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RESUMEN.

Las lineas celulares CHO son el sistema de expresion en mamiferos mas utilizada
para la produccion de glicoproteinas. Se ha demostrado que al cultivar estas lineas
celulares a baja temperatura (entre 30 y 33°C) se mejora sustancialmente Ia
productividad de proteina recombinante. Aunque algunos de los trabajos
reportados intentan explicar por que aumenta la productividad bajo este esquema,
aun no se conocen las causas de este fendmeno. Al cultivar las células CHO a baja
temperatura se presentan modificaciones en los pardmetros del cultivo tales como
disminucion de la velocidad especifica de crecimiento (u), disminucion de las
velocidades de consumo de sustratos (goz, gaic Y gain), y disminucion de velocidades
de excrecion de productos de desecho (Qac Y gnnet). También se han reportado
cambios en eventos celulares y moleculares como arresto celular en fase G1/GO0,
produccion de proteinas de estrés por frio, aumento del contenido del mRNA vy
retraso en la muerte celular, aunque en este Ultimo no se ha profundizado su estudio.
En esta tesis se exploran los efectos que tiene una condicion de temperatura
subfisiologica (30°C) sobre el metabolismo, el ciclo celular, y especialmente sobre la
muerte celular, ademds la posible relacidn que estos eventos tienen sobre la
productividad de la glicoproteina recombinante (tPA).

Se evaluaron culfivos confrol (37°C), cultivos a una temperatura subfisioldgica
(30°C) y cultivos bifasicos (cambio de temperatura de 37 a 30°C). Ademds, se realizd
un barrido de tiempos en los que se cambid la temperatura, en los cuales so observo
que el cultivo con cambio a las 48 h fue en el que se obtuvo la mejor productividad
volumétrica por lo cual se decidid trabajar con éste en los estudios subsiguientes.

El agotamiento de glutamina en el cultivo control fue el detonante del
desencadenamiento de la muerte celular masiva. Las caracteristicas morfoldgicas
de la muerte celular en el cultivo control no fueron completamente apoptdticas ya
que presentaron algunos elementos, tal como el procesamiento de LC3, que
sugieren muerte celular autofdgica. Ademas se observd que al inhibir la formaciéon
de aufofagosomas con inhibidores quimicos (LY294002), se retrasé de manera
significativa la muerte celular.

Se observd que en los cultivos bifdsicos con cambio de temperatura a las 48 h se
desencadena la muerte celular como resultado del agotamiento de la glutaming,
igual que en el cultivo control. En este caso la morfologia que se presentd sugiridé de
igual manera que la muerte celular predominante fue la muerte celular autofdgica.
Debido a que el metabolismo celular en este cultivo fue mds eficiente (poco
derroche de glucosa y glutamina), las velocidades de consumo fueron bajas, de tal
manera que se pudo observar el efecto protector que tienen los procesos
autofagicos en el desarrollo de estos cultivos.

Los culfivos monofasicos a baja temperatura (30°C) tuvieron el metabolismo mas
derrochador (poca asimilacién de glucosa y glutamina). En estos cultivos se dio la
presencia de marcadores autofdgicos desde etapas tempranas del cultivo aunque
probablemente se trate del proceso autofdgico en su faceta de rescate celular. La
muerte celular masiva que se presentd en este cultivo no fue resultado del
agotamiento de glutamina como en casos anteriores. Se pudo determinar que en
cultivos hipotérmicos, al duplicar la concentracion celular del inéculo, se mejord el
desempeno del cultivo y se inhibieron los efectos causados probablemente por
autofagi
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1.INTRODUCCION.

Muchos compuestos con importancia terapéutica (hormonas, antibidticos o
factores sanguineos) se han obtenido mediante la extraccion directa a partir de
plantas, animales y microorganismos. Los bajos rendimientos y la presencia de
agentes infecciosos han llevado a la generaciéon de procesos de produccion mads
seguros 'y menos costosos. Por ello, la llegada de la tecnologia del DNA
recombinante, fue un hito para la produccion de farmacos de origen bioldgico
(esencialmente proteinas), aportando mejores rendimientos e inocuidad (Walsh,
2003).

En el ano de 1982, la insulina humana recombinante fue aprobada como la
primera proteina terapéutica de uso humano producida en E. coli (Butler, 2005), pero
esta molécula es de estructura relativamente simple. La necesidad de producir
biofdrmacos mds complejos propicio el uso de células de mamifero, y que en 1986
se aprobara al tPA como la primera proteina terapéutica producida en este sistema
(Wurm, 2004). Los sistemas de expresion de células de mamifero tienen la capacidad
de realizar modificaciones postraduccionales complejas, similares a las que efectuan
las células humanas. La glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales
que ha recibido mayor interés por su estrecha relacién con la actividad bioldgica in
vivo, con la estabilidad en el organismo y por lo tanto con la calidad de los
bioterapéuticos (Harcum, 2006).

Las lineas celulares de mamifero mds utilizadas para produccidon de
biofdrmacos son células de mieloma de raton (NSO y SP2/0), células de rindn de
hdmster bebé (BHK), células de rindn de embrion humano (HEK-293), células
humanas provenientes de refina (PERCé) y células de ovario de hamster chino (CHO)
(Chu y Robinson 2001; Butler, 2005; Ozturk, 2006). Pavlou y Reichert (2004) estimaron
que para el ano 2010 las ventas provenientes de bioterapéuticos llegaria a
sobrepasar los 50 mil millones de ddlares. Entre el 60 y 70% de todas las proteinas
terapéuticas (aprobadas y en pruebas clinicas) son producidas en células CHO
(Jayapal et al., 2007), lo cual muestra la importancia que fiene este hospedero a
nivel industrial.



Enfre las caracteristicas por las que se prefieren a las células CHO como el
sistema de expresion de mamifero mas utilizado estdn la capacidad de realizar
modificaciones postraduccionales apropiadas para la correcta actividad de los
biofdrmacos y la existencia de una variedad de sistemas de seleccion/amplificacion
para expresion de diferentes proteinas recombinantes las cuales pueden ser
adaptadas al crecimiento en suspension en medios libres de suero (Galbraith, 2006).
En la Tabla 1, se resumen algunos de los productos obtenidos a partir de esta linea
celular.

Tabla 1.- Biofdrmacos producidos en células CHO ( Modificada de Chu y Robinson, 2001).
Nombre del

producto Fabricante Tipo de producto Uso terapéutico
Tenecteplase Genentech Glicoproteina recombinante Ataque al miocardio
ReFacto Wellcome Glicoproteina recombinante Episodios hemorrdgicos
Enbrel Immunex IgGl fusionado con TNF Artritis reumatoide
Herceptin Genentech Ac.Mo. humanizado Cdncer
Rituxan IDEC Ac.Mo. humanizado Linfoma
Benefix Genetics institute  Glicoproteina recombinante Episodios hemorrdgicos
Avonex Biog_:;en Glicoproteina recombinante Esclerosis multiple

*Ac. Mo.; antficuerpo monoclonal, TNF; factor de necrosis fumoral.

Si se considerara hipotéticamente al mejor proceso de produccion de 1986,
las concentraciones de proteina y de células viables mds altas llegaban a valores de
50 mg/L y cerca de 2x10¢ cel/mL, respectivamente (Wurm, 2004). Debido a la
evolucién que ha experimentado la tecnologia de células animales, hoy en dia es
posible alcanzar concentraciones de 100 x10¢ cel/mL y mds de 10 g/L de protfeina
heteroléga (Hof, 2008). Aunque las productividades se han visto considerablemente
favorecidas, las caracteristicas inherentes a sistemas de expresion en células de
mamifero tales como medio de cultivo (con propiedades y nutrimentos especiales),
control de pH, CO2, O2, temperatura, esterilidad del drea de produccion, y largos
periodos de cultivo, afectan econdmicamente a estos procesos. Es por eso que la
optimizacion de los procesos de produccion de biofdrmacos por células de
mamifero es una necesidad creciente. Para optimizar la produccién de proteina en
células CHO se han modificado elementos tales como vectores de expresion,
procesos celulares, medio de cultivo y variables de proceso (Kaufmann,1999; Butler,
2005; Weber y Fussengger, 2007; Tan, 2008,). En esta tesis se explora el cambio de



temperatura como una opcion, dentro del campo de variables de proceso, con la
idea de mejorar las productividades de glicoproteinas producidas en células CHO,
fratando de integrar el trabajo desde los enfoques de metabolismo, ciclo y muerte

celular.



temperatura como una opcioén, dentro del campo de variables de proceso,
con la idea de mejorar las productividades de glicoproteinas producidas en células
CHO, tratando de integrar el trabajo desde los enfoques de metabolismo, ciclo y

muerte celular.

