad especifica de produccién de AcM
{qacm). Esto tiene como consecuencia que cualquier estrategia orientada hacia la optimizacién de la
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produccién de AcM esté basada en el establecimiento de densidad Tul dns asf como en [a
operacion prolongada de bioreactores. Sin embargo, Glacken ez al. !4 mostraron que la gocp era
asociada al crecimiento hasta velocidades especificas de erecimiento () de 0,02 h-L, teniendo un valor
de aproximadamente 2.5 x 109 mg/célula-h. También observaron dépcndencia dela qaep 8 la
concentracién de LAC. Susuki y Ollis3# propusieron que los hibridomas arrestados en la fase G1 del
ciclo celular prod AcM a una velocidad considerabl mayor que las c&lulas encontradas en
otras fases del ciclo celular. A medida que 1a p decrece, e tiempo que pasan fas células arrestadas en la
fase Gl se incrementa mientras que los tiempos requeridos para atravesar los fases S, G2 y M son
aproximadamente constantes. Las céiulas pucden ser amestadas en un punto tardfo de la fase G1,
conocido como punto de resiriccién, a menos que reciban una sefial para continuar. Susuki e al.34
argumentan que Ia fracci6n de células arrestadas, en el punto de restriccion, incrementa al decrecer la
K. De hecho, la fraccidn de células amestadas es cercana & cero a p1 intermedias y altas, y s¢ incrementa
al decrecer la 1. Por lo tanto, los métodos que arresten células pueden ser utilizados pars incrementar
las productividades de AcM, o bien, s¢ pueden implementar estrategias que logren el arresto de células
en la fase Gl, basdndose en Ja disminucién de la 1. De 1o anterior s& deduce la importancia gue ticne
i izacidn de lfneas celul ya que es necesario establ cl com icnto iado y/o no
asociado de la cinética de produccidn de AcM en cada caso particular.

Se ha visto que, cuando se bsan formulaciones convencionales de medio de cultivo, la
biencién de densidad Lul altas estd limitada en parte por l agotamicnto de nutrientes claves
(principalmente GLN y GLC) y/o por la secrecién de metabolitos t6xicos (AMM y LACYS. La
pr ia de concentraci altas de GLC en el medio de cultivo causa un aumento en la tasa de
glicélisis y, por ende, en la acumulacién a niveles téxicos de LAC11.33, Por ¢! contrario, si se
manticnten niveles bajos de GLC se minimiza la produccién de LAC. Por otro lado, e] AMM también
es t6xico!4. Dependiendo de la proporcitn de GLN canalizada a través del ciclo de Krebs, la relacitn
de moles de AMM secretados a moles de GLN catabolizada puede variar entre 1y 2 13, Ademds, la
GLN se d pane espontdl formando AMM. Esta descomposicidn sigue un proceso de

primer orden, por lo que, si se mantienen niveles bajos de GLN, se puede minimizar Ia formacién de
AMM por descomposicion13.40,

Estudios recientes han mostrado que la viabilidad de un cultivo puede ser prolongada mediante
la alimentacién predetzrminada de nutrientes, ya sea por operacién tipo "fed-batch” o en forma de
pulsos26:31 Sin embargo, tales estrategias resultan en el uso ineficiente del medio de cultivo, la sub- 0
sobrealimentacién de GLC y/o GLN con la consiguiente limitacién del cultivo, y la produccidn
excesiva de LAC y AMM, respectivamente. Un ejemplo claro de ésto es ¢l trabajo de Bibila eral4en
¢l cual alimentan medio concentrado (10X), a cultivos de diferentes Ifneas celulares de hibridomas, en
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forma de pulsos o en forma continua. El primer pulse de medio concentrado s¢ did cuando se observd
uh estado estacionario en la curva de crecimiento {la misma observacién fué considerada para el inicio

de la supler id inua). Los dos sigui pulsos s dicron a intervalos que correspondfan
aproximadamente a la mitad del tiempo de duraci6n de la fase exponencial de crecimiento antes del
primer pulso. Con esta ia lograron Con resp a cultivos control por lote, en la

concentracién celular méxima, en el fndice de viabilidad, en la concentracién final de AcM (de 7 veces)

yen la velocidad cspeclt‘ ica de produccién de AcM (casi de 3 veces). Estas estrategias presentaron los

probl de lacién de AMM, LAC yalgunos nutricntes {i.e., glutamina, tirosina. valina,

alanina, treonina, glicina, histidina. fenilalaning, i ina y leucina), Ademds, present6 probl

de incrementos excesivos de osmolaridad. Debido a los problemas presentados, este sistema resulta
si se considera su Jlamiento. De aquf la necesidad de proponer nuevas estrategias

operacionales o mejorar las ya existentes.

Kurokawa et al.2! empl un si Ifnea que determina, por medio de un HPLC, las
concentraciones de GLC, GLN y LAC en cultivos de hibridomas. Con este sistema, las
concentraciones de GLC y GLN fueron cc ladas simul 14 por un algoritmo de control
adaptativo. Cuando se controlaron los niveles de GLC a 0.1 g1 y GLN a 1.4 mM, la concentraci6n
celular méxima y la velocidad espectfica de prc iGn de AcM se incrementaron a poco més del
doble, comparado con cultivos con control de GLCa 2 g/1 y 4 mM de GLN inicial. Adicionalmente,
las concentraciones finales de AMM y LAC disminuyeron por lo menos a la mitad y Ja concentracién
final de AcM fué cerca de 4 veces mayor. Con esta estrategia se comprobd que el control simultdneo
de los niveles de GLC y GLN es itil en la optimizacién de cultivos de hibridomas ya que reduce los

niveles de metabolitos téxicos, evita la i idn y Ia productividad. Debe notarse
que es importante contrular ambos nutricntes ya que Kerokawa er al\2! obscrvaron que, por cjernplo,
a bajos niveles de GLC y sin control de GLN, Ia produccién de AMM t; iderabl ?

Las desventajas de este sistema son ¢l alto costo de los andlisis por HPLC, ademds del costo del
mismo, y el tiempo que tardan dichos andlisis en ser procesados antes de dar la indicacién de control al
sisterna computarizado.

. Xiey Wang62 desarrollaron un modelo estequiométrico simplificado del metabolismo
energético para el cultivo de células animales, en donde se consideraron las principales vias
metabdlicas de GLC y GLN. A partir de este modelo, desarrollaron una estrategia de alimentacion
para controlar las concentraciones de nutrientes a niveles bajos y lo aplicaron a su sistema de control.
Especificamente, emplearon una estrategia de control fuera de Ifnea en la que estimaron el crecimiento
celular. Es decir, tomaron muestras del cultivo cada 12 k, determinaron la densidad del cultivo asf

como las velocidades especfficas de crecimiento y de muerte, e introdujeron estos valores al programa
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de control que predice ¢l crecimiento celular (antes de que se tome lu s:guxemc muestra). Con la

prediccitn de 1a densidad celular, ¢1 programa estima los pard é ios con los que
puede lar y acci laali i6n de i mlquela Tocidad de ati 6n seaigual a
la velocidad con que se Conesta gia de control, Xic y Wang62 lograron mantener

niveles bajos de nutrientes (especialmente GLC y GLN), de LAC y de AMM, y un aumento de 18
veces en la concentracién final de AcM comparado con el cultivo par lote de hibridomas. La
principales desventajas de este sisterna son: 1) es un sistema abierto €1 cual depende de la precision con
que se estime la densidad celular; 2) a partir de la fase estacionaria de crecimiento se pierde el control
estequiométrico de GLC y GLN. Por ejemplo, se sobrealimenta GLN estabilizdndose en 1.5 mM pero
alcanzando niveles de hasta 5 mM, y se sobrealimenta GLC estabilizindose por arriba de 0.5 g/1.

Zhou y Hu64 deteminaron la Inci jométrica entre ¢l consumo de GLC y la adicién
de base para el control de pH, asf como la correlaci quiométrica entre el deGLCyla
velocidad de consumo de ox{geno (VCO). Utilizaron la adicién de basc o ln VCO come indicador
metabblico para manipular la concentracién de nutrientes a bajos niveles, pero no-limitantes, en
cultivos alimentados con medio concentrado (16X). Es decir, esti en-lnea Ja velocidad de
alimentacién de nutrientes requerida para mantener los niveles de nutrientes y productos de desecho
bajos, basdndose en cualquicra de las dos laci i i Observaron que la cantidad

de base adicionada ¢s un buen indicador del LAC formado, siempre y cuando se mantenga
tati la capacidad de buffer del medio de cultivo. Para mantener la capacidad de
buffer constante, controlaron a 5% €1 CO; en la composicién de gﬁses alaentrada. La concentracién
de GLC fué controlada a niveles inferiores a 0.5 g/l medi 1a ali i6n de una idad
estequiométrica de solucién de nutrientes correspondiente a la adicién de basc para ¢l control de pH.
Esta comrelacién s¢ fundamenta en que cada mol de LAC producido requiere para su neutralizacién una
mol de NaOH y en que las cantidades de GLC c iday LAC p ido son relativamente
constantes durante Ia fase exp ial de i por lo que la cantidad de GLC idapuede
ser esumnda en-lfnea. Con esta estrategia, Zhou y Hu4 lograron prolongar la fasc exp ial de
A la i6n celular yla i6n final de AcM en més de 3

y 6 veces, respecti Disminuyeron la [ i6n de L.AC casi a la tercera parte con respecto a
cultivos por lote. Por otro lado, en 10s cultivos alimentados cn base a 1a VCO, Zhou y Hu64 estimaron
la cantidad de GLC consumida (y de otros nutrientes) en-l{nea a partir del consumo de oxfgeno
acumulative. Encontraron que por cada mol de oxfgeno consumido, se utilizaban 0.08 g de GLC, Se
basaron en esta correlacién para mantener la concentracién de GLC en niveles inferiores a 0.5 git
durante la alimentacién de medio concentrado. Con esta estrategia también lograron prolongar ia fase
p ial de crecimi pero la i6n celular méxima y la concentracién final de AcM .
aumentaron sélo en dos veces. Ademds, la concentracién final de LAC disminuyé dnicamente a la

Lot
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mitad con respecto a cultivos por lote. Zhou y Hub4 proponen que con la combinaci6n de ambas
_estrategias (en base a la adicidn de base y en base ala VCO), la ia de control jométrica
puede ser mejorada substancialmente. Las estrategias propucstu por Zhou y HuS4 presentan
jas ya que las relaci icas no necesari son cuando hay
cambios en las fases de crecimiento, Ademé.s. existen errores de medicién tanto para la VCOQ como
para la adicién de base, Io cual causa incertidumb P a las acci de control y las
fl iones y desviaci de lac ion de nutri fijada. Otra d 1ja es que ali
medio basal concentrado, por 1o que el costo se eleva ya que algunos nutrientes secundarios pueden

estar en exceso, Adicional este es también un sistema abierto que depende de la presicién con
que se & tinen las 1 icas y se estime el consume de GLC.

Lad inaci6n de la velocidad de ) de ox{g (VCO), en las diferentes fases de

permite la P i6n del estado metab6lico de las células en cada fase y puede ser

uulmlda en la aplicacién de estrategias de comrol tales como la supl i6 izada de

R y Muth 45 han reportado que ¢l agotamiento de GLN puede ser estimado en

ticmpo real y en-li di mediciones conti de la VCO. Un descenso siibito en la VCO
indica que ¢! substrato se ha agotado. Usando dicha sefial se 6 que mediante la supl. i6:

manual de GLN al momento del descenso en la VCO, la densidad celular méxima y la acién

final de AcM aumentan en un 63 y 115%, respectivamente?5, Sin embargo, existe poca literatura al
respecto y aiin no sc ha establecido un comportamiento general entre distintas Ifneas celulares.,
Asimismo, existe infi i6n limitad p al efecto de la GLC y su agotamiento sobre la VCO.
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3.2

Objetivos

CAPITULO IH
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

PROPONER ESTRATEGIAS DE OPERACION PARA OPTIMIZAR LA PRODUCCION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES SECRETADOS POR HIBRIDOMAS CULTIVADOS
EN SUSPENSION EN BIOREACTORES AGITADOS.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

PROLONGAR LA "LONGEVIDAD" DE LAS CELULAS; ES DECIR, OBTENER EL
MAYOR NUMERO DE CELULAS VIVAS DURANTE EL MAYOR LAPSO DE TIEMPO;
MEDIANTE LA SIGUIENTE ESTRATEGIA:
IMPLEMENTAR LA ADICION DE GLUCOSA Y GLUTAMINA, BASADA EN EL
COMPORTAMIENTO DE LA COMPOSICION DE OXIGENO DE LOS GASES DE
ENTRADA, MANTENIENDO EL OXIGENO DISUELTQO CONSTANTE. ES
DECIR, BASADA EN LA DETERMINACION EN-LINEA DEL CONSUMO DE
OXIGENO.

EXPLORAR EL USO DE MEDICIONES DE POTENCIAL REDOX COMO SENSOR
AUXILIAR EN LAS ESTRATEGIAS DE ADICION DE NUTRIENTES CON EL FIN DE
DISTINGUIR ENTRE EVENTOS CELULARES REALES Y EVENTUALIDADES
OPERACIONALES.
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1 LINEA CELULAR

Para este estudio se utilizé un hibridoma murino generado con anteroridad y denominado
BCF2, ¢l cual secreta un AcM ncutralizante y especffico a la toxina 2 del alacedn Cenrruroides
noxius Hoffmann3. Esta lfea fué€ generada por medio de la fusién de células de bazo con una
subclona del micloma SP2/0-Ag14 de mtn. Las células de bazo provinicron de un ratén inmunizado
(hembra Batb/c) con la fraccién 11-9.2 del veneno acoplada con tiroglobulina. Los hibrid fueron

lonados y seleccionados in situ al pl los sobre una capa alimentadora que consiste de
macréfagos peritoncales de rat6n63. El veneno de la especic de alacrin Centruroides noxius
Hoffmann se obtuv6 por estimulacitn eléctrica de los animales vivos y las diversas toxinas del veneno
fueron purificadas por técni rédfi El AcM obtenido inhibe la uni6n de la toxina con

membranas sinaptosomales de cerebro de rat6n y muestra una clara actividad nevtralizante in vivo.

4.2 MEDIO DE CULTIVO

Como medio de cultivo bisico se viilizé ¢l medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Sigma D-5030; en el apéndice A se 1a composici6n de este medio). Se prepara disolviéndolo
con agua destilada, desionizada y estéril y suplementindolo con bicarbonato de sodio (2.2 g/1), 4cido
oxalacético (13.2 mg/l), insulina cristalina (0.8 mg/1), piruvato de sodio (5.5 mg/l), solucién 100X de

aminodcidos no-esenciales (1% v/v; Sigma M-7145; en el apéndice A se la compasicitin de
esta solucién), rojo de fenol (15.9 mg/l, como indicador de pH), solucién antibidtica/antimicét
[penicilina (100,000 UN), ptomicina (100 mg/1), amfolericina B (250 ugN); Sigma A-9909], y

suero fetal bovino (SFB) a una concentracién final de 10% v/v. Todo el suero utilizado fué del mismo
lote para asf evitar variaciones en la composicién (10% viv, Sigma F-2449). Ademds, se le adicion6

gt ¥ glutamina a concentraci variables, segiin los requerimentos de cada experimento. La
formulacidn convencional del medio DMEM contiene 4 g/l de glucosa y 4 mM de glutamina. Cabe
que cl SFB contiene, ‘entre otros comp gl (0.8 gN) y lactato (1.5 g/l). El

medio se esteriliza por filtracién (membranas Millipore, 0.22 um) y se conserva a 4°C por tiempos no
mayores a un mes.
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El agun utilizada debe ser, ademds de desionizada o bidestilada, de procesado reciente para
evitar contaminacioén con endotoxinas. Algunos de los reactivos que s¢ suplementan son de vida media
breve en solucién y por lo mismo se conservan en congelacién. Después de un mes de preparado el
medio, éste es desechado y se prepara nucvamente medio fresco,

4.3 CONGELACION DE CELULAS

Suspensiones con alrededor de un millén de células fueron centrifugadas a 600-700 rpm

durante 15 mi a bi Posteriormente, sc descartG ¢1 sobrenadante y el paguete
celular se resuspendi6 con mcdlo de congelacién (constitufdo por DMEM con 20% de SFB y 10% de
dimetilsuiféxido v/v) para dar una i6n final de aproximad 20 x 106 células/m!. Esta

suspensién fué distribufda en viales de congelacibn estériles (1-1.5 ml), los cuales fueron conservados
a-70°C durante un dia y almacenados posteriormente en nitrégeno liquido hasta su uso.

4.4 INOCULO

Los in6culos, para los cullivos experimentales, parten de viales criopreservados conteniendo
células conservadas en medio DMEM convencional y dimetilsulféxido (10% v/v) como conservador.
Los viales se mantienen en nitr6geno liquido y cuando se requiere preparar un indeulo, se descongelan
a37°Cy las células son transferidas inmediatamente a un tubo centrffuga conico, Se sdicionan muy
lentamente (gota a gota) 10 mi de medio de cuitivo DMEM por cada tubo descongelade y se mezcla.
Posteriormente se centrifuga la suspensién a 600-700 rpm durante 15 min, y s¢ resuspende el paguete
celular (después de desechar ¢l sob dante) en 10 ml de medio DMEM. La suspensién celular se
coloca en un frasco de cultivo (frasco-T de 25 cm? de 4rea superficial) y las células son subcultivadas
por lo menos tres veces antes de preparar el inéeulo. Los indeulos s¢ preparan cultivando las células
en frascos-T de poliestireno (4rea superficial de 25y 75 ecm?) yse i &n una incubadora de
C0,a37°C y 6% de CO,. Rutinariamente se toman muestcas del sobrenadante de los cultivos y se
congelan a -20°C para su posterior andlisis (seccién 4.8).

4.5 SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS

La composicidn porcentual de oxfgeno, nitrégeno y disxido de carbono en la comiente gaseosa
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de entrada, el oxfgeno disuelto, ¢l pH y ¢l potencial redox del cultivo fueron graficados. adquiridos y
controlados usando un programa de control escrito por Arturo Aguilar-Aguila Acuiia en Microsoft
QuickBasic!, Este programa contrala el pH a un valor constante y predeterminado por medio de la
variacién de la composicién de diéxido de carbono y nitr6geno, usando un algoritmo de control
proporcional con banda de tol ia. También ¢l oxfgeno disuelto a un valor constanic y
predeterminado por medio de la variacién de 1a composicién de oxfgeno y nitrégeno, usando un
algoritmo de control proporcional. Para auestro caso, el oxfgeno disuelto (OD) se controlé a un valor
de S0% de saturacién con respecto al aire, y ¢l pH se controlé a un valor de 7.2 o de 7.3. El flujo de
gases se mantuvo constante a 600 ml/min y la composicién de los gases se controlé a través de tres
controladores de flujo mé4sico 5850E (Brooks Instrument, Hatfield, PA). Las sefiales dc los electrodos
de pH, potencial redox y oxigeno disuelto (Ingold El des, Wilmington, MA) fucron amplificadas y
adguiridas por una computadora Macintosh EC vfa una tarjeta MacADIOS 411 (GW Instruments,
Somerville, MA) equipada con convertidores Analégicos/Digitales y Digitales/Analégicos, asf como
con das y salidas digitales. En el apéndice B se muestra un diagrama esquemiético completo de
dicho sistema. El tiempo de adquisicién de datos, de control y de cultivo fucron de 300 seg, 1200 seg
y 168 h, respectivamente, Estos valores pueden ser modificados, por ejemplo, en la mayorfa de los
cultivos el tiempo de control se cambi6 a 480 seg una vez entrada la fase de crecimiento exponencial.

Para ¢l control proporcional del OD se usé una de proporcionalidad (g ia) de 2%, y para
cl control del pH sc us6 una ganancia de 1000 y una banda de tolerancia de 0.05. Los cultivos
agitndos fueron iniciados con la siguiente compaosicién de gases a la da: 74.26% de ni

19.74% de oxfgeno y 6% de diéxido de carbono.

4.6 CULTIVOS ESTATICOS POR LOTE

Todos los culti fticos se reali en frascos-T de 75 cm? (excepto donde se indica) y se

en una incubadora de CO, (37°C, 6% CO,). Estos cultivos partieron de indculos

preparados segdn la descripcin de la seccién 4.4. La densidad celular de los distintos cultivos fué

monitorcada a diario, Asfmismo, se tomaron muestras de cultivo que fueron guardadas a -20°C para
su posterior andlisis.

