03072

~& Instituto de Biotecnologia

Universidad Nacional Auténoma
de México

"Evaluacién de los sistemas enzimaticos glutamino 7 i
sintetasa y glutamato deshidrogenasa para la

eliminacién de amonio del medio de cultivo de
células de eucariotes superiores"

TESIS

que para obtener el grado de
Maestro en Biotecnologia
presenta

Ing. Francisco Villasefior Ortega

Cuernavaca, Morelos 1998

BALLL D ORI 26 27 84



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo fue realizado en ¢l Departamento
de Bioingenieria det Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México, bajo la
asesoria del Dr. Octavio Tonatiuh Ramirez Reivich.
Durante la realizacién de este trabajo, se conté con
el apoyo econémico de la Direccién General de
Asuntos del Persenal Académico (DGAPA-
UNAM) a través del proyecto IN 506594 y del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACyT) con la beca 21901.




A ios.

Ror pormitirme egistir p concluir esta mola.

A mis Ladres.
Garmen Oriega de Fillaseror.

Y
Miguel Pillaserior Tirado.

Ruicnes con su carifio, asfucrao, lrabaje y sacrificio
lograron sacar adelante una familia tan grande.

A mis SCermanos.

CMiguclt, Obalvador!, ~José Luis, Garmeon, Crlia,
CMarcos, (Guadalups, Martha, (Quillermina,
QBabrador, LQuzs Marla, Leaticia y Martin.

Ruicnes con su apayo incondicional y cjemplo, me
han motivado para lograr mis motas.

A mis QBobrinos.

ChMigusl Antonio, Luis Alberts, Osvaldo, Svan,
José Rafacl, Rafael CMartha Algjandra,
COuadalups, Andrea, CMarcos, (Gorardo, Migquel
Jassica, Arturs, Ricards, Ernests, Xnrigue,
QBalvador y CMartin.




Reconocimientos:

Al Dr. Octavio Tonatiuh Ramirez Reivich por aceptarme en su grupo de trabajo, y por su apoyo
para la realizacibn de esta tesis.

A los miembros del Jurado, por sus valiosos comentarios en la revision de este trabajo:

Dr. O. Tonatiuh Ramirez
Dr. Eduardo Bdrzana

Dr. Agustin Lépez Mungufa
Dra Elda Guadalupe Espin
Dr. Rafael Vdzquez

Al Instituto Tecnoldgico de Celaya, por todo el apoyo recibido.

AIM.B Alfonso G6mez por su participacién en el desarrollo de este trabajo.

A mis amigos: Antonio, Edith, Angélica, Claudia, José Luis, José Antonio, Laura, Ronaldo, Ana
Edith, Verdnica, Miranda, Laura Idalia, Betty, Lolis. Martha, Gaby, Rocio, Rubén, Ménica,
Patricia, Leticia, Nancy, Celia, Gabriel y Mauricio.

A mis compaiieros de laboratorio OTR/EG.

A mis compafieros de trabajo y amigos: Simedn Bautista, Hugo Jiménez, Lorenzo Guevara,
Guadalupe Almanza, Humberto Ociel. Victor Barrera, Leticia Marquez, Rafael Veloz, David
Herndndez, Luis David Patifio, Luis Guzman, Paulina Barba, Ramén Guevara, Sanjuana
Herndndez, Teresa Sénchez, Ruth Trejo, Maria Reyna Rivera, Mayolo Juarez, Margarita Trejo, Luz
Maria Rodriguez.




Indice general

Indice de figuras.
Indice de tablas.
Resumen.
Capitulo I

1. Introduccién.
Capitulo I

2. Antecedentes.

2.1 Metabolismo de glutamina en células animales cultivadas in vitro.
2.1.1 Relacién metabélica glucosa-glutamina.
2.2 Descomposicién quimica de glutamina.
2.3 Toxicidad del ion amonio.
2.3.1 Trastorno en el transporte de iones sodio y potasio a través de la membrana
citoplasmdtica.
2.3.2 Toxicidad por cambio del pH intracelular.
2.3.2.1 Toxicidad del NHa.
2.3.2.2 Toxicidad del NH4*.

2.3.3 Efecto inhibitorio de! crecimiento celular por aumento en la concentracion de

las reservas de aminoazicares causado por amonio.
2.3.4 Efecto téxico del amonio en el metabolismo celular.
2.4 Estrategias para contender con el problema de la toxicidad del amonio.
2.4.1 Estrategias para reducir la formacion de amonio.
2.4.1.1 Remplazo de glutamina por derivados estables.
2.4.1.2 Sustitucion de glulamina por substratos alternativos estables.
2.4.1.2.1 Sustitucién de glutamina por glutamato.
2.4.1.2.2 Sustitucién de glutamina por asparagina.
2.4.1.3 Control de nutrientes; adicién controlada de glutamina y glucosa.
2.4.1.3.1 Procesos alimentados con control predeterminado.
2.4.1.3.2 Procesos alimentados con centrol retroalimentado.
2.4.1.4 Seleccién y adaptacion de lineas celulares.
2.4.1.5 ADN recombinante.
2.4.2 Estrategias para eliminar amonio.
2.4.2.1 Cultivos continuos con retencién celular (perfusién).
2.4.2.2 Adsorcién mediante resinas de intercambio i6nico y zeolita.

2.4.2.3 Membranas no porosas de intercambio i6nico.

Pagina

vi

oe -3 =1 Wh Gh

10

1}



2.4.2 4 Membranas hidrofébicas permeables a gas.
2.4.2.5 Eliminacién de amonio por dilisis.
2.4.2.5.1 Electrodidlisis.
2.5 Enzimas con capacidad de eliminar amonio.
2.5.1 Glutamino sintetasa.
2.5.1.1 Aplicaciones biotecnol6gicas de la glutamino sintetasa.
2.5.2 Glutamato deshidrogenasa.

2.5.2.1 Aplicaciones biotecnoldgicas de la glutamato deshidrogenasa.

Capitulo I
3. Objetivos.
3.1 Objetivo general.
3.2 Objetivos especificos.
Capitulo IV
4. Materiales y métodos.
4.1 Lineas celulares.
4.2 Medios de cultivo,
4.3 Congelacién de células.
4.4 In6culo.
4.5 Cultivos estdticos por lote.
4.6 Cultivos en frasco agitado.
4.7 Métodos analiticos.
4.7.1 Determinacion de la concentracién celular.
4.7.2 Determinacién de glutamato y glutamina.
4.1.3 Determinacién de amnonio.
4.7.4 Determinacién de ortofosfato.
4.7.5 Determinacion de la actividad enzimdtica de la glutamino sintetasa.
4.7.5.1 Ensayo de gamma transferasa (YGT).
4.7.5.2 Ensayo de sintetasa.
4.7.6 Determinacién de osmolaridad.
O Capitulo V
5. Resultados y discusidn.
5.1 Establecimiento de las condiciones de operacidn de la glutamino sintetasa.
5.2 Inactivacién de la enzima GS.
5.3 Cinéticas de la glutamino sintetasa en medio de cultivo DMEM.
5.4 Cinética de la glutamato deshidrogenasa en medio de cultivo DMEM.
5.5 Estabilidad del ATP en medio de cultivo DMEM.
5.6 Estabilidad de la glutamina en medio DMEM.

26
27
28
29
30
31
32
33

34
34
34

35

35
35
36
36
37
37
37
37
38
38
39
40
4]
42
43

Sl G

49
51
52
54



5.7 Formulacién de un medio de baja osmolaridad.

5.8 Efecto de }a concentracién del MgCl; sobre el crecimiento celular.

5.9 Efecto de la concentracién del glutamato sobre el crecimiento celular.

5.10 Efecto de la concentracién del ATP sobre el crecimiento celular,

5.11 Evaluacion del efecto téxico del ATP-Mg en relacién al ATP.

5.12 Efecto de 1a concentracién del ATP extracelular sobre el crecimiento en células de
insecto Spodoptera frugiperda (5-9).

5.13 Efecto del a-cetoglutarato en cultivo de hibridomas.

5.14 Efecto de la presencia del NADH en el cultivo de hibridomas.

5.15 Efecto de la presencia del NADH extracelular en cultivo de células de insecto Sf-9.

5.16 Utilizacién del sistemna enzimdtico GS con dosificacién de ATP en pulsos.
5.17 Utilizacién del sistema enzimdtico GDH en cultivo de hibridomas.
Capitulo VI
6. Conclusiones y direcciones futuras,
Bibliografia.

56
59
6l
61
63

65
66
67
68
70

72
73



Figura 1.1
Figura 2.2

Figura 5.1
Figura 5.2
Figura 5.3
Figura 5.4
Figura 5.5
Figura 5.6
Figura 5.7

Figura 5.8
Figura 5.9

Figura 5.10
Figura 5.11
Figurg 5.12
Figura 5.13
Figura 5.14
Figura 5.15

Figura 5.16

Indice de figuras

Diagrama del metabolismo de glutamina en hibridomas.

Diagrama esquemdtico del efecto téxico del amonio generado tanto por las
células como el producido por descomposicitn espontdnea de glutamina.
Cinéticas de consumo de glutamato a diferentes concentraciones de enzima
en buffer imidazol.

Efecto inhibitorio del EDTA en la reaccién catalizada por Ja glutamino
sintetasa al secuestrar los jones Mg2*.

Comparaci6n de las cinéticas de la enzima glutamino sintetasa en medio de
cultivo DMEM para hibridomas con y sin SFB.

Cinética del proceso de eliminacién de amonio con la enzima glutamato
deshidrogenasa en medio de cultivo DMEM con SFB.

Cinéticas de generacién de fosfatos por descomposicién de 15 mM de ATP
en medio de cultivo DMEM

Cinética de hidrélisis no enzimdtica de ATP, inferidas por la generacién de
ortofosfato.

Cinéticas de descomposicién espontdnea de glutamina en medio de culiivo
DMEM.

Osmolaridad de diferentes medios formulados.

Incremente de osmolaridad por adicidn de los diferentes reactivos dcl
sistema GS.

Cinética de crecimiento de hibridomas a diferentes concentraciones de
MgCls. .

Efecto de 12 concentracién de MgCly scbre la velocidad especifica de
crecimiento y tiempo lag en cultivos de hibridomas.

Efecto de la concentracién de glutamato de sodio sobre la velocidad
especifica de crecimiento de hibridomas.

Cinéticas de crecimiento de hibridomnas con dosificacién de pulsos de ATP a
diferentes concentraciones.

Cinéticas de crecimiento de hibridomas con dosificacién de pulsos de ATP y
ATP-Mg a diferentes concentraciones.

Efecto de la concentracidn del ATP y ATP-Mg sobre la velocidad especifica
de crecimiento de hibridomas.

Cinética de crecimiento de c€lulas de insecto con pulso de 5 mM de ATP.

iv

(Y]

46

48

50

52

53

54

35
57

58

60

60

61

62

63

65



Figura 5.17

Figura 5.18

Figura 5.19

Figura 5.20

Figura 5.21

Cinéticas de crecimiento de hibridomas con 2 mM de a-cetoglutarate
inicial.

Cinéticas de crecimiento de hibridomas en presencia de 2 mM de NADH
inicial.

Cinéticas de crecimiento de células de insecto $f-9 en presencia de 5 mM
de NADH inicial.

Cinéticas de crecimiento de hibridomas y produccion de amonio, en
presencia del sistema enzimético GS con dosificacion de la concentracién
del ATP mediante pulsos. .
Cinéticas de crecimienta de hibridomas en presencia del sistema enzimatico
GDH

66

67

68

69

71



Tabla 2.1

Tabla 5.1

Tabla 5.2

Tabla 5.3

Tabla 5.4

Tabla 5.5

Indice de tablas

Valores para el clculo de la constante de primer orden de la descomposicién
quimica de glutamina en diferentes medios de cultivo a 37 °C como una
funcién del pH.

Comparacién de la velocidad de reaccidn inicial de 1a enzima glutamino
sintetasa en buffer imidazol a concentracién de sustratos menor a saturacién
con la velocidad inicial tedrica a condiciones de saturacién de sustratos.
Comparacién de la actividad de la enzima glutamino sintetasa en buffer
imidazol y medio de cultivo DMEM con y sin SFB.

Efecto del incremento de osmolaridad de! medio sobre velocidades
especificas de crecimiento y metabolicas.

Diferentes medios formulados con medioc DMEM comercial y medio
preparado con 15 mM de ATP, 6.25 mM de glutamato, 25 mM de MgCly y
1 unidad/ml de enzima.

Comparacién del incremento de osmolaridad real e ideal de cada uno de los

componentes del sistema enzimdtico de la glutamino sintetasa.

vi

47

46

56

57

58



Resumen

)

RESUMEN

En los iiltimos afios, el cultivo de células de eucariotes superiores (CES) ha adquirido gran
'fmportancia, debido a la exquisita actividad biolégica de los productos generados por estas
células. Entre estos productos se encuentran los anticuerpos monoclonales, vacunas, hormonas
y factores de crecimiento, entre otros, cuya actividad en buena medida depende de las
modificaciones post-traduccionales que son llevadas a cabo solamente por las células de
eucariotes supcn%rcs. Sin embargo, Ja mayoria de los cultivos in vitre de CES se ven afectados
cuando metabolitos téxicos, como el amonio, alcanzan concentraciones inhibitorias para el
crecimiento celular. En particular, concentraciones tan bajas como 2-3 mM de amonio reducen
considerablemente el crecimiento de varias lineas celulares.

El amonio se genera por las células debido al metabolismo de aminodcidos y
extracelularmente por la descomposicién quimica de glutamina (Gln), asi como la degradacién
enzimética de Gln por glutaminasas que generalmente estdn presentes en el suero. LaGlnesun
constituyente importante del medio de cultivo de células de mamiferos ya que es la principal
fuente de nitrégeno y energia. La inhibicién por amonio puede reficjarse en una disminucién de
la velocidad especifica de crecimiento, un aumento de la velocidad especifica de muerte y

disminucién de rendimientos.

Se han empleado algunas estrategias para reducir o eliminar la formacién de amonio pero
todas ellas presentan serias desventajas. Este trabajo presenta la utilizacién de dos métodos
enzimdticos para la eliminacién de amonio en medio de cultivo de CES, ¢l de la glutamino
sintetasa GS (EC 6.3.1.2) que ademds regenera Gin y el de la glutamato deshidrogenasa GDH
(EC 1.4.1.3).

Se evalué la estabilidad de la Gln y ATP en el medio DMEM a las condiciones de pH y
temperatura del cultivo de hibridomas. La constante de primer orden de descomposicién quimica
de la glutamina en medio DMEM a pH 7.2 y 37 °C fue de 0.0016 h-1 y para el ATP fue de
0.0011 h™L.

Se determiné la cantidad de enzima y concentracién de reactivos adecuada para utilizar el
sistema enzimético GS en el medio de cultivo DMEM (Eagle meodificado por Dulbecco) para
eliminar el amonio. Se encontré que la cantidad adecuada de enzima y concentracién de reactivos
fueron de 1 unidad/ml, 25 mM de MgCly, 6.25 mM de glutamato de sodio y 15 mM de ATP.

Se utilizé el sistemna enzimético GS para eliminar S mM de amonio previamente adicionado
al medio de cultivo DMEM, sin suero fetal bovino (SFB) y formulado con 10%, los cuales
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estuvieron libres de células. El sistemna enzimdtico eliminé exitosamente el amonio previamente
adicionado al medio de cultivo y se encontrd que en medio con 10% de SFB fa velocidad inicial
de reaccién se mantuvo constante por mis ticmpo comparado con el medio sin SFB. La
velocidad de consumo de amonio inicial en medio con 10% de SFB fue de 0.0086 mM/min.

Se realizaron cultivos por lote de hibridomas BCF2 productores de anticuerpos
monoclonales contra la texina 2 del alacrdn Centruroides noxius Hoffmann, para estudiar el
efecto de cada uno de los componentes del sisterna GS sobre el crecimiento celular. Al aumentar
la concentracion del cloruro de magnesio en los cultives por lote, disminuyé el tiempo de la fase
lag en las cinéticas de crecimiento, de un valor de 23 hasta 0 h para una concentracién de 15
mM. Ademds, se realizaron cultivos por lote con el sistema enzimdtico GS y con el ATP
suplementado en pulsos de diferentes concentraciones durante la fase exponencial de
crecimiento. El ATP extracelular resulté t6xico para las células de hibridoma a concentraciones
de 0.1 mM. Se evalué el efecto del ATP extracelular en un cultivo de células de insecto
Spodoptera frugiperda (8£-9), el cual solamente presenté una ligera disminucién en la
concentracién de céiulas totales por la presencia de concentraciones de ATP de hasta S mM.

Asimismo, se utiliz6 el sistema enzimdtico de la GDH para eliminar 3.5 mM de amonio
previamente adicionado en el medio de cultivo DMEM con 10% de SFB y libre de células. La
concentracién de enzima y de reactivos fue de 0.12 unidades/ml, 12.5 mM de a-cetoglutarato y
15 mM de NADH. La velocidad de consumo de amonio inicial fue de 0.0042 mM/min.

Se analizé individualmente el efecto de los componentes del sistema enzimitico GDH en
cultivo por lote de hibridomas. El ctcetoglutarato no afectd la viabilidad celular a concentracion
de 2 mM mientras que 2 mM de NADH resulté téxico. Se realizaron cultivos por lote de
hibridomas BCF2 en presencia del sistema enzimdtico GDH (I unidad/ml de enzima, 2 mM de
NADH y 2 mM de a-cetoglutarato). Ademds, se evalud e] efecto de la presencia de 5 mM de
NADH adicionado al inicio del cultivo de células de insecto Sf-9. La presencia del NADH tuvo
un efecto inhibitoric sobre el crecimiento celular. Sin embargo, no produjo muerte celular. a
diferencia de los cultivos de hibridomas donde la viabilidad disminuyé significativamente.

Los resultados del presente trabajo demuestran que los sistemas enzimaticos GS y GDH,
pueden eliminar amonio del medio de cultivo de células de eucariotes superiores. Asimismo,
tales sistemas tienen el potencial de utilizarse exitosamente en lineas celulares donde €] ATP
extracelular (para el caso del sistema GS) y NADH extracelular (para el sistema GDH) no
resuiten téxicos.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

En la itima década, los cultivos in vitro de células de eucariotes superiores, han adquirido
una importancia e interés econ6mico creciente para la produccién de proteinas de alto valor
agregado, como lo son los anticuerpos monoclonales (AcM), vacunas, hormonas, factores de
crecimiento entre otros. Esto se debe, en gran medida, a que las CES realizan las modificaciones
post-traduccionales tipicas de células humanas, y que las células eucariotes inferiores ¥y
procariotes no pueden realizar. Tales modificaciones son indispensables para que las proteinas
de uso terapéutico tengan la funcionalidad adecuada dentro del organismo.

$in embargo, la mayorfa de los cultivos in vitro de CES se ven afectados cuando
productos téxicos del metabolismo, como amonio y lactato, alcanzan concentraciones
inhibitorigs para el crecimiento. El lactato se genera principalmente por la oxidacion incompleta
de glucosa por la via glicolitica. El piruvato, que es el producto final de esta via, es transformado
a lactato para mantener el estado de oxidacidn de la célula. La accién téxica del lactato es
probablemente debida al efecto sobre el pH y osmolaridad en el medio de cultivo y solo ocurre &
concentraciones relativamente elevadas (20-30 mM). Su efecto inhibitorio se puede contrarrestar

parcialmente mediante el control de pH.