2. ANTECEDENTES.

2.1 LA TEMPERATURA COMO HERRAMIENTA PARA EL AUMENTO DE LA PRODUCTIVIDAD DE

PROTEINA HETEROLOGA.

Desde principios de los afios 60’s se tienen establecidas las condiciones
(temperatura, pH, composicion de gases y osmolaridad) estandar de cultivo in vitro
de células de mamifero (An-Ping y Ping-Xiu, 2006). No obstante, en los ultimos 20
afos una serie de reportes han mostrado que la disminucién de la temperatura de
cultivo de células CHO (cultivos entre 30 y 33°C denominado hipotermia moderada),
origina un aumento en la produccién de proteina recombinante en términos de
productividad especifica (ugprot/108cel/h) y/o productividad volumétrica (ugprot/L/h)

(Tabla 2).

Tabla2.- Efecto de la temperatura subfisiolégica en la productividad de proteina
recombinante en diferentes lineas celulares de mamifero (AI-Fagee et al., 2005).

. Proteina
Linea celular

Temperatura Productividad Productividad

Referencia

recombinante (°C) especifica volumétrica
CHO Eritropoietina 33 4 veces mas 2.5 veces mas Yoon et. al. 2003a
CHO Eritropoietina 30 5.6 vecesmas = - Yoon et. al. 2003a
CHO Anticuerpo anti 4- 30 Sin cambio 3.9 veces mas Yoon et. al. 2003b
1BB
CHO Anticuerpo anti 4- 33 1.2 veces mas Sin cambio Yoon et. al. 2003b
1BB
CHO hGM-CSF 33 2.1 veces mas 2.3 veces mas Fogolin et. al. 2004
CHO SEAP 30 1.7 veces mas 3.4vecesméas Kaufmann et al.,, 1999
CHO Fab-quimerico 28 - 14 veces mas Schatz et al., 2003
CHO Interferén 32 2 veces mas 1.9 veces mas Fox et al., 2004
CHO tPA 32 e 1.7 veces mas Hendrick et al., 2001
BHK 21 Antitrombina lll Varias 00— Sin cambio Weidemann et al., 1994
Hibridomas Anticuerpo anti 34 Sincambio = - Bloemkolk et al., 1992
IL-2
Hibridomas Anticuerpo 33 42% menos 20% menos Barnabe and Butler,
monoclonal 1994
Hibridomas Mab citotéxico 29 e 95% menos Sureshkumar 1991

*SEAP ; fosfatasa alcalina humana, hGM-CSF; Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, IL 2;
Interleucina 2, tPA; Activador de plasminégeno, anti-4-1BB; anticuerpo contra reacciones autoinmunes. Las productividades

(especifica y volumétrica estan reportadas en veces o % con respecto a 37°C.



El incremento observado en los diferentes reportes es de hasta 5.6 veces y 14
veces para productividades especificas y volumétricas, respectivamente. Este
fendbmeno no se ha observado en lineas como BHK o hibridomas, donde se ha
reportado una disminucion de la productividad de hasta 42% en cultivos a baja

temperatura en comparacion con cultivos a 37°C(Tabla 2).

-8=37°C
~®-Bifasico (37 2 30°C)
—$=30°C

~==Cambio de temperatura

Concentracién de células viables

tiempo

FIGURAL.- Representacion esquematica de un proceso bifasico en el cual se baja la temperatura en el momento
indicado por la linea vertical.

Las lineas celulares CHO que responden favorablemente a la hipotermia
moderada tienen algunas caracteristicas comunes como la induccién de la
proteina heteroléga por medio de un promotor/potenciador de virus SV40 o CMV
(Fox et al.,, 2005a). Estos promotores son altamente utilizados para expresion en
sistemas de células de mamifero debido a la fuerte actividad (uniéon de factores de
transcripcién) que tienen, especialmente cuando las células estan en crecimiento
activo (Brightwel et al., 1997, Lee et al. ,1998; de Boer et al., 2004).

2.2 RESPUESTA A LA HIPOTERMIA MODERADA EN CELULAS DE MAMIFERO.

Cuando un cultivo celular se realiza bajo una condicion diferente a la
denominada estandar, las células pueden entrar en estrés lo que puede modificar



diversos procesos celulares. Desde un enfoque bioingenieril, los efectos mas notorios
de la hipotermia moderada son: La disminucion de la velocidad especifica de
crecimiento (u), el aumento de la vida media del cultivo, la disminucion de la
velocidad de consumo de glucosa y glutamina (qeic Y gcin), la reduccion de las
velocidades de produccion de lactato y amonio (Qiac Y gamn), Y pOr supuesto, el
aumento de la velocidad especifica de produccidén de proteina recombinante (qp)
(Bernabe and Butler 1994; Weidemann et al., 1994; Yoon et al., 2003a). Por otro lado
existen eventos fisioldégicos y moleculares que se presentan a baja temperatura,
como lo son el arresto del ciclo celular en G1/G0, el retraso de la muerte celular, la
expresion de proteinas de choque frio, y la regulacién de expresidon génica, entre
otros (Fox et al., 2005a; Moore et al., 1997; Nishiyama et al., 1997b).

2.2.1 CICLO CELULAR.

El ciclo celular comprende una serie de eventos moleculares mediante los
cuales una célula crece, se divide y se producen dos células. En eucariontes, este
proceso estad dividido en cuatro fases denominadas G1/GO, S, G2 y M, que a

continuacion se describen brevemente.

En la primera fase (G1/G0) son sintetizados RNA y proteinas que pueden tener
dos propdsitos; ser utilizados para proseguir con el ciclo celular o ser utilizados en el
mantenimiento cuando la célula se arresta indefinidamente en esta etapa del ciclo.
La fase G1/G0 generalmente es la mas larga de todas. La segunda etapa del ciclo
(fase S), es el periodo donde se replican los cromosomas. En la tercera fase (G2), se
da nuevamente la sintesis de RNA y proteinas, que se utilizan para la generacién de
microtUbulos y otras proteinas necesarios en la Ultima etapa. La ultima fase del ciclo
celular (M), es un evento complejo que asi mismo se divide en varias etapas. Como
resultado de esta fase, se segregan los cromosomas producidos y ocurre la divisidon
celular. (Alberts et al., 1994; Murray y Hunt, 1993). El ciclo celular en mamiferos se
lleva a cabo en aproximadamente 24 h, de las cuales G1/G0, Sy G2 se realizan en
10, 9 y 4.5 h respectivamente, por su parte M se efectla en tan sélo 30 min (Lodish et
al., 2004).

En organismos completos las células diferenciadas detienen el ciclo celular y

sobreviven por dias, semanas o por toda la vida del organismo, a este proceso se le



llama arresto celular y generalmente se da en la fase G1/G0 (Lodish et al., 2004).
Algunos trabajos indican que la hipotermia moderada, produce una rapida y
efectiva reduccion en el porcentaje de células en fase S y un arresto de células en
fase G1/G0 (Moore, 1997; Fox , 2005b). Arrestar las células (especialmente en fase
G1/G0) es una practica comun para aumentar la produccidon de la proteina
recombinante. El gasto energético (ATP) que tienen las células animales en cultivo se
debe principalmente a dos necesidades: crecimiento celular (progresiéon del ciclo
celular) y mantenimiento celular. Este Ultimo es un proceso que consume
aproximadamente el 60% de la energia producida, de esta forma el 40% restante
estd destinado al crecimiento y la sintesis del producto. Por lo tanto, se tiene la
hipbtesis que al arrestar las células en fase G1/GO0 la energia hormalmente utilizada
en el crecimiento celular sera utilizada en la produccién de proteina recombinante
(Abu-absiy Srienc, 1998).