Se realizaron cultivos con medio DMEM de formutacién convencional (4 mM GLN, 4 g/l
GLC, 10% v/v SFB), con medio que contenfa sélo la cuarta parie de GLN (1 mM) y con medio que
contenfa s6lo 1a décima parte de GLC (0.4 g/1). Se iniciaron los cultivos con una suspensién que
contenfa entre 0.15 x 106y 0.2 x 108 células viables/ml. Se siguicron los cultivos hasta que la
viabilidad decreci notabl tomando aproximad tres diarias.
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4.7 CULTIVOS EN BIOREACTOR

. Los cultivos en bi parti de in6culos preparados a partir de células, cultivadas en
frascos-T, que se encontraban en la fase exp ta] media. Los inSculos se prep n centrift d
y resuspendiendo las células en un volumen de medio adecuado para que el bioreacor se iniciara a una

i6n celular aproximada de 0.2 x 106 células viables/ml; ésto con la finalidad de evitar
variaciones debidas al tamafio del inSculo. El medio utilizado para resuspender las células tenfa la
misma compesicién que el utilizado para iniciar los distintos experimentos. Todos les cultivos se
siguicron hasta que la viabilidad habfa decrecido notablemente.

Los cultivos se realizaron en un bioreacor Virtis de un litro con un volumen de trabajo de 700
mi y equipado con una barra magnética (impulsor), suspendida a una quinta parte de la altura del
lfquido. Los bi fueron operados a 37°C, a una velocidad de agitacién de 150 rpm y con
aireacidn superficial. La aireacién fué a través del cabezal del bioreactor y con una mezcla de gases
{oxfgeno, nitrégeno y didxido de carbono) a un flujo constante de 0.6 Ymin. El oxfgeno disuclto se
midié in situ y se mantuvo constante a 50%, con respecto a la saturacién con aire, mediante el
control automdtico de los flujos individuales de oxfgeno y nitrégeno. E! pH se midié y controlé
automdticamente a un valor constante al variar el flujo de CO,.

4.7.1 Cultivos con exceso de gluwtamina y glucosa, bajo limitacion de
glutamina, y bajo limitacion de glucosa.

Se realizaron cultivos con medio DMEM de formulacion convencional (4 mM GLN, 4 g/l
GLC. 10% v/v SFB), con medio que contenfa sélo la cuarta parte de GLN (I mM), y con medio que
contenfa s6lo 0.1 g/l de GLC, a diferencia de 4 g/l de la formulacidn convencional. Los cultivos se
iniciaron con una suspensidn que contenfa entre 0.15 x 10% y 0.2 x 106 células viables/ml, y se
imad tres diaries.

I

4.7.2 Cultivo supl i selectir con

Se realizé un cultiva con medio DMEM (4 g/l GLC, 10% v/v SFB) con una concentracién
inicial de GLN de 0.5 mM. Este cultivo inici6é con una suspensién celular un poco més alta que la de
los demds, de alrededor de 0,35 x 109 células viobles/ml. Las das fueron tres diarias y/o
cada vez qué se adicioné GLN. Durante los primercs tres dfas de cultivo, cada vez que se observé un
descensu en la presién parcial de oxfgeno. se did un pulso manual de GLN con el fin de elevar la
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concentracién a alrededor de 0.2 mM. A partir del ercer dfa se alimenté GLN en forma continua (a
través de una bomba peristdltica) siguiendo un perfil més o menos exponencial. La GLN
suplementada fué preparada disolviendo GLN en agua para tener una solucién saturada (200 mM) con
la que no se obtuvieran variaciones de volumen. Esta solucidn se esterilizé por filtracién (membranas
Millipore, 0.22 pm). Se midié GLC fuera de Ifnea y esporddi para su suministro (no
hubo necesidad de adicionarla). Cerca del final del cultivo, el pH fué controlado mediante la adicién
manual de NaOH 0.2 N. También se adicionaron 7 ml de medio de cultivo (como precaucin) para
limitando el crecisni

garantizar que ningtin otro nutriente

4.7.3 Cultivo supl do selecti con gl

Se realizé un cultivo con medio DMEM (4 mM GLN, 10% v/v SFB) con una concentracién
inicial de GLC de 0.05 g/l. En este cuitivo también se tomaron tres muestras diarias y/o cada vez que
se adicioné nutriente. Se dicron pulsos manuales de GLC cada vez que se observé un descenso en la
presi6n parcial de oxfgeno. Esporddicamente s¢ suplementé GLN en exceso para asegurar su
suministro. La GLC y GLN supl das fueron p das disolviendo GLC o GLN en agua para

tener una solucién saturada (30 g/l y 200 mM, respectivamente) con la que no se obtuvieran
variaciones de volumen. Estas solucienes fucron esterilizadas por filtracién (membranas Millipore,
0.22 um). Cerca del final del cultivo, el pH fué controlado mediante la adicién manual de NaOH 0.2
N. También se adicionaron 7 mi de medio de cultivo (como precauci6n) para garantizar que ningin
otro nutriente estuviera limitando el crecimiento,

4.7.4 Orros cultivos

Se realizd un cultivo (0.15 x 106 células viables/m1) en el que se dieron pulsos de oxfgeno y de
rotenona (5 pM:; agente inhibidor de la cadena de transporte de electrones). Se hizo un duplicado de
este experimento (0.8 x 109 células viables/mD), en el que ademds se digron pulsos de GLN ya que la
densidad celular y viabifidad cran mayores que en el primer caso. Se realizé otro cultivo (0.7 x 108
c€lulas viables/ml) en el que se dieron pulsos de oxfgenoy de 2,4-dinitrofenol (2 mM; desacoplador
respiratorio). En éste también se inyecté GLN para preveer su agotamiento. Los pulsos de oxfgeno se
dieron i en la composicién de oxfgeno de Ja mezcla de
gascs a la entrada.  Estos cultivos se realizaron con el objeto de inhibir la respiracién y para ver su
efecto sobre el perfil del potencial redox del cultivo. Larotenonay el 2,4-dinitrofenol fueron disueltos
en 1 m! de dimetilsulféxido. Se tomaron aproximadamente tres muestras diasias y/o cada que se
efectuaba un pulso.

™

un guido de una
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Se realizé otro experimento en bioreactor en donde se dieron putsos de lactato, amonio y agua
con el fin de indagar si existe algidn efecto de estos comp sabre el p tal redox del cultivo.
Cada uno de éstos se adicioné a medio de cultivo estéril (sin células) en forma de pulsos o en forma
intermitente mendiante una bomba peristéltica. Primero se adiciond el LAC. Se dieron 6 pulsos de 0.6
ml durante las primeras 8 horas. Durante las siguientes 12 horas se suministr$ un flujo de 0.5 ml/h y
lucgo de 0.7 mi/h durante las siguientes 28 horas. Para esta etapa experimental se utilizé una solucién
acuosa de LAC a 63.4 2/l que fué esterilizada por filtracidn (membranas Millipore, 0.22 pm).
Posteriormente, se ajusté el pH con NaOH 0.2 N y se prosigui6 con la adicién de cloruro de amonio
(0.1 M, acuoso y esterilizado por filtracién) a un flujo de 0.5 mi/h durante las siguicntes 48 horas. Por
dltimo, se adiciond agua esterilizada {por autoclave) a 2 mi/h duranie las siguientes 6 horas, a partir de
donde sc aumenté el flujo a 4 ml/h durante las siguientes 13 horas y a un flujo de 27 m/h durante las
iltimas 3 horas. Se tomaron aproximadamente tres muestras diarias y/o cada gue se efectuaba un
cambio de flujo.

4.8 METODOS ANALITICOS

4.8.1 Determinacicn de la con acion celul

La concentracion celular fué determinada usando un hemacitémetro y un microscopio Fisher
Micromaster a 10X. Las células vivas son distinguidus de los muertas por el método de exclusién de

azul de ripano! (las células muertas se uncn de azul) y la viabilidad es de da como el ¢
de las células vivas del total.
4.8.2 Determinacion de gl >
Las concentraciones de glucesa y lactato fueron d: imAti en un analizad

YSI modela 2700 (Yellow Springs Instruments Co., Yellow Springs, OH). Este analizador utiliza
membranas con enzimas inmovilizadas: :giucosa oxidasa para detérminar glucosa y L-lactato oxidasa
para la determinacion de lactato. La enznma cataliza a reaccién entre la muestra a determinar y et
oxfgeno, formando un derivado y pcnﬁxldo de hidr6geno, La sonda del sensor contiene un sistema de
electrodos amperométricas que responden ante Ja presencia del peréxido de hidrégeno. El flujo de
comriente en el circuito del dnodo de platino es linealmente pmporcinngl a la concentraci6n de glucosay
de lactato. '
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4.8.3 Dererminacion de amonio, gl ina y otros i idos

Las concentraciones de amonio y glutamina, as{ como la de otros aminodcidos, fueron
determinadas en un Analizador de Aminodcidos Beckman33, Ef método utilizado es un método de
columna sencilla (10 cm High Perfomance Column for Lithium Buffer Methods No. 338051,
Beckman), que utiliza cuatro buffers de litio, ninhidrina y un regenerante de hidréxido de litio y que
analiza los componentes ninhidrina-positivos de flufdos fisiol6gicos. Este método es una
cromatograffa de lfquidos por intercambio idnico, donde los componentes eluyen de acuerdo a su carga
y al buffer de litio utilizado para su elucién. Latabla I muestra Jos pardmetros del Sistema Beckman
para columnas de 0.4 x 10 cm y los buffers de Li-A, B, C.

Antes de colocar lns muestras en ¢l analizador, éstas sen desproteinizadas con dcido 5-
sulfosalicflico medi el s, lo:

1.- Al mrlarla muesu'a destinada para ¢l andlisis de aminodcidos se agregan 64l de
HCI 2N por ml de muestra. Esto con el fin de asegurar un pH bajo en el que no se desorba el amonio.

2.~ Se calocan en un “Eppendorf” (2 m!) 80 ul de atemp bi
(TA)y sc agregan 180 pl de dcido 5-sulfosalicflico al 35% para precipitar 1a protefna.

3.-  Se mezcla por vértex durante 5 segundos y se deja reposar a TA Smin.

4.-  Se adicionan 140 pl de hidréxido de litio 0.5 M a In mezcla, para neutralizarla, y
se mezcla por vértex durunte 5 segundos.

5.-  Se centrifuga a 4,000 rpm durante 15 min y se pasa el sobrenadante a un twbo
“Eppenderf” limpio. La muestra pucde guardarse durante 48 horas a -70°C para su pesterior andlisis.
Se repite este paso las veces que sea necesario para cbiener un sobrenadante perfectaments claro.

6.-  Sc toman 100 ptl del preparado y se colocan en un tubo “Eppendorf™ lim pio.

7. Se adicionan 100 pl de buffer Li-S de Beckman que contenga un control interno
(i.e., dcido L-o aminoad(pico) y se mezcla por vértex. ’

B.- Se inyectan 50 pl al analizador de aminodcidos Beck Los p
inyectados deben tener una concentracidn entre 0.1 y 0.2 pumol/ml, sobretodo los estdndares y
controles internos. .

9.-  Finalmente, se determinan Jus concentraciones de aminodcidos y amonio en
base a las curvas de patr6n (determinadas con anterioridad) y considerando las diluciones realizadas.
Estas curvas se obtienen al inyectar soluci que dife [ i de los
componentes gue s desean cuantificar. Dichas soluciones se preparan en buffer Li-S y contienen un
control interno (i.e., &cido L-u-aminoadfpico) como indicador de variaciones en el volumen de
inyeccidn. Las dreas resultantes se relacionan con las concentraciones conocidas y se obtiene una
regresidn lineal para cada compoenente. Con estas regresiones se determinan cuantitativamente los
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Tabla 1. Parfimetros del Sistemﬁ Beckman (Columna 0.4 x 10 cm;
Buffer Li-A,B,C).

PARAMETRO* YALOR
Buffer Li-A bt min 116.0
Buffer Li-B b2 min 39.5
BufferLi-C b3 min 62.0
Buffer regenerante de Li b6 min 1150
Tiempo tI min 115.0
Temperatura t°C 335
Tiempo 12 min 13.0
Temperatura 20 60.0
Tiempo * 3 min 55.0
Temperatura ' 3°C 77.0
Ninhidrina G min 118
Agua Somin 115.0
Retnicio ciclo e inyeccion 1C min 130.0
Velocidad de flujo de buffer FL mlh 20.0
Gradiente de temperatura G °Cfmin 1.2

¢ Lasabrevi ponden al p dimi descrito en e Método Beckman33

y se refieren a los distintos pard (i.e., iempos, flujos y temp ) que

se deben programar en el analizador,
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diferentes de cada Estas curvas y regresiones se muestran en ef apéndice C.

484 Determinacion de anticuerpo monaclonal

El método de deteccion de AcM debe ser acorde a la actividad dei mismo. El pardmetro de

idad de unién antigénica es conveni para identificar los cultivos productores de AcM
cspecff‘coss Sin embargo. en algunos casos se requieren ensayos de deteccién basados en la
idad biol6gica det antfg Para determinar !a capacidad de uni6n antigénica, el método mis
adecuado es el ensayo i imdtico. mejor ido como ELISAS. Este procedimiento es
ible, sencillo, ible y ripido. Ademds, permi Ii imultd] un gran niimero de
muestras, identificando algunas reactividades positivas entre una mayorfa de cultivos que producen Ig
irrelevantes. Esta prueba permite utilizar antfgenos puros e impuros para registrar la presencia de

inmunorreactividades.

Las concentraciones de AcM fueron determinadas por la técnica “ELISA"S que se describe a
. continuacién:

i.-  Colocar 100 \l de anticuerpo de borreg ti-ratdn {Affinipure sheep anti-
mousc IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch Labs., Inc.], a cada pozo y dejar de 16 a 18 horas
incubando a 4°C. El AcM se prepara 2 0.02 mg/mi con PBS. En este paso se adhiere el AcM al fondo
del pozo. El PBS (buffer de fosfatos) se prepara disolviendo en un litto de agua destilada los
siguientes reactivos: 8,75 g de NaCl, 2.25 g de Na;HPO4. 0.2 g de KHaPOy4, y 0.2 g de KCLL

2.- Lavar cada pozo 2 veces con 150 pl de PBS+tween. E1PBS+tween se prepara
disolviendo 0.5 ml de Tween 20 en un litro de PBS.

3.-  Colocar 125 pl de BSA (ulbimina de suero bovino) a cada pozo y dejar
incubando 2 horas a TA. Con este paso se bloquean los sitios reactivos remanentes. El BSA se
prepara disolviendo 10 mg de BSA por ml de PBS.

4.- Repetir ¢l paso 2.

5.-  Colocar 100 pl de PBS en Ia primera hilera (blanco A) y 100 i de solucién
estdndar en las siguientes dos hileras (controles intemos B y C). Como estdndar se usé anticuerpo de
ratén anti-rata [Affinipure mouse anti-rat IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch Labs., Inc.],
preparados con PBS a 21 y 42 ng/ml, respectivamente. En las hilesas restantes (D a H), colocar 100
! de la muestra a determinar {en cada pozo y por hilera) y dilufda con PBS para dar uns concentracién
por debajo de 100 ng/ml de AcM (de preferencia entre 21 y 42 ng/ml), que ¢s el rango lineal de la
curva patrén [AcM] contra absorbancia (ver apéndice D). La curva patrén se determiné colocando
diversas concentraciones de estdndar en las difercntcs hileras (B a H). En este paso se unc ¢l primer
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ligando especifico al AcM del paso 1. Se deja incubar a TA durante 2 horas,

6.-  Repetic el puso 2, pero 3 veces en lugar de 2.

7.-  Colocaren cada pozo 100 pl de anticuerpo de borrego anti-ratén conjugado con
alcalino fosfatasa [Afkaline phosphatase-conjugated Affinipure sheep anti-mouse IgG (H+L), Jackson
ImmunoResearch Labs., Inc.] y dejar incubando a TA durante 2 horas. Este AcM se prepara a 0.6
ug/ml con PBS. En este paso se une el ligando detector al ligando anterior.

8.-  Repetirel paso 6.

9.-  Colocar en cada pozo 100 pl de PNPP (pananitrofenol fosfato, Sigma 104
Phosphatase Substrate) y a los 20 min exactos agregar 100 ptl de NaOH 2 N, En este paso s¢ revelala
actividad enzimdtica, Ia cual sc percibe por la coloracién amarilla generada cn esie paso. El PNPP se

" prepara disolviendo 24 mg de PNPP en un litro de dietanolamina (DEA). la cual se prepara disolviendo
10 ml de DEA, 0.2 g de MgCly-6H,0 y 0.29 g de NaN3 en 890 ml dé agua destilads; s¢ ajustaclpH a
9.8 con HCly se afora a un litro. )

10.- Leer absorbancia a 405 nm y d i las i de AcM,

iderando las diluci lizad:

Los platos de ELISA (96 pozos, Nunc-Inmunoplate) fueron Iefdos con un lector Titertek
Multiscan MCC/340 (Flow Laboratories, McLean, VA) y las j de AcM reportad;
fueron obtenidas de por lo menos un promedio de 12 pozos.

4.9 CONSIDERACIONES MATEMATICAS

.

4.9.1 Deserminacion de la velocidad especifica de crecimi r
coeficientes merabdlicos y productividades en cultivos estdticos y agitados

por lotes o suplementados.

La velocidad especifica de crecimicnto aparente (|t) €s una tasa de crecimiento observada. Es
decir, es el resultado de restarle a 1a tasa de crecimiento real 12 tasa de muerte. La pt fué determinada
" para la fase de crecimiento expanencial, donde:

dx/dt =t x (¢3]
Al integrar la ecuacién (2) se obticne fa siguente ecuacién:

In(x/xy)=p1 ()]
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donde x y xg son la concentraci6n celular viable al tiempo t y al inicio de la fase exponencial de
crecimiento, respectivamente. Una grifica del In(x/x,,) contra el tiempo nas genera una regresién lineal
donde la pendiente es p1.

Los rendimientos de LAC/GLC, GLC/x y LAC/x fueron d inad di 1a pendi
de una regresndn lineal en gréficas de LAC contra GLC, GLC contra x, y LAC contra x,
P Los fici béli (q;) fucron determinad di la siguil
ecuacion:
=K Yix )
donde Yy, es el rendimi del sub o prod “i" sobre b Para el caso del cultivo

suplementado selectivamente con GLC, los mndimienms de GLC fueron determinados considerando la
GLC ida en vez de la residual

El AcM total producido (AAcM) y 1a velocidad volumétrica global de pmducmdn de AcM
{racm) fucron determinadas a partir de las 1 5y 6, resp

AACM =AcMg Vi - AcM, V, 6]
__AaM
M =G0 Ve ©®
La velocidad especffica de produccitn de AcM (qaqm) fué d inada mediante !a pendi

de 1a regresion lineal generada de la gréfica de la concentracién de AcM contra el fndice de viabilidad.
El tndice de viabilidad (/ x dt) se determiné como ¢l frea bajo la curva de concentracién de células
viables contra tiempo, por ¢l método integral de los trapecios.

Tei torred,

4.9.2 Determinacidn de la velocidad de ¢ de oxig enc a,

Haciendo un balance de oxfgeno alrededor de la fase lfquida del bioreactor sc tiene:

& - karccy - veo )

donde C; y C* son la concentraci6n de oxfgeno en medio y a la saturacién, respectivamente. VCO es
la velocidad de consumo de oxfgeno, ky a es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxfgeno y t
es el tiempo. El valor de Cy, estd dado por un electrodo de oxigeno disueito sumergido en el cultivo.
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Lavery y NienowZs mostraran que los valores de kg a son similares entre cultivos de células
animales con diferentes composiciones de medio de cultivo, pero operados a las mismas condiciones
de aireacién y agitacién. Por ejemplo, ellos encontraron una diferencia menor al 5% para distintos
flufdos (i.e., agua, medio de cultivo con y sin suero) que fueron aireados superficialmente y agitados
a 350 rpm. Por lo mismo, s¢ pucde decir que el coeficiente kpa es una constante ya que la
composicidn fisicoquimica det medio cambia muy poco durante el cultivo de células animales. El
cocficicnte ky g, determinado por el Método de Tiempo de Respuesta’, fué€ de 1.05 h'l. Este valor s
exclusivo pam las condiciones de operacién del sistema de cultivo utilizado en este trabajo. El Método
de Tiempo de Respuesta consiste en desorber campletamente el oxigena del flufdo (agua) contenido en
el bioreactor (a las condiciones de cultivo) con nitrégeno y sibitamente cerrar el nitr6geno y abrir el -
aire (cambio escalonado). El tiempo que toma la concentracién de oxfgeno disuelto en subir de 0% a
63,2% (con respecto a la saturucién con aire) es la constanie de iempo del sistema, y el inverso de este
valor corresponde al coeficiente ky a.