La inhibicién por amonio parece jugar un papel mucho mis importante, pues a
concentraciones tan bajas como 2-3 mM puede reducir considerablemente la velocidad de
crecimiento, dependiendo de la linea celular. E]l amonio se genera por las células debido al
metabolismo de amincécidos y extracelularmente por la descomposicién quimica espontdnea de

Gin en piroglutamato y amonie, asi como la accién de glutaminasas presentes en el medio.

Muchas células normales producen Gln in vive. Sin embargo, las células wmorales o
normales con altas tasas de proliferacién in vitro, muestran altas velocidades de consumo de
Gin. Este aminodcido no es sélo un constituyente de tas proteinas, sino que también se requiere
para la sintesis de purinas y es el principal donador de grupos amine en la sintesis de
pirimidinas, aminoazucares y asparagina. Existen fuertes evidencias que la Gin es la fuente
energética mds importante en cultivo in vitro de células tumorales y normales con potencial

proliferativo, aiin cuando la glucosa esté presente.

Existen varias hipdtesis sobre el efecto téxico del amonio, tales como un trastorno causado
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por ¢l amonio sobre el transporte de iones sodio y potasio a través de la membrana
citoplasmética, cambios de pH citosé6lico y dentro de los organelos, aumento en la concentracién
de UDP-N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilgalactosamina disminuyendc las reservas de UTP.

Se han empleado algunas estrategias para reducir la generacién de amonio, tales como:
remplazo de Gln por derivados més estables como los dipéptidos de Gly-Gin y Ala-Gln;
remplazo de Gin por glutamato; adicién controlada de Gln; seleccién y adaptacién de lineas
celulares a medios libres de Gln; uso de técnicas de DNA recombinante para generar lineas
independientes a Gln. También se han utilizado estrategias para eliminar el amonio ya formado,
tales como: cultivos continuos con retencién celular; uso de resinas de intercambio i6nico ¢ el
uso de membranas de didlisis.

A pesar de que las estrategias anteriores reducen la produccién de amonio o lo eliminan
parcialmente, presentan serias desventajas. Por ejemplo, en el caso de los métodos para reducir
la formacién de amenio. como el remplazo de Gln por derivados, no todas las lineas celulares
tienen la capacidad de utilizarlos. La adicién controlada de Gln reduce pero no evita la formacién
de amonio y este puede atin alcanzar concentraciones inhibiterias. La seleccién o adaptacién de
lineas celulares a medios libres de Gln es tediosa, tardada e intensiva en manipulacién y no es
gener.:ﬂ, ya que muchas lineas celutares tienen un requerimiento absoluto por Gla. En el caso de
Ias 1écnicas de DNA recombinante, no tedos los promotores usados han dado resultados

satisfactorios y no siempre se logra obtener lineas celulares transformadas.

Los métodos para eliminar €] amonio ya formado también presentan limitaciones. Por
ejemplo, en los cultivos continuos con retencién celular, el medio de cultivo se utiliza de manera
ineficiente, en particular el sucro fetal bovino, Ademds, los dispositivos de retencién celular se
pueden obstruir limitando el tiermpo de operacidn. La remocion de amonio utilizando resinas no
es selectiva y puede remover otros cationes, principalmente potasio y sodio, asimismo se tienen
que reconstituir una vez que se han saturado. En el proceso de didlisis, las membranas pueden
presentar problemas de obstruccién por proteinas o por la adhesion de células.

En el presente trabajo se cstudia la posibilidad de utilizar las enzimas glutamino sintetasa y
la glutamato deshidrogenasa para la eliminacién de amonio en cuitives de CES, como una
alternativa novedosa. Estas enzimas presentan valores de pH y temperatura de reaccién dptimos
proximos a los valores en que s®realizan la mayorfa de los cultivos de CES (pH 7.1 y 37 oC
para GS y pH 7.3 y 25 °C para GDH). El sistema GS tiene la ventaja adicional que regenera
Gln, la cual es necesaria en la mayoria de los cultivos de CES.
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CAPITULO IT
ANTECEDENTES
2.1 Metabolismo de glutamina en células animales cultivadas in vitro.

La principal fuente de carbono y energia en la mayoria de los medios de cullivo para
células de eucariotes superiores deriva de glucosa y Gln, respectivamente; ademis, estos

nutrimentos proporcionan precursores biosintéticos {Miller y Blanch, 1991).

Muchas células normales producen Gln in vivo, sin embargo, células tumorales o células
que proliferan en cultivo exhiben altas velocidades de consumo de esta (Miller y Blanch,
1991). La Gin es ¢l aminodcido que proporciona la mayor fuente de energia en las células de
mamifero. Ademds se requiere para la sintesis de purinas y para la formacién de nucledtidos
de guanina (Miller y Blanch, 1991 Jeong y Wang, 1995). Es también el principal donador de
grupos amino en la sintesis de pirimidinas, amino azdcares y asparagina. No obstante, algunas

células pueden usar glutamato directamente y no requieren Gln (Miller y Blanch, 1991).

La mayoria del esqueleto carbonado de la Gln entra al ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
(CAT} como a-cetoglutarato (Miller y Blanch, 1991). Hay tres vias en las cuales la Gin puede
ser catabolizada. La primera es una completa oxidacién a CO, a través det CAT, la segunda es
una oxidacién parcial a lactato y la dltima es otra oxidacién parcial a aspartato o a alanina
rindiendo 24-27, 6-9 y 9 mol de ATP por mol de Gin, respectivamente (Jeong y Wang. 1993).
Otros productos principales incluyen, glutamato, citrato y macromoléculas (Miller y Blanch.
1991).

Las velocidades altas de consume de Gln en cultivo de células pueden contribuir a elevar
la produccidn de lactato, como es puesto en evidencia por el aumento en la produccién de
lactato glicolitico en células L929 después de la adicién de Gin (Miller y Blanch, 19913,

Las cinéticas de crecimiento, consumo de Gin y generacién de amonio en un cultivo por
lote, son descritas por las ecuaciones 1, 2y 3 respectivamente. (Qzturk y Palsson, 1990).

dX,

= uX
dt HAy (1}
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Figura 1.1 Diagrama del metabolismo de glutamina en hibridomas.
Madificado de Schneider v col. (1996).
d{Glin]
—T=k[Gln]+qG|nXV (2)
diNH} ]
S =KIGIn)py X (3)

Donde: X, es la concentracidn de células viables, t es el tiempo, U es la velocidad
especifica de crecimiento aparente (la velocidad de crecimiento actwal menos la de muerte),

{Gin) es 1a concentracién de Gln, [ NH;*] es la concentracién de amonio, qgin €5 1a velocidad
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especifica de consumo de Gin, pnps*es la velocidad especifica de produccién de amonio y k
s 1a constante de descomposicion espontdnea de primer orden.

2.1.1 Relacion metabdlica glucosa-glutamina

La glicdlisis y glutamindlisis (oxidacion parcial de glutamina) estdn conjuntamente
reguladas para proporcionar suficiente energia dependiendo de la disponibilidad de glucosa y
Gin. La concentracién de glucosa en el medio regula inversamente ¢l metabolismo de Gln.
Asi, el aumento de concentracidn de glucosa reduce el consumo de Gln y la disminucién de
concentracidn de glucosa estimula el metabolismo de Gln (Jeong y Wang, 1995). Una alta
concentracién de Gln aumenta la velocidad especifica de consumo de é&sta; como
consecuencia, la disminucién de la concentracién de Gln o el aumento en concentracién de
glucosa puede reducir la velocidad de consumo de Gln, lo cual resulta en una reduccidn en la

produccién de amonio y disminucidn del consumo de oxigeno.

La Gin influencfa el metabolismo celular, ya que puede causar un incremento en el flujo
de carbén de glucosa a través del ciclo de las pentosas fosfato y reducir ¢l flujo a través de la
via glicolitica en fibroblastos diploides humanos (Jeong y Wang, 1995). Duval y col. (1991)
reportaron que el agotamiento de Gln induce un arresto casi inmediato de otras vias

metabdélicas, inciuyendo el uso de otros aminodcidos.
2.2 Descomposicién quimica de glutamina.

La Glo sufre una descompeosicion espontdnea en el medio de cultivo con produccién de
amonio y piroglutamate (Ozturk y Palsson, 1990). Esta reaccién de descomposicion sigue una

cinética de primer orden con respecto a Gln.

_diGInl_yiain )

La constante k estd influenciada por el pH del medio, fuerza iénica, temperatura y la
composicién del medio (Ozturk y Palsson, 1990). Se ha reportado que los iones fosfato y
arsenato aceleran la velocidad de descomposicién de Gln. Lin y Agrawal (1988) reportan que
la presencia del suero tiene efecto sobre la descomposicion de Gln, sin embargo Ozturk y
Palsson {1990) cstablecen que la concentracién de suero (libre de la enzima glutaminasa) no
tiene influencia sobre la descomposicion quimica de Gln.
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La dependencia del pH sobre k puede representarse por la ecuacion (5) y en la tabla 2.1

se muestran valores tipicos de las constantes de dicha ecuacién para distintos medios.

Ink =a+bpH

5

Tabla 2.1.- Valores para el cilculo de la constante de primer orden de la
descomposicién quimica de glutamina en diferentes medios de cultivo
a 37 °C como una funcién del pH. La constante de velocidad k estd en
h~! (Ozturk y Palsson, 1990).

medio a b

IMDM -18.31 (Y1.21) 1.685 (20.095)
OPTI-MEM 21676 (Y 1.11) 1.458 (70.065)
DMEM 17.07 (F1.12) 1.478(10.073)
RPMI-1640 -1385(11.19) 1.133 (20.055)

En particular se ha demostrado que existe correlacién entre el contenido de fosfato del
medio y Ja constante de descomposicion. Por ejemplo, de los medios de databla 2.1, el RPMI-
1640 tiene la mds alta concentracion de fosfato y la mds alta constante de descomposicidn.
Aungque IMDM, OPTI-MEM y DMEM tienen la misma concentracion de fosfatos, la
diferencia en constantes de descomposicion es estadisticamente significativa. Debido a que
estos medios difieren en su osmolaridad. un incremento de ésta ocasiona una disminucidn en
la constante de descomposicién. Este comportamiento podria deberse al aumento en la fuerza

i6nica al aumentar la osmolaridad.

2.3 Toxicidad del ion amonio

La presencia del amonio en cultivos de células de mamiferos uene un efecto inhibitorio
que se ve reflejado en una disminucion de la velocidad especifica de crecimiento. aumento en
la velocidad especifica de muerte, disminucién de rendimientos sobre sustrato, cambios en
velocidades metabélicas, perturbacién de procesamiento de proteinas y replicacién de virus
(Newland y col., 1994; Schneider y col., 1996). Existen varias hipétesis sobre el mecanismo
de toxicidad del amenio (tanto como amoniaco NH3 o ion amonio NH4*) en cultivo in vitro de
células de mamifero.
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2.3.1 Trastorno en el transporte de iones sodio y potasic a través de la
membrana citoplasmatica.

Esta hipdtesis establece que la toxicidad del ion amonio se debe a un aumento en la
demanda de energia de manteniriento, causada por la necesidad de preservar los gradientes de
iones sobre la membrana citoplasmatica (Martinelle v Haggstrom, 1993). La formacién de
NH4* en las célu!as ocurre principalmente en la mitocondria por las enzimas glutaminasa y
glutamato deshidrogenasa. E1l NHy* formado establece un equilibrio con NHa. el cual depende
del pH (pK=9.27 a 37 °C) de acuerdo a la ecuacién (6).

pH = pK + log(NH; / NH}) (6)

El NHj se puede difundir facilmente a través de las membranas celulares ya que no tiene
carga. La difusién del NH; hacia el citoplasma ocasiona que el pH de la mitocondria
disminuya. E1 NH;3 que se difunde al exterior de la célula puede ser transportado de regreso a
través de la membrana citoplasmdtica como NH4* via ciertas proleinas transportadoras tales
como Na*/K* ATPasa y el cotransportador Na+K+2Cl-, debido a que el NH4* hidratado tiene el
misme radio iénico que el K+ hidratade (esto ocasiona una disminucidn en la concentracion de
K+ que cs importante para muchas enzimas y para mantener los gradientes de potasio sobre las
membrana citoplasmadtica). Lo anterior causa un ciclo initil, con un costo de energia: A) a
expensas directa de ATP, si el amonio entra directamente via la Na*/K* ATPasa; B} e
indirectarnente si este entra via la proteina cotransportadora Na+K+2Cl-, En este dltimo caso el
ion sodio transportado tiene que ser nuevamente bombeado fuera de la céiula para mantener el
gradiente de sodio sobre la membrana. Esto es realizado por la Na*/K* ATPasa, un proceso
que a su vez puede acelerar el proceso de entrada de iones amonio. Ademads, para conlrarrestar
la carga dcida, la célula tiene que bombear fuera los protones. Esto es efectuado normalmente
por el intercambiador Na*/H+*, un transportador el cual es activado cuando el pH
citoplasmdtico cae abajo de 7. De nuevo se origina la necesidad de bombear sodio hacia afuera
por la Na*/K+ ATPasa.

La formacién de NH4* en la mitocondria de las células ocasiona una disminucidn en el
pH tanto de la mitocondria como del citoplasma y alcaliniza el ambiente exterior. A su vez, el
NH,* adicionade al cultivo celular o el generado por la descomposicién espontdnea de Gln
ocasiona que disminuya el pH citoplasmético, que se incremente el pH de la mitocondria y

que se alcalinize €l ambiente exterior. Consecuentemente, la diferencia entre la adicién y
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formaci6n de NH,* radica en el cambio del valor de pH mitocondrial. Otros compartimentos
celulares se tornardn alcalinos ai difundirse el NH1 dentro de ellos.

2.3.2 Toxicidad por cambios del pH intracelular.
2.3.2.1 Toxicidad det NHa.

Otra hipétesis establece que el efecto toxico se debe al NHj, el cual es una molécula
pequefia, no cargada que se difunde a través de las membranas celulares (Schneider y col..
1996). A valores de pH fisiolégico de 7.1-7.5, que son lambién los valores de pH a los que se
efectian la mayoria de cultivos de células de mamiferos, solo aproximadamente el 1% de la
concentracidn de amoniaco y amenio estd presente como NHy; el resto es NHg*. Sin embargo.
este pequedio porcentaje de NHj presente en las fases acuosas intra y extraceluiar se difundird
a través de las membranas, equilibrando rapidamente cualquier gradiente de NH; a traves de

ellas.

Dado que la protonacién es exiremadamente rdpida, ¢l pH de equilibrio es reconstituido
inmediatamente. En los compartimentos con un pH bajo, la presin parcial de NHz es baja,
favoreciendo un flujo constante de entrada de NHj a través de la membrana de estos
compartimientos, hasta alcanzar el equilibrio. Como consecuencia el pH aumenta, por lo que
&1 amonio puede seriamente perturbar ¢l funcionamiento de organelos con bajo pH interno, tal
como los lisosomas {(McQueen y Bailey, 1991). También ocurre un hinchamientu osmdético en
los lisosomas por la acumulacion de aminas. S¢ piensa que el incremento de pH intralisosomal
(pHi)) es la razén de la inhibicién de receptores que median la endocitosis de macromoléculas.

2.3.2 2 Toxicidad del NH4+.

El NH,* es la especie responsable de la acidificacién citoplasmdtica; exisie una
correlacién entre el efecto del pH extracelular (pHe) a} agregar el amonio y su influencia sobre
el pH intracelular (pH;). Una disminucion en el pHe ¢ incremento en la concentracion de NHy*

extracelular causa acidificacién citoplasmética asi como inhibicién del crecimiento (McQueen
y Bailey, 1990). La disminucién de el pHj ocasiona una severa inhibicitn de algunas enzimas

como las de la glicélisis.

Existen razones para sospechar que el pHj puede ser un factor de control en la

proliferaci6n celular (McQueen y Bailey, 1991). Uno de los primeros eventos de respuesta en
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células de fibroblastos humanos a factores de crecimienio es la estimulacién del
intercambiador Na*/H*, conduciendo a una alcalinizacién citoplasmética de aproximadamente
0.2 unidades. Se ha encontrado que el crecimiento de tumores humanos, fibroblastos de
pulmén de hémster chino y linfocites del bazo de ratén son severamente dependientes de el
pHe, y esto ha reflejado el efecto de pHe sobre pHj. Mediciones in vitro de la dependencia del
pH sobre enzimas celulares sugiere que pHj puede ser un factor de control in vive. La
dependencia de la enzima fosfofructocinasa a cambios de pH mostré que 0.2 unidades dc

disminucidn fue suficiente para inactivarla.

McQueen y Bailey (1990) observaron que la adicién de 3 mM de NH;Cl en el cultivo
tuvo un pequefio efecto sobre el crecimiento y el pH; disminuyd en 0.1 unidades. Por el
contrario, 10 mM de NH,Ci causé una inhibicién sustancial del crecimiento y una disminucién
de 0.2-0.3 unidades en el pHj. Una disminucién de 0.2 unidades en pHj es suficiente para
inhibir el crecimiento y conducir a la acumulacién de células en fase G1 (Schneider y col.,
1996). Los cambios en pHe y en la concentracién de NH4Cl que causan inhibicién del
crecimiento no tienen efecto sobre 1a velocidad especifica de produccidn de anticuerpos para
células creciendo en biorreactor o en frasco agitado. Cuando el pHe disminuye, el rendimiento
celular sobre glucosa se incrementa. Se cree que esto se debe a la disminucién del pH; v su
efecto sobre la actividad enzimdtica, especialmente sobre fosfofructocinasa. Un aumento en la
concentracién de NH4C] disminuye el pHj y tanto el rendimiento celular sobre glucosa como

el rendimiento celular sobre Gln disminuyen.

. 2.3.3 Efecto inhibitorio del crecimiento celular por aumento en la concentracion
de las reservas de aminoazudcares causado por amonio.

Las reservas intracelulares de UDP-N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilgalactosamina
{UDP-GNAc) se elevan al final de la fase exponencial de crecimiento de hibridomas y células
recombinantes BHK (Ryll y col., 1994). La concentracién UDP-GNAc también se eleva
répidamente como una respuesta a la aplicacién de NH,Cl exdgeno; esto se ve favorecido con
un pH de cultivo elevado. Ryll y col. (1994) consideran que el compuesto inhibidor universal
es UDP-GNAc.

Se ha observado que la glucosamina y galactosamina son inhibidores del crecimiento
celular, especialmente en células tumorales. Se cree que el efecto inhibitorio del crecimiento
celular producido por glucosamina es el résultado de la utilizacién de UTP en la formacién de
las reservas de UDP-GNAc, ocasionando una subsecuente deficiencia energética. Sin
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embargo, Krug y col. (1984) reportaron que el efecto inhibitorio causado por glucosamina
puede atribuirse a un aumento en la concentracién de UDP-GNAc en lugar de una disminucién
de las reservas UTP y CTP.

La glucosa y el amenio son los precursores para la formacién de las reservas de UDP-
GNAc. A partir de la glucosa se obtiene fructosa 6 fosfato. La primer etapa bioquimica en la
formaci6n de UDP-GNACc es la transaminacién de la fructosa 6 fosfate via glutamina-fructosa-
6-fosfato transaminasa, usando Gln como donador de grupos amino. Las células que crecen sin
Gln también producen UDP-GNAc pero solo en pequefias cantidades.

Existe una relacién entre la sensibilidad de una linea cejular a inhibicién por amonio v la
acumulacién de UDP-GNAc intracelular. Por ejemplo las células BHK son mas sensibles que
los hibridomas y producen mas UDP-GNAc a idénticas concentraciones de amonio. La UDP-
N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilgalactosamina se sintetizan en el citoplasma de la célulay
representan la forma activada de los correspondientes azucares para las reacciones de
glicosilacién. Una alteracién en su concentracién, puede ocasionar una variacion de los
patrones de glicosilacién de proteinas. Adicionalmente la D-glucosamina, que es un precursor
de estos UDP aziicares, ha mostrado ser un inhibidor del proceso de glicosilacién durante la
multiplicacién de virus.