2.2.2 MUERTE CELULAR .

La homeostasis celular en organismos adultos esta considerablemente
influenciada por la muerte celular de tal manera que la divisibn de una célula
puede ser compensada con la muerte de otra. Bajo este principio se da la
generacion de dérganos, tejidos, seleccion del sistema inmune, etc, por lo cual, la
muerte celular es un proceso altamente regulado (Fussenegger y Bailey, 1998;
Galluzzi et al.,, 2007). La temperatura subfisiolégica en cultivos de células CHO
recombinantes mantiene altas viabilidades por periodos prolongados de tiempo, es
decir, la muerte celular tiene una incidencia menor en estos cultivos. Aunque en los
ultimos afos se han caracterizado diversos tipos de muerte celular, sélo tres han sido
caracterizados en cultivos de células animales productoras de biofarmacos (Singh et
al., 1994; Mercille y Massie 1994b; Hwang y Lee 2008 ). La muerte celular programada
tipo | (muerte apoptdtica), la muerte celular programada tipo Il (muerte autofagica)
y la muerte accidental por necrosis. Diversos factores desencadenan los diversos
tipos de muerte celular en cultivo. Estos pueden ser agotamiento de nutrientes y
factores de crecimiento, hipoxia, anoxia, modificaciones en el pH y acumulaciéon de
productos de desecho entre otros (Mercille y Massie 1994a, b; Singh et al., 1994;
Moore et al.,, 1997; Goswami et al., 1999; Zanghi et al.,, 1999; Osman et al., 2001;
Sauerwald et al., 2003).



2.2.2.1 APOPTOSIS.

Después de observar que las células morian con un mismo patron morfolégico
y bioquimico, se introdujo el concepto de apoptosis para definir este tipo de muerte
(Wang, 2001). Existen caracteristicas morfoldgicas que identifican a las células
apoptoticas, entre ellas se encuentran la disminucién del tamafo celular, la
condensacion de la cromatina, fragmentacion del material genetico, la formacion

de burbujas en la membrana plasmatica entre otros (Fig. 2).

La apoptosis es un proceso molecular que es controlado genéticamente. C.
elegans fue el primer modelo donde este proceso se caracterizd6 molecularmente, y
en el cual se observd la participacion de varios genes y proteinas (Driscoll, 1992).
Posteriormente, estudios realizados en células de mamifero, presentaron un
panorama mas complejo que los procesos apoptédticos de C. elegans (Degterev y
Yuan, 2008).
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Figura 2.- Caracteristicas morfolégicas de muerte celular por apoptosis; Fase |: Disminucién del tamafio
celular, hinchamiento de reticulo endoplasmico y mitocondrias y condensaciéon de la cromatina. Fase Il: Aparicion
de burbujas en la membrana plasmatica y rompimiento del nicleo. Fase Ill: Formaciéon de desechos celulares o
cuerpos apoptoticos.



Los procesos apoptoéticos son el resultado de estimulos intracelulares y
extracelulares que estan divididos en tres vias principales; la via mediada por
receptores, la via mitocondrial y la via de reticulo endoplasméatico (Adams 2003;
Arden y Betenbaugh 2004). Existen reacciones cruzadas que pueden llevar a la
activacion simultdnea de cualquiera de las vias antes mencionadas. La activacion
de la vias apoptdticas culmina con ejecutores comunes llamados caspasas, éstas
son un grupo de cistein-proteasas altamente conservadas que realizan un corte en
el motivo aminoacidico Asp-X-X-Asp. Las caspasas pueden desarrollar dos acciones
principales; promueven la pérdida de actividad biolédgica mediante protedlisis de
aquéllas proteinas con actividad regulatoria o0 de componentes celulares, y la
activacion de otras proteinas como otras caspasas, lipasas o nucleasas que a su vez
tienen actividad degradativa (Hengartner, 2000). Cada una de las rutas
apoptadticas tienen su caspasa iniciadora como por ejemplo la caspasa-8 de la via
mediada por receptores, la caspasa-9 de la via mitocondrial y posiblemente la
caspasa-12 de la via reticular (Hengartner, 2000). Estas a su vez activan otras
caspasas efectoras que incluyen a las caspasas-3, -6 y -7 (Arden y Betenbaugh,
2006).

2.2.2.2 VIAS APOPTOTICAS.

VIA INTRINSECA. La mitocondria no es s6lo el organelo donde se genera la
energia que consume la célula, también es un secuestrador de proteinas pro-
apoptodticas. En este organelo se integran y propagan una serie de sefales de
muerte originadas por estimulos intra y extracelulares como: dafio al DNA, estrés
oxidativo y limitacidn de nutrientes ( Kaufmann y Earnshaw, 2000, Wang, 2001).
Probablemente la familia de proteinas BcL-2 es la mas caracteristica de los procesos
apoptodticos. La familia Bcl-2 esta integrada por tres grupos principales de proteinas:
el grupo anti-apoptdtico compuesto por Bcl-2, Bcl-XL y MCL-1; el grupo pro-
apoptotico integrado por BAX y BAK y el grupo integrado por proteinas con
homologias en el dominio BH3 (BID, BIM y BAD) (Danial y Korsmeyer , 2004). Una vez
gue se presenta el estimulo apoptdtico, BAX y BAK forman un poro en la membrana
mitocondrial que permite la expulsion de moléculas tales como Citocromo C,
Smac/DIABLO, endoG 6 AIF ( Castro-Obregon y Covarrubias, 2007), todas estas son
consideradas proteinas pro-apoptoticas. Por otro lado, las proteinas anti-apoptdéticas

Bcl-2 ,Bcl-XL y MCL-1 interactian con BAX y BAK, inhibiendo la formacién del poro y



evitando las expulsidn de los mensajeros pro-apoptoéticos. El grupo integrado por las
proteinas BID, BIM y BAD, interactian con los elementos anti-apoptdticos evitando su
funcion y asi promueven la apoptosis. La salida del citocromo C de la mitocondria
origina un cambio conformacional de la molécula adaptadora Apaf-1 ubicada en
el citoplasma, que a su vez procesa la caspasa 9 y activa el programa de apoptosis
(Hengartner, 2000).

VIA EXTRINSECA (via mediada por receptores), se activa como resultado de la
union de los ligandos con sus respectivos receptores constituidos por un grupo de
proteinas transmembranales pertenecientes a la familia de los TNF-R y que incluyen
a TNFR1, Fas/CD95 y los receptores TRAIL (Van Cruchten y Van Den Broeck, 2002).
Una vez unidos ligando y receptor, se da la transduccion de la sefial apoptoética por
medio de un dominio intracelular del receptor llamado DD (dominio de muerte por
sus iniciales en Inglés). El DD a su vez interactia de manera homotipica con una
molécula adaptadora con dos dominios; uno DD y otro DED (death efector domain).
Todo este conjunto de moléculas es llamado DISC (death inducing signaling
complex), el cual por medio de cambios conformacionales activa la caspasa 8, que

a su vez activa la sefial apoptoética (Castro-Obregdn y Covarrubias, 2007)(Fig. 3).

VIA RETICULAR. A la fecha, esta via de muerte celular apoptética es la menos
caracterizada. El reticulo Endoplasmatico (RE) es el responsable del procesamiento
de proteinas de membrana y extracelulares, ademas, de ser el principal resguardo
de calcio intracelular (Alberts et al, 1994). El RE es a menudo blanco de diversos
tipos de estreses inducidos por una mala glicosilacién, proteinas mal plegadas,
agregados de proteinas, falta de nutrientes o fluctuaciones en el equilibrio de calcio.
Los diferentes eventos de estrés que se presentan en el RE desencadenan una serie
de sefales intracelulares llamadas UPR ( de sus iniciales en ingles unfolding protein
response) (Cudna y Dickson, 2003; Kaufman et al, 2002; Patil y Walter, 2001; Ron,
2002). La activacion de la UPR ayuda a la supervivencia de la célula disparando la
expresion de chaperonas como GRP78 6 PDI con actividades antiapoptdticas. La
activacion de la UPR también puede llevar al colapso celular, ya que bajo este
estimulo se expresan proteinas proapoptéticas como caspasa-12, p28Bap3l y
GADD153. Se tiene identificada la presencia en RE de las proteinas de la familia Bcl-2
como Bcl-2, Bcl-XL, Bax, Bak y Bik, lo cual sugiere que éstas operan en RE regulando

la homeostasis de calcio, que al alterarse activa a los miembros de la familia pro-



apoptotica BH3 y subsecuentemente la apoptosis (Rao et al., 2004). Otra forma de
activar los procesos apoptéticos en el RE es por medio de proteinas que censan el
estrés que estan presentes en este organelo, las cuales a su vez activan la caspasa-

12 que es la iniciadora de la via apoptoética reticular (Arden y Betenbaugh 2006).
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Figura 3.- Vias principales de muerte celular por apoptosis; por receptores, mitocondrial y reticular
(modificado de www.abcam.com/cancer).
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2.2.2.3 MACROAUTOFAGIA.