De la ccuacion (7) se desconocen VCO y C*, siendo VCO la variable dependiente que

d s d inar, Para C*, que rep la co i6n de oxfgeno en equilibrio con
la fase se ideré que las i de oxfgeno a la entrada, a Ia salida y en la fose
del bi son aproxi iguales. Esta consideracion s¢ hizo suponiendo primero,

que la fase gaseosa estd bien mezclada. Por lo tismo, las concentraciones de oxfgeno en Ia fase
gaseosa y a la salida son iguales. Segundo, se asumié que el consumo de oxfgeno es muy pequefio y
que por lo mismo los flujos de gases a la entrada y a la salida son aproximadamente iguales, al igual
que las concentraciones de oxigeno a laentrada y en la fase del b Las supasicione.
de la segunda consideracidn son vilidas ya que do cl caso de qo, para células
animales tipicas, médxima concentracidn celular, y valor mds bajo utilizado par el flujo de oxfgeno ala
entrada} y considerando que el oxfgeno es un gus ideal, la diferencia entre las concentraciones de
oxfgeno a la entrada, a la salida y en la fase gascosa serfa de menos del 0.5%. Es importante notar,
que es dificil determinar experimentalmente la concentracién de oxfgeno en la fase gaseosa y que con
estas consideraciones es posible determinar C* de acuerdo con las ecuaciones (9) y (10).

7

Integrando la ecuacidn (7) se obticne la

en forma di; izada, con la que se puede
determinar la velocidad de consumo de oxfgeno en-linea: ’

Ap e CLi,; - CL:
veO =M21(c] + o - €y + Oy ) - LK ®
donde i es el el y de discretizacién. Conociendo el valor de la presién parcial de oxfgeno (poz) a
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la entrada del bioreactor, la concentreciGn molar del agua (CHZO) y 1a constante de Henry (H) se pucde
determinar C* de lasiguiente manera:

donde yg, es la fraccién mol de O, y Py la presién total. Ademds, la velocidad especifica de

de oxfgeno (gg,) puede ser detrminada medi lasi i6n:
g0, =VCO/x an
493 Correccién y cdlculo del potencial redox en cultivos agitados

El potencial redox de| cultivo, PRC, se corrigié por cambios de pH (a oxfgeno disuelto

) mediante Ja si 20,
PRC, =PRC;-61.6 (ApH) 12)

donde los subff dices “c* i’ £ al PRC gido y medido, respecti El coefici

61.6 mV comesponde al potenclal de Nemst (Ey) a 37°C; es decir, Ey = RT/f donde R es la constante

de los gases ideales, T la temp bsoluta y f la de Faraday. Para estimar e] efecto que

el oxfgeno disuelto (OD) deberfs tener sabre el PRC (a pH constante), se utiliz6 1a siguiente ecuacién’:

PRC, =PRC,+ 0.5 (AOD) a3

P

donde los subfdices “¢” y “o” te refieien al PRC estimado ¢ inicial, respecti El
0.5 mV/% corresponde a la pendicnte de la regresi6n lineal de grificas de OD (término independiente)
contra PRC (lérmino dependiepte). Los datos fueron tomados de varios experimentos (como los
descritos en Ia secci6n de Resultados y Discusién) donde se dieron pulsos de oxfgeno, es decir, donde
se generaron oscilaciones de Oi) y PRC. Alternativamente, el efecto del OD sobre el PRC también
puede ser determinado por la sigijiente ecuacicn?3:

PRC, =2 |n(OD) + b )

a4 Aearad: & )

donde ay b son constantes de unj regresién lineal (p y P
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACION DE LA LINEA BCF2

La ifnea de hibridomas BCF2, prod de anticuerpos lonales especficos para la
toxina de alacrén, no habla sido propagada antcriormente en cultivo in vitro. Por lo tanto, un
requisito preliminar para los objetivos de este trabajo fué la caracterizacién del cnmporuumenm dela
linca celular en cultivo in virro. Eswes, ta d inacién de cinéticas de de
de nutrientss, de secrecién de desechos metabélicos y de produccién de anticuerpe monoclonal, Se
determind el comportamiento de la Ifnea celular en cultivo estético (frasco-T) y en cultivo agitado
(bioreactor por lotes).

Durante la implementacién de los cultivos in vitro, sc vié que era necesario subcultivar
(resembrar) los hibridomas en cultivo estdtico por 10 menos tres veces después de ser & lad
1as células. Esto con ¢l fin de obtener cuitivos estables, es decir, cultivos cuyas cinéticas fucran

producibles. Adicional debe notarse que en todos los casos analizados (i.e., figuras 2-6, 10,
15 y 19) se aprecié que ¢l AcM se acumula durante todas las fases de crecimiento, inclusive durante las
fases estacionaria y de muerte. Esto cstd de rdo con las observaci de otros i igadores que
han cultivado hibridomas in vitrp38.26.31,38.39.4044,48.49,

5.1.1 Cultivos estdticos por lote
5.1 Cultivo con exceso de glutamina y glucosa

Para conocer ¢l comportamicnto de la ifnea de hibridomas BCF2, sc realizaron cultivos
estticos (frascos-T de 75-cm2) en medio de cultivo con la formulacién convencional (4 mM de
glutaming, 4 g/l de glucosa adicionada). La figura 2 muestra el comportamiento cinético de esta lfnca
celular. Se observé uma fase de crecimicnto fag inicial, scguida por una fase de crecimiento
exponencial donde se alcanzé una densidad celular mxima de 1.3 x 106 células viables/m! (X pay.
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Figura 2, Cultivo estdtico por lote con exceso de glutamina
y glucosa (4 mM GLN, 4 g GLC).
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figura 2A). Después de alcanzar la Xpax. se observé un rdpido decremento en la viabilidad, La
velocidad especifica de crecimicnto () fué de 0.046 h-!. Varios investigadores! 11343347 pap
mostrado que la GLC y la GLN son la principal fuente de carbono y de energfa, respectivamente, enla
mayorfa de fos medios de cultivo y que ambos nutrientes son requeridos para el crecimiento. Debidoa
que la GLC (figura 2B) y la GLN (observacién cualitativa de los sin cuantificar &reas)
ain estaban presentes en concentraciones no-limitantes. el descenso en la concentracién de células
viables y en la viabilidad no se puede atribuir a la limitacién por alguno de estos dos nutrientes. Sin
embargo, éste descenso puede ser debido a las altas concentraciones de productos de desecho que son
t6xicos, tales como el lactato (LAC, figura 2B) y el amonio (AMM), como lo propone Miller et al.33.

Como sc muestra en la figura 2B, el consumo de GLC y la produccién de LAC cesaron una
vez entrada la fase de muerte (figura 2A). Los coeficientes metabdlicos para GLC y LAC (qc,, qr.
respectivamente) fueron de 2.74 x 108 y 5,63 x 10°13 mol/célula-h, respecti El rendi
aparente de LAC/GLC (Y’ 5) fué de 2.05 mol/mol, sugiriendo que durante el crecimiento en cultivos
por lote, 1a GLC es convertida casi enteramente en LAC y que poca es catabolizada a través del ciclo de
Krebst1:33, Se han reportado rendimientos, tan altos como éste, para cultivos contfnuos y
semicontinuos de otras lincas celulares a p altas3145. Por otro lado, la produccién de AcM
incrementdndose hasta el término del cultivo donde se alcanz6 una concentracién maxima de 36 mgi
(figura 2C). El total de AcM producido (AAcM) y las velocidades volumétrica (racm) y espectfica
(Qacm) de produccion fueron de 1.44 mg, 0.28 mg/i-h, y 0.42 x 10°9 mg/célula-h, resp

En ¢l apéndice E se algunas cinéticas parn otros cultivos (bajo las mismas condiciones |
de cultivo) cuyos perfiles son similares a los mostrados en la figura 2. El andlisis de lus cinéticas
presentadas en Ja figura 2 y apéndice E demuestra la reproducibilidad de los resultados mostrados en
este trabajo. El intervalo de la pt para estos cultivos es de 0,036 a 0.044 h!, Los intervalos para qg,
aL y Y'Lg son de 1.67-2.93 x 10-13 mol/célula-h, 3.67-5.63 x 1013 mol/célula-h y 1.8-2.2 mol/mol,

respectivamente.

5.1.1.2 Cultivo limitado de glitamina

Con el objeto de estimar ¢l efecto de la concentraci6n inicial de GLN sobre el crecimiento
celular, se realizaron cullivos estdticos en los que la concentracion inicial de GLN fué de la cuarta parte
(1 mM) con respecto al cultivo con exceso de GLN y GLC (i.e., figura 2). La figura 3 muestra los
perfiles de crecimi viubilidad, mo de GLC, i6n de LAC y produccién de AcM para
uno de estos cultivos y para el cultivo mostrado en la figura 2 (los datos de figura 2 estdn
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representados por las lfneas punteadas). Otro cultivo, realizado bajo las mismas condiciones de
limitacion de GLN, gener6 perfiles similares (apéndice F). Para los cultivos limitados de GLN, se
observé una fase de crecimiento lag inicial, scguida por una fase de crecimiento exponencial donde se

. 6 vna densidad celular ima de 0.8 x 106 célutas viables/ml. Después de alcanzar la Xppy, la
viabilidad sufrié un rfipido decremento, Se observé que la Xy alcanzada y 1a duracién de las fases
P ial y ionaria fueron cuando 1a con i6n inicial de GLN en el medio fué de

ImM en tugar de 4mM (figura 3A y apéndice F). De estas observaciones se pudo inferir que cuando
se usa medio con una concentracién inicial de ImM de GLN, ocurre limitacién por dicho substrato
después de transcurrido cierto tiempo de cultivo.

La figura 3B muestra como la GLC estuvo presente en concentraciones no-limitantes a lo largo
de todo el cultivo, Por lo mismo, el descenso en la‘concentracién de células viables y en la viabilidad

1 .8

no se pudo atribuir a la limitacién de GLC. Aunque en estos cultivos no se iné la ¢
de GLN, se puede concluir que (como se verf més adelante) el descenso en la viabilidad fué debidoa
la limitacién de GLN, fené observado en cultivos agitados y en los cuales la GLN fué
determinada (i.e.. ver figura 7 y su discusién m4s adelante), Ademds, Ja disminuci6n en la Xpax 10
puede ser atribuida a i de prods téxicos, como el LAC (figura 3B). Como
se muestra en la figura 3B, en ambos cultivos, ¢l consumo de GLC y la produccién de LAC cesarén
unas horas después de al da ta Xjuax- En cambio, la produccién de AcM continué
incrementdndose hasta el término del cultive donde se alcanzd6 una concentracién méxima de 17.2 mgAl,
cerca de 1a mitad a la alcanzada en el cultivo con exceso de GLN y GLC (figura 3C).

En estos cultivos (limitado de GLN; figura 3 y apéndice F), Ia velocidad especifica de
crecimicnto fué de 0.048-0.055 h-). Los cocficientes metabélicos parn GLC y LAC fueron de 2.69-
3.05 x 10-13 y 5.81 x 10-13 mol/célula-h, respectivamente. El rendimiento aparente de LAC/GLC
(Y' i) fué de 2.12-2.16 mol/mol, sugiriendo que durante el crecimiento en cultivos por lote bajo
limitacién de GLN, la GLC es convertida enteramente en LAC y 1a GLN es catabolizada a través del
ciclo de Krebs sufriendo, en parte, una oxidacién parcial hacia LAC. Las velocidades volumétrica
(racm) ¥ espectfica (qacm) de produccion de AcM fueron de 0.17 mg/l-h, y 0.26 x 10°% mg/célula-h,
respectivamente. Los valores de qg ¥ Y'yg fueron similares a los observados en cultivos con exceso
de GLN y GLC (ver tabla 2). En cambio, los valores de ¥ q fueron un poco mayores, micntras que
los valores de racm ¥ GacM fueron menores (ver tabla 2).



Tabla 2.

Resultados y discusion

cultivos estdticos por lote

Resumen de parimetros cinéticos y estequiométricos para

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO

ESTATICO DEGLNY GLC DE GLN DE GLC
[GLN] inicial *,  mM 4 1 4
[GLC) inicial *, g 4.0 40 0.4
Xmaxr 106 células/ml 11-13 0.8 0.9
1t, hel 0.036-0.044 0.048-0.055 0.034
Y'viG. mol/mol . 1.8-2.2 2.1-2.2 1.7
q¢. 10-13 moVcélula-h 1.7-2.9 2.7-3.0 1.0
qL. 1013 moV/cflula-h 3.7-5.6 5.8-6.6 1.8
[AcMImax. mg/l 36.0 17.2 13.3
fAcMr 10°9 mgfl-h 0.28 017 0.17
QacM- 109 mg/célula-h 0.42 0.26 0.-38

* {GLN] inicial y {GLC] inicial s¢ refieren a la cantidad de substrato suplementado al medio

DMEM bisico (ver seccibn 4.2).
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5.1.1.3 Cultivo limitado de glucosa

. Con el objeto de estimar ¢l efecto de la concentracién inicial de GLC sobre el crecimiento
celular. se realizaron cultivos estdticos en los que la concentracién inicial de GLC fué de la décima
parte (0.4 g/l de GLC adicionada) con respecto al cultivo con exceso de GLN y GLC (mostredo en la
figura 2). La concentracién inicial de GLN fué de 4 mM para asegurar que siempre estuviera en
exceso. La figura 4 muestra los perfiles de imi viabilidad, de GLC, i6n de
LAC y produccién de AcM para este cultivo y para el cultivo mostrado en 1a figura 2 (los datos de
figurn 2 estdn representados por las lfncas punteadas). Para el cultivo limitado de GLC, se observé un
periodo de crecimiento exponencial donde sc alcanz6 una densidad celular méxima de 0.9 x 108 células
viables/ml (figura 4A). Se observé que después de alcanzar 1a X,y 1a viabilidad sufri6 un répido
decremento, al igual que en los cultivos con exceso de GLN y GLC y en los cultivos limitados de
GLN. Adicionalmente, s¢ observo que la Xy, y y 12 duracion de las fases exponencial y estacionaria
fueron menores cuando la concentracidn de GLC en el medio fué de 0.4 g/l en lugar de 4 g/l (figura

. 4A). De estas observaciones se puede inferir que cuando se usa medio con una concentracién inicial
de 0.4 g/l de GLC, ocurrc limitacién por dicho substrato, La figura 4B demucstra que ocumﬁ

limitacién de GLC ya que muestra cl: el ag i de GLC. Ademfs, dicho
ide con el d enla aci6n de células viables totales y en el porcentaje de viabilidad
(figura 4). Este descenso no fué debido a altas cc iones de bolitos t6xicos ya que s¢

produjo mucho menos LAC en este cuttivo que en el cultivo con exceso de GLN y GLC (figuras 2 y
4B) y que en cultivo limitado de GLN (figura 3B). Como se muestra en la figura 4B y a diferencia de
los cultivas con exceso de GLN y GLC (figuras 2 y 4B) y bajo limitacién de GLN (figura 3B), Ia
produccitn de LAC cesé unas horas antes de alcanzada la Xppay. Por otro lado, 1a produccitn de AcM

inug i indose hastael ino del cultivo donde se alcanz una concentracién maxima de
13.3 mg/l (figura 4C).

En este cultivo (limitado de GLC), 1a velocidad especffica de crecimiento fué de 0.034 hl, Los
coeficientes metab6licos para GLC y LAC fueron de 1.05 x 1012 y 1,77 x 10-13 mol/célula-h,
respectivamente.  Estos tres pard s cinéticos fueron dos con los dos cultivos
anteriores {ver tabla 2), El rendimicnto aparente de LAC/GLC fué de 1,69 (también menor comparado
con los dos cultivos anteriores; ver tabla 2), sugiriendo que sélo una frasccion de la GLC es convertida
en LAC y que la mayorfa del LAC producido proviene de GLN1L Las velocidades volumétrica (raca)
y especifica {(qacm) de produccion de AcM fucron de 0.17 mg/l-h y 0.38 x 1019 mp/célula-h,
respectivamente. La ragm fuéd igual que la del cultivo limitado de GLN, pero menor a ta det cultivo con
exceso de GLN y GLC (ver tabla 2). En cambio, la qacpq fué mayor que 1a del cultivo limitado de
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GLN y ligeramentz menor que 1a del cultivo con exceso de GLN y GLC (ver tabla 2).

&

La tabla 2 resume los distintos pardémetros cinéti y icos que fueron
determinados para los por lote. La densidad celurar mdxima fué mayor en los
cultivos con exceso de GLN y GLC. Este resultado es esperado ya que se ha visto que, en cultivos
por lote con altas concentraciones iniciales de GLN (hasta 10mM), la densidad celular aumenta33 y que *
1a GLN es la principal fuente energética aiin cuando la GLC estd presente en grandes cantidades!1:29,
Ademis, sc ha observado que la i no disminuye en cultivos donde ta concentracitn inicial de GLN es
catre 1 y 8 mM3133, Por lo mismo, no s observ6 una disminucién en la gt de los cultivos limitados
de GLN (1 mM GLN) con respecto a los cultivos con exceso de GLN (4mM). Por otro lado, se ha
observado que la formaci6n de LAC disminuye notablemente en cultivos limitados de GLC!33 y que
dan con los

Tead, d

la pt sufre también una disminucién!!. Estas obser
cn la tabla 2, donde s¢ observa que tanto la it como el Y' L fueron menores para el cultivo limitado de
GLC.

5.1.2 Cultivos agitados de lote

En base a los resultados de la seccién 5.1.1, se procedié a la implementacién de cultivos
bajo condici biental ladas. Esto con el fin de obtener mayor informacién y de
verificar In ducibilidad de los ttados en cultivo agitado,

5.1.2.1 Cultivo con exceso de glutamina y glucosa.

Se inici6 con la caracterizacién de la lfnea celular BCF2 en cultivos agitados de un litro en
medio de cultive con formulacién convencional (4 mM GLN, 4 g1 GLC adicionada), La figura 5
muestra los perfiles de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC, secrecién de LAC y produccitn de
AcM para este cultivo y para el cultivo estdtico homdlogo mostrado en 1a figura 2 (datos representados
por las lfneas punteadas). Durante el cultivo agitado, se observ6 una fasc de ¢recimiento lag inicial,

seguida por una fase de imi P iul donde se al 6 una densidad celular mdxima de 1.1
x 106 células viables/ml (Xpnay: figura SA). Después de alcanzada la Xpax. siguié una fase
i ia, seguida de un rdpido d en la viabitidad. Al igual que en el cultivo estdtico y

debido a que la GLC (figura 5B) y la GLN (observacién cualitativa de los cromatogramas, sin
cuantificar dreas) aun estaban preséntes en concentraciones no-limitantes, el descenso en la
concentracion de células viables y en la vinbilidad no se pudo atribuir a la limitacién por dichos
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Figura 5. Cultivo agitado por lote con exceso de glutamina y glucosa
(4mM GLN, 4 g/l GLC). Los tridngulos huecos, mostrados en
el panel C, corresponden a muestras posiblemente degradadas.
Esto se corrobora al observar que los datos de GLC y LAC,
para las mismas muestras, también presentan anomalfa. Las
curvas punteadas corresponden a los datos del cultivo estdtico
con exceso de GLN y GLC (mostrado en la flgura 2),
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nutrientes. A diferencia de los cultivos estiticos {seccidn 5.1.1), en los cultivos agitados s¢ control6 ¢l
pH y ¢l oxfgeno disuclto (OD). Porlo mismo, tampoco se pudo atribuir el descenso de viabilidad a la

falta de oxfgeno o a un pH inadecuado. Este d > pudo ser debido a Ias altas concentraciones de
metabolitos t6xicos, ya que se observé que el LAC alcanz6 una concentraci6n de 2.5 g/l y dicha
i6n fué lig mayor ala al da en ¢l cultivo estdtico homdlogo (figura 5B).

Como sc muestra en la figura 5B, ¢! consumo de GLC y la produccién de LAC cesaron al
cntrar a la fase de muerte (al igual que en el cultivo estdtico homélogo). La fase de muerte
posiblemente se presentS debido a Ia alta concentracién de LAC. Los coeficientes metabélicos para
GLC y LAC fueron de 3.19 x 10-13 y 531 x 10-13 mol/célula-h, respecti La qg fué
ligeramente mayor a la encontrada en ¢l cultivo estdtico homdlogo, micntras que la qp fué similar (ver
tabla 3). Por lo mismo, el rendimiento aparente de LAC/GLC {1.66 mol/mol), fu€ menor al
encontrado en el cultivo estdtico homélogo (ver tabla 3). Para este cultivo agitado, la velocidad
especifica de crecimiento fué de 0.049 h-l. Debe notarse que la |1 para el cultivo estitico hemélogo fué
ligeramente menor (ver tabla 3). La pequefia diferencia entre las p pudo ser debida a las condiciones
controladas de pH y OD cn el cultivo agitado.