2.3.4 Efecto téxico del amonio en el metabolismo celular.

Esta hipdtesis se basa en que el amoniaco ¢ el ion amonio pueden participar en
reacciones enzimdticas y desplazar su equilibrio, o interactuar con enzimas de sitios
regulaterios afectando el metabolismo {Schneider y col., 1996). El mecanismo de toxicidad
intracelular del amonio puede ser parcialmente explicade por perturbaciones en el
metabolismo energético a nivel de la mitocondria

Se ha sugerido que el amonio puede provocar un ciclo vano en las reacciones catalizadas
por las enzimas glutaminasa y glutamino sintetasa. La glutaminasa cataliza la desaminacién de
glutamina, para rendir amonio y glutamato, mientras que la glutamino sintetasa cataliza la
reaccién inversa dependiente de ATP. Se cree que esto se debe a la activacién de la

glutaminasa por amoniaco, combinada con una deficiente regulacién de 1a actividad de la
glutamino sintetasa.

12
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d A
Efecto citotoxico del amonio en células de
eucariotes superiores.

descanposician de glutamina
adiclén de amonio

Generacién de iocn amonio por:
® Metabolismo celular.
¢ Descomposicién de glutamina.

. y,

Figura 2.2 Diagrama esquematico del efecto t6xico del amonio generado tanto por las células como
el producido por descomposicidén espontinea de glutamina. Modificado de Schreider y
col. (1996)

La glutamate deshidrogenasa puede participar también en un ciclo vano. Esta enzima
mitocondrial cataliza las reacciones de desaminacién oxidativa de glutamato y la reaccidn
inversa, la aminacién reductora de q-cetoglutarato. La acumulacién de amonio conduce a un

estado mAs oxidado de dinucieétidos de nicotinamida mitocondriales, puesto que la reaccién
con glutamato requiere NAD* mientras que la de or--cetoglutarato y amoniaco requiere

NADPH.
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Glutamato + NAD* -— o — cetoglutarato + NHy + NADH +H* N
NADH + NADP* + ATP+H,0 —— NADPH+H*+NAD" + ADP + Pi (8)
o — cetoglutarato + NH; + NADPH + HY ——  glutamato + NADP” 9

La surna de estas reacciones indica una pérdida de energia en forma de hidrélisis de ATP.

Las reacciones de transaminacién, tales como la transferencia de grupos ¢-amino del
glutamato al piruvato y o-cetoglutarato para rendir alanina y glutamato respectivamente,
pueden jugar un papel en la destoxificacién de amonio. Se ha reportado que el amonio liberado
por las células es reducido a alanina. (Miller y col., 1988; Ozturk y col., 1992). Por lo tanto, ¢l
amonio puede reducir la eficiencia metabélica por forzar la excrecién de intermediarios
metabélicos para alcanzar la destoxificacidn. Un incremento en tas velocidades de produccién
de alanina y consuwmo de Gln a elevadas concentraciones de amonio extracelular ha sido
reportado por algunos autores. El uso excesivo dc transaminaciones para destoxificar amonio
puede conducir a una disminucién de intermediarios del ciclo del 4cido citrico, incluyendo la
disminucién de a-cetoglutarato (Lanks and Li, 1988; Miller, 1989).

2.4 Estrategias para contender ¢on el problema de la toxicidad del amonio.
2.4.1 Estrategias para reducir la formacion de amonio.
l.as estrategias para reducir la formacién de amonio en los cultivos de células de

mamifero, estdn enfocadas en la descomposicién quimica de Gln en el medio de cultivo y en la

produccién de amonio por las células debido al metabolismo de aminodcidos, principalmente
Gin.

2.4.1.1 Remplazo de glutamina por derivados estables.

La descomposicién quimica de Gln en el medio de cultive puede evitarse remplazéndola
por derivados estables. El grupo o-amino de la Gln serd menos reactivo si se encuentra

quimicamente unido, evitando asi la reaccién de descomposicion (Schneider y col., 1996),
Para este fin se han utilizado dipéptidos tales como Gly-Gln y Ala-Gln (Butler y Andrew,
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1994). La acumulacién de amonio en los cultivos que utilizan dipéptidos es menor y pueden
mejorarse los rendimientos celulares. Ademds, se tiene la ventaja que permite la esterilizacion
del medio por calor e incrementa ¢l tiempo de vida del mismo. Sin embarpo, las células deben
ser capaces de poder tomar estos derivados rdpidamente y metabolizarlos. El aumento de la
fase lag en los cultivos con dipéptidos se atribuye al periodo de liberaci6n extracelular de una
peptidasa y la subsecuentes hidrélisis de los dipéptidos. Esto permite un incremento gradual en
la disponibilidad de Gln a las células. La ventaja de mantener una baja concentracién de Gln
es que la velocidad de acumulacién de amonio es menor. Este efecto es sustancial en cultivos
suplementados con Gly-Gln, los cuales mantienen una baja concentracién de amonio y un
rendimiento celular mayor hasta de 15% comparado con el control a base de Gin.

Butier y Andrew (1994) cultivaron hibridomas murinos CC9C10 en medio
suplementado con Gln, Ala-Gln y Gly-Gin. Observaron que el dipéptido Gly-Gln debe
adicionarse a una concentracién de 20 mM comparade con 6 mM de Gln para obtener un
crecimiento celular equivalente. En estos cultivos la méxima velocidad especifica de hidrolisis
de Gly-Gin fue aproximadament& 20% mayor que la de Ala-Gln, y el valor de Km es un orden
de magnitud mayor para Gly-Gln. Esto indica una mayor afinidad de la enzima péptidasa para
Ala-Gln y explica porque se requiere una alta concentracién de Gly-Gln para obtener
velocidades equivalentes de liberacién de Gln.

Entre las lineas celulares que han pedido crecer en ausencia de Gln pero con
suplementacién de dipéptidos, se encuentran células hematopoyéticas, timocitos e hibridomas
murines. El uso de dipéptidos de Gln puede resolver sélo parcialmente €l problema de Ja
toxicidad de amenio, ya que existen otras fuentes de formacion de éste. Una desventaja del uso
de dipéptidos que contienen Gln, es que éstos se deben adicionar en concentraciones
relativamente zltas debido a la baja afinidad de las peptidasas (Christie y Butler, 1994; Brand y
col., 1987). Esto puede causar aumentos indeseables en la osmeolaridad. Asimismo, de no
existir un equilibrio entre la hidrélisis extracelular y el consumo de la Gln liberada, esta ditima
se acumulard en ¢l medio, con los correspondientes efectos negativos.

2.4.1.2 Sustitucién de giutamina por substratos alternativos estables.
La sustitucién de Gln por glutamato y otros aminodcidos, evita el problema de la
descomposicién de Gln en el medio y reduce draméticamente la formacion de amonio por

metabolismo celular (Schneider y col., 1996). El uso de un sustituto para Gln en medio de

cultivo es una proposicién atractiva por dos principales razones. Primero, por el potencial para
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reducir la concentracién de amonio acumulado durante crecimiento celular y segundo, para
mejorar la estabilidad térmica de! medio (Butler y Andrew, 1994).

2.4.1.2.1 Sustitucién de glutamina por glutamato.

El glutamato es un candidato adecuado como sustituto de 1a Gln ya que tiene un grupo
amino menos y es relativamente termoestable (Butler y Andrew, 1994). Sin embargo, las
células requieren un periodo de adaptacién durante el cual la actividad de glutamina sintetasa y
la velocidad de transporte de glutamato se incrementan. En algunos cultivos suplementados
con glutamatoe como sustituto de Gln, el rendimiento celutar se incrementa y la acumulacién
de amonio disminuye. Sin embargo algunas lineas celulares no pueden adaptarse a crecer en
medios con glitamato y esto puede ser debido a una baja eficiencia en el sistema de transporte
para este aminoécido. Es posible que la glutamino sintetasa requerida para transformar el
glutamato a Gln, puede ser defectuosa en células de hibridoma (Capiaumont y col., 1995).
Hosoi y col. (1988) mostraron que fue necesario un periodo de adaptaci6n de 8 meses para
obtener una velocidad de crecimiento normal para células cultivadas en medio con ghutamato.

Las lineas celulares varfan en su capacidad de adaptacién. Por ejemplo, McDermott y
Butler (1993) compararon la adaptacién de las lineas celulares MDCK y McCoy a medio con
glutamato. Las células McCoy se adaptaron y alcanzaron una velocidad de crecimiento
normal, mientras las células MDCK cesaron de crecer inmediatamente después de la
transferencia a este medio. La disminucién de Gln condujo a un aumento en actividad de la
glutamino sintetasa en ambas lineas celulares. En cultivos libres de Gln, la actividad de la
glutamino sintetasa es esencial para asegurar la formacién de al menos la minima cantidad de
Gln intracelular requerida como un precursor para la sintesis de protefnas o cidos nucleicos.
La adaptacién de células McCoy fue asociada con un incremento en la capacidad para
transportar giutamato del medio, mientras que para las células MDCK el transporte no se

realizé a la velocidad suficiente para soportar la energia de metabolismo necesaria para el
crecimiento.

Capiaumont y col. (1995) realizaron un remplazo parcial de Gin por glutamato en
cultivos de hibridomas, lo cual disminuys la produccién de amonio, pero también disminuyé
el crecimiento celular. Algunos autores han mostrado que la sintesis més eficiente de
anticuerpo se obtiene en la fase estacionaria (Boraston ¥ col., 1984; Velez y col., 1986),
cuando solo una baja concentracién de Gln est4 disponible y las células usan 1a energia para
sintetizar anticuerpos en lugar de crecer. Esto resuita interesante para adaptar células de
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hibridoma a crecer en medio conteniendo principalmente glutamato en lugar de Gln, aiin
pensando que no resultaran densidades celulares altas.

Bell y col. (1995) investigaron una linea de hibridomas murinos, la cual no pudo
adaptarse a crecimiento en medio libre de Gln, atn en presencia de niveles elevados de
glutamato. La capacidad de varias lineas celulares leucémicas humanas a crecer en ausencia de
Gin fue comparada por Kitoh y col. (1990} quienes encontraron que el crecimiento de lineas
celulares B-linfoblastoides, incluyendo la linea celular promielocitica HL-60, es altamente
dependiente de Gln. Por el contrario, las lineas de células T son capaces de proliferar en
medios deficientes de Gln. El papel de }a glutamino sintetasa fue propuesto como una base
bioquijnica para estas diferencias, ya que las lineas de células T Gln-independientes tienen una
actividad significativamente alta de esta enzima, comparada con las lineas de célutas B Gln-
dependientes.

Bols y col. {1995) reportaron el crecimiento de algunas Iineas celulares de peces en

medios libres de Gln. Las células de peces, en contraste a células de mamiferos, no requieren
Gla.

2.4.1.2.2 Sustitucién de glutamina por asparagina.

Kurano y col. (1990) sustituyeron glutamina por asparagina en cultivos de la linea
celular CHO. El medio fue suplementado con suero, resultando en una concentracién de Gin
inicial proporcionada por €l suero de 0.05 mM. Las células fueron capaces de crecer después

‘de cuatro dias de cultivo, a la misma densidad celular, sin embargo, solo fue observada una
concentracién 40% mas baja de amonio en el medio libre de Gin en comparacién a cultivos
control.

2.4.1.3 Control de nutrientes: adicién controlada de glutamina y glucosa.
Los cultivos alimentados representan una de las mejores alternativas para controlar la

concentracién de Gln en el medio con el fin de reducir la formacién de amonio (Ramirez,
1996).

La concentracién éptima de Gin deberd ser lo suficientemente baja para minimizar su
descomposicién espontdnea y glutamindlisis, pero lo suficientemente alta para no limitar el
crecimiento. -
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Un cuitivo por lote alimentado limitado por Gln, puede reducir la produccién de amonio
pero incrementaré la produccién de lactato si las células son incapaces de obtener energia por
la oxidacién de la glucosa mediante el CAT. En este sisterna una gran proporcién de nitrégeno
de Gin es incorporado en la biomasa (Ljunggren y Higgstrom, 1990). Por otra parte, un
cultivo lote alimentado limitado en glucosa puede reducir la formacidn de lactado, pero al no
obtener suficiente energfa por la via glicolitica puede compensar ésta por un aumento en el
metabolismo de Gln ocasionando una alta produccién de amonic {Kurokawa y col., 1994). Es
muy interesante observar que la produccién de anticuerpo se mejora por mantener un control
simultidneo de glucosa y Gln a bajos niveles.

Las estrategias de alimentacién en cultive de hibridomas pueden aumentar la
concentracién y productividad de AcM por ejemplo hasta 17 y 6.5 veces respectivamenie,
comparados con os procesos por lote (Bibila y Robinson, 1995).

Los procesos alimentados se pueden clasificar en cultivos con control predeterminado y
retrealimentado.

2.4.1.3.1 Procesos alimentados con control predeterminado.

Para la implementacién de los procesos con control predeterminado se requiere un
conocimiento previo y detallado del metabolismo y fisiologia de cada linea celular en
particular, ya que tanto la composicién de los suplementos como el tiempo de adicién se
establecen a través de criterios empiricos. Este tipo de control generalmente resulta en una
sobre o subalimentacién de nutrimentos, con la respectiva acumulacién de desechos téxicos o
limitacién del crecimiento (Luan y col., 1987; Bushell y col., 1994: Duval y col., [991).

Xie y Wang (1994) utilizaron una estrategia de alimentacién para hibridomas cultivadas
en frascos T utilizando una ecuacidn estequiométrica que describe el crecimiento. Ademds
estudiaron la relacién entre la demanda estequiométrica de Gin y aminodcidos no esenciales.
La produccién especifica de amonio disminuyé 10 veces en comparacién al cultivo por lote
alimentado convencional y 50 veces comparada con el cultivo por lote. La densidad cefular
total y concentracién de AcM aumentaron 5y 10 veces respectivamente, en comparacién con
cultivos por lote convencionales.

Glacken y cel. (1986} caracterizaron y describieron matemdticamente cinéticas de
consumo de Gln y generacién de amonio para células MDCK creciendo sobre
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microacarreadores. De estas relaciones matemséticas formularon una estrategia de adicién de
Gln con la finalidad de mantener su concentraci6n relativamente baja. La adicién controlada
de Gln se fue incrementando de acuerdo al crecimiento celular exponencial de tal manera que
la concentracién no fuera menor de 0.2 mM. Cuando sospecharon el agotamiento de Gin en el
cultivo no controlado, suministraron una solucién concentrada de este aminosgcido para
obtener una concentracién de 4 mM. En el cultivo controlado se acumulé 66% menos de
amonio en comparacién al cultivo no controlado.

Ljunggren y Higgstrom (199Q) realizaron un cultivo de mielomas murinos por lote
alimentado de Gln. La velocidad de alimentacién se calculé a partir de los datos de la
velocidad especifica de consumo de Gln en cultivo por lote. El cultivo por lote alimentado
consumi6 menos Gln (2.5 contra 3.4 mM), produjo menos alanina (0.9 contra 1.3 mM) y la
mitad de amonio (1.5 contra 2.9 mM) en comparacién con el cultivo por lote ordinario.

2.4.1.3.2 Procesos alimentados con control retroalimentado.

En los procesos de control retroalimentado la concentracién y tiempo de adicién de los
distintos nutrimentos se establece después de medir alguna variable de cuitivo, Estos procesos
tienen la ventaja de ser sencillos, confiables, de fAcil implementacién y evitan la sobre o sub
alimentacion (Ramirez y Mutharasan, 1990; Higareda, 1994; Ramirez, 1990; Higareda y col.,
1993).

Algunos sistemas utilizan la velocidad de consumo de oxigeno (VCQ) como variable de
control, donde una repentina disminucion del VCO puede atribuirse al agotamiento de Gln.
Esto proporciona las bases para controlar la adicién de Gln para reducir la formacién de
amonto. Higareda (1994) estableci6 estrategias de alimentaci6n en cultivos de hibridomas a
oxigeno disuelto (OD) constante. Utilizdé la VCO como variable de control para la
alimentacién de Gln al momento del cese de la respiracion celular. La adicién repetida de Gin
a concentraciones por debajo de 2 mM resultd en, por lo menos, un incremento del doble en la
concentracién celular méxima y 9 veces la concentracidn de AcM méxima comparado con
cultivos por lote.

Recientemente se han reportado sistemas de flujo inyectado mediante los cuales se puede
medir en linea alguno o varios componentes del medio de cultivo como por ejemplo glucosa,
Gln y lactato {Graf y Schugerl, 1991; Kurokawa y col., 1994; Male y col., 1993; van der Pol y
col., 1994). Sin embargo, estos sistemas son costoses, complicados Y propensos a
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contaminaciones. Ademds, el andlisis de algunos componentes es tardado. Por lo antenior estos
sistemas no siempre pueden incorporarse en algoritmos de control en linea y tiempo real.

Kurokawa y col. (1994} utilizaron un sistema de HPLC en linea para la medici6n de la
concentracién de glucosa, Gln y lactato en un cultivo de hibridomas. Mediante un algoritino
de control adaptativo controlaron la concentracién de glucosa y Gln a 0.2 vy 0.1 g/l
respectivamente. Mediante esta estrategia lograron un aumento de aproximadamente el doble
cn la concentracidn celular y produccion de anticuerpo, la concentracién de lactato disminuyé
de 46 a 15.7 mM y la de amonio de 4.1 a 3.2 mM.

Ljunggren y Haggswrdm (1994} realizaron cultivo de hibridomas por lote alimentado
limitado de glucosa y Gin (< 0.085 mM Gln y < 0.93 mM Glucosa). Este cultivo fue
comparado con el cultivo por lote. En el cultive por lote alimentado limitado de glucosa y Gln
la eficiencia en metabolismo de energia se incrementd, ya que el coeficiente de rendimiento
celular para glucosa aument$ 100 % y para Gln 150 %. Ademds, hubo una reduccidn en a
produccién de amonio y lactato por célulade 70y 75% .

2.4.1.4 Seleccion y adaptacion de lineas celulares.

Otra alternativa, aunque poco uiilizada para contender el problema de la toxicidad del
amonio, es la seleccién y adaptacién de lineas celulares que no requieren Gln para su
proliferacién, ya que la acurnulacién de amonio se reduce significativamente en los cultivos
sin Gln. El quimiostato properciona un poderoso método para aplicar una presion selectiva
continua al cultive (Birch y col., 1994). Para seleccionar lineas celulares independientes a Gln
mediante el cultivo en un guimiostato limitado de Gln y cont suminisiro de glutamato en el
medio alimentado, se iguala la tasa de dilucién (D) a la velocidad de crecimiento de las células
que requieren Gln. Cualquier subpoblacién que pueda usar glutamato no se verd restringida
por la velocidad de alimentacién de Gln y serd capaz de crecer a Upyay. al menos hasta el

momento en el que el glutamato llegue a ser limitante.

Birch y col. (1994) mediante ¢l uso de un quimiostato aislaron hibridomas con la
capacidad de crecer ¢n medios sin Gln, de una poblacién que tenia un requerimiento absoluto
para este aminoé4cido. Para aislar las variantes mantuvieron la concentracién de Gln en la
alimentacitn al nivel limitante de 97 mg/L ¢ incluyeron en el medio 57 mg/L. de glutamato de
sodio. En el quimiostato se alcanzé un estado estable durante ef cual la Gln esencialmente se
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agotd, después de aproximadamente 55 dias, la concentracién de células viables aumenté y
esto correspondi6 con la disminucién en Ia concentracién de glutamato residual en el reactor.