La macroautofagia (referida comunmente s6lo como autofagia) es un
mecanismo evolucionadamente conservado, el cual regula la degradacion de
organelos en mal estado y proteinas de vida larga. La morfologia mas importante de
la autofagia es la aparicion de vacuolas de doble 6 multiple membrana, llamadas
autofagosomas (Fig. 4). Estas estructuras secuestran parte del citoplasma y organelos
de la célula, posteriormente se fusionan con lisosomas y su interior es liberado para su
degradacion. El resultado de este proceso es la liberacion de aminoacidos, lipidos y
nucledtidos que la célula puede reutilizar (Baehrecke, 2005; Mizushima, 2007,
Pattingre et al, 2008). La autofagia es una adaptacion metabdlica a la ausencia de
nutrientes extracelulares, factores de crecimiento o infecciones virales (Baehrecke,
2005, Mizushima, 2007). Por medio de este acontecimiento catabdlico se obtiene
energia necesaria para la subsistencia de la célula, asi como materia prima para la
sintesis de otras macromoléculas (Maiuri et., al 2007).

v
; X ] 3 ]
e las caracteristicas morfolégicas de la autofagia en células CHO.

No6tese la presencia de un gran nimero de autofagosomas( Hwang y Lee 2008).

Aunque la autofagia se ha descrito como un proceso que permite la
sobrevivencia de la célula bajo condiciones adversas, en los Ultimos afios se ha
propuesto como un mecanismo de muerte celular no apoptoética, llamada muerte
celular autofagica. Se presume que la muerte celular por éste medio llega cuando
existe un nivel masivo de autofagia, degradando una gran porcién de citoplasma y
organelos, causando una atrofia celular con el consecuente colapso de las
funciones vitales. En contraste con la apoptosis, la autofagia presenta degradacion
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temprana de organelos, y se mantienen las estructuras del citoesqueleto. Pero en
comun con la apoptosis, se ha reportado activacion de caspasas y degradacion de
DNA en etapas tardias (Levine y Yuan, 2005).

2.2.2.4 MAQUINARIA DE AUTOFAGIA.

Aunque la autofagia es un proceso dinamico, puede ser analizado en
diversas etapas; Induccidén, nucleacidén, expansion, fusibn y rompimiento. En la figura
5 se muestra un esquema general de este proceso y a continuacion se detalla un

poco cada una de las etapas.

INDUCCION: Los principales sensores de nutrientes y reguladores de los
procesos de autofagia estan evolutivamente conservados entre ellos. El principal
regulador de autofagia es la proteina mTOR (de "mammalian target of rapamycin”).
Esta molécula tiene actividad de cinasa la cual hiperfosforila a la molécula atgl3
(atg proveniente de "autophagy genes”), atgl3 hiperfosforilada tiene poca afinidad
por atgl lo cual atenua su actividad e inhibe las vias autofagicas. La regulacién de
autofagia en mamiferos también involucra componentes adicionales tales como

elF2x, Rasy proteinas G (Klionsky, 2005)

NUCLEACION: Las estructuras preautofagosomales (PAS de sus siglas en
ingles), son estructuras de doble membrana lipidica que estan presumiblemente
formadas de novo y no de un organelo ya existente. Sin embargo, el aporte de
lipidos para su formacidén proviene del sistema Golgi/RE. Aunque el mecanismo por
el cual la formacién de PAS no ha sido dilucidado, se sabe que el primer paso es la
activacion de la proteina de mamifero Vps34 (una PI3K) que genera fosfatidil inositol-
3-fosfato. La activacion de Vps34 esta dada por la formaciobn de un complejo
multiprotéico formado por proteinas como beclin-1, UVRAG, p150, Vpsl5, atgl4,

entre otras (Maiuri et al 2007).

EXPANSION: La expansion de las vesiculas o autofagosomas requiere de dos
vias. La primera es la conjugacion de atg5 y atgl2 con ayuda de atg7 y atglo, la
segunda via incluye la conjugacion de la fosfatidil etanolamina con LC3 por la

accion secuencial de atg4, atg7 y atg3
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Las estructuras preautofagosomales (PAS de sus siglas en ingles), son
estructuras de doble membrana lipidica que estan presumiblemente formadas de
novo y no de un organelo ya existente. Sin embargo, el aporte de lipidos para su
formacion proviene del sistema Golgi/RE. Aunque el mecanismo por el cual la
formacion de PAS no ha sido dilucidado, se sabe que el primer paso es la activacion
de la proteina de mamifero Vps34 (una PI3K) que genera fosfatidil inositol-3-fosfato.
La activacion de Vps34 esta dada por la formacidon de un complejo multiproteico
formado por proteinas como beclin-1, UVRAG, p150, Vpsl5, atgld, entre otras
(Maiuri et al 2007).
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Figura 5.-Esquema general del proceso autofagico; El proceso de autofagia es altamente conservado
desde levadura hasta plantas y animales (modificado de Maiuri et al., 2007)

2.2.3 PROTEINAS DE CHOQUE FRIO (CSP).

Existen pocos reportes acerca de la respuesta molecular inducida bajo
hipotermia moderada en células de mamifero; las proteinas cirp y rbom3 son las mas
caracterizadas de este fendmeno. La proteina de union a RNA inducible por frio, cirp
(de sus siglas en ingles cold inducible RNA binding protein), es una proteina de 172

14



aminoacidos que contiene un dominio de unién a RNA (Nishiyvama et al, 1997b), y

gue esta altamente conservada en células de rata, ratbn y humanos(Fig. 6).
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Figura 6.- Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la proteina cirp; las secuencias muestran que es
altamente conservada en mamiferos ( Al-Faghee y Smalesc 2006)

Debido a la similitud estructural con otras proteinas de unién a RNA, se
especula que la funcién de cirp es la de unirse al mRNA, resguardando su
conformacioén y proveyéndole estabilidad bajo condiciones de estrés, protegiendo
al mensajero de la degradaciéon y aumentando su traducciéon. Aungue no se ha
demostrado completamente, se piensa que cirp puede tener implicaciones en el
ciclo celular. Nishiyama et al. (1997b) encontraron que la sobrexpresion de cirp en
cultivos realizados a 37°C arresta a las células en la fase G1 del ciclo celular. Por otro
lado, Sakurai et al. (2006) demostraron que cirp tiene un efecto protector en células
BALB/3T3, al inhibir la activacion de apoptosis inducida por receptores. El mRNA de
cirp es expresado constitutivamente en muchos tejidos de ratébn, aunque en muy
bajos niveles. Ademas de la induccidén por temperatura, la expresion de cirp puede
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verse aumentada por otros tipos de estrés como hipoxia y radiaciones ultravioletas
(Sonna et al, 2002).

La otra proteina inducida por frio es rom3. Se ha observado que esta proteina
tiene un peso aproximado de 18 kDa (dependiendo de la especie) y es
estructuralmente muy parecida a cirp; ambas contienen una regién rica en glicina
en el amino terminal y una region de unidn a RNA en el carboxilo terminal, por lo
gue se les han propuesto funciones parecidas (Sonna et al, 2002). Una peculiaridad
de rbm3 es que en la regién 5° de su mMRNA contiene una secuencia IRES (Internal
Ribosome Entry Secuence) que permite el reconocimiento del mRNA por el ribosoma
independientemente de la estructura CAP, esto facilita la transcripcion a
temperaturas subfisiolégicas (Sonna et al., 2002). La funcién de rbm3 no ha sido
completamente explicada, sin embargo, se ha reportado que suprime
significativamente la muerte celular inducida por poliglutamina (Kita et al., 2002);
este Ultimo es un péptido constituido por monémeros de mas de 20 glutaminas
producido por la célula debido a defectos genéticos. En estudios recientes se ha
demostrado que rbm3 altera los niveles de los micro-RNA, evitando la degradacién

de mRNA, lo que potencializa la traduccién global (Dresios et al, 2005).