Por otro lado, 1a produccién de AcM inud i 4ndose hasia ¢ término del cultive
donde se alcanzé una concentracién mdxima de 65.5 mg/l (figura 5C). La concentracién méxima de
AcM fué 1.8 veces mayor en este cultivo que en el cultivo estftico con exceso de GLN y GLC (figuras
2C y 5C). El aumento en la concentracién méxima de AcM fué debido a que ¢l (ndice de viabilidad fué
también mayor, lo cual a su vez pudo ser debido a que las condiciones de cultivo fucron més
controladas (i.e., pHy OD). Las velocidad lumétrica {Facng) ¥ esp {qacm) de produccié
de AcM fucron de 0.38 mg/l-h y 0.62 x 109 mg/célula-h, respecti Estas velocidades fueron
mis altas que las que sc obtuvieron en los cultivos estéticos (ver tabla 3).

Los perfiles de las variables contrladas y/o adquiridas, durante este cultivo agitado, no se
muestran debido a que el programa de control y adquisicién de datos ain no estaba perfectamente
adaptado, Por lo mismo, el control de pH y de OD no fué éptimo. El pH fué fijado para ser
controlado a 7.2 pero oscil6 entre 7 y 7.6, En cambio, el OD fué fijado para ser controlado a 50%
(con respecto a la saturacion con aire) y éste oscild entre 40 y 60.

5.1.22  Cultivo limitado de glutaming

Con el objeto de confirmar las conclusiones sobre el efecto de la concentracién inicial de GLN
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Resulrados y discusion

Resumen de parametros cinéticos y estequiométricos para

cultivos estditicos por lote y cultivos agitados por lote

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO
ESTATICO DEGLNY GLC DE GLN DEGLC
{GLN] iniciat *, mM 4 1 4
[GLC) inicial *, o1 4.0 4.0 0.4
Ximax: 106 células/mi 1.1-13 08 0.9
K, hl 0.036-0.044 0.048-0.055 0.034
YL, mol/mol 1.8-2.2 2.1-22 1.7
qG- 10-13 molicélula-h 1.7-2.9 2.7-3.0 1.0
qL. 10713 moVedlula-h 3.7-5.6 5.8-6.6 1.8
[AcM]Ipuay. mgl 36.0 17.2 13.3
 FaeMs 109 mg/th 0.28 0.17 0.17
QacM: 102 mg/oélula-h 042 0.26 0.38
CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO
AGITADO DE GLNYGLC DE GLN DEGLC
[GLN] inicial *, mM 4 1. 4
{GLC] inicial *, ? 4.0 4.0 0.1
Xmax: 106 células/mi 1.1 0.9-1.0 0.6
™ bl 0.049 0.055-0.059 0.026
Y'LiG mol/mol 17 1.5-2.0 1.6
q¢. 10-13 moVcélula-h 3.19 2.15-3.10 0.74
qL, 10-13 molicélola-h 5.31 4.30-4.67 1.15
[AcM]) pay. mg/l 65.5 54-133 134
FAcM: 10-° mg/-h 0.38 0.06-0.18 0.12
QacM: 109 mg/célula-h 0.62 0.08-0.17 0.42

*) [GLN] inicial y [GLC] inicial se reficren a la cantidad de substrato suplementado al medio
DMEM bisico (ver seccién 4.2)..
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en cultivos cstdticos, se realizaron cultivos en bioreactores en Ios que la concentracién inicial de GLN
fué de | mM. La figura 6 muestra los perfiles de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC, secrecidn
de LAC y producci6n de AcM para uno de estos coltivos. El otro cultivo generd perfiles similares
(apéndice G). En estos cultivos, se observé una fase de imieato lag inicial, seguida por una fasc
de crecimiento exponencial donde se alcanzd una densidad celular méxima entre 0.9 x 106 y 1.0 x 106
células viables/m! (figura 6A y npéndice G1). La viabilidad sufrié un rdpido decremento después de
alcanzar Ia Xmax. La Xy y 12 duracion de las fases exponencial y estacionaria fucron menores a las
observadas durante el cultivo agitado con exceso de GLN y GLC (mostrado en la figura SA). De
hecho, se observé que Ta fase estacionaria no fué de mds de 6 horas para estos cultivos limitados.

La figura 6B muestra como la GLC estuvo presente en concentraciones no-limitantes a lo largo
de todo el cuitivo (To mismo se observe para el cultivo mostrado en el apéndice G). Por lo mismo, no
se pudo atribuir ¢l descenso en la concentracién de células viables totales y en el porcentsje de
vmblhdnd a la limitacién de GLC. Ademds, dicho descenso tampoco fué debido a las altas

de bolitos téxicos. Las concentraciones de LAC (figura 6B y apéndice G1) y

AMM (figura 8A), al momento del descenso en viabilidad, fueron inferiores 2 1.5 g/l y 0.6 mM,
respectivamente. Se observé que dicho descenso fué debido a la limitacién de GLN ya que, como s
muestra en la figura 7, el en que disminuy6 la densidad celular y 1a velocidad de consumo de
oxfgeno (VCO), coincide con cl agotamicnto de GLN (indicado por lalfnea vertical punteada), Estos
Itad dan con otros reportados en la li donde sc observa que ¢! agotamiento de
GLN limita el crecimiento de hibridomas y que Ja GLC no puede reemplazar ala GLN314547, por lo
mismo, este descenso no fué debido ala p ia de iones altas de prod t5xicos sino a
queel i de GLN ocasiond la interrupcin de la resplracién celular y, como consecuencia, el

cese del crecimiento.

Como se muestra en 1a figura 6B y en el apéndice G1, ¢l consumo de GLC y Ia producci6n de
LAC unas horas d de da Iz Xp,. Los coeficientes mcmbdhcos para
GLC y LAC fueron de 2.15-3.10 x 10"3 y 4.3-4.67 x 10-13 moVcélula-h, resp El
rendimiento aparente de LAC/GLC fué de 1.5-2 moV/mol. En estos cultivos, la velocidad especifica de
crecimiento fué de 0.055-0.059 h-!, mayor que Ia observada en el cultivo agitado con exceso de GLN
y GLC (vertabla 3). Los valores de qg v qi, fueron mayores para el cultive agitado con exceso de
GLN y GLC (ver tabla 3). Sin embuargo, el valor del Y'[ ;g (para el cultivo agitado con exceso de
GLN y GLC) estuvo dentro del intervalo de rendimientos observados para los cultivos agitados y
timitados de GLN (ver tabla 3). Con respecto a los cultivos estdticos (ver tabla 3), las §1 fueron
mayores en los cultivos agitados bajo limitacién de GLN (posibl debidoaque el pHy el OD
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fueron controlados). En los cultivos estdticos limitados de GLN, los valores de q;, y Y’y fueron
menores, mientras que los valores de qg fueron simitares (ver tabla 3).

Por atro lado, la produccién de AcM al 6 una racién mixima dc 5.4 a 13.3 mg/l al
término del cultivo (figuras 6C y apéndice G 1, respectivamente). Dicho intervalo de concentracion fué
menor comparado tanto con el cultivo estitico homéloga como con el cultivo agitado con exceso de
GLN y GLC (ver ubla 3). Con respecto al cultivo estético. la concentracién de AcM fué de 1.3-3.2
veces menor (posiblemente debido a las condiciones hidrodindmicas encontradas en cultivos agitados).
La diferencia fué mucho mayor con respecto al cultivo agitado con exceso de GLN y GLC (4.9-12.1
veces) debido a que en éste se prolongé mucho mis la fase i iay,en ia, ¢l fndice
de viabilidad auments. Esto mismo s¢ reflej6 en las velocidades volumétrica (racn) ¥ especfica
(qacm) de produccin de AcM, que fucron de 0.06-0.18 mg/l-h y 0.08-0.17 x 109 mp/célula-h,
respectivamente (ver tabla 3),

Se demostré que se puede estimar, en tiempo real, ¢l agotamiento de GLN mediante las
mediciones en-linea de Ia presién parcial de oxfgeno (po,) en ¢l cabezal del bioreactor a OD constante.
Como se puede observar en la figura 7, alrededor de las 34 h ocurri6 un sibito descenso en la Po, yen
la velocidad de consumo de oxfgena (VCO), asf como una perturbacién en el control del OD, Estos
eventos ceincidieron con ¢l agotamiento de GLN (medido fuera de 1fnea) y con la entrada a Ia fase de
muerte, observada como una disminucién en la viabilidad del cultivo. Estos resultados concuerdan
con otros de Ia literatura en donde se ha visto que el agotamiento de fa GLN puede estimarse en-linca
mediante las mediciones de Ja VCOYS. Como puede apreciarse, es fdcil la incorporacién de un
algoritmo computarizado que determine el valor de la pendiente de ta seial de 1a VCO, el cual podrid
inferir el agotamiento de GLN como el momento en que dicha pendiente cambia de un valor positivo a
uno negativo. De los datos de la figura 7, se observé que existe una correlacién directa entre 1a VCO,
la presién parcial de oxfgeno y el i de GLN, siempre y cuando se¢ mantengan constantes
tanto ¢l OD como ¢l coeficiente ki a (cocficiente volumétrico de transferencia de oxfgeno). La
importancia de poder inferir en-Ifnea ¢l agotamiento de GLN radica en poder implementar eslmu:gms de
control en tiempo real. Esto debido a que las dici directas de aminodcid il de
métodos analfticos que demoran mds de dos horas y que son de diffcil automatizaci6n,

La figura 8 muestra el anélisis de los aminodcidos (Ia lfnea vertical punteada corresponde al
tiempo de agotamiento de GLN, ocurrido a las 34 h) comrespondientes a los datos de la figura 6.
Como sc puede ver, excepto asparagina y glutamina, el resto de los otros 18 aminodcidos se
mantuvieron a concentraciones que no fueron limi para el imi Ademds, ya que el
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agotamiento de asparagina ocurrié mucho antes de tas 34 h, se cree que el cese de 1a respiracién es
[ ia tni del ag: i de GLN. Esto se comprucba mds adelante (ver figura 14),
ya que se observé un claro reestablecimiento de la respiracién celular al adicionar GLN después de su
agotamiento. Por otro lado, se ha observado que la GLN es et principal donador de grupos amino para
1a sfntesis de asparagina®. Por lo misme, es de esp cla iento de asparagina durante un
cultivo limitado de GLN. Las concentraciones iniciales, de la mayorfa de los aminc4cidos (valores
mostrados al tiempo cero de Ia figura 8), cc d conocidas de algunos de
los aminodcidos dei medio de cultivo empleado (ver apéndice A). Por un lado, se encontré que
glutamato y alanina estaban a concentraciones mucho mayores gue las esperadas. Este probabl

bié en ¢l suero suplementado. Por

alas

se debe a que estos dos aminodcidos se
otro lado, la concentracién determinada para tirosina fué de Ia mitad a la esperada. La tabla 4 resume
las tendencias de los perfiles de nm:no&cndos mostrados en la figura 8. Es importante notar que

d del ag iento de GLN, g no se i6. Porel i0, se produjo un poco.
Eslo es indicativo de que el glummmo no c¢s una fuente energética que pucda substituir a 1a GLN.
Ademds, se ha abservado que el gl cruza la b celular relati poco“ 29, Pe
acuerdo con lo anterior, se decidié tomar este cultivo como patrén de comparacién para aquellos
cultivos que sean supl dos selecti con GLN.

Qu y Philips42 observaron resultados parecidos a los ados en latabla 4 y la figura 8, Las

concentraciones reportadas, para los distintos aminodcidos, estdn dentro del mismo intervalo.
Observaron que (en cultivos de hibridomas por lote) la glutamina, la arginina y los aminodcidos

ramificados se dpid llegando a agotarse glutamina y arginina. Por otro lado,
observaron que alanina y gluumu!o se producen, mientras que serina y glicina se consumen durante la
fase exponencial de crecimiento y se prodi d la fase i ia. Adicional

observaron que el resto de los ami idos sc o a velocidades moderadas, donde histidina y
triptofano per relati e a través del cultivo. Por otro lado, Duval er al10
observaron que, d la fase exp ial de crecimi de la lfnca de hibridomas VO208,

aspartato, glicina y alanina se producen, y prolina, serina y triptofano per
constantes mientras que el resto se consumen. En cambio, para Ja lfnea de hibridomas 6H; observaron
que glicina, alanina, glutamato y prolina se producen y que ¢l resto de los aminodcidos se consumen:
siendo glutamina, arginina, leucina, isoleucina y serina los que més rdpidamente se consumen. En
general, s¢ ha observado que los aminodcidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) y la arginina se

a altas velocidad i que lisina, treonina, asparagina y metionina se consumen a
velocidades relativamente altas33, Se ha observado que generalmente se produce alanina y que s6lo en
algunas lineas celul se prod lutamato, asp glicina y prolina33. Ademis, en los cultivos
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Tabla 4. Tendencia general de los perﬂlés de aminoficidos en cultivos
limitados de glutamina

AMINOACIDOS

relati asp®, met®, upd,
his®sb, prob

Sc producen gly®<, alac,d

Se consumen asn®, gine, l.hxavbrc,
serf, glubg, valbie,
cysbie, ilef, leuf,
tyef, pheb, 1ysbsc,
argl

a) tendencia a consumirse hasta antes del agotamiento de GLN

b) tendencia a producirse después del iento de GLN

c) después de producirse tiende a irse ligeramente

d) tendencia a perma hasta antes del agotamiento de GLN
€) se agota

) después del agotamiento de GLN tiende a lati

&) después de producirse tiende a permanecer relativamente constante
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donde se produce aspartato durante la proliferacidn celular, la produccién cs gencralmente via
glutamin6lisis33.

En la figura 9 se muestra el comportamiento de las demds variables adquitidas y de control
a la cinética de crecimi ElpH se 16 a 7.4 con la reduccién de la composicién del

P

didéxido de carbono, en los gases de entrada, desde un nivel inicial de 12% hasta 0%. El oxfgeno

disuelto se contralé sati i a 50% de tén con respecto al aire. De la figura 9 se
puede deducir lo sigui si se la el disuelto a un valor fijado y se observa una
di i6n en la posicitn de oxigeno de Jos gases de entrada. un pequeiio aumento en la variable

de control (¢l OD aumenta ligeramente debido a que la accién de control no es inmediata) y una
disminucién en ¢l potencial redox, ocurre un evento fisioldgico. Es decir, existe agotamiento de GLN.
Esto s¢ tom6 como base para determinar el momento adecuado en el que sc debe realizar Ia adicién de
GLN en bi es supl ados selecti con GLN. La disminucidn del consumo globaj de
oxfgeno fué causado por un cese en la respiracién y no simplémente por 1a disminucién en la
viabilidad, Las observaciones sobre el perfil del potencial redox del cultivo (PRC) se discutirdn mds
adelante (en la seccién 5.2).

5.1.2.3 Cultivo limitado de glucosa

Con ¢l objeto de confirmar lo observado sobre ¢l efecto de la concentracidn inicial de GLC (en
cultivo estético}, sc realizé un caltivo agitado en el que la co i6n de GLC adicionada fué de 0.1
g/ (4 veces menor que la concentracién inicial en el cultivo estdtico homélogo y 40 veces menor que la
de los cultivos con exceso de GLN y GLC). La figura 10 muestra los perfiles de crecimiento,
viabilided, de GLC, idn de LAC y produccidn de AcM para este cultivo. Se observéd
una fase de crecimiento exponencial donde se alcanzé vna densidad celular mdxima cerca de 0.6 x 106
células viables/ml. Después de alcanzar la Xy, la viabilidad sufrié un rdpido decremento (no se
observé una fase estacionaria). La figura 10B 1 que ¢l I de GLC ocurri6
alrededor de las 48 h, mientras que GLN aiin estaba presente en concentraciones no-limitantes (ver
figura 11C). Este agotamiento coincidié con el descense en la concentracicn de células viables yen la
viabilidad. Ademds, dicho descenso no fué debido a las altas concentraciones de metabolitos téxicos.
Las concentraciones de LAC (figura 10B) y AMM (figura 12A), al momento del descenso en
viabilidad, fueron inferiores 2 0.35 g/l y 0.6 mM, respecti Como se en la figura 10,
la produccién de LAC cesé un poco antes de alcanzada la Xjhax ¥ de haberse agotado la GLC.
Adicionalmente, se observé que Ia GLN no pudo reemplazar a la GLC, lo cnal indica que 1a fuente
energética y de carbono tienen funciones finicas en el metabolismo celular de los hibridomas.
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En este cultivo, la velocidad especifica de crecimiento fué de 0.026 hel, menor que cualquiera

de las observadas en los cultivos estéticos y en los culd itados con exceso de GLN y GLC y bajo
tmitacidn de GLN (ver tabla 3). Los cocficientes metabdlicos para GLC y LAC fueron de 0.74 x 10
13 y 1.15 x 10-13 moVeélula-h, respecti te. Ambos coefici fueran menores que los

observados en cualquicra de los cultivos anteriores (ver tabla 3). El rendimiento aparente de
LAC/GLC fué de 1.56 mol/mol. menor que el observado para el cultivo estitico homélogo y similar al
observado en el cultivo agitado bajo limitacién de GLN (tabla 3). En general, el Y' fué menor a los
observados para ¢l resto de los cultivos anteriormente discutidos {ver tabla 3). Por otro lado, la
produccion de AcM inué i dndose hasta el érmino del cultivo, donde se alcanzé una
concentracién méxima de 13.4 mg/l (figura 10C). Esta concentracién méxima de AcM fué similara la
alcanzada en el cultivo estdtico homélogo (figura 4 y tabla 3), a pesar de que la concentracién inicial de
GLC fué mayor en cl cultivo cstdtico. Las velocidades volumétrica (racn) y especfica (Qacm) de
produccién de AcM fueron de 0.12 mp/i-h y 0.42 x 109 mg/célula-h, respectivamente. La gy ful
mayor que en los cultives limitados de GLN, menor que cn el cultivo agitado con exceso de GLN y
GLC ¢ igual que en el cultivo estdtico con exceso de GLN y GLC (ver tabla 3). Los resultados ~
anteriores son esperados ya que el i de GLC iona la interrupcidn en el crecimiento

Tedcidl

celular (provocado por un cese en la sfntesis de S) ¥, pOr ¢ ia, una disminucién

global en Ia respiracién celular.

En este cultivo también se demostré que se puede estimar, en tiempo real, el agotamiento de
GLC mediante las mediciones en-linea de la po, en el cabezal del bi 2 OD ¢ Se
observé (figura 11), alrededor de las 48 h, un sibito descenso en la pg, y en la VCO, asf como una
perturbaci6n en el cantro! del OD. Estos d incidieron con el ag iento de GLC (medido
fuera de I(nea) y desencadenaron la entrada a la fase de muerte (observada como una disminucién en la
viabilidad del cultivo), Como puede apreci: €n este caso ién es fAcil Ia incorp i6n de un
algoritmo computarizado que determine e} valor de 1a pendiente de 1a sefial de la VCO, el cual podria
inferir el agotamiento de GLC como ¢l momento en que dicha pendiente cambia de un valor positivo a
une negativo. Adicionalmente, se observd (figura 11) que existe una correlacién directa entre 1a VCO,
la presién parcial de oxfgeno y el agotamiento de GLC, siempre y cuando se mantengan contantes el
OD y el cocficiente kpa. '

La figura [2 muestra e! andlisis de los aminodcidos (!a Ifnea vertical punteada corresponde al
tiempo de ag i de GLC) correspondi a los datos de la figura 10. Se observs que los 20
aminodcidos se mantuvieron a concentraciones no-limi para el imiento. Las concentraciones
iniciales de los distintos aminodcidos (valores mostrados al tiempo cero en la figura 12), salvo las
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ideracione: fonadas en la seccién 5.1.2.2, corresponden a las concentraciones conocidas de
los amine4cidos del medio de cultivo empleado {ver apéndice A). Latabla 5 resume las tendencias de
los perfiles de aminodcidos mostrados en la figura 12. Salvo glutamato, todos los demds perfiles de
dos para cultivos limitados de GLN. Cabe

tienen denci. imil # los mc
mencionar que se ha observado que el grado de sintesis de glutamato (2 partir de GLN) depende de las
condiciones de cultivol3. De acuerdo con lo antertior, se decidié tomar este cultivo como patrén de

comparacién para aquellos cultivos que sean suplementados selectivamente con GLC.

En la figura 13 sc muestra el comportamiento de las demds variables adquiridas y de control

p alaci de imientw. El pH se control6 a 7.2 con la reduccion de la composicién del
di6xido de carbono, en los gases de entrada, desde un nivel inicial de 24% hasta 16%. El oxfgeno
disuelto se controlé satisfactori a 50% de saturacién con respecto al aire, De la figura 13 se

puede deducir lo siguiente: si se controla el oxfgeno disuelto a un valor predeterminado y se observa
una disminucidn en la composicién de oxf{geno de los gases de entrada, un pequeiio aumento en la
variable de control (e] OD aumenta ligeramente debido a que la accién de contro! no es inmediata) y una
disminucién en cl potencial redox, ocurre un evento fisiol6gico, Es decir, existe ngotamiento de GLC.