Viallard y col. (1986) lograron adaptar, a través de subcullivos sucesivos suplementados
con glutamato, a células cancerosas de colon humano (HT29) para crecer en medios sin Gln.

Los procedimientos de seleccién y adaptacién de lineas celulares al crecimiento sin Gln,
presentan serias desventajas, ya que son tediosos, tardados e intensivos en manipulacion y
mano de obra. Aunque la acumulacién de amenio se reduce, éste no se evita totalmente ya que
se genera del consumo del resto de los amino4cidos (Birch y col., 1994). Ademds, tales
procedimientos no son generales ya que existen muchas lineas celulares que lienen un
requerimiento absoluto por Gln. Por ejemplo, Capiamont y col. (1995) no pudieron adaptar
una linea de hibridomas a medios sin Gin.

Birch y col. (1994) realizaron intentos para aislar variantes tolerantes a amonic por
cultivo de hibridomas en un quimijostato limitado de amonio. La alimentacién contenia 100
mg/L, adicionados como cloruro de amonio. En la préctica no se establecieron estados estables
y no hubo evidencia que las células tolerantes a amonio hubieran sido seleccionadas.
Asimismo, se han realizado intentos para seleccionar a través de subcultivos sucesivos, lineas
celulares tolerantes a amonio. Schumpp y col. (1992) fueron capaces de aislar lineas celulares
de hibridoma, las cuales fueron resistentes al efecto téxico del amonio y lactato por clonacién

de células en la presencia de altas concentraciones de estas sustanciag,

2.4.1.5 ADN recombinante.

En afios recientes se ha tenido un gran progreso en el desarrollo de sistemas de expresién
genética y de procedimientos de ensayo para el aislamiento de células que producen altos
niveles de proteinas (Birch y col., 1994). Actualmente ha aumentado el interés en el uso de
técnicas de ADN recombinante para manipular la fisiologia de las células con la finalidad de
mejorar su metabolismo y caracteristicas de crecimiento en procesos de produccidn.
Recientemente estas técnicas también han sido utilizadas para contender con el problema de la
toxicidad del amonio. Se ha correlacionado la actividad de la glutémino sintetasa con la
capacidad que tienen ciertas células animales para poder crecer en medios libres de Gin (Bell y
col., 1993). De esta forma se han podido generar lineas independientes de Gln, mediante la
transfeccidn con €l gen de la GS (Birch y col., 1994; Bell y col., 1995). En estos casos, se ha
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visto que los hibridomas presentan crecimientos especificos disminuidos, lo cual puede ser
inclusive bénéfico ya que la producci6n especifica de AcM puede aumentar bajo tales
condiciones (Ramirez y Mutharasan, 1990; Birch y col., 1994).

Algunos autores han reportado la obtencién de células transformadas; por ejemplo Bell y
col. (1995) transformaron hibridomas murinos mediante electroporacién con un vector
conteniendo cDNA del gen de la glutamino sintetasa de células CHO bajo el control de el
promotor tempranc del citomegalovirus humano. La actividad especifica de glutamino
sintetasa en dos lfneas celulares transformadas fue incrementada por 128 y 152 % respecto a
1as células no transformadas.

Birch y col. {1994} describieron la introduccién del gen de la GS en un hibridoma
murino secretor de IgM. Las transfectantes fueron identificadas por su capacidad a crecer en
medio libre de glutamina. A su vez, Bebbington y col. (1992) realizaron la transfeccién de un
hibridoma secretor de IgM con un vector conteniendo ¢l gen de Ia GS. Las células crecieron en
medio libre de suero y sin Gln, aungue la velocidad de crecimiento aumentd cuando el medio
fue suplementado con 6 mM de Gln. Es interesante notar gue la produccién de anticuerpo fue
mis alta en los cultivos sin Gln. En la presencia de este aminodcido, la concentracidn méxima

de AcM de la linea celular transfectada fue 1.7 veces mis alta que la no transfectada.

Aungue la transfeccion del gen de la GS puede constituirse en una alternativa poderosa
para disminuir la toxicidad de amonio, aln existen problemas e inconvenientes por superar.
Por ¢jemplo, no todos los promotores usados han dado resultados satisfactorios con las
distintas lineas celulares y no siempre se logra obtener colonias transformadas. Por ejemplo
Bell y col. (1995) encontraron que transformantes del hibridoma murino PQXB1/2 con
vectores conteniendo cDNA de la glutamino sintetasa de ¢élulas CHO bajo el control de un
promotor temprano SV40 no crecié en medio de cultivo sin Gln. En la actualidad, los métodos
de transfeccién son tardados, laboriosos y en ocasiones poco eficientes y reproducibles.
Solamente en pocas Hneas celulares se ha probado esta alternativa y 1os reportes sobre el tema
son todavia muy escasos, Ademds, aiin no es del todo claro si el mecanismo que confiere a las
lineas celulares la capacidad de crecer sin Gln se debe efectivamente a 1as altas actividades de
GS © a que poseen sistemas de transporte de glutamato mds eficientes. Finalmente, al igual
que en otras alternativas, no se evita la generacién de amonio por otras vias distintas al
metabolismo y descomposicién de 1a Gin.
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2.4.2 Estrategias para eliminar amonio.
2.4.2.1 Cultivos continuos con retencién celular (Perfusién).

En el cultivo por perfusién con retenci6n celular se alimenta medio fresco y se remueve
medio semi-agotado en forma continua. De esta manera es posible realizar la eliminacién no
selectiva de] amonio (Ramfrez, 1996). En el caso de biorreactores agitados las células son
retenidas mediante distintos dispositivos, tales como sedimentadores, filtros rotatorios, filtros
externos, sisternas acdsticos etc. En otros tipos de sistemas, como los biorreactores de fibras
huecas y de camas empacadas las células son retenidas por el propio biorreactor (Ramirez y
Mutharasan, 1987). En estos sistemas se han podido alcanzar altas concentraciones de células
y productividades de AcM. Sin embargo, se debe tener precaucién con estas cifras ya que en
general estas se reportan por volumen de reactor y no por volumen de medio gastade, el cual

puede ser de varios ordenes de magnitud superior al del biorreactor.

Nayve y col. (1994) realizaron cultivos por perfusién con hibridomas usando medio libre
de suero y suplementado con cantidades adicionales de glucosa, glutamina, B-mercaptoetanol
y factores de crecimiento. Observaron que ta densidad celular viable méxima alcanzada y la
concentracion de anticuerpo no mejoraron con respecto al conirol. Ademds, el porcentaje de
viabilidad celular disminuyé rdpidamente ya que el amonio se acumulé hasia 10 mM,
concentracién a la cual fue inhibitorio, lo cual era de esperar ya que la concentracién de Gln
fue el doble. Cuando enriquecieron el medio solo con los factores de crecimiento, la
concentracién de células viables fue 1.25 veces mayor que el control y posteriormente
disminuyé porque la concentracién de amonio se incremento a un nivel inhibitorio: ademds la
concentracién de AcM al final del cultive fue mas baja. Puede ser que adicionalmente a la
inhibicién por amonio, la baja concentracién de Gln también limitd ¢l crecimiento de las
células y produccién de AcM.

Ademis de los cultivos por perfusién anteriores, Nayve y col. (1994) acoplaron un
sistemna de remocién de amonio por adsorcién en zeolita a un cultivo por perfusién utilizando
medio enriquecido, la concentracién de amonio fue mantenida abaje del nivel inhibitorio y se
alcanzd una alta densidad celular viable de aproximadamente 2 x 107 células/ml. Este valor
corresponde a un incremento de mds de 300 % con respecto al del cultive por perfusidn
convencional y es mejor comparado a cultivos suplementados con suero. La concentracién de
AcM es aproximadamente 10 veces mayor cuando se compara con cultivos por perfusién
ordinarios y es casi la mitad del preducido in vivo,
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La desventaja de los cultivos en perfusién es que los dispositivos de retencién celular,
tales como la membrana de ultra filtracién 6 el filiro de cerdmica se obstruyen o fallan
facilmente, complicando y limitando el tiempo de operacién. (Ramirez, 1996). Ademds, el
AcM puede adsorberse en el filtro de cerdmica, lo cual se confirma al observar que su
concentracién disminuye cada vez que el filtro se cambia. Por otro lado, se hace uso
ineficiente del medio de cultivo, en particular del suero fetal bovino, que es uno de los
componentes mis caros del medio, ¢l cual no se agota totalmente en la corriente de salida.
Ademis, en el caso de biorreactores heterogéneos, como por ejemplo, fibras huecas,
microacarreadores y camas empacadas, se dificulta el control debido a la imposibilidad de
medir directamente la concentracién celular. Algunos sistemas son muy costosos, como por
ejemplo los biorreactores de fibras huecas, en los cuales ademds se pueden presentar
gradientes axiales y radiales, limitando su escalamiento y complicando su operacion.

2.4.2.2 Adsorcién mediante resinas de intercambio iénico y zeolita.

E! método més simple para eliminar el amonio in situ del medio de cultivo de células es
mediante su adsorcién en zeolita 6 en resinas de intercambio idnico. Sin embarge, se requiere
de adsorbentes esterilizables por calor. no t6xicos y con alta capacidad de adsorcidn y

selectividad para amonio.

Jeong y Wang (1992) analizaron vanas resinas de intercambio idnico y la zeolita
Phillipsite-Gismondine para su potencial aplicacidén como adsorbentes en la remocién in situ
de iones amonio de! medio de cultivo de células animales. Evaluaron la capacidad de
adsorcidén de amonio y el efecto de la esterilizacién sobre su capacidad de adsorcion. La
zeolita mostré la mejor selectividad para amonio, asi como la mejor capacidad de adsorberlo.
Con base en estos resultados cultivaron hibridomas en frascos agitados en presencia de la
zeolita, obteniende un incremento de 15%, 28% y 16% en el numero de células viables,
viabilidad y concentracién de AcM, respectivamente. La concentracion final de amonio en el
medio de cultivo con adsorbente fue la mitad comparada con el control.

Tio y col. (1984} utilizaron el intercambiador de iones silica-aluminium ZCP-50 en polvo
dentro de un tubo de didlisis para la adsorcion del amonio en cultivos de mielomas murinos.
Utilizando este sistema, lograron incrementar la densidad celular al reducir la concentracion de

amonio.
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Capiaumont y col. (1995) realizaron cultives por lote de hibridomas con clinoptilolite
vuna piedra volcdnica la cual tiene propiedades de intercambiador de cationes). Para esto
colocaron el adsorbente en una columna empacada conectada al biorreacior y realizaron la
destoxificacion del cultivo. Mediante este sistema lograron mantener la concentracién de
amonio por abajo de 1 mM y pudieron reducir su concentracién total mds de 60 % e

-incrementar la densidad celular 40% en en el culttve destoxificado en comparacién al control.

Sin embargo, el uso de clinoptilolitc requirié un constante rebalance idnice del medio para
compensar el Kt después de cada ciclo de destoxificacion.

Nayve y col. {1994) realizaron un cultive por perfusién de hibridomas en el cual
utilizaron un modulo de filtro de cerdmica para obtener medio de cultivo libre de células. Este
filtrado lo dializaron y pasaron a través de una columna empacada de zeolita para remover el
amonio. El sistema de remocién fue efectivo, la densidad de células viables se incrementd
300% y la produccién de anticuerpo fue 10 veces mds en comparacidn a experimentos control.
Desafortunadamente, este sistermna es muy complicado desde un punto de vista experimental.

Las resinas de intercambio idnico presentan la desventaja de que la remocién para
amonio no es selectiva y puede remover otros cationes, principalmente potasio ¥ sodio
(Schneider y col., 1996). Aunque no existen repertes, probablemente también son removidos
algunos componentes del suero, lo cual puede causar problemas. Ademds, las resinas tienen

que ser reconstituidas después de ser saturadas, haciendo dificil su uso en procesos continuos.
2.4.2.3 Membranas no porosas de intercambio idnico.

Las membranas no porosas de intercambio iénico permiten el transporte del amonio a
través de ellas, desde el medio de cultivo hacia el lado permeable, donde éste puede ser
eliminado posieriormente mediante una solucidn de base, por vacio § arrastre con gas inerte
(Schneider y col., 1996).

Sikdar y col. (1994) Utilizaron una membrana no porosa de intercambio iénico para la
eliminacéén de amonio. Investigaron la aplicacién de varios procedimientos, entre ellos el uso
de una solucién de buffer fosfato a pH 7.2, 4cido sulfiirico 0.025 M, pervaporacién usando
vacio y pervaporacién usando arrastre con gas inerte. En este dlttmo la eliminacién de amonio
fue superior ya que ¢l flujo de amonio a través de la membrana fue mds alto cuando el pH de
la solucién del lado permeable se incrementé. Los autores concluyeron que el NH; fue la
especie difundida.
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En los procesos que utilizan membranas ho porosas de intercambio iénico, se pueden
originar problemas de eliminacién no selectiva de otros cationes y la precipitacion de
carbonatos, principalmente de magnesio y calcio en el flujo aceptor alcalino. Esto conduce a
una disminucién de cationes esenciales, dando como resultado wuna reduccion de la
concentracién de células viables (Schneider y col., 1996).

2.4.2.4 Membranas hidrofébicas permeables a gas.

Las membranas hidrofébicas permeables a gas permiten el transporte selectivo del
amoniaco a través de ellas y su posterior remocion en el lado permeable. La fuerza motriz de
este transporte es una diferencia en presiones parciales a través de la membrana. La membrana
estd en contacto con el medio de cultivo y se coloca un 4cido en el lado permeable, debido a la
naturaleza hidrofébica de la membrana, los liquidos acuosos de ambos lados no penetran en
sus poros y son separados perfectamente uno del otro. Et NHj voldtil se difunde a través de la
membrana y es atrapado por el 4cido del lado permeable como resultado de una protonacién
instantdnea e irreversible. El uso de membranas de poros hidrofébicos para remover amonio
tiene un considerable potencial, particularmente para sistemas con altas concentraciones
celulares tales como aquelios que involucran células inmovilizadas.

Capiamont y col. (1995) cultivaron células de mamifero en combinacién con un sistema
de membranas hidrofébicas, obteniendo eficiente remocién de NH3. Colocaren un module de
fibras huecas a un biorreactor con hibridomas inmovilizados. Observaron un incremento en la
concentracién celular de 60% en comparacitn con el control. Sin embargo, la concentracién
de anticuerpo no aument6 significativamente y el incremento en concentracién celular no fue
confiable ya que las células fueron separadas hasta después que terminé el experimento y éste
se efectiio solo una vez.

Hecht y col. (1989) en cultivos por lote utilizaron un modulo de fibras huecas con
membrana hidrofébica microporosa acoplado al reactor. El modulo de membrana funciond
durante tres dias para mantener la concentracién de amonio abajo de 1 mM. La concentracién
celular fue 1.6 veces mayor en el cultivo destoxificado con respecto al control y solo
obtuvieron un pequefio incremento en produccién de AcM.

Schneider y col. (1997) realizaron cultivos por lote de hibridomas en combinacién con

un sistema de membrana hidrofébica porosa. En el medio de cultivo libre de suero con 4 y 10
mM de Gln inicial los cultivos con y sin remocién de amonio mostraron el mismo patrén. La
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concentracién de amonio se redujo 41 % en los experimentos con 4 mM de Gin inicial y 44 %
en los experimentos con 10 mM, comparados con el experimento control sin remocién de
amonio. Los cultivos por lote realizados en medio suplementado con suero proporcionaron
resultados similares a aquellos en medio libre de suero. La acumulacién de amonio fue
eficientemente reducida de una concentracién final de 4 mM a 1.7 mM.

Una desventaja de estos sistemas es que requijeren de una gran drea e membrana para
que la remocién de amonioe sea eficiente.

2.4.2.5 Eliminacion de amonio por diilisis.

Mediante el uso de membranas de didlisis se puede realizar la eliminacién de los
desechos metabdlicos téxicos de bajo peso molecular, reponer algunos nutrientes esenciales
por el mismo mecanismo y simultdneamente concentrar los productos de interés de alto peso
molecular, simplificando las operaciones de recuperacién y purificacién.

Linardos y col. (1992) realizaron cultivos dializados de hibridomas por lote y continuos.
Para ello utilizaron un tubo de didlisis de celulosa (didmetro de corte de peso molecular de
1000) enrollado dentro del biorreactor por el cual hicieron pasar medio fresco sin suero a
velocidades de flujo de 2 a 5 L/d. En la modalidad por lote, el proceso de didlisis resulté en un
incremento del doble en concentracién celular mdxima y 3 veces en produccidn de AcM. En el
cultivo continuo con una velocidad de dilucién de 0.45 d-1, utilizando un flujo de dialisis de 5
L/d, obtuvieron un 40% de incremento en concentracion celular viable y produccién de AcM
en comparacién con una corrida continua tipica a la misma velocidad de dilucién. Las
concentraciones de amonio y lactato fueron significativamente mas bajas que en el control. Es
importante notar que alcanzaron el incremento en produccién de AcM usando el medio de
didlisis libre de suero. Por lo tanto un eficiente cultivo dializado puede ser mas econdmico gue
utn cultivo continuo convencional.

Bohmann y col. (1995) utilizaron un biorreactor continuo de unidades de camas fijas de
flujo radial acopladas con un modulo de didlisis. Realizaron dos grupos de experimentos. En el
grupo (1), variaron la velocidad de dilucién de la cdmara interior y mantuvieron constante la
velocidad de flujo en la cdmara exterior. En el grupo (II), mantuvieron la velocidad de dilucién
constante en la cdmara interior y variaron la velocidad de dilucién en la cdmara exterior.
Mediante et ajuste de las velocidades de diluci6n en las cdmaras interior y exterior lograron
mantener la concentracién de sustratos por arriba de los niveles limite y la de metabolitos
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téxicos por abajo de los niveles inhibitorios. El nivel de componentes del medio de alto peso
molecular no tuvo influencia sobre la actividad de las células inmovilizadas dentro del rango
de las velocidades de dilucién analizadas. Comparado con los cultivos de quimijostato con
células suspendidas, pudo obtenerse una concentracién 10 veces mayor de AcM (383 mg/l}.
La velocidad especifica de produccién de anticuerpo volumétrica més alta fue de 6.1 mg de
AcM /cama-fija h.

No obstante, el uso de membranas de didlisis también presenta problemas importantes,
por ejemplo, Ia obstruccién de las membranas ya sea por proteinas del medio o por adhesion
de células. Ademds, las c€lulas inmovilizadas no son accesibles a muestreo directo, cuenta y
anélisis, lo cual limita la utilidad de estos sistemas.

2.4.2.5.1 Electrodilisis.

Chang y col. (1995a) disefiaron una técnica electrocinética basada en un mecanismo
electroforético para eliminar amonio y lactato in-situ de un cultivo suspendido de hibridomas.
Para ello utilizaron una cdmara de cultivo dividida en tres compartimentos por dos marcos con
papel filtro. Las células se confinaron dentro del compartimento central. Para aplicar el campo
eléctrico de corriente directa de 50 A/m?, utilizaron dos pares de puentes de sal colocados en
serie, el primero con una terminal insertada cn fa cAmara de cultivo y la otra inmersa en medio
de cultivo sin suero. El segundo puente con una terminal insertada en éste mismo medio y la
otra en una solucién de NaCl/NaHCO;.