2.2.4 RESPUESTA GLOBAL DE CHOQUE FRIO.

Para entender la respuesta intracelular que se da en células CHO bajo
condiciones de hipotermia moderada, Baik et al. (2005) realizaron un estudio
transcriptomico y protedmico, y encontraron la sobrexpresion y sub-expresidn de
varias proteinas en comparacion con cultivos hechos a 37°C. Entre la proteinas
expresadas al doble se encontraron algunas relacionadas al plegamiento
adecuado de glicoproteinas (PDI, ERp57 y Hscp70), proteinas relacionadas a la
generacion de energia (fosfoglicerato cinasa) y un factor de transcripcidn
relacionado al ciclo celular (NDK B). También se encontraron proteinas que
disminuyen su expresién a la mitad como el factor de elongacién de la transcripcion
EF2 y la chaperonina Hsp90-beta, que funciona en respuesta a condiciones
extremas. Estos eventos podrian representar la necesidad de la célula a
sobreexpresar proteinas de procesos celulares fundamentales para su supervivencia

cuando esta bajo estrés por frio.
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2.3. ¢ POR QUE AUMENTA LA PRODUCTIVIDAD DE PROTEINA RECOMBINANTE?

La mayoria de los reportes que muestran beneficios al cultivar las células CHO
a baja temperatura son cuantitativos y existen sélo algunos reportes que intentan
dar una explicacion del fenbmeno. Comprender el mecanismo de este evento,
permitira determinar los elementos que producen el aumento de la productividad y
consecuentemente, implementar nuevos procesos con estas caracteristicas para
mejorar la producciéon. Como ya se ha indicado, arrestar las células en fase G1/G0
€s una practica comun para tratar de direccionar el metabolismo hacia la
produccién de la proteina de interés. Esta fue la primera explicacion que se le dio al
aumento de la productividad en condiciones hipotérmicas. Sin embargo, se han
generado dos hipotesis alternas que ofrecen otro enfoque del fenédmeno, una
relacionada a la actividad proteolitica del cultivo y otra relacionada con procesos

celulares a nivel molecular.

2.3.1 LIBERACION DE ENZIMAS LITICAS AL MEDIO DE CULTIVO.

Debido a los cambios morfolégicos que se presentan con la muerte celular
programada, se forman cuerpos subcelulares que expulsan su interior, con proteasas
y glicosidasas, al medio de cultivo (Singh et al, 1994). Estas proteinas, que participan
en la muerte celular, provocan la degradacion de la proteina heteréloga o la
alteracion de su calidad referida como el patréon de glicosilacion (Clark et al., 2004).
Moore et al. (1997) demostraron que disminuyendo la temperatura a 32°C en cultivos
de células CHO, las cinéticas de muerte celular tuvieron comportamientos similares a
los cultivos a 37°C, sélo que con un retraso de tiempo (Fig. 7). En otras palabras en el
esquema de hipotermia moderada, el tiempo de produccion fue mayor y la

degradacion del producto debid disminuir.
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Figura 7.- Cinéticas de apoptosis en cultivos de células CHO a dos temperaturas; las cinéticas muestran la
misma tendencia, pero con un retraso en la aparicion de la apoptosis en los cultivos realizados a 30°C (Moore et al,
1997).

)

O
o

Actividad Proteolitica Normalizada

A

0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Q

FIGURA 8.- Actividad de dos proteasas identificadas en sobrenadante de cultivos de células CHO a
37°C(4 ;69 kDay ¥ ;50 kDa) y cultivos a baja temperatura (4 ;69 kDa y B;50 kDa). Los ensayos fueron hechos en
zimogramas (modificado de Clark et al, 2004).

Clark et al. (2004) reportaron, que en cultivos de células CHO productoras de
tPA la actividad proteolitica normalizada en el medio de cultivo se ve afectada por
la temperatura. En este estudio se identificaron dos proteasas principales. Una con
peso molecular de 69 y otra de 50 kDa (Fig. 8). Al comparar la actividad proteolitica
entre cultivos hipotérmicos y a 37°C, se observé que la actividad de la proteasa de

50 kDa disminuia en ambos cultivos con la misma proporciéon. Por el contrario, la
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actividad de la proteasa de 69 kDa aumentd mas en cultivos a baja temperatura
gque en cultivos a 37°C. Esto va en contra de la hipdtesis que relaciona a la
productividad, la actividad proteolitica y la hipotermia moderada, sin embargo, éste
es el unico reporte que profundiza en el tema, por lo que son necesarios mas

estudios para aclarar esta hipotesis.

2.3.2 AUMENTO DEL MRNA DE LA PROTEINA HETEROLOGA.

La segunda hipotesis propuesta para explicar el fenébmeno del incremento de
la productividad a baja temperatura es de caracter molecular. Fox et al. (2005a)
reportaron cuatro caracteristicas de cultivos de células CHO en hipotermia
moderada. La primera fue que los cultivos hipotérmicos contenian mas mRNA de la
proteina recombinante que los cultivos a 37°C; la segunda, la relacion de mRNA
entre 32 y 37°C fue proporcional a la relacion de las productividades especificas
entre 32 y 37°C (Fig. 9A); la tercera, la productividad fue directamente proporcional
al porcentaje de células en fase S que contenia el cultivo (Fig. 9B), y descartaron el
efecto del arresto en G1/G0. Esto también coincide con que los promotores
comunmente empleados para la transcripcidon de la proteina heteréloga (CMV y
SV40) son activos preferencialmente en fase S (de Boer et al, 2004). Por ultimo ellos
demostraron que el tiempo de vida media del mRNA fue mayor a bajas

temperaturas (Fig. 9C).
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FIGURA 9.- El aumento de la productividad se debe al nivel de mRNA y éste a su vez a la fase del ciclo

celular. Ay B; proporcionalidad del nivel de transcrito y productividad de proteina recombinante. C; productividad

de proteina recombinante con respecto del porcentaje de células en fase S (TS: cultivo con cambio de
temperatura) (modificado de Fox et al. 2005a).
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2.3.3 MODELO DE LA RESPUESTA AL CHOQUE FRIO EN CELULAS DE MAMIFERO.

Con la mayoria de los reportes publicados, Al-Fagee et al. (2006) plantearon
un modelo que explica el comportamiento molecular que se desencadena en
células de mamifero bajo hipotermia moderada (entre 25 y 35°C) (Fig. 10). En este
modelo se considera de gran importancia a las CSP que actian en diferentes
procesos celulares. Bajo condiciones de mediana hipotermia la traduccién global
disminuye, sin embargo, las CSP junto con otras proteinas no identificadas pueden
actuar y unirse con los elementos cis en los promotores de los genes blanco,
aumentando la transcripcion. Cabe la posibiidad de que existan promotores
alternos que sean activados o desactivados cuando disminuye la temperatura,
propiciando la generacion de hnRNA (RNA heterogéneo nuclear) alternos.
Asimismo, ellos proponen procesamientos alternativos para estos hnRNA, que
generan mMRNA especificos de frio, y pueden tener un Unico 5’ y/o 3’UTR (regién 3’ o
5’ no traducida) y/o cambios en las regiones codificantes. La interaccidén de las CSP

y el mMRNA puede o no darse en el nucleo antes de ser transportado al citoplasma.

Uno de los factores principales que disminuyen la traduccion CAP
dependiente, se da por la fosforilacidon de los factores iniciadores de la traduccién
(como elF2a). Esto a su vez promueve otro tipo de traduccién via IRES. También se
dispara la formacion de granulos de estrés, los cuales son agregados de mRNA
especificos o claves, que son secuestrados para que una vez que se haya adaptado
la célula a las nuevas condiciones exista un reservorio de estos MRNA

fundamentales.