Esto se tom& como base para inar el X Jo en el que se debe realizar 12 adicidn de
GLC en biorcactores suplementados selectivamente con GLC. La disminucién del consumo global de
oxfgeno fué causado por un cese en el imiento y por la disminuci6n en la viabilidad.

5.1.3 Cultives agitados y suple d

5.1.3.1 Cultivo suplemenrado selectivarnente con glitamina

Basados en los resultados de los cultivos por lote, se procedi6 a realizar un cultivo agitado y
suplementado selectivamente con GLN en un bioreactor agitado de un litro. Este experimento tuvo
como finalidad principal el aumentar la productividad de AcM mediante 1a suplementaci6n selectiva de
GLN. Se usé medio de cultivo DMEM con 10% SFB, 4 g/l GLC (adicionada) y bajas concentraciones
iniciales de GLN (0.5 mM en lugar de 4 mM). Duranic el desarrollo de este cultivo, se dieson pulsos

les de GLN a dift tiempos. Se realizd esta adicién programada con ¢l fin de evitar el
agotamiento de la fuente de energfa (necesaria para el crecimiento y mantenimiento
celular?29.31,32:3334.47) y, a] mismo tiempo, para mantener dicho nutriente a concentraciones bajas,
evitando la acumulacidn excesiva de productos metabdlicos téxicos como AMM. Adicionalmente, con
esta estrategia se buscd a prolongacién de la fase exp 1al y/o estaci ia de imiento, lo cual
repercute directamente en el aumento de la cencentracién final de AcM.
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- Tendencia general de los perflles de amino&cidos en cultivos

Tabla 5.
' limitados de glucosa

AMINOACIDOS

asp, asm, methb, up,
his®b, pro¢

toag
F relaty

Se producen glyd, gd, ala

gln, thr, ser, val, cys, -
ile, leu, tyr, pheb,
lys, arg

Se consumen

a) tendencia n consumirse hasta antes del agotamiento de GLC
b) después de! agotamiento de GLC tiende a mantenerse relativamente constante
dencia a producirse después del agotami de GLC

)
d) tendenciaa p hasta poco antes del agotamicnto de GLC
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Como s¢ pucde obhservar en la figura 14B, la GLN fué adicionada cada vez que se observé un
descenso en la VCO (adicién indicada por las flechas verticales sélidas). Este hecho fué detectado
como una disminucién en la pp, cn los gases de entrada, provocado a su vez por el control automético

para 1a i6n de OD. Como resultado, se logré una
cancentracién de GLN cn niveles superiores a cero pero inferiores a 0.2 mM a 1o largo de los primeros
3 dfas del cultivo (figura 14C), con lo cual la concentracién celular mdxima (2.1 x 106 célules/ml;
figura 14A) se vi6 incrementada en poco més de un 100G% con respecto al cultivo limitado de GLN
(figuras 6 6 15 y apéndice G1). En general, la concentsacion celular méxima fué mayor que en
cualquiera de los culti discutidos en las iones 5.1.1 y 5.1.2 (ver tablas 6). Sec observé el

tecimi de 1a respiracién celular cada vez que se adicioné GLN. Ademds, se observé que
este cultivo no estuvo limitado de GLC y que los niveles de GLC y LAC fueron similares a los del
cultivo agitado bajo limitacién de GLN (figura 6 y apéndice G1).

Con el fin de probar una de las gias de control p do (reportadas en la
literatura), se procedié a alimentar GLN en forma continua siguiendo un perfil exponencial después del
' tercer dia de cultivo (inicio de alimentacién indicado por la flecha hueca). Coma se aprecia en la figura
14C, dicho control predeterminado result6 en 1a sobre alimentacién de GLN e ilustr6 perfectamente las
. ventajas del control de ciclo cerrado, propuesto en este trabajo, sobre las estrategias de ciclo abierto,
utilizadas por otros autores!3.18.26.5758, Durante los primeros tres dfas de cultivo, la viabilidad del
cultivo s¢ trededor del BG%, cayendo a 60% después de iniciada la ali i6 inua de
GLN (figura 14A). La figura 15A muestra como se prolong6 1a fase exponencial de crecimiento al
utilizur taf estrategia de control de GLN. La figura 15B muestra las concentraciones de AcM para el
cultivo suplementado mostrado en la figura 14 y los cultivos agitados bajo limitacién de GLN
mostrades ¢n 1a figura 6 y ¢l apéndice G1, Como sc observa, la concentsacién méxima de AcM fu
entre 3.5 y 8.6 veces mayor que en los cultivos limitados de GLN (46.2 mg/l comparado con 5.4-13.3
mg/l). Ademds, dicha concentracién se obtuvo casi en el mismo perfodo de tiempo, por lo que la
productividad volumétrica fué también mayor: entre 2.8 y 8.3 veces (0.50 mg/l-h comparado con
0.06-0.18 mg/l-h; ver tabla 6). La productividad especfica para este cultivo suplementado fué de 0.47
x 109 mg/célula-h, entre 2.8 y 5.9 veces mayor que la de los cultivos limitados de GLN (ver tabla 6).
Con esta estrategia de operacién de ciclo cerrado, a diferencia de otras, no se sub- o sobrealimenta
GLN, y ademds no se diluye ¢l producto. Al utilizar la estimacién hecha en-iinca sobre ag iento de
GLN, se establecieron los ti pos de alir i6n de nutrientes, se minimizé la descompesicién
esponténca de GLN y la produccitn de AMM, y sc incrementé 1a densidad celular asf como la
productividad de AcM.
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Figura 14. Cultivo agitado y suplementado selectivamente con
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adicién de GLN medlante pulsos y la hueca el inicio
de la adicién continua de GLN.

69

09, mmol/l-h



Resuliados y discusidn

20{ A Suplementado
. con GLN
S E 161
23
> 3 1.21
@
8%
5% 0.84
- Limitados
04 de GLN
o L] v T
a0 B

0 24 48

Tlempo, h

Figura 15, Perfiles de crecimiento y produccién de AcM en cultivos
bajo limitacién de glutamina y en un cultivo suplementade
selectivamente con glutamina, Los datos de los cultivos
limitados de GLN corresponden a los cultivos mostrados
en la figura 6 (circulos sélidos) y en el apéndice G1
(circulos huecos). Los datos representados por rombos
corresponden al cultive mostrado en la figura 14.
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Tabla 6. Resumen de parimetros cinéticos y estequiométricos para
cultivos estiticos por lote, cultivos agitados por lote y
cultives suplementados selectivamente

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO
DE GLN Y GLC DE GLN DE GLC
ESTATICO  AGITADD  ESTATICO AGITADO ESTATICO AGITADO

[GLN] inicisl 4 4 1 1 4 4
[GLC] inicial 40 40 4.0 40 04 0.1
Xmax L1-13 1.1 0.8 09-1.0 09 0.6
n 0.036-0.034 0.049 0,048-0.055 0.055-0.059 0.034 0.026
Y'LiG 1822 17 2122 1520 17 1.6
aG 1729 319 2.7-3.0 2.15-3.10 10 0.74
a 3756 531 5866 430467 18 L15
[AcMImay 6.0 65.5 172 54133 133 134
TACM 0.28 038 0.17 0.06-0.18 017 0.12
GAM 042 0.62 0.26 0.08-0.17 038 0.42
AR L TR NN NSRS RN RN NENIRREYE NN YRERNRNNERYNY

CULTIVO SUPLEMENTADO

SELECTIVAMENTE CON GLN CONGLC

[GLN] inicial *, mM 0.5 4.0

[GLC] inicial *, g7 4.00 0.05

Xruasxe 106 cflulas/ml 2.1 13

K. h! 0.018 0.020

Y'Lie. mol/mol 1.29 1.54

ac 10-13 moVoflula-h 1.73 095

qL. 10713 mol/célula-h 2.24 146

[AcM] e mght 46.2 83.6

TAcM: 109 mg/i-h 0.50 0.29

QA cM: 109 mg/céiula-h 0.47 0.40
*) [GLN] injcial y [GLC] inicial se refieren a la idad de 1 do al medio

DMEM bisico (ver seccibn 4.2).
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En 1a tabla 6 se los p rinéticos y Jui icos de este cultivo (cultivo
suplementado selectivamente con GLN) y de los cultivos anteriormente discutidos. Se observé que la
iy el Y'y g fueron menores que los observadas en los cultivos estéticos y agitados por lote (ver tbla
6). Los cocficientes metabélicos de LAC y GLC también fucron menores que los observados para
estos cultivos, salvo para fos cultivos limitados de GLC (ver tabla 6). La concentracién de AcM y la
racM» hasta antes de 1a alimentacidn continua de GLN, fueron mayores que en los cultivos por lote,
salvo en el cultivo agitado con exceso de GLN y GLC. Est excepcidn es evidente ya que no se
considerd la produccitn de AcM durante las fases estacionaria y de muerte (porgue no s¢ control6 la
adicién de GLN durante estas fases), con lo cual seg hubi do tanto la
concentracion final de AcM como el fndice de viabilidad. Sin embargo, la g fué mayor que en
cealquiera de los cultivos anteriormente mencionados (ver tabla 6).

La figura 16 muestra ¢l anslisis de los aminodcidos correspondi a los datos de 1a figura
14. Se observé que todos los amino4cidos se mantuvieron a concentraciones que no limitan el
crecimiento. La tabla 7 resume las tendencias de los perfiles de aminofcidos mostrados cn la figura

16. Esimp notar que gl se produjo a lo largo del cultivo. Esto confirma que glutamato
no ¢s una fucnte encrgética quc pueda substituir a Ia GLN cuando est4 es limitante o cuardo sc
a bajas Adicional se observé que la produccién de glutamato,

alanina y prolina se intensifican al sobrealimentar GLN. Esto demuestra el efecto de las condiciones de
cultivo sobre la sintesis de algunos amino4cidos (i.e., alanina y prolina a partir de GLN33), Salvo
prolina, glicina y glutamato, los demds perfiles de amino4cidos ticnen tendencias similares a los
dos para cultivos limi de GLN (figura 8 y tabla 4) y de GLC (figura 12 y tabla 5). Sin
1a tendencia del perfil de es similar ala da en cultivos limitados de GLC.

.

En la figura 17 se muestra el comportamiento de las varinbles adquiridas y de control respecto a
la cinética de crecimicnto para este cultivo suplementado con GLN, El pH s¢ controlé a 7.3, En una
primera ctapa (tres primeros dfas), se control6 con la reduccién de la concentracién del diéxido de
carbono en los gases de entrada, desde un nivel inicial de 14% hasta 0%. En una segunda etapa, se
controlé mediante la adicién manual (pulsos) de hidréxido de sodio 0.2N. El OD se control6
satisfactoriamente a 50% de la saturacién con aire, mediante la variacién en las composiciones de Oz y
Njen fa mezcla de gases.

5.1.3.2 Cultivo siple raclo selecti con

Se realizé otro cultive en bioreactor que también tenfa como finalidad principal el aumentar la
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Tendencia general de Ios perfiles de aminodcidos en un

cultive supl tado tlv te con glutamina

AMINOACIDOS

R 1 asp®, gly, up?

Se producen asn-gh, ala, pro

Se consumen glnb, thr, ser, val,
cys, met, ile, leu, tyr,

phe, lys, his, arg

a) p una ligera tendencia hacia el

b) suaumento después de las 72 h cc

i6n del mismo
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productividad de AcM, pero en este caso mediante la suplementacion selectiva de GLC. Para esie
cultivo se usd medio de cultivo DMEM con 10% SFB. 4 mM GLN y baja concentracin inicial de
GLC (0.05 gl GLC adicionada en lugar de 4 g/l). Durante el desasrollo del mismo, se dieron pulsos
manuales de GLC a diferentes tiempos, Se realiz6 esta adicién programada con cl fin de evitar ¢l
agotamiento d¢ la fuente de carbono (| ia para el imiento celular) y, al mismo tiempo, para
mantener dicho nutriente a concentraciones bajas, evitando la acumulacién excesiva de productos
metabdlicos téxicos como LAC. Adicionalmente, se buscd con ¢sta estrategia la prolongacién de la
fase exponencial y/o estacionaria de crecimiento, lo cual repercute directamente en el sumenta de la
concentracién final de AcM.

En la figura 18 se muestran las cinéticas de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC y

. secrecién de LAC, Ademds, se muestran los perfiles de la 4 la VCO, asf como los tiempes en que
se adicioné GLC (adicién indicada por las flechas verticales s6lidas). Se suplements GLC cada vez
que se observé un descenso en la VCO, debido al cese en el crecimil de los hibrid Este
hecho fué detectado como una disminucién en la Pop 8 la entrada del bioreactor, provocado por el
control ftico para el OD. Se logré mantener la concentracién de GLC en

niveles superiores a cero pero inferiores a 0.6 g/l con lo cual se obtuvo una conceatracidn méxima de
AcM que fué 6.2 veces mayor que en el cultivo agitado bajo limitacién de GLC mostrado en la figura
10 (83.6 mg/1 comparado con 13.4 mg/l; figura 19). Ademds, se obtuvo una productividad
voluméirica 2.4 veces mayor que en dicho cultivo limitado de GLC: 0,29 mg/l-h comparado con 0.12
mg/l-h (ver tabla 6). Las flechas huecas y pequeiias, de la figura 18B, indican los tiempos en que s&
adicioné GLN en exceso. No se control6 la adicién de GLN, simplemente se aseguné que ésta no
limitara el crecimiento del cultivo.

En la figura 19 se puede apreciar como la densidad celular méxima alcanzada fué del dobleals
alcanzada en ¢l cultivo agitado bajo limitacitn de GLC (0.6 x 106 ¢élulas/ml comparade con 1.3 x 10
célules/ml). Ademfs, se observé que la fase ionaria de crecimi s¢ prolong notabl més
¥y que Ja velocidad especffica de crecimiento fué ligeramente menor que en el cultivo limitado de GLC
(0.020 comparado con 0.026 h-f; ver tabla 6). Por 1o mismo, es de esperarse ¢l incremento o

en la productividud especifica de AcM (0.40 x 109 mg/célula-h comparado con 0.42 x
109 mg/célula-h: ver tabla 6). Cada vez que se adiciond GLC, se observé que tanto ¢l crecimiento
celular como la respiracion celular global se reestablecfan (figura 18). Ademds, se observé que la
viabilidad y la concentracién de LAC se mantuvicron relativamente constantes durante los primeros tres
dfas de cultivo, justo antes de alcanzar la fase estacionaria de crecimicnto. Después de ésto, la
viabilidad decayé dristicamente hasta cerca de 0% y la produccién de LAC aumenté
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considerablemente. Es importante notar que con esta estrategia de operacién, no s¢ sub- o
sobrc.'ulmcnm GLC y no se diluye el producto. Al utilizar esta estimacién hecha en-lfnea se

bl los i de ali i6n de nutrientes, con lo cual se minimizé Ia pmducc:dn de LAC,
se increment§ la pmduchwdad de AcM y se prolongé la fase ionaria de crecil

En la figura 20 se muestran los perfiles de las variables adquiridas y de control. El pH se
control$ bastante bien a 7.3 hasta las 240 horas. Después de este tiempo, ¢! medio perdi6 su capacidad
de buffer ya que después de adicionar medio DMEM (10% del volumen inicial; momento de adicién
indicado por la flecha hueca) el pH se recuper6 pero, al poco tiempo, nuevamente descendié. Esto
también fué evidente debido a que el pH s6lo se bleci 4 después de adici
NaOH (aprox. a las 280 h; adicién indicada por las flechas abiertas). El medio se udncmnd con el fin

de proveer al cultivo nutrientes, distintos a la GLC., que pudi estar li doel Sin

embargo, estos datos sugieren que no hubo limitacién de algin i sino que posibl los

niveles de tdxicos eran altos. Por ejemplo, el LAC al duna i6n superior a 2.5 g/ y fué

similar a las observadas en los cultivos con exceso de GLN y GLC (ver figuras 2y §). E1 OD se

control6 satisfactoriamente a 50%, con resp ala i6n con aire, medi la variaci6n en las
p de y nitrégeno cn la mezcla de gases,

En la tbla 6 se los paré inéticos y estequiométricos de este cultivo (cultivo

suplementado selectivamente con GLC) y de los cultivos antes discutidos. Se observé que la densidad
celular méxima fus similar a la observada en ¢l cultivo estdtico con exceso de GLN y GLC, pero mayor
comparada con el resto de los cultivos estdticos y agitados por lote (ver tabla 6). .En cambio, la {1 fué
menor que cualquicra de las 1 observadas en los cultives por lote. Los cocficientes metabélicos de

LAC y GLC fueron parados con los coefici observados para el resto de los cultivos
por lote, salvo para el cultivo agitado bajo limitacién de GLC. El imiento ap de LAC/GLC
fué menor que los abservados para los cultivos por lote, salvo en los culti gitados bajo li i6

de GLN donde estvo dentro del intervalo observado. En este cultivo suplementado, se alcanzd la méds

alta concentraci6n de AcM, La racn fué mayor que las observados para los cultivos par lote, salvo en
¢l cultivo agitado con exceso de GLN y GLC. En cambio, 1a gacp fué mayor s6lo para los cultivos
con exceso de GLN y GLC y para ¢l cultivo agitado bajo limitacién de GLC. Por ditimo, la j, ¢l
Y’ ¥ la concentracidn final de AcM fueron mayores con respecto a los valores observados para el
cultivo suplementado con GLN (ver tabla ). En cambio, Xpax, 4G, 9L QAcM ¥ FAcM fueron menores
que en el cultivo suplementado con GLN.
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5.2 DISTINCION ENTRE EVENTOS METABOLICOS Y EVENTOS

OPERACIONALES
Ambos S, i de GLN y ag i de GLC, pueden distinguirse desde el
punto de vista metab6lico mediante el cdlculo de la velocidad especifica de de ox] Qo)

reportada en la figura 21 como los perfiles normalizados de g /g, max para los cultivos limitados de
GLC y GLN (mostrados ¢n las figuras 6 y 10, respectivamente). Se observé una marcada diferencia
entre ambos perfiles. Al agotarse la GLN (indicado como tiempo cero y por la linea punteada vertical),
que es la principal fuente de energfa, ocurrié un rédpido cese ¢n la respiraci6n celular y Iz VCO
disminuy6 (ver figura 7) ya que 90, disminuyd. Por cl contrario, durante el agotamiento de GLC
(indicado como tiempo cero y por la linea puntcada ventical), la qozlqozmu permanecié relativamente
constante aunque la VCO disminuy6 (ver figura 11) debido a la disminucién en la concentracién de
células viables totales, De do con estos resultados, un algoritmo de control basado en la
Q0,/qp max podria distinguir entre ambos eventos metabdlicos. Es decir, se podrfa determinar la
magnitud de! cambio en la Qo/a0,max (la pendiente de qoz/qoz““‘ contra tiempo). Un valor absoluto
alto, de la pendiente de qo /qg,max contra tiem po, indicarfa agotamiento de GLN, mientras que un
valor absoluto bajo indicarfa agotamiento de GLC. De esta forma, dicho algoritmo podrfa identificar .
cufil de los dos nutricntes s¢ ha agotado cuando ambos se encuentran a bajas concentraciones. Los
resultados mostrados en la figura 21 confirman que la GLC es utilizada preferentemente pam la sintesis
de nucledsidos y no como fuente encrgética.