Utilizando esta técnica en un cultivo por lote, obtuvieron un incremente de 37 y 35 % en
la concentracion celular viable mdxima y titulo de anticuerpo monoclonal en comparacion al
cultivo control. La concentracién de amonio en el cultivo electrocinélico se mantuvo abajo de
1.5 mM y la de lactato abajo de 5 mM, mientras que en el cultivo control fueron 7.5 mM y 8
mM respectivamente. Ademds, realizaron cultivos por lote alimentado con una concentracion
inicial de Gln de 4 mM y alimentaron una concentracién adicional de 4 mM a la mitad de la
fase exponencial. Al final del periodo de cultivo, la concentracién de células viables, células
totales y AcM fueron 50, 84 y 55 % mds en el cultivo electrocinético que en el cultive control.
Asimismo, en el cultivo elecirocinético la concentracién de amonio se mantuvo abajo de 3
mM, mientras que en el cultivo control se acumul6 hasta 7.2 mM.

Chang y col. (1995b) realizaron cultivos por lote alimentado en medios de cultivo
enriquecidos, en los cuales removieron amonio y lactato in situ aplicando densidades de
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corriente eléctrica en el rango de 70 a 90 A/m?. Utilizaron dos tipos de medio enriquecido, en
los cuales la concentracion de los aminodcidos esenciales y vitaminas fue 5 y 10 veces mds
que la del medio minimo MEM. En estos cultivos alimentaron una solucitn de Gln 200 mM y
una de glucosa 1.0 M para reponer el agotamiento de estos nutrimentos en ¢l medio. Ademis,
prepararon un medio suplementario que contenfa 20 veces més todos los aminoécidos y 40
veces mas vitaminas que en MEM, este medio solo lo alimentaron en el cultive donde
utitizaron el medfo con la concentracién de los aminodcidos esencigles y vitaminas 10 veces
més que MEM. {

En el cultivo electrocinético con 5 veces més aminocdcidos esenciales y vitaminas, la
concentracién de células viables médxima, células totales final y AcM final fueron 50, 38 y 90
% s respecto al cultivo control. En el cultivo electrocinético con 10 veces mds aminodcidos
esenciales y vitaminas, el cual fue alimentado con el medio suplementario, la concentracion de
células viables méxima, células totales y AcM alcanzado fueron aproximadamente el doble

" que para el cultivo con 5 veces mds aminodcidos esenciales y vitaminas contrdl. El amonio
producido en los cultivos electrocinéticos fue removido eficazmente y su concentracion
permanecié abajo de 2.0 mM.

Sin embargo, la técnica electrocinética presenta desventajas, ya que el uso de ésta
solamente puede intercambiar selectivamente un soluto cargado por otro, sin alierar la
cantidad total de estos, por lo tanto, la elevada osmolaridad debida a la acumulacién de lactato
no puede ser reducida por el campo eléctrico de corriente directa. Ademds, debido a la
complejidad de esta técnica resulta un gran reto su escalamiento.

2.5 Enzimas con capacidad de eliminar amonio.

Existen distintas enzimas que se podrian utilizar para eliminar el amonio. Entre estas, las
més comunes son la glutamino sintetasa {EC 6.3.1.2), glutamato deshidrogenasa (C 1.4.1.3),
fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5) y aspartato amonio liasa (EC 4.3.1.1). Sin
embargo, no todas se pueden utilizar para eliminar el amonio de el medio de cultivo de CES
debido a que el pH, temperatura y concentracidn de amonio necesarios para que las reacciones
ocurran deben ser compatibles con las condiciones de cultivo,

Las enzimas que tienen un pH y temperatura de reaccién proximos a las condiciones
adecuadas para el cultivo de CES son la glutamino sintetasa y la glutamato deshidrogenasa.
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2.5.1 Glutamino sintetasa.

La glutamino sintetasa (GS) es una enzima que cataliza la formacién reversible de
glutamina a partir de giutamato y amonio a expensas de la hidrélisis de ATP a ADP y Pi.

.
Mg~

[. — glutamato + amonio + ATP Glutamino sintetasa |y _ glutamina + ADP+Pi {10}

La sintesis de glutamina provee a muchos tipos de células con un mecanismo para

remover el amonio y para su almacenamiento.

La GS de E. coli (EC 6.3.1.2) es una importante enzima en el consumo de amonio,
tiene un peso molecular de 600 000, es oligomérica y consta de 12 subunidades idénticas,
arregladas en dos capas hexagonales. Su actividad es regulada por modificacién covalente y
alostéricamente. Ademds, es susceptible a un amplio rango de efectores: inhibicién por
algunos productos finales del metabolismo de glutamina incluyendo glicina, alanina.
triptofano, histidina, citidina trifosfato (CTP) y citidina monofosfate (CMP). Cada producto
ejerce una inhibicién acumulativa de la actividad por unirse a sitios reguladores. En adicién,
GS estd sujeta a modificaciones covalentes por adenilacién de un residuo de tirosina 397. La
reaccién de adenilacién es catalizada por 12 enzima adenil transferasa, la cual transfiere el
grupo AMP del ATP al residuo de tirosina. La modificacién de adenilacién es reversible y es a
su vez controlada por un mecanismo de cascada biciclico, el cual puede ocurrir sobre las 12
subunidades conduciendo a una completa perdida de actividad. También es regulada a nivel de
transcripcién por la concentracidn de amonio y otras fuentes de nitrégeno en el medio de

cultivo.

El efecto de adenilacién sobre una subunidad dada es cambiar el requerimiento del ion
metdlico divalente para una 6ptima actividad. La subunidad desadenilada muestra méxima
actividad con Mg*2? a pH 7.5 y éste es el metal fisiolégicamente importante. La subunidad
adenilada por otro lado muestra méxima actividad con Mn*? a pH 6.5 (Abell y Villafranca,
1990).

12 ATP + GSp(activa) ——— GS - (AMP )5 (inactiva)+12 PPi (I

Existen estados intermediarios in vive, los cuales tienen actividad parcial. Los estados

intermediarios muestran diferentes sensibilidades hacia efectores. Por ejemplo, GSp es sensible
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a alanina, glicina y AMP, mientras que GS-(AMP}),, es mas sensible a histidina, triptofano y
CTP. La adenilacién es catalizada por adenilil transferasa en Ia presencia de una segunda
protefna, Py . La adenilacién y desadenilacién de GS son catalizadas por una sola enzima, pero
las reacciones separadas son catalizadas por las formas modificada y no modificada de la
proteina Py respectivamente. Esta ultima puede ser modificada covalentemente por UTP y por
residuos de tirosina.

Los procesos de adenilacién y desadenilacién, uridilacién y desuridilacién catalizados
por enzimas, son modificados por efectores. Ambos procesos son particularmente sensibles a
cambios en la concentracién de c-cetoglutarato y glutamina, las cuales respectivamente
incrementan y disminuyen las formas activas de la enzima. Asi la GS es responsable de un
amplio rango de efectores y por lo tanto de las necesidades de la célula,
Entre otros inhibidores de la GS | se pueden listar ADP, L-alanina, AMP, Glucosamina 6-
fosfato, glicina, fosfato, L-serina, entre otros (Helmward, 1993).

Mecanismo cinético;
El mecanismo que ha sido propuesto para esta enzima involucra la formacién inicial
del intermediario y-glutamil fosfato de ATP y glutamato, seguido por desplazamiento del

grupo fosfato por amonio. (Abell y Villafranca, 1990).

Jr

-— —
E+ATP— 5 EATP 4 gy ——, EQIP +NH3—~——;E‘2IEP — E 4P (12)
NH3

La funcién catalitica propuesta para los dos iones metdlicos divalentes es ampliamente
diferente y se distingue una de la otra por sus constantes de disociacién. La fuerte unién del
ion n; se picnsa que mantiene a la enzima en su conformacidn cataliticamente activa. La unidn
menos fuerte del ion metélico se piensa que estd involucrada en la unidn del nucledtido asi
como en la transferencia del fosfato (Abell y Villafranca, 1990).

2.5.1.1 Aplicaciones biotecnoldgicas de la glutamino sintetasa.

La enzima glutamino sintetasa se ha utilizado en algunas aplicaciones biotecnoldgicas

como las siguientes:

Wakisaka y col. (1989) utilizaron un sistema enzimdtico constituido por la gluamine
sintetasa y la glutamato sintetasa purificadas, para la formacién in vitre de glutamato con
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regeneracién de ATP y NADPH, con la finalidad de estudiar ¢l mecanismos fisioldgico de la
via GS/GOGAT en B. flavum. Eligieron las concentraciones de enzimas y sustratos de acuerdo
a las condiciones intracelulares. El objetivo fue comparar los cambios de la concentracién de
amino4cidos causados por la adicién de amonio al sistema, con la concentracién intracelular
de glutamato y glutamina cuando el amonio se adicionaba al cultivo bacteriano.

Tabata y Kido (1991) aplicaron un método enzimdtico para eliminar ¢l amonio de una
mezcla de reaccién mediante la glutamino sintetasa inmovilizada, utilizaron ademds la
creatinina deaminasa y glutamato deshidrogenasa para la determinacién automatizada de
creatinina en orina. El método estd basado en la medicion de la disminucién en absorbancia a
340 nm del NADPH, producido por reacciones sucesivas de creatinina deaminasa y glutamato
deshidrogenasa con creatinina, en una mezcla de reaccién en la cual el amonio es eliminado

mediante la reaccidén catalizada por la glutamino sintetasa.
2.5.2 Glutamato deshidrogenasa.

La enzima glutamato deshidrogenasa de higado bovino (EC 1.4,1.3) es una enzima
alosterica de 336 kDa que estd compuesta de seis subunidades idénticas en su forma activa, la
cual cataliza la desaminacién reversible de L-glutamato.

La reacci6n que cataliza esta enzima en presencia del NADH es:

. Glutamato deshidrogenasa
o - cetoglutarato + amonio + NADH genas

L - gluiamato+ NAD (1%

Cada subunidad de 56 kDa tiene un sitio activo y sitios regulatorios para NAD(P),
ADP y GTP. La secuencia de aminodcidos de los seis mondmeros son idénticas y estdn
arreglados en dos capas de tres. En esta estructura cuaternaria la GDH sufre cambios
conformacionales que son inducidos por l1a unién del aminodcido, NAD(P), ADP, GTP y sus
andlogos (O'Cennor y Bailey, 1989).

La enzima se inhibe por GTP y por altas concentraciones de NADH, los cuales se unen
a un sitio regulador distinto del sitio catalitico. El inhibidor alesterice GTP ocupa dos sitios
por subunidad de enzima en la presencia de NADH, pero solo un sitio en la ausencia de la
coenzima reducida. E! activador alosterico ADP asi como la coenzima NADH ocupan cada
uno dos sitios por subunidad, mientras que el ATP funcicna como un activador alosterico
{Ozturk y col., 1990 y 1991)
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El Km para L-giutamato y o-cetoglutarato es de 1.8 x 103 y 7 x 1004 M
respectivamente; su pH 6ptimo va de 8.5 a 9.0 para la oxidacién de ghutamato y de 7.8 para la
aminacién reductiva (Gerhartz, 1990).

2.5.2.1 Aplicaciones biotecnolégicas de la glutamato deshidrogenasa.

La giutamato deshidrogenasa ha tenido aplicacion en algunos procesos biotecnolégicos
tales como los que se describen a continuacion:

Gu y Chang (1987) disefiaron un sistema de multienzimas inmovilizadas por
microencapsulacién dentro de células artificiales en un biorreactor, para la conversion de o-
cetoglutarato a dcido L-glutamico con urea como fuente de amonio. El multisistema
enzimético contenia glutamato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, ureasa y dextran-
NAD+,

Lin y col. (1997) usaron una membrana de nanofiltracién para la inmovilizacion de
coenzima, en la construci6n de un reactor para la reduccién de 4cido 2-cetoglutdrico & dcido L-
glutamico con regeneracién de NADH. En este reactor enzimitico, un sistema conjugado de
glutamato deshidrogenasa v glucosa deshidrogenasa fueron coinmovilizadas. Se suministro
continuamente una solucién de sustrato conteniendo una baja concentracién de NAD | debido
a la retencidn por la membrana, el NAD fue parcialmente inmovilizado y concentrado en el

reactor.

Kiba y col. (1992) desarrollaron un método de inyeccién de flujo para la determinacién
de L-glutamato en suero, utilizando un reactor con glutamato deshidrogenasa inmovilizada, el
NADH formado fue detectado a 465 nm.

Canale y col. (1990) disefiaron un sistema de andlisis de inyeccidn de flujo, utilizando la
glutamato deshidrogenasa inmovilizada en combinacién con un detector espectrofotométrico,
para la determinacién de amonio en alimentos. Niveles altos de amonio en productos tales
como came y pescado indican que no son frescos. La concentracién de amonio se infirid al

medir la disminucién de la absorbancia con radiacién UV al oxidarse el NADH.

33



Objetivos

CAPITULO III

OBJETIVOS

3.1 Objetive general.

Eliminacién enzimatica selectiva de amonio del medio de cultivo de células de
eucariotes superiores.

3.2 Objetivos especificos.

Establecimiento de las condiciones operacionales de los sistemas enzimaticos de la
glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2) y glutamato deshidrogenasa {(EC 1.4.1.3), a las
condiciones de pH, temperatura y concentracién de substratos dadas en los cultivos
de células de eucaniotes superiores.

Evaluacién del comportamiento de los sistemas enziméticos en el medio de cultivo
sin células.

Evaluacién de los sistermas enzimdticos de la glutalnino sintetasa y glutamato
deshidrogenasa en cultivo de células, usando dos modelos:

a) Hibridomas murinos productores de anticuerpos monoclonales.
b) Células de insecto, Spodoptera frugiperda (8£-9).
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS
4.1 Lineas celulares,

Se utilizaron dos Iineas celulares, una de hibridomas murinos denominada BCF2 y la
otra de células de insecto Sf-9. La linea de hibridomas secreta AcM neutralizantes y
especificos a la toxina 2 del alacrdn Centruroides noxius Hoffmann la cual fue generada en el
laboratorio de] Dr. L. Possani del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y es descrita en
detalle por Zamudio y col. (1992). En breve, la linea proviene de la fusion de células del bazo
de un ratén, inmunizado con la fraccién 11-9.2 del veneno acoplada con tiroglobulina, y una
subclona del mieloma SP2/0-Ag 14 de rat6n. Los hibridomas fueron clonados y seleccionados
in situ al cultivarlos sobre una capa alimentadora de macréfagos de ratén. El veneno de la
especie de alacran Centruroides noxius Hoffman se obtuvo por estimulacion eléctrica de los
alacranes vivos y las diversas toxinas del veneno fueron purificadas por técnicas
cromatograficas. El AcM obtenido inhibe la unién de la toxina con las membranas

sinaptosomales de cerebro de ratén y muestra una clara actividad neutralizante in vivo.

La linea celular Sf-9 (Ndmero de catalogo de ta ATCC 1711) proviene del ovario de
pupa del lepiddptero Spodoprera frugiperda (conocido cominmente en México como gusano
cogollero del maiz y en Estados Unidos como gusano soldado de otofio). Esta linea fue
clonada por Smith y col. (1983) a partir de la linea Sf-21, obtenida por Vaughn y col. (1979)
en 1977.

4.2 Medios de cultivo.

El medio de ¢ultivo que se utilizd para las células de hibridoma fue el Eagle modificado
pot Dulbecco (DMEM, Sigma D-5030). Se prepara disolviéndelo con agua destilada,
desionizada y estéril y suplementandolo con glucosa (4 g/1}, glutamina (0.584 g/), piruvato de
sodio (0.1155 g/1), bicarbonato de sodio {2.2 g/I), 4c. oxalacético (13.2 mg/l), insulina
cristalina (0.8 mgA), solucién 100X de aminodcidos no esenciales (1% v/v; Sigma M 7143).
solucién antibidtica/antimicética [penicilina (100,000 U/), estreptomicina (100 mg/l),
anfotericina B (250 ug/1); Sigma A-99091, rojo fenol (15.9 mg/l) y suero fetal bovino (SFB) a
una concentracidén final de 10 % (Sigma F-244%), El medio se estenliza por filtracidn
(membrana Millipore, 0.22 pm) y puede conservarse a 4 °C por no mds de un mes.
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El medio de cultivo que se utiliz6 para las células de insecto fue TNM-FH (Trichoplusia
ni medium-Fred Hink, Sigma. T-1032). Se prepara disolviéndolo con agua destilada,
desionizada y estéril y se ajusta a pH 6 con hidréxido de sodio 1M. Se esteriliza por filtracién
a través de membrana de 0.22 pm y se suplementa con 10 % de SFB (Sigma F-2449) y con
0.05% de Pluronic F-68 (BASF). El medio queda a pH 6.2 después de filtrar.

4.3 Congelacion de células.

Suspensiones con alrededor de un millén de células se centrifugaron a 800 rpm durante
15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se descartd el sobrenadante y el paguete
celular se resuspende con medio de congelacién {constituido por 50 % DMEM con 40% de
SFB y 10% de dimetil sulféxido v/v) para dar una concentracién final de aproximadamente 5 x
106 cél/ml. Esta suspensién se distribuye en viales de congelacién estériles (1-1.5 mi}, los
cuales son conservados a -70 °C durante un dia y almacenados posteriormente en nirdgeno
liquido hasta su uso.

4.4 Inoculo.

Los inéculos utilizados para los cultivos experimentales de células de hibridoma, se
obtuvieron de viales criopreservados conteniendo células conservadas en medio constituido
por 50 % DMEM con 40% de SFB y 10% de dimetil sulféxido vfv. Los viales se conservan en
nitrégeno liquido y cuando se requiere un inéculo, las céiulas se descongelan a 37 °C y son
transferidas inmediatamente a un tubo de centrifuga cénico. Se adiciona lentamente 10 ml de
medio de cultivo DMEM por cada tubo descongelado y se mezcla suavemente. Posteriormente
se centrifuga 1a suspensién a 600-700 rpm durante 15 minutos, se desecha el sobrenadante y s¢
resuspende el paquete celular en 10 ml de medio DMEM. La suspensién celular se coloca en
un frasco T de 25 cm? de 4rea superficial y se subcultivan tres veces por lo menos antes de
preparar el indculo. Los inéculos se preparan cultivando las células en frascos T de
poliestirenc de 4rea superficial de 25 y 75 cm? y colocdndolos en una incubadora de COy a 37
°Cy 6 % de CO,.

Los inoculos para los cultivos de células de insecto se obtuvieron a partir de un mismo
lote de células congeladas en nitrégeno liguido. Las células para indculo se maniuvieron en
cultivo en frasco T a 27 °C. Todos los indculos se realizaron con células en fase de

crecimiento exponencial a una concentracién de 0.2 x 109 ¢él/ml y con una viabilidad mayor al
90 %.
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4.5 Cultivos estaticos por lote.

Todos los cultivos de hibridomas fueron estdticos y se realizaron en frascos T de 75 cm?
(Costar 3375) a 37 °C y con una atmésfera de CO; al 6% . Se iniciaron los cultivos con una
concentracién de células viables entre (.15 x 105 y (.2 x 109 cél/ml. Se realizaron cultivos con
medio DMEM de formulacién convencional y cuando se utilizé el sistema enzimdtice fue
necesario modificar la concentracién de NaCl para que la osmolaridad fuera cercana a 340
mOsmolar. Los cultivos se siguieron hasta que la viabilidad disminuyé a menos de 50%. Se
-tomaron muestras aproximadamente cada 12 horas de las cuales se monitored la concentracién
celular y una alicuota se centrifugé para eliminar las células. El medio sobrenadante se guardé
a -20 °C para su posterior andlisis.

Los cultivos estiticos con células de insecto se realizaron en frascos T de 75 cm?. Lag
células se despegaron de los frascos por medio de ligeros golpes con 1a palma de la mano y por
medio del flujo de una pipeta de 10 ml, esto se realizé cada vez que era necesario tomar
muestra o para subcultivar.