El control central de la traduccion, bajo condiciones de mediana hipotermia
esta dirigido principalmente por las CSP, el citoesqueleto y los mRNA especificos de
frio. En el modelo se propone que las CSP toman los mRNA emergentes del ndcleo 6
en el nucleo mismo y son transportados al citoplasma, especificamente en el
citoesqueleto, que servira de base donde se reclutan los ribosomas y se inicia la
traduccién. Ademas en este modelo, se supone que muchos de los mMRNA que son
fundamentales para la sobrevivencia contienen secuencias IRES, por lo que pueden
ser reclutados directamente por el ribosoma. Puede haber la participaciéon de un
grupo de proteinas que apoyan a las CSP en la estabilizacion del mRNA en las

regiones 5’/3’-UTR. Por otra parte, existe también la propuesta de la inhibicién de la
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degradacion de los mRNA via miRNA (micro RNA) por interaccion directa con las
CSP con estos ultimos.
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FIGURA 10.- Modelo hipotético de la respuesta global a la hipotermia moderada en células de mamifero. En
el esquema se representan los elementos participantes en el modelo. Las CSP’s asi como el citoesqueleto juegan un
papel importante. Los elementos cis pueden ser secuencias (estan representados como P2,P1) de los promotores de

los MRNAs de frio, los cuales dan la posibilidad de transcribir mMRNAs alternos importantes para la supervivencia
celular o la adaptacioén a los cambios de temperatura (Al-Faghee, 2006)
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3. JUSTIFICACION

La implementacion de temperaturas subfisioldgicas a cultivos de células CHO
recombinantes mejora la productividad volumétrica y/o especifica de proteina
recombinante. Sin embargo, no se conocen los mecanismos por los cuales sucede
este fendmeno, de tal manera que son necesarios estudios celulares y moleculares
permitan entender los mecanismos y proporcionen herramientas para mejorar los
procesos de produccion de biofdrmacos en estas células.

23



4 HIPOTESIS.

La disminucion en la temperatura de cultivo de células CHO productoras de
una glicoproteina recombinante modelo, afectard algunos procesos celulares como
metabolismo, ciclo y muerte celular, lo que podrd explicar la relacidn que existe
enfre la temperatura del cultivo y el aumento en la productividad de proteina
recombinante.
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5.0BJETIVOS.

5.1.GENERAL.

. Estudiar el efecto de la temperatura subfisiologica sobre la
productividad de proteina recombinante, metabolismo, ciclo y muerte celular
en cultivos de células CHO recombinantes.

5.2 ESPECIFICOS.

. Realizar una serie de cultivos bifdsicos (con cambios de
temperatura de 37 a 30°C) de células CHO recombinantes y determinar el
tiempo o6ptimo de cambio de temperatura con base en la productividad

volumétrica.

. Obtener y comparar los comportamientos cinéficos vy
pardmetros de consumo/produccion de glucosa, lactato, glutamina vy
glutamato, entre los cultivos a 37°C, 30°C y el cultivo bifésico seleccionado.

. Determinar las cinéticas de ciclo celular entre los cultivos a 37°C,
30°C y el cultivo bifasico seleccionado, y relacionarlas con la productividad

de proteina heterdloga.

. Determinar el fipo de muerte celular programada presente en los
cultivos a 37°C, 30°C y el cultivo bifésico seleccionado.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Como se menciond en la seccion de objetivos, la meta principal de este
trabajo fue determinar la relacidon existente entre la temperatura subfisioldgia,
metabolismo, ciclo, muerte celular y la productividad de una glicoproteina
recombinante modelo. Para comprender mejor esta relacioén, se decidié evaluar tres
condiciones; cultivos control, cultivos a tempratura subfisiologica constante y cultivos
bifdsicos (con cambio escalonado de temperatura). Con base en esto, se decidid
separar el proyecto en dos rubros principales. El primero, con un cardcter mas
cuantitativo, fue la seleccion del mejor cultivo bifdsico a trabajar, comparando el
desempeno de cultivos bifasicos con cambio de temperatura a diversos tiempos. En
este caso se tomdé como criterio de seleccion la productividad volumétrica. La
finalidad de esta seccion del proyecto, fue demostrar que el sistema con que se
trabajé responde favorablemente a la hipotermia moderada. Una vez demostrado
esto, la segunda parte del proyecto, con un carcter mdas cualitativo, tfuvo la finalidad
de identificar caracteristicas de la muerte celular en cultivos hipotérmicos que
podrian ser relevantes para la productividad. En este sentido, el metabolismo, el
ciclo celular y la muerte celular juegan un papel integral.

Una vez conocido el comportamiento de la muerte celular en los cultivos a
temperatura subfisioldégica, es posible manipular el cultivo (por ejemplo en relaciéon a
la muerte celular) como una estrategia para mejorar la productividad de cultivos
control y cultivos hipotérmicos. En la figura 11 se muestra un esbozo general de la
estrategia experimental del proyecto.

26



Linea celular
TF70R

Seleccién del mejor
tiempo para cambio de
temperatura

37°C
30°C
Bifésico seleccionado
30°C (4x105 cel/mL)

Qepa
XV, o
tPA ..
Productividad
volumétrica

Metabolismo Ciclo celular

Muerte
celular

Inhibicién de la muerte

celular (37 y 30°C)

Relacion: Temperatura-Metabolismo-Ciclo celular-Muerte
celular-Productividad

FIGURA 11-Estrategia experimente seguida para el desarrollo del proyecto
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1.CULTIVOS CELULARES.

La linea celular CHO TF70R (proporcionada por la Dra. Claudia Alfamirano de
la Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile) fue establecida por medio de la
cotfransfeccion de los genes de tPA y dhfr a una una linea celular CHO-dhfrl). Los
genes estan dirigidos por el sistema promotor/potenciador de SV40 (Loyd et al.,
1998). El medio de cultivo utilizado para esta linea celular fue CDM4CHO( HyClone)
quimicamente definido y suplementado con 4mM de glutamina (Sigma), lipidos 1X
(Gibco) y antibidticos 1X (Sigma). Los cultivos fueron establecidos en frascos
agitados de 250 mL con un volumen de trabajo de 120 mL, en una incubadora de
atmdsfera controlada a 95% de humedad, 5% CO: y con una velocidad de
agitacion de 60 rom. La concentracion celular inicial fue enfre 0.15x10¢ y 0.2x10¢
células viables/mL con una viabilidad superior a 90% . Las temperaturas utilizadas en
este estudio fueron 37 y 30°C. Los cultivos bifasicos, se realizaron con cambios subitos

(escalonados) de temperatura, pasando de 37 a 30°C.

Para los ensayos de inhibicidon de autofagia, los cultivos fueron realizados en
frasco T75, con un in6culo de entre 0.15x10¢ y 0.2x10¢ cel/mL y con una viabilidad
superior al 90%. Al inicio de los cultivos se agregod el inhibidor de autofagia LY294002
(Sigma) disuelto en DMSO a una concentracion final de S5uM. El LY294002 es un
inhibidor de la PI3K clase Il (Vps34) la cual forma parte del complejo formador de
autofagososmas. Este experimento estuvo constituido por cuatro cultivos; dos de
ellos a 30°C y dos a 37°C. A uno de los dos cullivos de cada condicion de
temperatura se le agregd el inhibidor desde el inicio, y a los cultivos restantes se les
agregod solamente el disolvente del inhibidor (DMSO).

7.2. CONCENTRACION , VIABILIDAD Y DIAMETRO CELULAR.

La concentracion celular y didmetro promedio, se determinaron con un
contador de particulas Coulter Counter Multisizer Il (Coulter Electronics, Hialeah, FL).
La viabilidad celular se cuantificd con hematocitdmetro mediante el método de
exclusion de azul de fripano (Sigma) al 0.08% en solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS).
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7.3. CONCENTRACION DE GLUCOSA, LACTATO , GLUTAMINA Y GLUTAMATO.

La concentracion de glucosa, lactato, glutamina y glutamato se determind
por métodos enzimaticos en un YSI Biochemical Analyzer 2700 (YSI Instruments, Yellow
Springs, OH), utilizando soluciones de referencia de 2.5 g/L, 0.5 g/L, 4mM y 5mM
respectivamente para cada uno de los metabolitos.

7.4. DETERMINACION DE tPA.

La concentracion tPA fue determinada por cuantificacion en ensayos de
ELISA como se describe a continuacion.