Durante ¢l desarrolio de los experimentos realizados en bioreactor, se observe que las
dici en-lfnea del p ial redox del cultivo (PRC) podfan darnos una indicacién de la fase de
crecimiento, Debe aclararse que €1 PRC s una medida p i rica del flujo de el entreel
electrodo y el medio?2, Es decir, es una medida de Ia facilidad con que una o varias substancias
capturan o liberan clectrones. Cuando sc observa un incremento en el PRC, £sto se interpreta como un
aumento en el poder oxidante del medio. Purante 1os cultivos por lote, a pH y OD constante (figuras 9
y 13), se observé que el PRC proveé una indicacién confiable de la fase de crecimiento, observada
como un decremento monotdnico desde la inocuiacién hasta que se obtiene la concentraci6n celular
mfixima y un valor relativamente constante durante Ia fase de muerte. En particular, la figura 9 (cultivo
limitado de GLN) muestra que el PRC se mantuvo constante a partir de que se alcanz6 la densidad
celular mixima. En cambio, la figura 13 (cultivo limitado de GLC) muestra que et PRC se rmantuvo
relati horas después de que se alcanz6 lu densidad celular méxima, es decir, durante
la fase de muerte. Porlo mismo, se decidié explorar el uso de estas mediciones de PRC como posible
sensor auxiliar en las estrategias de adicién de nutrientes, con ¢l fin de distinguir entre agotamiento de
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GLN y GLC, as{ como entre eventos celulares reales y lidad ional

Es bien sabido que 1a magnitud del PRC estd dada por todos los pares redox que se encuentran
presentcs en el medio, principalmente por el par OxHp0236! y por 1a magnitud del pH3S 1al y como lo
describe 1a ecuacién de Nemst. En la figura 22, se muestran dos experi ind que
indican tal efecto. En el primer experimento (figura 22A), ¢l pH se mantuvo constante y el OD se

oscil6 en un cultivo que fa c€lulas sin limitaci6n de nutrientes. La figura 22A muestra como
varié €] PRC al oscilar ] OD. El comportaniento observado muestra que ¢) PRC traza las variaciones
del OD en forma di proporcional. Este es el compor perado ya que es bien sabido

(por reponcs de la literatura) que ¢l par redox O2/H0 es el par principal durante fermentaciones de
di de abundancia de nutrientes2%2361. En ¢l segundo
experimento (figura 22B), ¢l OD se mantuvo constante y el pH se varié en un cultivo sin célvlas y sin
limitaci6n de nutrientes. En este caso, el PRC traz6 inversamente las variaciones del pH, tal como se
esperarfa, Sm embarge, como se aprecia en las figuras 9, 13, 17 y 20, el PRC no siguié el

2anismos bajo

p perado do ocurre un evento de agotamiento de nutricnie y el pH y OD se
§ lati Es decir, se observé que mientras el OD se mantuvo relativamente
€l PRC disminuy6 gradual y que adn en los casos donde el OD suffié una perturbacion

(debida a la accién de control) el PRC no trazd al perfil del OD. Estos resultados indican que el par
09/H70 no ¢s el principal cuando se agota un nutriente y que otro par redox esté contribuyendo en la
magnitud decreciente del PRC durante esta situacién. Observaciones similares han sido descritas por
Oktyabr'skii y Smirova35.36 y Kwong et al.23 pana E. coli, B. subiilis, B. megaterium, y C.
glutamicum en cultivos donde la fuente de carbono o de nitrégeno es limitante.

La impostancia de estas observaciones se ilustra en las figusas 23, 24 y 25, Se muestran
cventos operacionales como Jo son los eventos de control de OD (figura 23A), eventualidades o faltas
operacionales (figura 23B) y eventos metabélicos (figuras 24 y 25). Un evento de control se define
como cualquier accién tomada paor el sistema de adquisicién y control de datos para mantener un
pardmetro a un valor fijado (i.e.. OD y pH). Una eventualidad operacional s un cvento indescable
que causa una perturbaci6n en el sistema de adguisicién y control de datos, tal como una falla en el
sensor de oxfgeno o en ¢l controlador de flujo mésico de los gases de entrada, un aumento o
disminucidn en la velocidad de agitacién, una rotura en las tuberfas de los tanques de gases de entrada
o ¢l agotamiento de uno de los gases, un aumento o disminucién en la temperatura, etc.. Durante un
evento de control o una eventualidad operacional, el PRC traza al OD de la mancra esperada (figura
23). En particular, cualquier evento operacional que cause un cambio en el coeficientek aoenla
concentracién de saturacifn de oxfgeno puede ocasionar ¢! mismo cambio que ocasionarfa el
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Efecto del oxigeno disuelto y pH sobre el potencial
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dos en la composicién de los gases de entrada
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oscilacién lograda por dicho cambie en composicién.
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Figura 23. Perfiles de una accién de control y de una eventualidad

operacional. Los datos corresponden al cultivo suplementado
con GLN (figura 14), A) Accién de control tomada por el
sistema debido a que ¢l OD estd por arriba del valor fijado.
Control basado en ¢l aumento o en la disminucién de la po,.
B) Falta operacional debida al cambio entre aireacién
superficial y aireacién sumergida. Debido al cambio, ¢l OD
aumenta y el sistema toma una accién de control para
corregirlo (basado en el aumento o disminucién de la poO,).
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Figura 24. Perfiles de eventos metabélicos en cultivos por lote.

El sistema toma una accién de control para corregir
la perturbacién originada en el OD durante la
disminucién en la VCO. A) Los datos corresponden al
cultivo limitado de GLN de la figura 6 y la linea
punteada vertical al tiempo de agotamiento de GLN.
B) Los datos corresponden ai cultivo limitado de GLC
de la figura 10 y la linea punteada vertical al tiempo
de agotamiento de GLC.
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Figura 25. Perfiles de cventos metabélicos en cultives suplementados.

El sistema toma una accién de control para corregir la
perturbaci6n originada en el OD durante la disminucién en
la VCO. Los cultivos se encuentran limitados de substrato
hasta antes de dar el pulso (indicado por la flecha vertical

en cada panel). A) Los datos corresponden a uno de los

pulsos de GLN (figura 14). B) Los datos corresponden a

uno de los pulsos de GLC (figura 18).
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agotamiento de nutriente en €l OD y en la presi6n parcial de oxfgene, Por ejemplo, la figura 23B
muestra una eventualidad operacional debida al cambio entre aireacién superficial y nireacién
sumergida, donde la concentracitn de saturacién de oxfgeno disminuye y es interpretada como una
disminucién en la VCO. Esta sefial puede ser interpretada como agotamiento de nutriente ya que los
algoritmos utilizados se basan exclusi en los bal de O3 descritos en la seccién 4.9,2. Sin
embargo, como se ve en las figurus 24 y 25, el agotamiento de substrato o evento metabélico se
distingue porque ¢l PRC no traza al OD, En la figura 25 el evento metabélico ocume antes del pulso de
substrato, una vez dado el pulso no existe agotamiento y el PRC traza al OD. La figura 25 muestra
sélo un ejemplo tomado de cada uno de tos dos cultivos supl d Se puede ag que la
dindmica de las mediciones en-linea del PRC podrfa aplicarse ¢n algoritmos de control més avanzados
que incluyan conceptos de inteligencia artificial que discriminen entre distintos tipos de eventos, como

un evento bélico y una lidad operacional. Tal algoritmo requiere de una serie de reglas
bien definidas que 1a computadora pueda identificar ficilmente. Tales reglas han sido desarrolladas del
andlisis de todos los datos experi les obtenidos (como por ejemplo los dos en las figuras

23025) y se resumen en la tabla 8. Por ejemplo, el primer renglSn de la tabla 8 indica que si la pg,
disminuye y el OD aumenta (debido a la accién de control), entonces el PRC ne deberd obedecer la
ecuacién (A) y, por lo tanto, se trata de un evento metabélico de agotamiento de substrato.

Como se indicé en los antecedentes (secci6n 2.5), Jas dnicas explicaciones que existen en
cuanto al comportamiento anémalo del PRC y el OD durante el agotamiento de nutrientes, se basan en
los cambios que ocurren cn I concentracin de tioles! 73536 en ¢l medio de cultivo y en la superficic
celular, asf como en la disminucién del pH i lular35.36, Por otro Indo, se sabe que los cambios
del PRC reflejan cambios det potencial redox intracelutar52, Por lo tanto, con el fin de establecer si el
comportamicnto anémalo del PRC, durante ¢l agotamicato de substrato, fu€ debido a cambios en ¢!
potencial redox intracelular y no a modificaciones de la composicién del medio de cultivo, se decidid
levar a cabo estudios con inhibidores de la respiraci6n y desacopladores del transporte de electrones.

Se sabe que durante la transicién del metabolismo aer6bico a anaer8bico de hibridomas, ocurre
un aumento en el NADH intracelular ya que su oxidacién cesa52. Dado que los hibridomas utilizan
preferencialmente la GLN como substrato indispensable para la oxidacién fosforilativall, el
agotamiento de tal aminodcido, en presencia de GLC, deberd tracr como consecuencia una transicién
de metabolismo aerdbico a uno basado fundamentalmente en la glicélisis para la generacién de ATP
(ver figura 1). Por 1o tanto, serfa de esperarse que ¢] NADH se acumulara durante tal situacién, lo cual
se verfa reflejado en un descenso del potencial redox intracelular y, por ende, en un descenso del PRC.
De igual forma, un agotamiento de la GLC disminuria la concentracitn de intermediarios glicolfticos - .
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Tabla 8. ©  Resumen de reglas para la distincién entre eventos
metabélicos y eventualidades operacionales

PO, 02 disuelto PRC EVENTO
¢ T No obedece (A) Agotamiento de subtrato-
{ T Obedcce (A) Eventualidad operacional
L l Obedece (A) Control de OD
{por arriba del vnl-ur fijado)
T T Obedece (A) Control de OD
{por debajo del valor fijado)
o « Obedece (B) Control de pH
{por arriba o debajo del valor fijado)
OTRAS COMBINACIONES Triviales para la adicién de
substrato
PRC =aLN(OD) +b .....c... (A) PRC =c - 61.6(ApH) .......... (B)
NOTAS: 1 significa “disminuye
T significa “aumenta”™
™ significa “aumenta o disminuye"
L significa “permanece constante”
Obedece significa que traza el perfil esperndo segtin las ecuaciones (A) o (B).

Estas ecuaciones corresponden a las descritas en la seccién 4.9.3 de
Materiales y Métodos (ver ecuaciones 12 y 14).
“No obedece™ significa que no traza los perfiles esperados
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(en particular, fosfoenalpiruvato) ya que se sabe que la piruvato cinasa (PK) en hibridomas presenta
muy baja afinidad por fosfoenolpiruvato!! (alta constante de afinidad). Durante el agotamiento de
GLC, se esp una lacidn del NADH citosélico debido al cese de la formaci6n de
piruvato, ya que Ia PK estarfa funcionalmente inactivall (ver figura 1). Asimismo, dado que se sabe
" que en células cancerosas cl transportador de equivalentes reductores (malato/aspartato) es

defectuosol!, el NAD* mitocondrial no podria regenerar el NADH citosélico.

Se sabe que tanta Ta rotenona (agente inhibidor de ta cadena de transporte de electronesl6)
como el 2,4-dinitrofeno! (d plador pi 036) inhiben a nivel del sitio T del transporte de
electrones (ubiquinona) bloqueando la oxidacién de NADH y ocasionando su acumulacién6S. Por lo
tanto, scrfa de esperarse que si ¢l comportamiento anémalo del PRC con respecta al OD es ocasionado

porla lacién de NADH i Jular, tal comp i podria ser simulado por pulsos
de o de 2-4.dini 1 en cultivos de hibridomas. Sin embarsgo, como se observa en la
figura 26, el PRC trazé perfectamente al perfil del OD durante los pulsos de cada uno de los

inhibidores. Por lo mismo, s¢ puede luir que el comportami lo PRC-QD no parece

estar relacionado con bios de ial redox intracelular. Asimismo, tales resultados refuerzan las

conclusiones de Oktyabr'skii y Smimova35.36 en cuanto a que et comportamiento anémalo PRC-OD es
debido a la acumulacién extracelular de grupos tiol.

Ademds de estos cxperimentos, se realizéd otro experimento en bioreactor en donde se dieron
pulsos de LAC, AMM o agua con ¢l fin de indagar si existe algiin efecto de estos componentes sebre €l
PRC. En la figurn 27 se observa el PRC adquirido durante cada etapa experimental, el corregido en
base a los cambios sufrides en ¢l pH y cl esperado en base al comportamiento del OD. Para ver el
efecto de la adicién de agua sobre el PRC, ésta se adiciond 2 un flujo de 2 mUh durante las primeras 6
horas, a un flujo de 4 ml/h las siguientes 13 horas y a un flujo de 27 ml/h de les 19 a las 22 horas de
esta etapa experimental. De los datos mostrados en Ia figura 27A, se puede decir que la adicién de
agua afectd muy poco al PRC ya que una vez corregido por los cambios sufridos en ¢l pH, el PRC es
muy parecido al perfil esperado. Posiblemente a flujos muy altos de agua (o dilucién de medio) se vea
un efecto significativo, como por cjemplo, af final de esta etapa experimental.

Paru el caso del AMM (figura 27B), se alimentd al bioreactor (en una segunda etapa
experimental) ona solucién acuosa de cloruro de AMM (100mM) a un flujo de 0.5 ml/h durante 48
horas. Se puede apreciar que, salvo por ef desfazamiento con el perfit esperado, la adicién de AMM
no ocasiond un efecto significativo en ¢l PRC, Posib! a i mayores se oblenga un
cambio mds drdstico, aungue su acumulacién no lo causé y ésto se acerca més a lo observado durante
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Figura 26. Perfiles de cultivos perturbados con rotenona o
© 2,4-dinitrofenol. PRC. y PRC, son los perfiles del

potencial redox corregido (para variaciones de pH, ec.
12) y estimado (en base a la variacién del OD, ec. 13),
respectivamente. Los pulsos de oxigeno se dieron en
base a bios en la posicién de los gases de
entrada (ver figurs 22), con el fin de comparar los

efectos del Oj, desacoplamiento e inhibicién

respiratoria sobre el PRC y p for rar
resultados con los correspondientes a los eventos
metabélicos (ver figuras 24 y 25).

A) Concentracién final de rotenona: 5uM.

B) Concentracién final de 2,4-DNP: 2mM.
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Efecto del agua, amonio y lactato sobre el potencial redox
del cultive. (PRC, ref, figura 26) Adiciones a un cultivo por
lote con exceso de GLN y GLC. A) Adicién continua de agua:
2mi/hdelas0Oalas 6 h, 4 mli/hdelas 6alas 19 h y 27 mbh
de las 19 a las 22 h. B) Adicién continua de cloruro de
amonio 0.1M: 0.5 ml/h de las 0 a las 48 h. C) Adicién de
solucién de lactato (63.4 g/1): 0.6 ml a las 4, 4.8, 5.8, 64, 7
y 7.4 h (pulsos indicados por las flechas verticales).
Posteriormente, adicién continua de LAC: 0.5 ml/h de las 8 a
las 20 h y 0.7 mV/h de las 20 a las 48 h.
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un cultivo. Por iltimo, para el caso de LAC (tercera etapa experimental; figura 27C) se dieron 6
pulsos de 0.6 ml con una solucién acuosa de LAC de 63.4 g/l (pulsos indicados por las flechas
verticales en la parte inferior de la figura 27). Posteriormente, se aliment6 dicha soluci6n a 0.5 mlU/h
durante i2 horas y luego a 0.7 mt/h durante 28 horas. Como sc puede apreciar en la figura 27C,
durante las primeras 22 h no hubo cambio en el PRC (sélo esta desfazado con respecto al esperado).
Después de este perfodo, ¢! pH y el PRC adquirido sufrieron un cambio apreciable, a! igual que el
PRC corregido por dicho cambio en el pH. Las concentraciones de LAC alcanzadas hasta las 22,28,
36 y 48 h fueron de 1.55,2.2.5 y 3.3 g/1, respecti Sol se al de
LAC superiores a 1.5 g/1 después de 1a fase exponencial de crecimiento en cultivos por lote con exceso
de GLC (figuras 2, 3, 5 y 6) y eventualmeate en los cultivos suplementados donde se alcanzan
concentraciones de LAC de 2 y 2.8 g/l (figuras 14 y 18, respectivamente). Esto nos sugiere que a
partir de cierta concentracién acumulada de LAC (mayor a 1.55 g/1), la presencia de éste afecta
notablemente al PRC. Esto puede interferir notablemente en la medicién de PRC por lo que serfa
convenicnte encontrar una correlacién entre el PRC y 1a secrecién de LAC con el fin de comregir por
dicho efecto, o bien optimizar ain mds €l control de GLC para asf mantener Ya concentracién de LAC
por debajo de 1.55 g/l.

Estos 1ltimos experimentos solamente aclaran algunos de los factores que no son responsables
del comportamiento “anémalo” del PRC durante el agotamiento de substrato. Por lo tanto, es necesaria
mayor i igacién al resp para poder pl una posible explicacién del fenémeno observado.
No obstante, para los propdsitos del desarrolto de algoritmos de control, que discriminen entre eventos
operacionales y metabSlicos, es suficiente que se tenga la certeza de la reproducibilidad del fené

aunque su explicacién no sea del todo completa.

93



Conclusiones

CAPITULO VI
CONCLUSIONES

) Se puede concluir en foma general que los resultados de este trabajo muestran una alternativa
simple para la optimizacidn de la produccitn de AcM a través de estrategias de operacion de cultivos
in vitro de hibridomas. Las estrategias de op i6n fueron p das en forma aislada. Sin
cmbnrgo. si estas estrategias son aplicadas en conjunto, Ia produccxdn de AcM se verd notablemente

da. Este conj de gias incluye la suplementacién selectiva de GLN y GLC, Ja
distincién del nutriente limitante en tiempo real, Ia distinciSn entre eventos metabélicos y
idades op ionales, y ¢l control del OD y el pH. Es decir, la operacién de cultivos a bajas
concentraciones de GLN y GLC necesar: p ir4 en la optimizaci6n de la produccién de
AcM. Se prolongaran las fases de imk P ial y i ia y, por lo mismo, aumentaran
1a densidad celuiar, e [ndice de viabilidad, Ia concentracién final de AcM y la productividad. La .
importancia de este conji de gi bién radica en que se podria emplear para otras lineas
celulares ¢ incluso para otro tipo de bioreactor. Un futuro trabajo podrfa abarcar la implementacién de
este conjunm de estrategias y/o 1a busqueda dc otras estrategias de operacién orientadas al use

» de otros p (i.e., otros aminodcidos, otros carbohidratos, sueros, etc.).
Adcmﬁ.s de la GLN y la GLC, existen otros I que son indispensables para la p
celular. Por ejemplo, el suero provee una varicdad de componentes necesarios para el mantenimiento
del cultivo de hibridomas. Sin embarge, su uso presenta serias desventajas a nivel de produccidn,
purificacién y costo del proceso (ver apéndice H). En los apéndices H e I se presentan algunas

altemativas que podrfan permitir la aplicacién de estrategias de operacidn para la eliminacidn del sucro,

Las conclusiones especificas de este trabajo se resumen a continuacicn:

1.- Sise mantiene constante ¢l OD, existe una relacién directa entre la PO la VCO y la velocidad
de consumo de nutrientes. B fose en e} comportami dindmico de la oy cs posible determinar
en-linea el agotamiento de GLN y GLC. Por lo mismoa, el agotamiento de GLN o GLC fué indicado
por un stibito descenso en la Po, ¥ por una perturbacién simultdnea en el control de OD.
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2.- Al suplementar GLN. cuando ocurre un cese en la respiracién celular. se reestablece 1a VCO
previo al agotamientode GLN. Con lu adicidn repetida de GLN. a concentraciones por debajo de 2
mM, se obtuve un incremento del [00% en ta concentracién celular méxima y hasta un incremento del
800% en la concentracién mixima de AcM y en la pmduclividu'd de AcM. con respecto al cultivo

gitado bajo limitacidn de GLN. Adicional con la adicién repetida de GLN, se prolongé
bl 1a fase expc cial de
3.- Al suplementar GLC. cuando ocurre un cese en el imi celular y una disminucién en 1

respiracitn, se reestablecen tanto el crecimiente como la VCO a los valores previos al agotamiento de
GLC. Con Ia adicién repetida de GLC, a concentruciones por debajo de 0.6 g/l . se obtuvo un
incremento del 600% en la i6n celular méxima, un i del 600% en la concentracién
méxima de AcM y casi un 300% ¢n la productividad de AcM, con respecto al cultivo agitado bajo
limiwcitn de GLC. Adicionalmente, con la adicién repetida de GLC, se prolongd notablemente la fase
estacionaria.

4.-  Laadicién automatizada y pre da de nutri evita el ag iento de la fuente de energfa
o carbono. Adicionalmente, evita la acumulacién excesiva de LAC y AMM.

5.- LaGLN no puede substituir a la GLC como fuente de carbono. La GLC y el glutamato no
pueden substituir a 1a GLN como fuente energética,

6.-  Existen eventos operacionales (fallas eléctricas y mecdnicas) que perturban al sistema dando
seflales de VCO que son similares a las esperadas cuando se agota un substrato (evento metabélico) y-
se usan algoritmos de i basados exclusi en bal de O3, ElPRC proveé una
medicién Gtil que permite distinguir entre estos eventos. Por lo mismo, las mediciones en-lfnea det
PRC pueden ser utilizadas como un sensor pars algoritmos con control mds avanzado.

7.-  Durante los cultivos de hibridomas por lote, a OD y pH constantes, ¢l PRC da una indicacién
confiable de 12 fase de crecimiento. En general, se observa un descenso monoténico desde la
inoculacién hasta la obtencién de la densidad celular méxima y un valor relativamente constante durante
la fase de muerte.