4.6 Cultives en frasco agitado.

Los cultivos de células de insecto en suspension se realizaron en frascos agitados de 100
ml, se utilizé un volumen de trabajo de 60 ml. Los cultivos se mantuvieron a 27 °C y a una
agitacion de 100 rpm, vtilizando un agitador de barra magnética suspendida a 0.3 c¢m del fondo
del frasco.

4.7 Métodos analiticos.

4.7.1 Determinacién de la concentracion celular.

La concentracién celular se determiné utilizande un contador de particulas Coulter
(Coulter Multisizer I1, Coulter Electronics) con un tubo de apertura de 100 pm. Para diluir las

muestras se utilizé solucion isoténica Isoton 1! (Coulter, 7546719). La viabilidad celular se
determing por la técnica de exclusién de azul de tripano en un hematocitémetro (las células
muertas se tifien de azul) como el porcentaje de células vivas del total.
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4.7.2 Determinacién de glutamato y glutamina.

Las concentraciones de glutamato y glutamina se determinaron enziméticamente en un
analizador YSI modelo 2700 (Yellow Spring Instruments). Este analizador utiliza membranas
con enzimas inmovilizadas: L-glutamato oxidasa para medir glutamato y glutaminasa y L-
glutamato oxidasa para medir glutamina. La enzima L-glutamato oxidasa catalizan la reaccién
entre L-glutamato en la muestra y el oxigeno, formando o-cetoglutarato, amoniace y peréxido
de hidrégeno. El flujo de corriente en el circuito del dnodo de platino es linealmemne
proporcional a la concentracién de glutamato. A su vez, la L-glutamina se transformé a L-
glutamato por medio de la glutaminasa y posteriormente a o-cetoglutarato, amoniaco y
peréxido de hidrégene por la L-glutamato oxidasa. En la determinacién simultdnea de L-
glutamina y L-glutamato en et YSI la concentracién de 1.-glutamina es estequiométricamente
proporcional a la concentracion de L-glutamato derivada de L-glutamina y corresponde a fa
diferencia de la concentracion de 1.-glutamato total (el presente en la muestra mds el derivado

de L-glutamina) menos la concentracién de L-glutamato inicial presente en la muestra,
4.7.3 Determinacién de amonio.

El amonio se cuantificé utilizando el método del indofenol, propuesto por Kaplar {1965)
y modificado para intensificar la sensibilidad del método a concentraciones menores de & mM.

Esta determinacién se debe realizar en una campana de extraccion y lener la precaucién
de no inhalar Jos compuestos volatiles como las cloraminas gue sc¢ desprenden durante ia

reaccién, las cuales son carcinogénicas.

Para elaborar la curva de calibracién se prepararon las siguientes soluciones en apua

destilada desionizada y hervida.

Solucién A : Fenol 0.106 M, nitroprusiato de sodio 0.17 mM.
Solucién B : Hidréxido de sodio 0.125 N, hipoclorito de sodio 11 mM.

Solucién de amonio :

A partir de una solucién de cloruro de amonio 1 M, se preparan los estandares de 0.5, 1,
2,4, 6, 8 y 10 mM en matraces aforados de 10 ml agitdndolos hasta lograr
homogeneidad.
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Para la lectura de los estandares se tomaron 25 pi de cada uno y se colocaron en un tubo
de ensaye de aproximadamente 5 mi de capacidad provisto de tapa con rosca. Se agregé a
cada tubo 1 ml de la solucién A, se taparon y se agitaron vigorosamente, después se agregd 1
ml de la solucién B, se taparon y se agitaron de igual manera. A partir de este momento se
dejaron reposar 30 minutos para que se desarrollara el color “azul de prusia” caracteristico. Se
tomé una alicuota de cada tubo y se ley6 en el espectrofotémetro a 635 nm, el cual se ajusto a
cero previatnente con un blanco (i mi de solucién A y 1 ml de la solucién B). Las lecturas de
absorbancia y los valores de concentracién se ajustaron a una linea recta por el método de
minimos cuadrados, determinando los valores de la pendiente y ordenada al origen para
caracterizar la curva de calibracion. Es necesario reportar ¢] coeficiente de correlacién en cada

caso, con el fin de documentar la dispersién de las muestras sobre la curva estandar.

Para la determinacion rutinaria de amonio, se tomaron 25 pl de muestra del medio de

cultivo libre de células y se siguié el mismo procedimiento descrito arriba para los estandares,

Para la determinacién de amonio, inicialmente se utilizé un micro electrodo de amonio
(MI-740 micro-ammenia electrode), pero desafortunadamente se tuvieron problemas de
estabilidad de la lectura del mismo entre la elaboracidn de la curva de calibracién y la lectura

de las muestras.
4.7.4 Determinacion de ortofosfato.

Con la finalidad de poder cuantificar indirectamente la concentracién de ATP consumido
durante la reaccién con la enzima GS, se determiné la concentracién de ortofosfato. Para ello
se utilizé el método del molibdato, el cual permite cuantificar fosfato inorganico lincalmente
alin a concentraciones arriba de 60 nmol, con una estabilidad hasta por 5 h de el color
desarrollado y con baja interfencia por concentraciones de ATP tan altas como 30 mM. El
método es muy adecuado para uso en ensayos enzimdticos de ATPasas, especialmente con
enzimas que tienen baja actividad especifica y/o altos valores de Kim para ATP (Gonzéles y
col., 1992)

Las siguientes soluciones fueren hechas con agua doblemente destilada y en recipientes
de cristal previamente lavados con extran y remojados en H3;804 concentrado por al menos 24

h.

Solucién A: 12 % de SDS (dodecil sulfato de sodio).

39



Materiales y métodos

Solucién B: 12 % de 4cido ascérbico en 1IN de HCI.

Solucién C: 2 % de molibdato de amonic en HCI

Solucién D: Mezcla de | mt de la solucién B con 1 mi de la solucién C.

Solucién E: 2 % de citrato de sodio y 2 % de meta arsenito de sodio en 2 % de #cido

acético en H,;O.

Las soluciones B y C permanecen estables por 2 meses a 4 °C. La solucién D se toma
amarilla con el tiempo, por lo que debe usarse dentro de las siguientes 24 h de su preparacién.
Para la curva estandar se prepara una solucién 100 mM de K:HPQjy el cual ha sido secado
previamente. A partir de esta solucién se preparan estandares de 0, 0.05, 0.15, 0.2, 0.25, 0.35,
04, 045,0.55,0.6 mM.

En diferentes tubos de ensaye de aproximadamente 5 mi, se colocan 150 pl de cada uno
de los estandares. En seguida, se adicionan 150 ul de la solucién A a cada tubo, se mezcla v
posteriormente se adicionan 300 pl de la solucidn D. Transcurridos 5 minutos se adicionan
450 pul de Ia solucion E y se mezcla. Las muestras se dejan reposar por 20 minutos a

temperatura ambiente y se leen en el espectrofotémetro a 850 nm.

Para la determinacién rutinaria del ortofosfato se sigue el mismo procedimiento. pero en
vez de 150 pl de estandar se colocan 150 [l de muestra,

4.7.5 Determinacion de la actividad enzimatica de la glutamino sintetasa.

Para determinar la actividad de un extracto de glutamino sintetasa se preparan las

siguientes soluciones con agua destilada, desionizada y hervida.

Seolucidn A: Clorhidrato de imidazol | MapH 7.2.

Solucién B: Glutamato de sodio 1 M.

Solucién C: ATP02MapH 7.2.

Solucién D: Cloruro de magnesio 3 M.

Solucidén E: Cloruro de amonio 1 mM.

Solueidn F: 12 % de SDS (dodecil sulfato de sodio).

Solucion G: 12 % de 4cido ascdrbico en IN de HCL

Solucién H: 2 % de molibdato de amonio en HCI.

Solucién I: Mezcla de 1 ml de la solucién G con 1 ml de la solucidn H.

Solucién J: 2 % de citrato de sodio y 2 % de meta arsenito de sodio en 2 % de icido

acético en H»0.
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2%

Para el ensayo; se procede de la siguiente forma: en un tubo de ensaye de 5 ml se
adicionan (.25 ml de 1a solucién A, 0.5 ml de la solucién B, 0.1 mi de la solucién D, 0.2 ml de
la solucién E y 1.33 ml de agua destilada, desionizada y hervida. A 0.2 ml de extracto de
enzima se agregan 0.24 tl de la mezcla de reaccién anterior, se incuba 5 minutos a 37 °Cyla
reaccién empieza con la adici6n de 0.06 ml de la solucién C a 37 °C (El blanco se prepara de
la misma manera, pero en vez del extracto de enzima se coloca agua destilada.). Después de
15 minutos se detiene la reaccién adicionando 150 pl de la solucion F, posteriormente se
adicionan 300 pl de la solucién I Después de 5 minutos s adicionan 450 pl de la solucion I'y
se mezcla, Las muestras se dejan reposar por 20 minutos a temperatura ambiente y se leen en
el espectrofotémetro a 850 nm.

La actividad de la glutamino sintetasa se reporta come pmot de fosfato generado debido

a la degradacién enzimdtica de ATP por cada 0.2 ml de extracto de ¢nzima por 15 minutos.

Una unidad se define coma la cantidad de enzima que convierte | pmol de L-glutamato

aL-glutamina en 15 minutos apH 7.1 ¥ 37 °C.

4.7.5.1 Ensayo de gama transferasa (y GT).

Este ensayo se utiliza para medir la actividad de glutamino sintelasa total presente, ya
que tanto la forma adenitada como la desadenilada son activas en esta prueba (Bender y col.,
1977).

Las siguientes soluciones se preparan con agua destitada, desionizada y hervida.

Solugién A: Clorhidrato de imidazol | M pH 7.15.

Solucidén B: Clorhidrato de hidroxilamina 0.8 M.

Solucién C: Cloruro de manganeso 0.10 M.

Solucién D: Arsenato de potasio 0.28 M pH 7.13.

Selucién E: ADP40 mM pH 7.

Solucién F: CTAB 1 mg/ml.

Solucién G: L glutamina 0.2M.

Solucién H: 55 g de cloruro férrico hexahidratado, 20 g de dcido tricloroacetico y 21 mi.
de 4cido clorhidrico concentrado. Aforar a un litro.
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La soluci6n F es un detergente que hace perreable la membrana de las células a los
reactivos, puede ser reemplazada con agua cuando se ensaya la enzima purificada o extracto
crudo en lugar de células integras.

La mezcla de reaccion se prepara colocando en un tubo de ensaye de 15 ml ias siguientes
soluciones concentradas en el orden y proporcién como se especifica a continuacién: 7.53 ml
de agua destilada, desionizada y hervida, 2.25 mi de la solucion A, 0.37 ml de ia solucion B,
0.045 mi de la solucién C, 1.5 mi de la solucidn D, 0.15 ml de la solucién E'y 1.5 ml de la
solucién F. El pH de la mezcla se ajusta con 4cido clorhidrice 1M o hidréxido de potasio 2 M.
si no se usa inmediatamente se conserva a 4 °C, Esta mezcla una vez preparada debe utilizarse
dentro de las siguientes 24 h. Se prepara un blanco de la misma manera reemplazando las
soluciones de el arsenato y ADP con agua. A 0.40 ml de la mezcla de ensayo se le agrega la
mues{ra y agua para dar un volumen de 0.45 ml, la solucién se mantiene a 37 °C por 5
minutos y la reaccién se inicia por la adicién de 0.050 ml de solucién G. La reaccidn se
termina adicionando 1 mt de 1a solucién H.

Las muestras se centrifugan para remover cualquier precipitade antes de medir
absorbancia a 540 nm.

Bajo estas condiciones | pmol de glutamil-mdroxamato da 0.532 unidades de

absorbancia a 540 nm.

Una unidad de actividad de GS ¢s defimda como lu cantidad de enzima gite produce 1

pmel de glutamil-hidroxamato por min.

4.7.5.2 Ensayo de reaccion de sintetasa.

El ensayo de la reaccion de sintetasa es una medida de la capacidad de la enzima

glutamino sintetasa para formar glutamina (Bender y col., 1977).
Las siguientes sotuciones se preparan con agua destilada, desionizada y hervida,

Solucién A: Clorhidrate de nimidazol 1 M pH 7.15.
Solucidén B: Clorhidrato de hidroxilamina 0.8 M.
Solucién C: Clorure de magnesio 3M.

Solucion D; L-giutamato monosddico 0.85 M.
Selucién E: CTAB 1 mg/ml.
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Solucién F: ATP 0.20 M pH 7.7 ajustado con hidréxido de potasio 2 M.
Solucién G: 55 g de Cloruro fémico hexahidratado, 20 g de 4cido tricloroacetico y 21 ml
de 4cido clorhidrico concentrado. Aforar a un litro.

La mezcla de reacci6n se prepara colocando en un tubo de ensaye de 20 ml las siguientes
soluciones concentradas en el orden y proporcion como se especifica a continuacién: 7.2 mi
de agua destilada, desionizada y hervida, 2.0 ml de solucidn A, 1.25 ml de solucién B, 0.40 ml
de solucién C, 4.2 ml de solucién D, 2.0 ml. de solucién E. Se ajusta a pH 7.7 con hidréxido
de potasio 10 M a temperatura ambiente. A 0.40 ml de la mezcla de ensayo concentrada sc
adiciona la muestra y agua para dar un volumen de 44 mil. La solucién se mantiene a 37 °C
por 5 minutos y la reaccién se inicia por la adicién de 0.060 ml de la solucidn F. La reaccion
se detiene adicionando 1.0 ml de la solucién G. Esta mezcla es agitada en un vortex para
disolver el precipitado que se forma transitoriamente per la adicién de la solucién G. Las
muesiras s¢ centrifugan para remover cualquier precipitado remanente y se lee la absorbancia

a 540 nm. El blanco se reatiza sin ATP o con células que carecen de glutamino sintetasa.
4.7.6 Determinacion de osmolaridad.
La osmolaridad se determinG por medio de un micro osmometro {Precision Systems p

Osmette). Se colocan SO ! de la solucion a analizar en un wbo eppendarf nuevo, sumergiendo

et sensor cn la muestra y se toma la lectura una vez gue se alcanza un valor estable.
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CAPITULO YV
RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Establecimiento de las condiciones de reaccion de la glutamino sintetasa.
Para evaluar la actividad de esta enzima se utilizaron los siguientes ensayos:

a) Ensayo de gamma transferasa (y GT).
b) Sintetasa.

La ventaja adicional de estos ensayos cs que ademds de permitirnos determinar la

actividad de la enzima es posible conocer el estado de adenilacién de la misma.

La reacci6n para gamma transferasa es:

Glutamino sinletasa

Hidroxilamina + L ~Glutamina __ ADP. Arsenalo | ¥ —glutanul hidroxamato + Amonia Ll

El y-glutamil hidroxamato presenta una absorbancia mixima a 540 nm.

La reaccion de sintetasa es:

Glutaming sintelasa
Hidroxidlamina + L ~giutamato + ATP o MEMZ Ly~ putam hidroxamato + ADP 4 P10 15)

Alternativamente, la reaccién de sintetasa se puede determinar al cuantificar
colorimétricamente el ortofosfato generado durante la reaccidn y realizando la correccidn con
un blanco en el cual no se coloca enzima, ya que el ATP puede levar cierta cantidad de

ortofosfato.

La reacci6n de sintesis de glutamina que cataliza la glutamino sintetasa es:

Glutaming sinletasa

. Mgt
Glutamate + Amonio + ATP B

.- glwamina + ADP + Pi (e
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Para determinar la cantidad de enzima y la concentracién de los reactivos adecuados
para utilizar el sistema enzimético de la glutamino sintetasa en cultivos de hibridomas, se
realizaron cinéticas en buffer clorhidrato de imidazol 34 mM ajustado a pH 7.2, utilizando

“wdiferentes concentraciones de enzima y reactivos. Se utilizé una concentracién de reactivos
menor a la utilizada en el ensayo para determinar la actividad de la enzima, pero suficiente
para lograr eliminar 5 mM de amonio en 31 h que es un valor tipico del acumulado en un
cultive por lote de hibridomas al finai de la fase exponencial de crecimiento, que en ésta linea
particular es de aproximadamente 70 h. El uso de una concentracién de reactivos menor, fue
con la finalidad de que al utilizar el sistema enzimdtico en cultivos de hibridomas, no se
ocasionara un aumento significativo en la osmolaridad del medio con el consiguiente dafio
celular e inhibicién del crecimiento, ya que la determinacion de 1a actividad de la enzima se

realiza a condiciones de saturacién de sustratos.

Como primera aproximacion, la concentracién de los reactivos utilizada fue de 60 mM

de cloruro de magnesio, 15 mM de ATP, 12.5 mM de glutamato de sodic y 5 mM de cloruro

® de amonio. Las concentracienes de enzima fueron de 0.4, 0.8 y 1 U/mi. En estas pruebas se
Realizé el seguimiento de la concentracitn de glutamato con el tiempo tomando las muestras
en tubos de 1.5 ml con tapén de rosca y congeldndolas en nitrdgeno liquido para detener la

L . )
reaccion. Posteriormente se analiz6 la concentracién de glutamato de las muestras.

El seguimiento de la concentracién de glutamato y no de ortofosfato, obedece a que cl
primero es un aminodcido relativamente estable y su consumo csté directamente relacionado
con el consuma de amonio y generacion de glutamina por la enzima GS. Por otro lado, en el
caso del omofosfato, este se puede generar por la hidrélisis del ATP la cual no necesariamente
puede ser enzimdtica. Ademds et costo del andlisis es mayor debido a que es necesario un
blanco para corregir el ortofosfato que esta presente en el ATP. teniendo este dltimo un precio

muy elevado.

Como puede observarse en ia figura 5.1, el consumo de glutamato en la reaccién con la
enzima a la concentracién de reaclivos mencionada anteriormente, denominado “valor
experimental”, fue menor que el consumo “tedrico” que deberia esperarse en condiciones de
saturaciéf de sustratos para la misma concentracién de enzima, ya que la velocidad de
reaccién es una funcidn de la concentracién de sustrato. Por ejemplo, en un modelo como el de
Michaelis Menten, se requiere que la concentracién de sustrato sea por lo menos 10 veces el

ky, para estar en saturacidn.
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Figura 5.1.- Cinéticas de consume de glutamato a diferentes concentraciones de
enzima en buffer imidazol. La concentracién de enzima (ue: a) 0.4 Wml,
b) 0.8 U/ml, ¢) | Uiml

En la tabla 5.1 se presentan las velocidades iniciales obtenidas experimentalmente con
la concentracién de reactivos menor a la saturacién y las que tedricamente se obtendrian en
condiciores de saturacién de sustratos. La velocidad inicial de consumo de glutamato "V, ",
se determiné por regresién lineal de los primeros cinco datos, donde la pendiente es lineal, En
el caso de las cinéticas a 0.8 y 1.0 Unidades/mi, se observé una tendencia mas clara del
consumo de glutamato. Ademds el valor de la relacién V,,y experimental/V ., tedrica nos
indica que para estas concentraciones de reactivos, la actividad enzimdtica es
aproximadamente tres veces menor a la actividad esperada a condiciones de saturacién de
sustratos.
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Tabls 5.L- Comparacibn de Ia vebouidad de renccidn juicial de I enzima glwtamine shvletasa
en baffer imidazel o concenirncibn de supiraies munor 2 setyraciém com la
vetocidad lnicial tobvica s condicionss de soturaciba de sustraios.

Unidades / ml Vj experimental V; tedrica % de V respecio a
S o0 %
03 00180 oA 3
10 00213 00650 147

El sistema de Ia glitamino sintetasa tiene la ventaja de que ademds de eliminar el
amonio, regenera el aminodcido glutamina.

§.2 inactivacién de 1a enzima (8.