Se readlizaron las diluciones correspondientes de la muestra en PBS(1:10) y se
colocaron en una placa para ELISA de 96 pozos. Se dejé incubar por 12 h a 4°C,
posteriormente se lavd una vez con PBS-Tween (0.5 mL/L de Tween-20 en PBS) y se
bloqued la superficie vacia con solucion de albumina de suero bovino (BSA) libre de
proteasas a una concentracion de 10 mg/mL. Se hicieron 2 lavados con PBS-Tween.
Después se agregd el anticuerpo anti-htPA (Abcam plc, Cambridge, U.K.) a una
dilucion de 1:2500 y se incubd por 2 h a temperatura ambienfe. En seguida se
realizaron 2 lavados mdas con PBS-Tween y se agrego el anticuerpo secundario anfi-
raton acoplado a fosfatasa alcalina a una dilucién de 1:1000, el cual se incubd por 2
h mds. Finalmente se hicieron tres Ultimos lavados y la placa se reveld con 120 pg/mL
de p-nitrofenil fosfato(sustrato de fosfatasa alcalina-SIGMA) en solucion de DEA
(Dietanolamina 10mL/L, NaNs y MgClz), con un tiempo de reaccion de 10 min. Los
ensayos fueron realizados por friplicado.

7.5. DETERMINACION DE CICLO CELULAR Y POBLACION suB-G1.

La cuantificacion del ciclo celular y el porcentaje de la poblacion sub-Gl
como posible apoptosis, se realizd por citometria de flujo mediante el método
descrito por Meneses-Acosta et al. (2001). Brevemente, se centrifugaron 1x10¢ células
a 1500 rom por 5 min en una centrifuga Eppendorf 5810R con rotor A-4-62, y se fijaron
con etanol frio al 70%, y se guardaron a -20°C (por minimo 2 h y un méximo de 3
semanas). Posteriormente se cenfrifugaron a 1500 rom por 5 min y se desechd el
etanol. Enseguida se incubd con amortiguador A (30mg/L de tripsina pancredtica
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porcina en solucidon base* a pH 7.6) durante 10 min mezclando cada 2 min. Después,
se agregd amortiguador B (30 mg/L de inhibidor de fripsina, 100 mg/L de
ribonucleasa A en solucion base* a pH 7.6) seguido de un periodo de incubaciéon de
10 min mezclando cada 2 min. Finalmente se dejaron incubar por 10 min en
amortiguador C (500mg/L de yoduro de propidio y 1.16g/L de tetrahidrocloruro de
espermina a pH 7.6 en solucion base*). Esta preparacion celular fue procesada en
un FACScalibur Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ ) a una longitud de onda de
excitacion y emision 488 y 620 nm, respectivamente.

Este método se basa en la cuantificacion de DNA por lo que la poblacién que ha
fragmentado su DNA por causa de la muerte celular, es llamada poblacion sub-Gl.
Esta puede ser confundida con los restos de otras células muertas. Para evitar tal
confusion, en este trabajo se realizé la cuantificacion de la poblaciéon sub-G1 con un
arreglo de escala logaritmica en la senal de fluorescencia, asi mismo, se descartaron
los desechos celulares que tienen menor tamano que las células completas (Fig.
17)(Mercille y Massie ,1999).

*Solucion base (1g/L acido citrico, Tml/L de Igepal CA-630, 522 mg/L
tetrahidrocloruro de espermina y 60.5mg/L de trizma hidrocloruro).

7.6 ENSAYO DE FRAGMENTACION DE DNA CROMOSOMAL POR ELECTROFORESIS.

Para determinar el perfilde degradaciéon de DNA y asu vez el tipo de muerte
celular, 1x106 fueron centrifugadas y lavadas, posteriormente se lisaron en 400 ulL
bufer de lisis conteniendo 50 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% SDS, and 400
mg/mL proteinasa K (Sigma) a 37°C durante 14 h. Los lisados fueron extraidos con
solucion de fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). El DNA cromosomal fue
precipitado con etanol al 100% frio, seguido de un lavado con isopropanol al 100%
frio. Después las muestras fueron incubadas con RNasa A (1 mg/mL a 37°C por 30
min). Las muestras fueron separadas por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
conteniendo 1 pg/mL de bromuro de etidio a 50 V poe 40 min.
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7.7 DETERMINACION DE LC3Il POR WESTERN BLOT.

Para observar la aparicion de la isoforma LC3 Il, se obfuvieron extractos de
proteina total de 1x10¢ células cenfrifugadas a las que se agregd 40uL de buffer de
lisis (0,1% ftriton X-100, 1M de NaCl, 0,25M de EDTA, 0,25% de dcido peryodico y
solucion de inhibidores de proteasas), seguido de un periodo de incubacion de
15min en hielo. Después se agregd 50 uL de agua a las muestras y se sonicaron con
un equipo vibracel VC505 (Sonics & materials, Connecticut, USA) con un pulso de 10
s a 30% de amplitud. Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rom y se separd el
sobrenadante. Aproximadamente 20ug de proteina (cuantificados en ensayo de
Bradford en placa de acuerdo al fabricante (Bio-rad)), fueron cargados por carril en
un gel de acrilamida al 16%, para posteriormente ser corridos a 30 mA por 1h.
Posterior a ello, la separaciéon se transfirid de forma humeda a una membrana de
nitfrocelulosa en buffer de transferencia (192mM de Glicina, 25mM de tris y 20% de
metanol) por 2 h. Después de la fransferencia se realizd el bloqueo de las
membranas con leche descremada al 5% en buffer PBS-Tween 20 al 0.1% durante 2
h, seguido por 3 procesos de lavados de 15 min con PBS-Tween 20 al 0.1%. En
seguida se realizdé la incubacién del anticuerpo primario (policlonal conejo anti-LC3
(Sigma)) diluido en PBS en relacion 1:1000 por 45 min, seguido de 3 lavados con PBS-
Tween 20 al 0.1% de 15 min. El Ultimo proceso de incubacion fue del anticuerpo
secundario cabra anti conejo (Jackson immunoresearch ) acoplado a peroxidasa
por otros 45 min a una dilucion de 1:2500 en PBS con un lavado de 20 miny 2 de 15
min con PBS-Tween 20 al 0.1%. El revelado se llevé a cabo con 5mL de carbazol al
0.5% en 12 mL de buffer de acetatos 0.5M (pH 5.5) con 30uL de perdxido de
hidrogeno al 30%. Después de ser reveladas, las membranas fueron escaneadas
para analizar el patréon de bandas.

7.8 MICROSCOPIAS ELECTRONICAS DE TRANSMISION.

Para la obtencion de las imdgenes de microscopia electronica de transmision,
se colectaron 1x10¢ cel y se centrifugaron a 500 rom, al pellet se le agregd fijador de
Karnousky y fue guardado a 4°C por una hora. Posteriormente se removio el fijador y
se agregd una solucién al 0.1 M de cacodilatos y se guardd a 4°C por no mas de 1

mes. Las muestras fueron fijadas con tetradxido de osmio al 1% por 1 h. Se lavaron 2
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veces con agua destilada. Después, se relaizaron deshidrataciones graduales con
soluciones de etanol del 70-100% vy se resuspendieron en 6xido de propileno al 100%.
Paso seguido las muestras se fijaron con resina epoxica por incubaciones sucesivas
de 1 h de 1:1 y 2:1 de resina:0xido de propileno. Se dejé polimerizar en 100% de
resina epoxica por 48h a 60°C. Posteriormente se tfineron las muestras con acetato
de uranilo al 2.5 % y rojo plomo a 0.3% (secciones aproximadas de 0.05 a 0.1 mm).
Las observaciones fueron hechas en un microscopio electronico M-Jeol 1010
(Instituto de Investigaciones Biomedicas-UNAM).

7.9 CALCULOS.

De acuerdo con el modelo de crecimiento exponencial, descrito por:

dxv _
dt (1)

que al integrar y graficar InXv contra ¢ se obtuvieron los valores de las pendientes

en la fase de crecimiento exponencial que representan las velocidades especificas
de crecimiento (M) Los rendimientos (Yxvo )se obtuvieron en la fase de crecimiento

exponencial mediante la siguiente ecuacion:

AXv
Y )/ S e (2)

Ab
donde b representa cualquier metabolito o sustrato. La velocidad de produccion de
tPA se obtuvo de los valores de la pendiente al graficar la integral de células vivas
(ICV) contra la concentracion de tPA (1PA), en donde:

Xv

C Xv.
ICV =
; ln(Xv.