8.- El PRC depende. ademds de las variaciones en el OD y <l pH, de la variacién en la
concentracién de LAC cuando ésta es superiora 1.6 g/l
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APENDICE A

FORMULACIONES

Apéndices

"Tabla Al. Composicién del medio de cultivo bisico (DMEM, Sigma D-5030)

(100X; Sigma

COMPONENTE g/L
L-Arginina-HCl 0.0840
L-Cistina-2HCI 0.0626
Glicina 0.0300
L-Histidina-HCI-H,0 0.0420
L-Isaleucina 0.1050
L-Leucina 0.1050
L-Lisina-HC1 0.1460
L-Metionina 0.0300
- L-Phenilalanina 0.0660
L-Serina 0.0420
L-Treonina 0.0950
L-Triptofano 0.0160
L-Tirosina:2Na 0.1038
L-Valina 0.0940
Cloruro de colina 0.0040
Acido fdlico 0.0040
Mio-Inositol 0.0072
Niacinamida 0.0040
Acido D-Pantoténico-Ca 0.0040
Piridoxal-HCI 0.0040
Rivoflavina 0.0004
Tiamina-HC! 0.0040
Clorure de calcio2Ho0 0.2650
Nitrato férrico-9H,0 0.0001
Sulfato de Magnesio anhidro 0.1000
Cloruro de potasio 0.4000
Cloruro de Sodio 6.4000
Fosfato de sodio monob4sico y anhidro 0.1090
Tabla A2. Composicién de la solucién de aminodcidos no ial
M-7145)
L-Alanina-HCl 0.89 g/L.
L-Asparagina 1.50 g/l
L-Aspdrtico 1.33 g/L
L-Glutdmico 1.47 g/L
Glicina 0.75 g/l
L-Prolina 1.15 g/,
L-Serina 1.05 gL
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APENDICE B
SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS

INTERFASE A/D - D/IA SALIDA

0oooc00 o "S¥RUERY | DIGMAL
0000000 O 9680088

SALIDA
ANALOGA

PUERTO MODEM

COMPUTADORA

(=)
(=

RELEVADORES

PERISTALTICA

BIOREACTOR
MEDIO DE CULTIVO O O
BOMBAS
Aco PERISTALTICAS BASE

Figura Bl. Diagrama de componentes del sistema de
’ control y adquisici6n de datos!.
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APENDICE C .
ANALISIS DE AMINOACIDOS Y AMONIO
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Figura Cl. Ejemplo de cromatograma de estdndares de aminogcidos
: y fo. Se tran los tiempos de elucién para los
diferentes aminodcidos, el amonio y el control interno.
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Figura C2. Curvas patrén de estdndares de aminodcidos y amonio.

Los datos mostrados en cada grifica son de diversos

cromatogramas a diferentes concentraciones de

estdndar, y la linea corresponde a la regresi6n lineal.
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. APENDICE D
ANALISIS DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

200
@)
= 2
180 y = 50.140x + 2.827 < = 0.955
| o)

160 O

o (o]
140- o

AcM, ng/mL

00 05 10 15 20 25 30
Absorbancia, 405 nm .

Figura D1. Curva patrén de anticuerpos monoclonales. Los circulos

huecos representan datos que se encuentran fuera de la
linearidad entre absorbancia y concentracién.
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APENDICE E
CINETICAS DE CULTIVOS ESTATICOS CON EXCESO DE
GLUTAMINA Y GLUCOSA

. A
- =
o E
-]
]
33
2%
=3
2
(3]
B
)
-]
o
+1
3
(T
L) L] A T T L 3 T
1 (o]
0 24 48 72 9 120 144
' Tiempo, h
Figura El. Cinéticas de crecimiento, consumo y produccién de

metabolitos en cultivos estdticos con exceso de
glutamina y glucosa (4 mM GLN, 4 g1 GLC). Cada
tipo de sfmbolo representa a los da(os de un cultive
independiente.’ X
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APENDICE F
CINETICAS DE CULTIVOS ESTATICOS BAJO LIMITACION DE
GLUTAMINA
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Figura F1. Cmétncas de crecimiento, c y produccié

de metabolitos en cultivos estdticos bajo
limitacién de glutamina (1 mM GLN, 4 g1 GLC).
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APENDICE G
CINETICAS DE CULTIVOS AGITADOS BAJO LIMITACION DE
GLUTAMINA

-
[w]

o o

108 células/mi
o

Células viables,

Glucosa, g/l
Lactato, g/l

AcM, mg/l

s} ¥ T T T
0 24 48 72 96
‘ Tiempo, h
Figura G1.  Cinéticas de crecimiento, consumo y produccién
. de metabolitos en cultivos agitados bajo limitacién
de glutamina (1 mM GLN, 4 g1 GLC).
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Células viables,
108 célutas/mi
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Estimacién en-linea del agotamiento de glutamina en
cultivos por lote (1 mM GLN, 4 g/l GLC). La linea
punteada vertical corresponde al tiempo de agotamiento
de GLN y los datos al cultivo mostrado en la figura G1.
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Figura G3. Perfiles de variables adquiridas y de control en
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al cultivo mostrado en 1a figura GI1.
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APENDICE H
EFECTO DEL SUERO FETAL BOVINO

Se realizaron cultivos en frascos-T para estudiar el efecto del suero fetal bovino (SFB) sobre la
locidad especifice de imi (1) y la productividad especifica de AcM (qacn). Las células se
cultivaron con medio de cultivo DMEM (4 mM GLN, 4 /1 GLC, 10% v/v SFB; ver secciones 4.2 y
4,4) hasta una densidad celular de aproximadamente 0.8 x 108 células viableml. Las células fueron
centrifugadas a 700 rpm durante 10 min y resuspendidas en media de cultivo sin suero (este paso se
repili6 una vez mds para asegurar que no hubiese trazas de SFB). Se determind la densidad celulary
tos volimenes adecuados de SFB y medio de cultivo DMEM sin suero pan iniciar cada experimento a
las condici J das. La suspension de células fué colocada y mezclada en frascos-T de 25 cm?
para obtener un cultivo de 10 ml a concentraciones iniciales de 0.1 x 106 células viables/ml y
concentraciones de 0.0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 2.0, 5.0 y 10.0% v/v de SFB. Se tomaron
imad tres diarias y el imi celular se sigui6 durante 10 dfas. Se determinG
el fndice de viabilidad (f x dt) como ¢l frea bajo la curva de concentraci¢n de células viables contra
tiempo por ¢l método integral de los trapecios. La velocidad especifica de crecimicnto aparente s¢
determinG para la fase exponencial (ver seccién 4.9.1),

Estos cultivos s¢ realizaron simultdncamente e iniciaron a una concentracién de 0.073 x 108
células viables/m! y a una viabilidad por arriba del 80%. Las figuras H1 y H2 muestran las cinfticas
de crecimiento y los perfiles de viabilidad, respectivamente, durante el transcurso de estos cultivos. Se
observé que a concentraciones muy bajas de SFB (0 y 0.3%), 1a densidad celular y la viabilidad del
cultivo disminuyeron con respecto al tiempo de cultivo. A concentraciones bajas (0.6, 0.9y 1.2%), la
densidad celular se mantuvo relativamente constante y la viabilidad det cultivo disminuyé con respecto
al tiempo de cuftivo. A concentraciones intermedias y altas (2, 5 y 10%), 1a densidad celular y la
viabilidad del cultivo incrementaron con respecto at ticmpo de cultivo, alcanzando un miximo para
Iuego pasar por las fases estacionaria y de muente. Para los cultivos de 5y 10% de SFB, la viabilidad
del cultivo alcanz valores méximos por arriba del 90%. Los culiivos de 5 y 10% de SFB alcanzaron
densidad lul fiximas de 0.96 x 106y 1.32 x 106 células viables/m), respectivamente.

La figura H3 muestra el efecto de ta concentracién de SFB sobre fa velocidad especifica de
crecimiento aparente (1) y sobre el fndice de viabilidad. Se observé que medida que aumenta la
concentracién inicial de SFB, Ta p y et tndice de viabilidad del cultivo aumentaron. Como se sefialé
anteriormente (seccitn 2.6), el fndice de viabilidad es proporcional a la produccién de AcM. De
acucrdo con esta aseveracidn y con los resultados de Jas figuras H1 a H3. podemos inferir que ¢l
crecimiento celular, la velovidad especifica de crecimiento aparente, el indice de viabilidad y 12
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Figura H1. Perfiles de concentracién celular a diferentes
concentraciones de suero fetal bovino.
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Figura H2, Perfiles de viabilidad a diferentes concentraclones
de suero fetal bovino,
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produccidn de AcM 4 medida de fa ién de SFB. Adicional dela
figura H3A podemos inferir que el efecto del SFB sobre la velocidad especifica de crecimi sigue
una cinética tipo Moned. Estos resultados son similares a los encontrados por otros

investigadores8.37.38.44,

El suero proporciona una variedad de comp arios para la proli i6n celular??.
Los sucros incluyen nutricntes como lipidos y carbohidratos. harmonas como la prostaglandinas,
factores de adhesidn come fu fibronectina, protefnas quelantes coma la transferina. enzimas como la

1 e inhibid de enzimas??. Para asegurar que los diversos componentes del suera no se
imi la mayoria de los medios de cultivo son suplementados con

en concent

un 10% v/v de suero. Sin embargo, el uso de suero p serias 1jas. Por ejemplo, el alto
costo del suero, la composicién compleja e indefinida del mismo (con variaciones de composicién de

lote a lote), la posible inacién con virus o miclop y el probl de separacién en los
procesos de purificacion de AcM47.

Con el fin de mejorar la economfa del proceso de produccién de AcM, se han realizado

esfuerzos para reducir o eliminar el suero medi la sub parcial 0 pleta del mismo. En
" su substitucién, se han usado compuestos como la transferina, etanolamina, insulina, selenio,
fib ina, lipoproteinas y 8 p 147.55 Sin embargo, el costo sigue siendo clevado y

siguen presentes protefnas que afectan ¢l proceso de purificacién. Ademds, la determinacién de los
requerimentos especificos para cada ifnea cetular es costosa y laboriosa. Por otro lado, Ramfrez et
al.# emplearon calostro y leche de bovinos como substituta completo del suero. Ellos lograron
reducir en ocho veces el costo por mg de AcM producido. Sin embargo, el probl de la indefinicién
del medio sigue presente al emplear calostro o leche de bovinos.

Uno de los principales motivos por los que se emplean sueros es que proposcionan al cultivo
factores de crecimiento. Sin embargo. se ha hipoletizado que los hibridomas secretan sus propios
factores de crecimicnto, pero que éstos no son suficientes si la densidad celular es baja24.37. Por
ejemplo. los resultados mostrados en la figura H4 sustentan esta hip6tesis. La figura H4 muesta los
perfiles de crecimiento para cinco cultivos (sin SFB) iniciados a diferentes concentraciones celulares:
0.1 x 105, 0.3 x 106, 0.5 x 106, 0.7 x 106 y 0.9 x 106 células viables/m] (inéculos sin SFB). Cabe
mencionar que !a sensibilidad y presicién del método utilizado para la determinacién de la
concentracidn celular ¢s de £0.05 x 106 células/mi (indicado en la figura H3 como la barra de error).
Por lo mismo, se observi yue sol huba crecimiento celular apreciable en el cultivo iniciado a
0.9 x 106 células viables/m]. En el resto de los cultivos. la densidad celular disminuy6 o se a
concentraciones relativamente bajas. Ozturk y Palsson37 reportaron resultados similares, atribuyendo
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Células viables, 108 células/ml

Figura H4.

Tiempo, h

Efecto de !a concentracién de indculo, en cultivos sin
SFB, sobre el crecimiento celular. La barras indican la
presicién de la técnica de teo de células y se muestra
sélo para poder apreciar las tendencias de crecimiento
en los distintos experimentes mostrados en esta figura.
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el crecimiento celular (en cultivas con altas Tut iniciales) a la existencia de
de imiento Jos por las propias células.
Lai ria de estos resultados radica en la posibilidad de reducir el requerimiento de SFB a

través de métodos de cultivo que mantengan una concentracién celular aita desde la inoculacidn y a lo
lurgo del cultivo. Un posible método es el cultivo exponencialmente alimentado, el cual se describe en
¢l apéndice I. Por cjemplo, un cultivo exponencialmente alimentado que inicie con una alta
concentracidn celular podria emplear medio libre de sucro (o por lo menos en menores
concentraciones) en la corricate de alimentacién, reducienda el uso global del mismo.
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APENDICE I

CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS
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APENDICE L1
Articulo “Metabolic and kinetic studies of hybridomas in

exponentially fed-batch cultures using T-flasks” por A.E. Higareda,
L.D. Possani y O.T. Ramfrez
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Abstract

Exponentially fed-batch cultures (EFBC) of a murine hybridoma in T-flasks were explored as a simple
altemmative experimental tool to chemastats for the study of metabolism, growth and monoclonal
antibody (MAb) production kinetics. EFBC were operated in the variable volume mode using an
exponentially increasing and predetermined stepwise feeding profile of fresh complete medium, The
dynamic and steady-state behaviors of the EFBC coincided with those reported for chemostats at
dilution rates betow the maximum growth rate. In particular. steady-state for growth rate and
concentration of viable cells, glucose, and Iactate was atwined at different dilution rates between 0.005
and 0.05 h'!. For such a range, the glucose and lactate metabolic quotieats and the steady-state
gl v d, wh total MAb, vol ic. and specific MAb production rates
decreased 65-, 6-, and 3- fold, respectively, with i ing dilution rates. The lactate from glucose
yield remained relatively constant for dilution rates up to 0.03 h-1, where it started to decrease. In
contrast, viability remained above 80% at high diluticn rates but rapidly decreased at dilution rates
below 0.02 h-1, No true washout occurred during operation above the maximum growth, as
concluded from the constant viable cell number. However, growth rate decreased to as low as 0:01 h-

L, ing the requil of a mini cell density, and concomitant avtocrine growth factors,
for growth. (“- ion drawbacks were avoided by EFBC in T-flasks. Namely, simple and
stable operation was obmmed at dilution rates ranging from very low to above the maximum growth
rate. Furth ore, simul of multiple exp in reduced size was possibl

minimizing start-up time, media and equipment costs.

Abbreviations: EFBC: exponentially-fed batch culture; CSC: continuous suspended culture;
MADb: monoclonal antibody; D: dilution rate: g;: metabolic quotient or specific
rate of consumption or production of i.

Introduction

Complete kinetic churacterization of hybridoma cultures not only provides an important insight into cell
physiology and metabolism, but is also a necessary prerequisite for successful optimization and
scaling-up of monoclonal antibody (MAb) production. The reported dissimilar behaviors between
different hybridoma cell lines emphasize the importance of conducting kinetic studies in every case.
Fur instance, there exists contradictory information as to the effect of growth rate on the specific MAb
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production rate (qyiap). While many authors have shown that gpgap increases with decreasing growth
rate (Miller et al., 1988: Ramf{rez and Mutharasan, 1990; Martens et al., 1993). others have shown,
cither the opposite behavior (Low et al., 1987), an optimum at intermediate growth rates (Ray et al.,
1989). or no effect at all (Flickinger etal.. 1990). A broad range in qaap has also been reported: from
as low es 0.2 X 10°1® mg/cell-h (Leno et al., 1992) to as high as 33 X 10-10 mg/cell-h (Kurokawa et
al., 1993), Stability of Mab production (Frame and Hu, 1990) and sensitivity to ammonia and lactate
(Omasa et al., Qzturk ct al., 1992) also varics widcly among cell lines. In particular, Reuveny etal.
(Reuveny et al., 1987) have found that the commonly toxic lactate can siimulate growth of an
hybri cell line at ions below 22 mM. While most data indicate that the yield of lactate
from glucose increases with increasing growth rate (Miller et al., 1988: Ram(rez and Mutharasan,
1990) other studies show the opposite behavior (Ray et al., 1989). Furthermore, environmental
factors, such as hydrodynamic (Papoutsakis, 1991) and osmotic stress (Reddy et al., 1994) have also
been shown to be cell line and growth rate dependent.

The cffect of environmental parameters on cell growth, metabolism and product formation of
various hybridoma cel! lines has been determined in continuous suspension culture (CSC) (Miller et
al., 1988; Frame and Hu, 1990; Hiller et al., 1991; Kurokawa et al., Martens et al., 1993). CSC is
usually considered the most appropriate operation mode for such studies since homogeneous and
constant environmental conditions can be maintained. Nevertheless, CSC can be plagued by
significant drawbacks. Namely, CSC operation is expensive due to the inefficient use of sophisticated
media and the need of costly equip and instr ion, especially it multiple simultancous

peri are p d. CSC operation at low dilution rates can be problematic due to the higher
death rates and lower viability of hybridomas, possibly due to increased shear sensitivity at reduced
growth (Boraston ct al., 1984; Miller et al., 1988; Ramfrez and Mutharasan, 1990). An accurate
control of volume and flow rates is also difficult in such regions (Yamané and Shimizu, 1984).
Likewise, CSC presents increased risk of contamination during long operating times at low dilution
rates, and due to cell line instability a true steady state niigh( not be attainable (Frame and Hu, 1990,
and Martens et al., 1993). Furthermore, washout of the culture can occur at high dilution rates. Such
disadvantages have drawn cell culturists 1o use batch operation as a simpler tool for hybridoma
characterization. Nevertheless, baich culture data can provide misleading information (Miller et al.,
1988).

Fed-batch culture has proven to be a powerful experimental tool for microbial energetics and
kinetic studies {Keller and Dunn, 1978: Esener etal., 1981). Accordingly, such mode of operation
can represent an attractive aliernative 1o CSC. Nonetheless, applicution of fed-batch culture has been
mainly restricted to its conventional form of operation in which only small volume variations are
allowed and where the main goal is the achievement of high cell densities and productivities (Glacken
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et al., 1989: Ramfrez and Mutharasan. 1990: Hu and Piret. 1992; 3o et al., 1993a). In conventional
fed-batch operation. medi ining a highly d carbon or energy source, but usually
deficient in other nutrients, is fed in severa! modes and a quasi-steady state is attained only for a single
limiting substrate. In contrast. Remirez et al. (Ramfrez et al.. 1994a. 1994b) have shown for microbial
systems that a steady state condition can be ined for most p if a variable volume
exponentially fed-batch cutture (EFBC) is employed. The dynamic und steady state behavior of EFBC
is the same as CSC. However. EFBC are technically simpler to run and permit stable operation in
regions where continuobs cultivation is not feasible. i.e. very low or high dilution rates. Furthermore,
equipment. medium utilization, and start-up time are minimized in fed-batch culture of hybridomas in
T-flasks, and multiple experiments can be perfurmed simultaneously with reduced risk of
contamination (Truskey et al., 1990). ’

Fed-batch operation using various modes of feedback flow rate control has been vsed for
different mammalian cells (Glacken et al., 1989; Truskey et al., 1990; Omasa et al,, 1992; Chevalot
and Marc, 1993). In such amdlcs. the pscudo—s(cady state condition has becn attained only for a
limited number of p & or repeated fed-batch operation has also been used asa
means of approximating continuous operation in plant and animal ceil culture (Tharakan and Chau,
1986; Ramfrez and Mutharasan, 1990; Lec ct al., Westgate et al,, 1991; Leno et al., Schmid et al.,
1992; Jo et al,, 1993b; Salazar-Kish and Heath, 1993). In this work, we report for the first time the
use of predetermined variable-volume EFBC in T-flasks as an aliemative to CSC for hybridoma kinetic
characterization studies. The effect of dilution rate on hybridoma growth, glucose consumption, and
lactate and MAb production is presented.