Para detener ia reaccién enzimdtica de la glucamino sinietasa se congelaron las muestras.
Sin embargo, se estdi6 1a posibilidad de establecer una metodologfa alternativa para detener
1a reaccién enzimética y dar mayor estabilidad a 1a composicién de Jas muestras para futuros
andlisis, ya que al descongelar estas, la actividad enzimética puede continuar ocasionando
cambios en la composicién de glutamina, glutamato, amonio y ATP.

Para detener la reaccién por el método alternativo se utilizé el dcido
etilendinitrilotetracetico (EDTA) como guelante de los iones Mg2+, dado que la enzima GS
posee dos sitios de unién al ion Mg2* (designados ny y n3) que estdn localizados en el sitio
activo y ¢l ion Mg2* es absolutamente necesario para la actividad. Este ¢s un método de
inactivacion adecuado porque no dafia Jos componentes ldbiles del medio de cultivo, como es
¢l caso de fa Gin.

Con la finalidad de probar la eficiencia de esta metodologfa, se realizaron
simultineamente dos cinéticas en buffer clorhidrato de imidazol 34 mM ajustado a pH 7.2, con
un cdetel de reaccidn constituido de 60 mM de cloruro de magnesio, 12.5 mM de glutamato de
sodio, 15 mM de ATP, 5 mM de cloruro de amonio ¥ | unidad/ml de enzima. A una de las
rescciones se lc agrego EDTA en la misma relacion molar al Mg*2 a los 50 min de reaccién y
s¢ compars con un control, Se tomaron muestras cada 10 minutos en tubos de 1.5 ml con
tapén roscado y se congelaron en nitrégeno liquido para su posterior andlisis.

El seguimiento de las cinéticas se realizé determinando la concentracién de glutamato.
Como se puede ver en la figura 5.2, en la reaccidn donde se adiciond ¢l EDTA, la actividad de
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la GS se detuvo dado que las lecturas de glutamina y glutamato fueron practicamente
constanies después de la adicién del agente quelante.

Existen otros métodos para inactivar la enzima GS tales como el calentamiento y la
oxidacién de ciertos aminoacidos que intervienen en la actividad enzimdtica catalizada por
FeCly, sin embargo, presentan algunos inconvenientes. Por ejemplo, en el caso de la
inactivacién por calor, el amino4cido Gln es may l4bil a altas temperaturas y puede
descomponerse liberando amonio, haciendo practicamente imposible el monitoreo por andlisis
de Gln y amontio.
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Figura 5.2.- Efecto inhibitorio de! EDTA eu la reaccién catalizada por la glutamino

sintetasa al secuestrar los iones Mg*2, La iinea verticat pumeada indica el
tiempo en que se adiciond el EDTA.

La inactivacién de la enzima por FeCls, esta asociada con la modificacién covalente de
al menos dos aminodcidos His y Arg, localizados en el sitio de unién a metales n;. Sin
embargo ¢l FeCly puede catalizar 1a oxidacién no solo de la enzima, sino también de otros
componentes del medio de cultivo e interferir en su andlisis posterior.
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5.3 Cinéticas de la glutamino sintetasa en medio de cultive DMEM

Para probar si el sistema enzimdtico funcionzba en el medio de cultive DMEM, se
decidié utilizar 1 unidad/mi de enzima, 60 mM de MgCl;, 15 mM de ATP y 12.5 mM de
glutamato de sodio para degradar S mM de NH,ClL. Se realizaron dos reacciones en medio
DMEM, una de las cuales se suplementd con 10 % de SFB, como se realiza en la gran mayoria
de cultivos de células de eucariotes superiores, para evaluar si la presencia del suero tiene
- alguna influencia sobre |a enzima.

Al inicio se tomaron muestras cada 15 minutos para poder determinar las velocidades
iniciales v posteriormente a tiempos mas largos para verificar si Ia reaccién continuaba. Las
muestras se colocaron ¢n tubos de 1.5 mi con tapon de rosca y se congelaron instantdneamente
en nitrégeno liquido, para posteriormente evaluar la concentracién de glutamina y glutamato.
El consumo de amonio se infirié por el incremento en la concentracién de glutamnina.

Come se muestra en la tabla 5.2, la velocidad inicial de las reacciones de la glutamino
sintetasa en medio de cultivo DMEM con y sin suero fue menor a la velocidad inicial en buffer
imidazol.

Tabla 5.2.- Comparacién de la actividad de la enzima glutamine sintetasa
en buffer imidazol y medio de cultivo DMEM con y sin SFB

Tipo de Velocidad % respecto a la
reaccién inicial (mM/min) | velocidad en
buffer
Buffer 0.0214 100
DMEM 0.0060 28
| DMEM (10% SFB) 0.0086 40

Se puede apreciar en la figura 5.3 que las reacciones realizadas en el medio con y sin
SFB tuvieron aproximadamente la misma velocidad inicizl de coasumo de glutamato. Sin
embargo, &sta se mantiene lineal por més tiempo en el medio con SFB; esto quizd se deba a
que ¢l suero estabiliza a la enzima. En estas cinéticas ia concentracién de amonio se infirié del
incremento en la concentracién de glutamina, ya que hasta este momento todavia no se habfa

implementado una 1écnica confiable para cuantificar amonio a concentraciones menores de 5
mM.
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Figura 5.3.- Comparacion de las cinéticas de Ia enxrima glutamino sintetasa
en medio de cultivo DMEM para hibridomas con y sin SFB.
a) consumo de amonio, b) generacién de ghwtamina y ¢) consumo
de glutamato. La reaccién fué a 37 *C con 1 unidad/mi de

enzima, 60 mM de MgCl;, 15 mM de ATP, 12.5 mM de
glutamato de sodioy 5 mM de NH,Ci.

Es importante observar que el sistema enzimdtico funciona en medio con y sin suero, ya
que actualmente es practica comin utilizar medios a base de suero o con sustitutos del mismo

en los cultivos de células de eucariotes superiores. También es importante observar que la
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concentracién de amonio casi liega a cero, y la concentracién de Gin aumenta y se mantiene
asinttica en aproximadamente 8 mM, mientras que la concentracién de glutamato continua
disminuyendo. Esto se debe a que la Gln del medio sufre descomposicién quimica y genera
piroglutamato y amonio. Este ditimo reacciona con el glutamato en presencia del sistema GS
para formar nuevamente glutamina. La concentracién de glutamina alcanza un valor méximo
cuando el amonio se consume totalmente v €l consumo de glutamato continda mientras exista
0 se genere amonio. Esto es importante pues gran parte del amonio generado en los cultivos de
células eucariotes superiores proviene de la descomposicién quimica de Gln y la utilizacién
del sistema GS puede regenerarla.

5.4 Cinética de la glutamato deshidrogenasa en medio de cultivo DMEM

Para probar si el sistema enzimatico de la glutamato deshidrogenasa (GDH) funcionaba
en el medio de cultivo DMEM con 10% de SFB, se realizaron cinéticas con 0.12, 0.09, 0.07
unidades/ml de enzima GDH (1 unidad definida como la cantidad de enzima que convierte 1
Hmol de @-cetoglutarato a L-glutamato por minuto a pH 7.3 y 25 "C) en presencia de 12.5 mM
de oe-cetogiutarato, 15 mM de NADH y 3.5 mM de NH,Cl.

Se tomaron muestras cada hora con la finalidad de poder determinar las velocidades
iniciales de consumo de amonio y posteriormente cada 12 horas para realizar el seguimiento
de las cinéticas. Las velocidades de consumo de amonio iniciales fueron de 0.0042, 0.0037 y
0.0028 mM/min para las concentraciones de enzima de 0.12, 0.09 y 0.07 unidades/ml
respectivamente. Como se puede ver en la figura 5.4, con una concentracién de enzima de
0.12 unidades/m| se logré eliminar 3.5 mM de amonio en aproximadamente 25 horas, ta
velocidad de consumo de amonio fue lineal en las primeras 7 horas y posteriormente adquirid
un comportamiento asintdtico. Las concentraciones de o-cetoglutarate y glutamato se
infirieron a partir del consumo de amonio.

Es importante hacer notar que el sistema GDH funciona en el medio de cultivo DMEM

en presencia de 10% de SFB. Este sisterna transforma el amonio y a-cetogiutarato en
glutamato, el cual no es i6xico para los hibridomas.
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Figura §.4.- Cinética del proceso de eliminacién de amonio con la enzima glutamato
deshidrogenasa en medio de cultivo DMEM con SFB. 2a) consumo de
amonio, b) consumo de a-cetoglutarato y c) generacidn de glutamato. La
reaccidn fué a 37 °C, pH de 7.2, 0.12 unidades/ml de enzima. 12.5 mM de -
cetoglutarato, 15 mM de NADH y 3.5 mM de NB,Cl. Las concentraciones de o
cetoglutarato y glutamaio sc infirieron 2 partir del consumo de amonio.

5.5 Estabilidad def ATP en medio de cultivo DMEM

Se evalué la estabilidad del ATP en el medio de cultivo DMEM a 37 °C ¥y pH 7.2, con
base en la cantidad de ortofosfato generado por su descomposicién quimica con el tiempo. El
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ATP puede descomponerse en ADP y ortofosfato, o bien generar AMP y pirofosfato. E1 ADP
formado, a su vez, puede descomponerse en AMP y ortofosfato. Sin embargo, los primeros
productos son los que se generan primero, debido a que la excisién del primer grupo fosfato
termodinimicamente requiere menor energia. Por lo tanto, cuantificando el ortofosfato
generado permite lograr una muy buena aproximacién de el ATP que se ha hidrolizado.

En la figura 5.5 se presentan las cinéticas de generaci6n de fosfato por descomposicién
de 15 mM de ATP en medio DMEM con y sin SFB; puede observarse que la presencia del
suero favorece la hidrélisis del ATP, esto quiz4 se debaa la presencia de algunas fosfatasas.

4~ —a#— Medio con SFB
s 1 —— Medio
E 3-
g J
S 2-
s ]
R
0 ——
0 24 48 72 96 120
Tiempo, h

Figura 5.5.- Cinéticas de generacién de fosfatos por descomposicién de 15 mM de
ATP en medio DMEM,

Estos resultados contrastan con los de la figura 5.3, donde la presencia del SFB es
favorable porque mantiene la velocidad de consumo de amonio lineal por mis tiempo en las
cinéticas con la GS en medio de cultivo, mientras que por otro lado, su presencia disminuye la
estabilidad del ATP en ¢l medio, como se puede apreciar en 1a figura 5.4.

En la figura 5.6 se presentan las cinéticas de descomposicién de 15 mM de ATP. La
concentracién de ATP remanente se infirié por la concentracién de ortofosfato generado.

Aunque en la figura se observa que la cinética de descomposicién parece de orden cero, los
datos se ajustan mejor a un modelo de primer orden:

d[ATP]

o -k [ATP} (17)
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donde k es la constante de primer orden.

17
16 4 o DMEM
15 ® DMEM CON SFB

ATP, mM

10 .

1 1 T T T T
¢ 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tiempo, h

Figura 5.6.- Cinéticas de hidrélisis no enzimitica de ATP, inferidas por Ia
generacién de ortofosfato.

La cinética de hidrélisis del ATP en medio de cuitive en ausencia de enzimas ex6genas
tiene una k de 0.0010% h'! y la de medio con suero de 0.00179 h-1. La presencia del SFB
aumenta el valor de la constante de primer orden un 64 %, lo cual indica que el ATP se
descompone mids rdpidamente por la presencia del suera, esto quizd se deba a la presencia de
algunas fosfatasas en el SFB.

5.6 Estabilidad de la glutamina en medio DMEM

Se determind la estabilidad de 12 Gln y la influencia del SFB sobre ésta. en medio de
cultivo DMEM a 37 °C y pH 7.2, colocando en la incubadora de CO» frascos T de 75 cm2
conteniendo 30 ml de medio DMEM con una concentracién de 21 mM de Gin inicial y
monitoreando su concentraci6n a diferentes tiempos.

Como puede observarse en la figura 5.7 en el panel a) el perfil de descomposicién de
Gln en medio DMEM con y sin SFB es muy similar, siendo ligeramente mayor para el medio
con suero. La generacidén de amonio inferido de la desaparicién de Gin, panel b), es también
ligeramente mayor en presencia del SFB. En el panel ¢} se determinaron las constantes de
descomposicién de Gln en medio DMEM con y sin suero por ajuste de minimos cuadrados.
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Figura 5.7.- Cinéticas de¢ descomposicién espontinea de glutamina en medio de
cultivo DMEM. a) Descomposicién de glutamina, b) Generacién de
amonio , <) Obtencidn de las constantes de descomposicion por ajuste de
minimos cuadrados.

La constante de descomposicién de la GIn en medio DMEM reportado por Ozturk ¥
Palsson (1990) a pH 7.2 y 37 °C es de 1.6 x 102 b}, mismo valor obtenido en el experimento
para determinar la estabilidad de ia Gln en medio de cultivo DMEM sin suero. El valor de |a
constante de descomposicién esponténea de Gin determinada en medio con SFB fue 12.5 %
mayor que la constante determinada en medio sin suero. Algunos autores consideran que la
concentracién de SFB tiene influencia sobre 1a velocidad de la reaccién de descomposicin
esponténea de Gln (Lin y Agrawal, 1988). Sin embargo existen reportes en que ¢l suere no
debe afectar la constante de descomposicién de glutamina, 1a cual solo depende del pH, fuerza
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i6nica, temperatura y composicién del medio (Ozturk y Palsson, 1990). El efecto de la
concentracién de SFB sobre la constante de descomposicién espontdnea de Gin quizd se deba
a la presencia de glutaminasas en el suero y su presencia sea un indicativo de un mal
procedimiento de obtencién del suero.

5.7 Formulacién de un medio de baja osmolaridad.

Con base en los resultados anteriores, se verificé que efectivamente era factible eliminar
amonio de} medio de cultivo DMEM por el sistema enzimdtico de la gluiamino sintetasa. Sin
embargo la incorporacidén de los reactivos del sistema enzimitico al medio de cultivo
incrementa la osmolaridad a niveles que son inhibitorios para el crecimiento celular afectando
la velocidad especifica de crecimiento y las velocidades metabélicas de las células. Ozturk y
Palsson (1990) realizaron estudios sobre ¢l efecto del incremento de la osmolaridad en
hibridomas; tales efectos se resumen en la tabla tabla 5.3.

Tabla 5.3.- Efecto del incremento de osmolaridad del medio sobre velocidades especificas

de crecimiento y metabélicas. Las velocidades metabdlicas estdn en pmol/ 106
células h (Ozturk y Palsson, 1990).

Osmolaridad | Velocidad de | Velocidad de § Velocidad de § Velocidad de | YNH4HGin
mOsm crecimiento muerte ulilizacién produccién {mol/mol}
() @) | de glutamina | de amonio
290 0.040 0.003 0.047 0.028 0.6
362 0.033 0.004 0.061 0.040 0.64
398 0.028 0.006 0.087 0.054 0.62
435 0.024 0.008 0.104 0.069 0.66

Por lo tanto, el siguiente paso fue la formulacién de un medio de cultivo de baja
osmolaridad, el cual se prepar6 de acuerdo a la composicién de medio DMEM pero libre de
NaCl (6.4 g/1), ya que este componente contribuye significativamente a fa osmolaridad total
del medio. De esta manera se pueden adicionar los reactivos del sistema enzimdético y
posteriormente ajustar la osmolaridad con una solucién de NaCl concentrada. Una vez
‘preparado el medio, se procedié a determinar cual era el incremensn an nemnlaridad para cada
uno ae tos reacuvos utilizados en el sisterna enzimdético. Se midi6 1a osmolaridad de cada uno
de los medios formulados que se especifican en la tabla 5.4,
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Tabla 5.4.- Diferentes medios formulados con medic DMEM cornercial y medio
preparado (MP) con 15 mM de ATP, 6.25 mM de glutamato, 25 mM
de MgCl, y 1 unidad/m! de enzima. El MP ti¢ne 1a misma composicién
del DMEM pero sin NaCl.

Tipe de medio.

Descripcidn.

1

DMEM con ATP, Glu, MgCl,, Enzima.

DMEM con ATP, Glu, MgCl,.

DMEM.

Medio preparado (MP) + NaCl.

MP con ATP, Glu, MgCly, Enzima.

MP con ATP, Glu, MgCl;.

MP con ATP.

MP con MgCl,.

wloel S]] ] W2

MP con Glu.

—_
=]

MP con Enzima.

—

MP sin suero fetal bovino.

En la figura 5.8 se compara la osmolaridad de cada uno de los medios formulados con

respecto a la composicién de DMEM sin NaCl,

Osmolaridad, mOsm

Tipo de medio

Figura 5.8.- Osmolaridad de diferentes medios formulados. Las lineas punieadas

determinan la diferencia de osmolaridad por la presencia de NaCl. Los
ndmeros en las abscisas corresponden al tipe de medio indicado en la
tabla 5.4

En la figura 5.9 se compara el incremento de osmelaridad por la adicidn de los

diferentes reactivos del sistema GS en las concentraciones siguientes: enzima U/ml,
glutamato 6.25 mM, MgCl, 25 mM y ATP 15 mM.
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Figura 5.9- Incremento de osmolaridad por adicién de los diferentes reactivos del
sistema GS. Los nimeros en las abscisas corresponden al tipo de

reactivo.

De lo anterior podemos establecer las siguientes comparaciones que se resumen en la

tabla §.5.

Tabla 5.5.- Comparacién del incremento de osmolaridad real e ideal de cada
uno de los componentes del sistema enzimaitico de la glutamino

sintetasa.
Componente incremento ideal de incremento real de | incremento
osmolaridad (mOsm) | osmelaridad {(mQOsm) § real/ideal
25 mM MgClp 75 39 0.52
15 mM ATP 75 48 0.64
6.25 mM Glutamato 12.5 13 1.04
de Na
1 unidad/ml. - 5 -
Enzima
10% SFB - 0 -

El "incremento de osmolaridad ideal” se refiere al incremento de osmolaridad que se

esperarfa al disolver cada componente ¢n ¢l medio de cultive, considerando que éste se

disociaria completamente en los iones que lo forman dando €l incremento de osmolaridad

correspondiente, Por ejemplo, el MgCly idealmente contribuirfa a un incremento de

osmolaridad igual a tres veces su concentracién molar al poderse disociar en tres iones. Sin

embargo, de ia relacidn de incremento realfideal que idealmente deberia ser 1 podemos

determinar que se comporta en el medio como:
3 #(0.52) = 1.56 iones
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Este comportamiento se rige por el valor de la constante de ionizacién del MgCl la cual
depende de la temperatura y establece la relacién de disociacién de los iones que constituyen
esta sal. Ei comportamiento no ideal se debe a la fuerza i6nica del medio de cultivo
ocasionando efectos interiénicos, ya que la atraccién miitua de iones con carga contraria
asegura un comportamiento no ideal de todas las disoluciones de electrélitos, excepto las
disoluciones extremadamente diluidas (Morris, 1993). De igual manera para el ATP, el cual se
encuentra como sal tetrasédica, en teoria se disociaria en cinco iones, por lo tanto se compoita
en el medio como:

5 ¥(0.64) = 3.2 iones

En el caso del giutamato de sodio realmente se comporta como dos iones en el medio de
cultivo,

Esta determinaci6n permitié que al adicionar los reactivos del sistema enzimdtico al
medio libre de NaCl se facilitara ajustar la osmolaridad con una solucién de NaCl 10x. Hasta
este punto, se decidi6 probar el sistema enzimdtico en e} medio de cultivo formulado
ajustando la osmolaridad a un valor cercano a 340 mOsm. Para ello se realizaron cultivos por
lote de hibridomas en frascos de 75 cm? y se presentaron problemas de muerte celular. Por lo
que se decidié determinar si alguno de los componentes del sisterna enzimético tanto de la
glutamino sintetasa como de la glutamato deshidrogenasa, resultaban téxicos para las células y
se decidié evaluar por separado el efecto de cada uno de estos componentes.

5.8 Efecto de la concentracidn del MgCl, sobre el crecimiento celular.

Se evalué el efecto que presenta el MgCl, a varias concentraciones sobre la velocidad
especifica de crecimiento, Para esto se prepararon diferentes formulaciones conteniendo 25,
10 y S mM de MgCly. Asimismo, se comparé el crecimiento de las células en ¢l medio
preparado con el medioc DMEM comercial que normalmente se utiliza para el cultivo de esta
linea.

El crecimiento de hibridomas en el medio preparado fue muy similar al crecimiento
observado en el medio DMEM comercial, por tal razon, las variaciones observadas
corresponden al efecto del MgCly y no a diferencias notables en la composicién del medio
preparado.

Puede observarse en la figura 5.10 que el MgCl; no afecta de manera negativa el

crecimiento celular. Por el contrario, disminuye el tiempo lag del crecimiento, y tiene un

ligero incremento sobre la velocidad especifica de crecimiento; como puede apreciarse en la
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figura 5.11, esto podria deberse a que €l Mg2* es necesario para la actividad de muchas
enzimas celulares.

1.0
a)

25 mM
—&— 15 mM
—— 10mM
—O0— 5mM
—®— Medio preparado
———  Medio comercial

Concentracién celular,
10° células totales/m]
=
o
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Ceoncentracidn celular,
108 células vivas/ml
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Figura 5,10.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas a diferentes concentraciones
de MgCl,. a) Céluias totales | b) Células viables.
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Figura 5.11.- Efecto de la concentracidn del MgClp sobre la velocidad especifica de
crecimiento y tiempo lag en cultivos de hibridomas.

60



Resultados y discusion
5.9 Efecto de la concentracién del glutamato sobre el crecimiento celular.

Se evalué e} efecto de la concentracién del glutamato de sodio sobre la velocidad
especifica de crecimiento. Se prepararon diferentes formulaciones de medio de cultivo
conteniendo 12.5, 6.25 y 3 mM de glutamato de sodio.

Como se observa en ia figura 5.12, al aumentar la concentracién de glutamato de sodio
en el cultivo de células de hibridoma se obtiene una ligera disminucién en la velocidad

especifica de crecimiento.
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0.05 *\
—e
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0.03 4
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0.0 3.0 6.0 9.0 120 150

Glutamato, mM

de crecimiento, h!

T

Velocidad especifica

Figura 5.12.- Efecto de la concentracién de glutamato de sodio sobre la velocidad
especifica de crecimiento de hibridomas.

5.10 Efecto de 1a concentracién del ATP sobre el crecimiento celular.

Preliminarmente se realizaron cultivos de hibridomas en frascos T de 25 cm?, en los
cuales se adiciond ATP "grado cultivo celular” a concentraciones de 15, 7.5, 3.23 mM. En
estos cultivos no se observd crecimiento celular y después de 12 horas la viabilidad disminuyd

notablemente.

Solo a concentraciones de ATP menores a | mM, ¢l nimero de células totales aumenté
en los cultivos por lote realizados en frascos T de 25 cm?. Para realizar un estudio mas
completo, se cultivaron hibridemas en frascos T de 75 cm? para disponer de un mayor
volumen en las muestras y realizar cuentas celulares en el contador Coulter. Se utilizé medio
DMEM comercial, puesto que a estas concentraciones de ATP, el aumento de osmolaridad no
tiene un efecto determinante para ocasionar inhibicién de! crecimiento. El ATP se dosificé en
pulsos para disminuir su efecto sobre las células, cada pulso aplicado en un periede de tiempo
de 12 h. La concentracién de ATP en los pulsos en cada cultivo fue de 0.1, 0.25, 0.5 y | mM
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con un total de 5 pulsos, para obtener concentraciones finales de 0.5, 1.25, 2.5 y 5 mM en cada
cultivo respectivamente. A pesar de la dosificacion del ATP en pulsos, existid inhibicién de
crecimiento y el nimero de células viables solo auments en el cultivo con pulsos de 0.1 mM;
como se puede observar en la figura 5.13.

g 181 —e— Contro}
SE 154 A —a— 0.1mM
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5 ]
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Figura 5.13.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas con dosificacién de puisos de ATP
a diferentes concentraciones. Se dosificé 0.5. 1.25, 2.5 y 5 mM de ATP en §
pulsos. a) Células totales. b) Células viables.

En los cultivos donde los pulsos fueron de 0.25, 0.5 y 1 mM auments el nimero de
células totales, pero atin por abajo del cuitivo control en el que no se adiciond ATP. E] mimero
de células viables fue siempre menor después del primer pulso. El Gnico cultivo donde
aumenté el nimeroe de células viables, fue en €l que se dosificé 0.5 mM de ATPen § pulsos de
0.1 mM durante la fase exponencial de crecimiento. Esta concentracién de ATP no es
suficiente para eliminar la concentracién de amonic promedio en cultivos por lote de células
de hibridoma, la cual es de aproximadamente 5 mM. El crecimiento se ve afectado incluso de
una manera mas dristica que con 1a misma concentracién de amonio.

De lo anterior, se puede concluir que el uso del sistema enzimdtico de la giutamino
sintetasa para eliminar amonio en los cultivos de ésta linea particular de hibridomas utilizada,
se ve limitado por el efecto inhibitorio det ATP sobre el crecimiento celular.
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5.11 Evaluacion del efecto téxico del ATP-Mg en relacién al ATP.

En base a revisién bibliografica, se reporta que el ATP extracelular incrementa la
concentracién de calcio citoplasmitico y que los receptores en las células reconocen la forma
totalmente ionizada de ATP, por lo tanto, el efecto citotéxico del ATP se debe en gran medida
a la carga negativa de sus grupos fosfatos y su efecto t6xico disminuye cuando ¢l ATP se
encuentra acomplejado con Mg2+ (Lustig y col., 1992). Para evaluar eslo, se realizaron
cultivos por lote de hibridomas en frascos T de 75 cm?, en tos cuales se dié un pulso de ATP a
las 35 h de cultivo con ATP y ATP-Mg para obtener concentraciones finales de 1,0.5,0.25 y
0.1 mM. El ATP-Mg se preparé ncutralizando el ATP con Mg(OH)z. No se observé
disminucién del efecto téxico del ATP-Mg con respecto al ATP en los cultivos, como se
muestra en la figura 5.14.
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P .
5 1.2-
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8 0.4
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Concentracién celular, Concentracién celular,
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0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tiempo, h

=——g—— Control —O— ATP0.25 mM —&— ATP-Mg0.25 mM
—f—— ATPO.l mM —_—{F— ATP 0.5 mM —O— ATP I mM
- ATP-Mg0.1 mM —{@— ATP-Mg0.5mM -—@— ATP-Mg |l mM

Figura 5.14.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas con dosificacién de pulsos de
ATP y ATP-Mg a diferentes concentraciones. La linea punteada indica el
tiempo del pulso. a} Células totales, b) Células viables,

63




Resultados y discusion

El comportamiento de las cinéticas de crecimiento con ATP-Mg y ATP fueron idénticas,
ya que al comparar su efecto sobre la velocidad especifica de crecimiento aparente (Jap), £ste
fue el mismo, como se puede observar en la figura 5.15.

Un valor negativo de la velocidad especifica de crecimiento aparente significa que ia
velocidad especifica de crecimiento real (i) es menor que la constante de muerie (kq). de

acuerdo a:
p-ap =, - kd- (18)
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Figura 5.15.- Efecto de Ia concentracion del ATP y ATP-Mg sobre 1a velocidad especifica
de crecimiento de hibridomas.

5.12 Efecto de la concentracion de ATP extracelular sobre el crecimiento en
células de insecto Spodoptera frugiperda (51-9)

Con la finalidad de verificar si otras lineas celulares son sensibles a la presencia de ATP
extracelular, se realizaron dos culuvos de células de insecto Spodopteru frugiperda (S5f-9) en
frascos T de 75 cm?, a uno de ellos se le dié un pulso de 5 mM de ATP a las 62 h dei cultivo y
el otro fue el control .

Como se puede apreciar en la figura 5.16 la presencia de 5 mM de ATP extracelular
mostrd tener solamente un ligero efecto inhibitorio sobre el crecimiento, el cual se ve reflejado
en la disminucién de !a concentracion celular maxima.

No se realizaron cinéticas de crecimiento con ¢l sistema enzimdtico GS y GDH en
células de insecto Sf-9, pues al realizar la determinacién de amonio en un cultivo por lote, ja
concentracién de amonio fue cero. Sin embargo, tos resultados de la figura 5.16 comprueban
que existen lneas celulares tolerantes a ATP y que por lo tanto la estrategia enzimdtica de
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eliminacién de amonio sigue siendo una posibilidad viable para otras lineas celulares.
Asimismo, para lincas celulares tolerantes al amonio, como pueden ser algunas células de
insecto, la eliminacién del amonio sigue siendo importante ya que puede afectar aspectos tan
fundamentales como lo es el patrén de glicosilacién de proteinas (Dyken and Sambanis.,

—o—— Control
—e— 5mM ATP

Concentracién celular,
108 células totales/mi

Concentracion celular,
106 células vivas/mli

!

v I v T T T

i '
24 48 72 96 120

Tiempo, h

Figura 5.16.- Cinética de crecimiento de células de insecto con pulso de 5 mM de ATP.
La flecha indica el tiempo del pulso. a) Células totales, b) Células viables

5.13 Efecto del o-cetoglutarato en cultive de hibridomas.

Se determiné la existencia de algin efecto inhibitorio o citotéxico de los reactivos del

sistema enzimidtico de la glutamato deshidrogenasa en cultivos de hibridomas, siendo éste un

sistema enzimético atractivo considerando que existe el antecedente de eliminacién de amonio

con este sistema en el medio de cultivo en embriones por Lane y Gardner ( 1995).
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Se realizé un cultivo con 2 mM de o—cetoglutarato y uno control. Como puede

observarse en la figura 5.17, tanto el nimero de células totales como viables fue muy similar
en estos cultivos, con lo cual podemos establecer que el a-cetoglutarato, al menos a ésta

concentracién, no es inhibitorio ni téxico para los hibridomas.

1.50

a)l—*— 2 mM a-cetoglutartat

1.254 -——o0— Control

1.00 4
0.75 4
0.50
0.25
0.00 — )

125 b)
1.00 -

Concentracién celular,
106 células totales/ml

0.75
0.50 -

Concentracién celular,
108 células vivas/ml

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo, h
Figura 5.17.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas con 2 mM de o-cetoglutarato
inicial. a) Células 1otales , b) Células viables.

5.14 Efecto de la presencia del NADH en el cultivo de hibridomas.

Para estudiar e} efecto del NADH sobre tas células de hibridoma, se realizé un cultivo al
cual se le adicioné suficiente NADH para dar una concentracion final de 2 mM.

Como puede observarse en la figura 5.18, la presencia de 2 mM de NADH result6

téxico para las células de hibridomas. La concentracién de células 1otales pricticamente se
mantuvo constante desde el momento de inocular el cultivo y la concentracién de células vivas
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disminuyé considerablente, llegando a cero aproximadamente a las 51 h. No existen reportes
sobre el efecto téxico en células por NADH extracelular.
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0 12 24 36 48 60 72
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Figura 5.18.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas en presencia de 2 mM de NADH
Inicial. a) Células totales . b) Células viables.

5.15 Efecto de la presencia dei NADH extracelutar en cultivo de células de
insecto S¢f-9.

Se evalué el efecto de la presencia de 5 mM de NADH adicionado al inicio del cultivo
de células de insecto Sf-9. Como se puede observar en la figura 5.19 a), al comparar la
concentracién de células totales de éste cultivo con ¢! control, podemos cstablecer que la
presencia del NADH tiene un efecto inhibiterio sobre el crecimiento celular, aunque mucho
menor que para los cultivos de hibridomas.

La concentracién de células vivas del cultivo con NADH, figura 5.19 b), fue muy

similar a la concentracién de células totales de este mismo cultivo, fipura 5.19 a), esto nos
indica que aunque la presencia del NADH extracelular inhibe el crecimiento, no produce
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muerte celular, a diferencia de los cultivos de hibridomas donde la viabilidad disminuye

significativamente.

Cncentracién celular,
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Figura 5.19.- Cinéticas de crecimiento de células de insecto S$£-9 en presencia de 5 mM de
NADH inicial. a) Células totales | b) Células viables.

5.16 Utilizacidn del sistema enzimético GS con dosificacion de ATP en puisos.

Para determinar si la presencia del sistema enzimatico podria disminuir el efecto téxico

del ATP en los cultivos de hibridomas, debido a que la enzima GS puede utilizar ¢! ATP para

la reaccién de sintesis de Gln y eliminacidn de amonio, y dado gue existen reportes £n los que

los cambios en la concentracién de calcio intracelular y quizé la toxicidad del ADP es menor a
la del ATP, siendo €l orden: ATP > ADP > AMP > Adenosina (Vandewalle y col., 1994), se
realizaron cultivos pot lote en los que se adicionaron los reactivos del sistema enzimético (1
unidad/mi de enzima GS, 25 mM de MgCl, y 12.5 mM de glutamato de sodio). EI ATP se
dosificd en nueve pulsos de 0.05 y 0.1 mM durante la fase exponencial de crecimiento para
dar un total de 0.45 y 0.9 mM.
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El crecimiento celular en los cultivos donde se utilizd el sistema enzimitico v s dosifico
el ATP fue menor que en el cultivo control donde no se utilizé el sistema. Puede observarse en
la figura 5.20 que la concentracién tanto de células vivas como totales fue menor mientras
mayor fue la concentracién de ATP adicionado.
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Figura 5.20.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas y produccién de amonio, en
presencia del sistema enzimitico GS con dosificacién de la concentracion
del ATP mediante pulsos. a) Células totales, b} Célufas viables, ¢)
Produccién de amonio.

Esto nos indica que el efecto citotéxico del ATP existe ain en la presencia del sistema

enzimatico.

En la figura 5.20 c), se puede apreciar que la produccidn de amonio es muy similar para
los cultivos con ¢! sistema enzimdtico y el control, por lo tanto no existe una eliminacién de
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éste. Se ha reportado recientemente que el ATP se une a purinoreceptores P2z de la membrana
citoplasmdtica de Ia mayorfa de las células de mamiferos y ocasiona algunas perturbaciones
como las siguientes :

a) Abre canales i6nicos asociados con estos purinoreceptores y permite la entrada
inespecifica de iones y moléculas de bajo pese molecular al interior de la célula
{Nagy vy ¢ol,,1995)

b) Induce apoptosis {muerte celular programada) en algunas lineas celulares la cual
es controlada por las protein-tirosin-quinasas (PTQ) cuya actividad es regulada
fuertemente por protein-tirosin-fosfatasas (PTF) (Bronte y col., 1996).

¢) Provoca despolarizacién de membrana plasmatica (Falzoni y col., 1995).
d) Incrementa la concentracién de calcio citoplasmdtico (Gallinaro y col.. 1995).

€) Aumenta la permeabilidad de la membrana al NH,* (Chen y col., 1994

Estd reportado que las células del sistema inmunoldgico expresan un receptor de la
membrana plasmatica para ATP extracelular P2z, el cual parece estar acoplado al poro de la
membrana y se sugiere un posible papel para este en la respuesta inmune e inflamateria (Di-
Virgilio, 1995). También se cree que al ocurrir un daiio necrético, se libera ATP de la lisis

celular y esto induce apoptosis a las células vecinas evitando que el dafio necrdlico avance.
5.17 Utilizacién del sistema enzimatico GDH en cultivo de hibridomas.

Con la finalidad de analizar si el efecto tdxico del NADH disminuye por la presencia del
sistemna enzimdtico de la GDH, debido a que este sistema utiliza el NADH para transformar el
amonio y el a-cetoglutarato & glutamato y pudiera dejar menos disponible el NADH para las
células, se realizaron cultivos de hibridomas, a los cuales se les adicionaron los reactjvos del

sisterna enzimdtico GDH para dar las siguientes concentraciones finales: ! unidad/mi de
enzima GDH, 2 mM de o-cetoglutarato y 2 mM de NADH.

Como puede observarse en la figura 5.21, el efecto 16xico det NADH en presencia del
sistemna enziritico no disminuy6 con respecto al efecto del NADH sélo. La concentracién de

células totales permanece pricticamente constanle y la de células viables disminuye
drasticamente llegando a cero a las 51 h.
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—&— Sistema GDH
—O0— Control

Concentracidén celular,
106 células totales/ml
e
y
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Figura 5.21.- Cinéticas de crecimiento de hibridomas en presencia del sistema enzimitico
GDH. | unidad/m! de enzima GDH, 2 mM de a-cetoglutarato, 2 mM de NADH.
a) Células wotales , b) Células viables.
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CONCLUSIONES
Y DIRECCIONES FUTURAS.

En este trabajo se estudi6 una alternativa novedosa para la eliminacidn del ion amonio del
medio de cultivo de células de cucariotes superiores, utilizando dos métodos enzimdticos, el de la
glutamino sintetasa y ¢l de la glutamato deshidrogenasa.

El sistema enzimatico de fa glutamino sintetasa (1 unidad/m de enzima, 60 mM de MgCl2,
12.5 mM de glutamato de sodio y 15 mM de ATP) eliminé satisfactoriamente 5 mM de amonio
adicionado al medio de cultivo DMEM libre de células en un tiempo de 24 h. Asimismo, el sistema
de la glutamato deshidrogenasa (0.12 unidades/ml de enzima, 12.5 mM de a-cetogiutarato y 15
mM de NADH) eliminé 3.5 mM de amonio en aproximadamente 25 h. Esto nos indica que ambos
sistemas se pueden utilizar para eliminar amonio en medios de cultivo tan complejos como los de
células de eucariotes supericres. No obstante, al ser ensayados los sistemas en dos lineas de CES,

se presentaron los siguientes problemas:

El ATP extracelular resulté téxico para los hibridomas a concentraciones de 0.1 mM. A
pesar de que existen reportes de que el sistema de la glutamato deshidrogenasa se ha utilizado
exitosamente en eliminar amonio en medio de cultivo de embriones, el componente NADH también
resullo t4xico para los hibridomas a concentraciones de 2 mM. Esto quizd sea por que los
hibridemas no tengan una barrera protectora como en el caso de los embriones, en los cuales sus

células estdn organizadas formando sistemas y drganos,

El ATP no resulté téxico para las c€lulas de insecto Sf-9, ya que estas crecieron
normalmente en concentraciones de 5 mM de este reactivo. El sistema de la glutamino sintetasa no
se aplicé a esta linea celular, debido a que la concentracién de amonio que generan, es
practicamente cero. Con jo anterior se demostrd gque si bien el sistema enzimitico no puede
generalizarse a cualquier tipo de célula, si existen cultivos particulares en que el ATP extracelular no

presenta un efecto citotoxice, donde se pueda eliminar el amonio exitosamente.

El sistema enzimdtico de la glutamato deshidrogenasa presenta la ventaja potencial de que se
puede acoplar con el sistema de la lactato deshidrogenasa para eliminar simultaneamente lactato y
regenerar el cofactor NADH.

Las direcciones futuras del presente trabajo las podemos resumir en la bisqueda de lineas
celulares productoras de amonio, en las que el ATP y NADH no sean téxicos para poder aplicar los
sistenas enzimdticos de la GS y GDH, asi como establecer un sistema de regeneracion de los

cofactores para reducir los costos.
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