Materials and methods

Cell line and culture medium
A murine hybrid desig I BCF2, that a lizing lonal antibody (MAb)
specific to toxin 2 of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann was generated and used in this
study. Generation of the hybridoma cell line and the in vivo neutralizing activity of MAb has been
described clsewhere (Zamudio et al., 1992). The medium used was Dulbecco’s modified Eagle's
dium prepared from powdered formulation (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). The final
medium contained 4 ¢/1 glucose, 4 mM L-glutamine, 2.2 g/l NaHCO3, 13.2 mg/] oxaloacetic acid, 0.8
mg/l erystalline insulin. 5.5 mg/l sodium pyruvate. 1 % (v/v) of 100X nonessential amine acid
solution (Sigma), I % (v/v) of antibiotic antimycatic solution [penicillin (100,000 UA), streptomycin
(100 mg/l), amphotericin B (250 pg/N] (Sigma), and 10 % (v/v) fetal bovine serum (Sigma). The

concentration of antibiotics was much lower than those known to be cytotoxic.
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Exponentially fed-batch cultures

All fed-baich experime nts were performed in 75-cm? T-flasks maintained in a CO, incub 37°C.
6% CO,). Seven dilution rates, divided in two groups, were tested. In the first group of cultures.
operated at dilution rates of 0.005. 0.01. 0.02 and 0.07 h-1, the flasks initially contained a 4-ml cell
suspension consisting of hybridomas from mid-exponential phase of batch cultures and sufficient fresh
culture mediem to give a centration betow 0.5 X 106 cell/ml. For the second group, operated at
dilution rates of 0.03, 0.04 and 0.05 h~1. a 4-ml cell suspension of late-exp ial phase hybridomas
was placed directly in the flasks without diluting in fresh medium in order to give an initial
concentration of 0.9 X 106 cel/ml. After allowing the cells to grow in batch mode for a predetermined
period of time, a known volume of fresh culture medium was 2dded and a sample was removed for
cell number de.(crminau'on and other assays. The sample volume never exceeded 1-ml and was
typically 0.65-ml. Homogeneity of T-flasks before pling and after medium addition was achieved
by gentle mixing; the remaining time, the T-flasks remained static. This procedure was repeated
successively until a final volume of 40-ml was reached. Only the cultures operated at a dilution rate of
0.03, 0.04, and 0.05 h™! were allowed to grow in batch mode after the final volume was reached and
until cell viability decreased to less than 30 %. The time between medium additions and the volume
added in every instance was adjusted in order to obtain a volume profile that increased exponentially
with time. The time between medi dditions never ded 24 h, and the volume added in every
occasion remained between 1 and 4-ml. A fraction of the medium added corresponded to the volume
removed during sampling. Such a procedure resulted in a stepwise profile that closely traced the ideal
exponential profile that would be generated if a continuous feeding had been established. As described
below, a constant and predetermined dilution rate can be fixed through the use of exponentially-fed
batch cultures. In addition to the fed-batch experiments, batch control cultures in 30-m1 T-flasks were
also perforned.

Analytical methods

Cell number was determined by trypan blue exclusion method. Samples of supernatant taken from the
cultures were frozen at -20°C for later determination of glucose, lactate, and MAb concentration.
Glucose and lactic acid were determined enzymatically with a YSI model 2700 analyzer (Yellow
Springs Instruments Co., Yellow Springs, OH). MAD concentration was determined, as described
before (Ramirez and Mutharasan 1990), by an alkaline phosphatase “sandwich™ ELISA technique.
ELISA plates were read at 405 nm with a Titertek Multiscan MCC/340 reader (Flow Laboratories.
McLean. VA) and reported MAD titers were obtained from the average of 12 wells. The values of
MADb concentration repaned correspond only to the fed-batch phase.

Mathematical considerarions
Fora well-mixed fed-batch culture with sterile feed and no outflow, a cell balance over the T-flask is
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given by:

d(xV)

= V.

0 H(xV) (1)

where x. V. t, and 4 are viable cell concentration, culture valume. time, und apparent specific growth
rate. respectively. Thus. upon integration of eq. (1). i can be readily obtained from the slope of a
curve of Ln[xV] versus time. As described elsewhere (Ramfrez et al.. 1994a). a constant and
predetermined dilution rate, D, can be obtained in a fed-batch culture if an exponentially increasing
feeding flow rate, F(1). is set as:

d¥ -Fmy=VoDexp @y @
where the subindex 0 refers to the time of feeding initiation. Combining eqgs. (1} and (2), and
rearranging, yields:
ddax) _ .
I u-D 3.

Similarly, a substrate balance yields:

4s .g)-RE
dt D(S;-5) ¥ 4
where S and S are the substrate concentrations in the T-flask and in the feed, respectively, and Y is the
yield of biomass on substrate. As shown by egs. (3) and (4), the dynamic and steady state behavior of
an EFBC is identical to that of a CSC, underscoring the utility of the former as an alterative to the
later.

The specific glucose consumption, gg, and lactate preduction, qp, fates were determined as the
average of the individual rates between medium additions, which in wm were determined as:

_lGiVi}-(Giuy Vis) + G (Viey - Vill

4G..; (5)
R A
aL. lllies Vien) (L Vi) - Ly {Vies - Vil) ©)

! [(lm - l.)(w_uéﬂ&)]

where G and L; are residual glucose and factate concentrations, respectively, at the ith time interval.
The subindex r refers to the conc ion in feeding medi The apparent molar yield of lactate from

126



j
;

Apéndices

glucose was determined by dividing the average lactate and glucose metabolic molar quotients. The
total MAb produced. AMAD: the overall volumetric MAb production rate. rygapt and the average
specific MAb production rate were determined from equations 7. 8 and 9. respectively.

AMAD = MAb V- MAby V,y @
AMAb

= _OMAb_ 8

MAY = G o) Vi @
AMAb

= aMAD 9

AMav (17 - 10)X &

where [MAD] is the antibody concentration. the subindex f refers to the concentration at the end of the
fed-batch phase, and X is the average viable cell number defined as:

4
j (V) 'z" [&:ﬂé*‘_’h"d (ot - %)

=_do i=0
= - 10,
hRTR o) uo
Results and discussion
Barch cufuure
Figure 1 shows typical behavior of BCF2 hybridoma batch culture in 75-cm? T-flasks. After a
viable cell ion of 1.3 X 108 cel/m! was attained, a rapid decrease in viability was

observed. We have previously shown (Higareda et al.. 1993) that for BCF2 hybridomas in serum
containing media, glucose and glutamine are the main carbon and energy source, respectively, and that
depletion of cither one limits growth. Therefore, the observed growth cessation in batch is possibly
due to accumulation of toxic metabolic byproducts, such as lactate or ammonia, since gluiamine (data
not shown) and glucose were still present at imiting i The i growth rate,
calculated for the exponential growth phase, was 0.046 h-l. As shown in Fig. 1B, glucose
consumption and lactate production ceased a few hours after the maximum viable cell concentration
was attained, whereas MAb continued to increase until the end of the culture where a maximum of 36
mg/l was reached (Fig. 1C). The batch metabolic quotients for glucose and lactate, calculated as the
ratio of maximum growth rate to the corresponding cell yield, were 2.9 X 1013 and 5.7 X 10-13
mol/cell-h, respectively. The apparent lactate from glucose yield was 1.96 mol/mol, suggesting that
during batch growth glucose is converted almost entirely into lactate and that little is cambohz:d
through the TCA cycle. Such a high yield has also been reported for conti or pseudc
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Figure 1. Batch culture of BCF2 hybridoma in 75-cm? T-flask.
A; viable cell concentration (closed circles) and
viability (open squares). B; glucose (closed circles)
and lactate (open squares) concentration. C; MAb
concentration (closed circles).
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culture at high growth rates (Miller et al.. 1988; Ramfrez and Mutharasan, 1990). The total MAb
produced and the volumetric arid specific MAb production rates were 1.02 mg (1.4 mg if corrected for
40-ml). 0.28 mg/l-h, and 4.2 X 10-10 mg/cell-h, respectively.

Exponentially fed-batch cultures

Figure 2 shows the results of BCF2 vells during EFBC in T-tlasks at a dilution rate of 0.01 h-L. Such
results illustrate the typical behavior observed at intermediate dilution rates.  As shown by the dotted-
line in Fig. 2A, viable cell number i d exp ially. indicating that a growth rate was
attained. Cell viability rapidly decreased from 98% o around 70¢% during the first 2 days of culture.
but then remained at a relatively constant value of about 65% (Fig, 2A). Cell concentration increased
from 0.38 X 106 cell/m! at inoculation, to a steady-state value of 0.98 X 106 celVml after 8 days of
operation. Residual glucose and lactate concentrations ulso upproached steady-state values after the
same time period (Fig. 2B). No pH determinations were made, however from the lactate data and the
color of the indicator phenol red in the medium, it can be inferred that pH also reached a steady-state.
It should be noted that steady-state was attained using only a stepwise predetermined feeding profile.
which is in contrast to other more complicated systems where some means of feedback control is
required for maintaining a desired condition (Glacken et al., 1989: Truskey et al.. 1990; Omasa et al.,
1992). Furthermore, in other types of fed-batch operation, steady-state condition is usually antained
only for a limited number of parameters, whereas large variations occur in the remaining (Glacken et
al,, 1989; Chevalot and Marc, 1993; Jo et al., 1993b). As scen in Figure 2C, MAD concentrution dld

not reach a steady-state but cc ly i d, with lated MAb expe ally i
The complete MAb production profile was determined just tor this culture, whereas only the MAh
at the beginning and end of the fed-batch phase were detzrmined for the other dilution

rates tested,

Figures 3 and 4 present the results of the EFBC operated at dilution rtes of 0.005 and 0.07 v
1, respectively, the lowest and highest dilution rates tested. Such a broad range in dilution rates has
not been, to our knowledge, studied before for an hybridoma cell line. Most CSC reports have only
studied a 1.5- to 5.3-fold increase in dilution rate (Miller et al.. 1988: Ray, 1989; Frame and Hu,
1990; Hiller et al., 1991; Martens et al., 1993), being the range between 0,008 10 0,055 h+! among the
broadest one described (Leno etal, 1992). Small scale bioreactor operation in continuous mode at
very low dilution rates can present significant problems, such as difficulties in maintaining a constant
volume due to inaccurate control of low flow rates and losses by evaporadon, increased risk of
contamination, and increased shear Sensitivity. On the other hand, stable continuous or
pseudocontinuous operation at growth raies close to the maximum is difficult and culre washout
occurs if the critical dilution rate is exceeded. Such difficulties may explain the limited range of
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Figure 2, Exponentially fed-batch culture of BCF2 hybridoma in 75-cm?
T-flask at a dilution rate of 0.01 h-!. A; viable cell number and
viability. B; glucose and lactate concentration. C; MAbD
concentration and total MADb (open squares). Symbols as in Fig.
1. The continuous and dotted-lines in A and C correspond to an
exponential fit. In panel B, the dotted-line corresponds to the
ideal exponentially increasing volume profile that would have
been generated if a continuous feeding had been established, and
the stepwise profile corresponds to the actual volume.
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Figure 3. Exponentially fed-batch culture of BCF2 hybridoma in
75-cm? T-flask at dilution rate of 0.005 h-1, Rest of
legend as in Fig. 2.
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dilution rates studied in CSC. In contrast, EFBC permitted simple operation at a dilution rate almost
one order of magnitude lower than the maximum growth rate (Fig. 3). Furthermore, since no cell
removal exists in the EFBC. a true washout will not occur. This is shown in Figure 4 where even ata
dilution rate considerably higher than the batch maximum growth rate. the viable cell number slightly
increased from 1.5 X 106 to 2 X 106 cells, even though the cell e ion d d. Operation at
such a high dilution rate resulted in the plentiful supply of all nutrients at non-limiting concentrations
and very low ion of toxic bolic wastes, as illustrated in Fig. 4B for glucose and lactate

concentration,

As exemplified in Figs. 2 to 4, the trajectory followed by the various paramceters towards
steady-state corresponds to the expected behavior of a first order system following Monod-type
kinctics (see egs., (3) and (4)). Namely. a steep initial response succeeded by a slower direct, i.e. non
oscillating, approach to steady-state. Such a transient behavior is the same as the one traced during
start-up and step perturbations of CSC, with each particular system requiring a characteristic response
time to reach steady-state. For instance, more than 13 residence times were needed to reach steady-
state glucose concentration during CSC start-up and dilution rate step increases (Frame and Hu, 1990,
Hiller et al., 1991). In contrast, less than 3 residence times were needed for lactate concentration 1o
reach steady-state after a step reduction in the feed medium glucose concentration (Ray et. al, 1989).
The observed response times in the EFBC for the various parameters ranged between those cited above
(see Figs. 2 10 4), underscoring the similaritizs between EFBC and CSC.

Effect of dilution rate
Figures 5 to 7 summarize the results of the EFBC at all dilution rates (D) tested. As seen in Figure 5,
the steady-state viable cell concentration showed a maximum around 1 X 106 cel/ml ata D of 0.01 h-1,
but rapidly decreased at lower or higher D. A similar behavior has been reported for hybridomas in
CSC or pseudocontinuous culture where maximum steady-state cell concentration has been found to
occur between D of 0.015 10 0.03 h-! (Milter et al., 1988; Ray et al,, 1989; Ramfrez and Mutharasan,
1990; Hiller et al., 1991; Lenoet al., 1992). Residual glucose approached the cc ration of feeding
medium as D increased. Glucose did not limit growth as it remained above 1.9 g/l for all the
- conditions tested, Cell viability remained relatively constant at 80 % for D above 0.02 h+l, but rapidly
decreased to less than 30 % as D decreased to 0,005 h-!, Such a high sensitivity of the viability at low
dilution rates has been described previousty for pseudocontinuous (Ramfrez and Mutharasan, 1990)
and CSC (Boraston et al., 1984; Miller et al., 1988). and is probably caused, at least partially, by the
higher levels of byproducts and lower concentration of essential nutrients, For instance, as seen in
Figs. 2 to 4, the steady-state lactate concentration decreased from 1.8 to 0.2 g/l as D increased from
0.005 10 0.07 hr1, Sucha change in lactate concentration corresponds to a change in pH of only 0.06,
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as measured in cell-free control medium. Thus. differences in viability and other parameters discussed
betow. such as MAD production. between the various dilution rates cannot be atuributed to the
differences in pH. The rate at which the viability decreased as D decreased was found 1o be lower in
the EFBC than in the CSC reports. This suggests that at low growth rates the death rates in the EFBC
are lower than in the agitated CSC, which can be explained by the absence of hydrodynamic damage in
the static culture conditions.

Figure 5B shows that the growth rate at steady-state followed the same behavior of an ideal
CSC (indicated in the graph by the dotted-diagonal line) for growth rates below the maximum
observed in batch cultures (indicated by the dotted-horizontal line). That is, a predetermined growth
rate equal to the dilution rate can be attained. Surprsingly, for D above the maximum growth rate, the
apparent specific growth rate did not remain at its maximum, but rather decreased rapidly to very low
values. Such a behavior contrasts with that of microbial EFBC where the specific growth rate has
been found to remain at its maxi| value as D i d above the maximum specific growth rate
(Ramfrez et al., 1994a). As mentioned before, even though a net increase of 0.5 X 106 cells was
observed in the EFBC at a D of 0.07 h'!, the high rate of medi ddition caused a d incell
concentration from an initial value of 0.4 X 106 cell/m to less than 0.07 X 106 cell/ml after 24 h of
- operation. Therefore, the low growth rate observed at such a high dilution indicates that a minimum
cell density is needed for active growth to occur. Such a requirement also swongly suggests the
existence of autocrine growth factors necessary for hybridoma proliferation. Similar requirements, in
medium with or without serum, and evidence of the existence of autrocrine growth factors have been
reported before (Tharakan and Chau, 1986; Lee et al., 1991). The work of Leno et af. (Leno et al.,
1992) was found to be the only report of a culture operated at D above the batch maximum specific
growth rate. In contrast to this work, they found growth rates as much as 25 % higher than the
maximum batch specific growth rate, which may be explained by the much higher cell-concentration
present when the high D were initiated, as well as the possibility of substantial growth on walls due to
the particular system employed.

The average specific glucose uptake rate (qg) and the average specific lactate production rate
(qL) as a function of D are shown in Figure 6A. As observed by others (Miller et al., 1988; Ramirez
and Mutharasan, 1990; Hiller et al., 1991) qg and qp, increased linearly with D for growth rates below
the maximum. For D above 0.045 h-l, qg and qg, decreased due to the lower apparent specific growth
rates that occurred during such high D. The apparent yield of lactate from glucose (Y) 4g) remained
relatively constant at around 1.7 mol/mol up to a D of 0.03 h-! where it started to decrease (Fig. 6B).
Hiller et al. (Hiller et al., 1991) have also observed that Y| 4g remains relatively constant in CSC
between D of 0.015 t0 0.03 h-L, but in contrast to this work, they observed an increasing Yy as D
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increased above 0.03 hl. The Yy at all the D tested in the EFBC were lower than in the baich

culture, which indicates a higher efficiency of glucase utilization under the controlled growth
_ ¢

conditions. X

The effect of D on MAb production during EFBC is summarized in Figure 7. The data points
represent the overall parameters determined from the MAb ntrations at the initiation and end of
the fed-batch phase (egs. (7) o (9)). It should be noted that the culture volume increased from 4 to
40-m! during all the EFBC. Therefore. in every condition tested, the same mean number of 3,33 cell
generations was allowed. Accordingly. sucha protocol results in a more reliable compatison between
experiments and avoids interpretation problems due to ion-associated ph such as loss
of MAb productivity due to cell line instability (Frame and Hu, 1990; Hiller et al., 1991). For
instance, Martens et al. (Martens et al., 1993) have observed in CSC the occurrence of twa distinctive
hybridoma populations and a drop in specific MAb productivity after about 30 generations. Such
behavior should caution on the use of CSC for extended periods of time during hybridoma kinetic
studics. As scen in Figure 7A, the volumetric MAD production rate and the total MAb produced during
the fed-batch phase decreased 65- and 6-fold, respectively, with increasing D. Likewise, the specific
MAD production rate decreased from 6.5 X 10-10 mg/cell-h at a D of 0.005 h-) to around 2 X 10-10
mg/cell-h at a D of 0.05 h-! (Fig. 7B). Such a negative correlation between MAb secretion rate and
growth rate has been commonly reported for different hybridoma cell lines (Boraston et al., 1984;
Miller et al., 1988; Ramfrez and Mutharasan, 1990; Leno et al,, 1992; Martens et al,, 1993), For
instance, Ramfrez and Mutharasan (Ramfrez and Mutharasan, 1990) observed that gyap decreased
from 2 X 10-10 to 0.5 X 10-19 mg/cell-h s dilution rate increased from 0.007 to 0.042 h-!, and
attributed such a behavior 1o a higher MAb production rate of G cells compared to cells traversing
through mitosis and other stages of interphase. Likewise, Miller et al. (Miller et al., 1988) found an
approximately 16- and 2- fold increase in untibody concentrution and gy ap, respectively, for a 2.5-
fold decrease in dilution rate. Such an increase was proposed to be cither due to a stressed condition
that favored protein production or to dif ial MAb production rates during the vasious phases of the
cell cycle. In addition to such possibilities, it has also been discussed (Martens et al., 1993) that the
increased MAD production at low dilution rates could be due to an increased passive release of
antibodies or its fractions by the Jarger concentration of dead cells under such conditions.
Nevertheless. independently of the cxplanation given for the observed behavior, it can be seen that the
EFBC can be used as an important experimental tool to determine such trends, especially since
dissimilar behaviors exist between different hybridoma celis. For instance, increasing qmap with
increasing D (Low et al., 1987), an optimum gy ap 4t intermediate growth rates (Ray et al., 1989), or
ro effect at all (Flickinger et al., 1990) have also been reported.  Any of these behaviors can be
explained from simulution analysis of the assembly rate of the heavy and tight chains of the antibody
mulecule (Flickinger etal.. 1492).
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Finally, results of the batch culre, corrected for 40-ml culwre volume, have also been
included in Figure 7 for comparison and are represented as the horizontal dotied lines. As seen, the
overull volumetric MAb productivity obtained in bawch culture was higher than in EFBC at any of the
dilution rates tested. This results from the higher cell concentration maintained during a longer period
of time in batch compared to the EFBC. In contrast. the total MAb and qagap in batch culre only
reached the values obtained at intermediate dilution rates in the EFBC. Since in batch culture cells
grow from very low to very high rates as they progress through the various phases, it is reasonable
that the total and specific MADb values correspond to those of an average intermediate growth rate.

Conclusions

The results of this study show that expanentially fed-batch cultures of hybridomas in T-flasks can be
used as a simple aliernative experimental tool to chemostats for the study of metabolism, growth, and
MADb production kinetics. EFBC allowed simple and stable operation of simultaneous multiple
experiments at either very low or very high dilution rates, minimizing the start-up time, equipment
cost, media wtilization, and risk of contamination. Furthermore. the dynamic and sieady-state
behaviors of the EFBC were found to be similar to those reported for CSC. For the hybridoma cell
line generated and studied here, it was found that with increasing growth raie the viability, metabolic
quotients for glucose and lactate, and residual glucose concentration increased; whereas viable cell
concentration, totat MAb, MAb specific and volumetric production rates, and residual lactate
decreased. Finally, low growth rates observed at dilution rates above the batch maximum growth rate
suggest the requirement of a minimum ceit density, and concomitant autocrine growth factors, for
growth. Production studies, underway, on the implementation of EFBC in bioreactors should
overcome interpretation difficulties due to the lack of an accurate control of pH and dissolved oxygen;
such limitations are always associated with any study performed in T-flasks.
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APENDICE 1.2
COMPLEMENTO DEL ARTICULO

En esta secci6n se presentan las figuras de los cultivos exp

dos pero no jos en el antfculo (apéndice 1.1),
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