”) —ln(Ile.) X (F = 1) [ e (3)

i+1

La ecuacidén 3 es una aproximacion de integracion numeérica de células viables,
donde Xvies el valor de células viables a un fiempo determinado ti, y Xvi+ es el
nUmero de células viables al tiempo ti+1. Las velocidades especificas de consumo o
produccion de substratos o metabolitos se obtuvieron mediante la siguiente

ecuacion:
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donde b es cualquier metabolito o substrato
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8. RESULTADOS .

Los reportes publicados hasta el momento indican que la hipotermia
moderada en células CHO resulta en un aumento de la productividad especifica,
pero no siempre en un aumento de la productividad volumétrica debido a la baja
densidad celular alcanzada (Kaufmann et al,1999; Hendrich et al, 2001; Yoon et al,
2003a; Schatz et al., 2003; Fox et al, 2004; Fogolin et al, 2005 Yoon et al, 2006b). Por
ello, la implementacion de cultivos con cambio de temperatura, ha sido una buena
estrategia para mejorar el desempefio de cultivos hipodérmicos, ya que inicialmente
se promueve el crecimiento y posteriormente se disminuye la temperatura (Yoon et
al 2006b). El tiempo 6ptimo para el cambio temperatura depende de la linea celular
(Fox et al. 2004; Yoon et al. 2006b), por lo que se decidié evaluar varios tiempos de
cambio de temperatura con el objetivo de seleccionar de forma racional el cultivo

bifasico con mejor productividad volumétrica.

8.1. DETERMINACION DEL MEJOR TIEMPO PARA CAMBIO DE TEMPERATURA: 37 A 30°C.

En esta serie de experimentos se realizaron los cultivos bifasicos con cambios
de temperatura entre las primeras 24 y 120 h de cultivo con intervalos de 24 h. En la
Figura 12 se muestran las graficas de crecimiento celular, viabilidad y produccién de
proteina recombinante. La concentracion celular maxima fue un parametro que
tuvo grandes diferencias en este experimento. Claramente la exposicion a 30°C
mermoé el crecimiento celular (Figura 12A), ya que en el cultivo control a 37°C se
obtuvo la concentracidon celular mas alta (1.81x10%cel/mL) seguido del cultivo
bifasico con cambio a las 120 h y disminuyendo en el siguiente orden: cambios a 96,
72,48, 24 h y control a 30°C, este ultimo logré la concentraciéon celular mas baja (20%
del maximo obtenido a 37°C) ya que fue el que se expuso mayor tiempo a 30°C. En
la Tabla 3 se puede observar que la linea celular TF70R cultivada a 30°C disminuye

un 87% su velocidad especifica de crecimiento con respecto a 37°C.
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Contrario a los efectos negativos en la concentracidon celular maxima y
velocidad especifica de crecimiento, la viabilidad celular se vio favorecida por la
disminuciéon de la temperatura, ya que en este caso, mientras mas tiempo se
expusieron los cultivos a 30°C, permanecieron mas tiempo con viabilidad alta (Figura
11B). De esta manera, la viabilidad del cultivo a 37°C disminuyé primero que todas,
seguido de 120, 96, 72, 48, 24 h y por ultimo el control a 30°C. Una caracteristica que
se pudo notar en el comportamiento de viabilidad del cultivo a 37°C ( Figura 12B),
fue la caida subita de este parametro después de las 144 h, punto donde inicia el
proceso de muerte celular masiva. En contraste, en los cultivos expuestos a 30°C la

disminucion en la viabilidad fue mas lenta.

Tabla3.- Efecto del tiempo de cambio de temperatura en el desempefio de cultivos
bifasicos.

H Productividad
Cultivo (d1) XV max tPAmax dea Volumétrica
106 cel/mL mg/L) /cel-d)
( ) (mg (pg ( mg/L—h)

Control a 37°C 0.37 1.81 417 2.49 0.034
Control a 30°C 0.051 0.363 11.13 3.12 0.025
24h 0.074* 0.782 13.9 1.99* 0.036
48h 0.156* 1.17 11.4 1.44* 0.053
72h 0.151* 1.27 10.3 1.152* 0.047
96h 0.074* 1.59 7.7 0.36* 0.036
120h 0.098* 1.77 6.6 0.12* 0.039

*Céalculos realizados a después del cambio de temperatura.

La produccion de proteina recombinante revel6 que el sistema con el cual se
trabajo responde favorablemente a la hipotermia moderada. La concentracién mas
alta de tPA (13.9 pg/mL), se alcanzdé en el cultivo bifasico con cambio de
temperatura a las 24 h, mientras que la concentracién mas baja (4.17 pg/mL) se
obtuvo en el cultivo control a 37°C. En la Tabla 3 se muestra que la productividad
especifica en el cultivo a 30°C fue la mas alta (3.12 pg/cel-d), alrededor de un 30%
mas que a 37°C, sin embargo, el cultivo con cambio a las 48 h alcanz6 la

productividad volumétrica mas alta (0.053 mg/L-h).
En la Figura 13 se muestra una grafica caracteristica para el calculo de

productividad especifica. Aqui, se puede apreciar que la produccion de proteina

recombinante a 37°C es asociada al crecimiento (Dutton et al., 1998), ya que en el
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momento en que las células dejaron de crecer (flecha) el tPA se dejé de producir.
No obstante, en el cultivo a 30°C aunque las células dejaron de crecer (flecha) el
tPA continud produciéndose, por lo que bajo esta condicion se trata de un proceso

de produccion parcialmente asociado al crecimiento (Dutton et al., 1998).
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FIGURA 13- Concentracion de tPA como funcién de ICV (integral de células viables); en esta grafica las pendientes
de las regresiones lineales representan la qtPA y la flecha representa el punto donde las células dejaron de crecer.

En el experimento para determinar el mejor tiempo para el cambio de
temperatura , se obtuvieron los parametros cinéticos de los cultivos bifasicos después
del cambio de temperatura. En la Tabla 3 se puede observar que la Y, y la qwa de los
cultivos bifasicos no se comportaron igual que los parametros del cultivo monofasico
a 30°C. Si se toma como referencia el cultivo control a 30°C, la velocidad de
crecimiento aumentd de 0.051 d! a 0.074 , 0.156, 0.15, 0.074 y 0.09 d-! en los cultivos
bifasicos con cambios a las 24 , 48, 72, 96 y 120 h, respectivamente. La productividad
especifica disminuyé a medida que el cambio de temperatura se difirid mas tiempo,
ya que en el cultivo control a 30°C se obtuvo la mayor qwa (3.12 pg/cel-d), pero
disminuyd a 1.99, 1.44, 1.15, 0.36 y 0.12 pg/cel-d para los cambios de temperatura a
las 24, 48, 72, 96 y 120 h.
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8.2. ESTUDIO DEL EEFCTO DE LA TEMPERATURA SUBFISIOLOGICA SOBRE EL METABOLISMO,
CICLO Y MUERTE CELULAR.

Como se mencion6 anteriormente, se decidid estudiar tres condiciones de
cutivo: cultivo a 37°C, cultivo bifasico y cultivo a 30°C. En la Tabla 3, se observa que
el cultivo con cambio de temperatura a las 48 h presentd la mejor productividad
volumétrica (0.053 mg/L-h). Por dicha razdén esta condicién de cultivo bifasico fue
utilizada para los siguientes experimentos. Las diferencias en los parametros cinéticos
de los cultivos bifasicos evaluados en el experimento de la seccion 7.1, sugieren que
la concentracién celular y/o la concentracion de factores de crecimiento son
determinantes en el desempefio de cultivos hipotérmicos. Con base en esto se
decidiod incluir una condicion adicional consistente en un cultivo a 30°C con inGculo
de 0.4x10% cel/mL. A este cultivo se le denominara cultivo 30°C/4 de ahora en
adelante.

8.2.2 CRECIMIENTO, VIABILIDAD Y DIAMETRO CELULAR.

En esta serie de experimentos, el comportamiento del crecimiento celulary la
viabilidad de los cultivos a 37, 30°C y bifasico fue similar al que se observé en el
experimento de evaluacion de cultivos bifasicos (Seccién 7.1). La nueva condicién
ensayada en esta etapa (30°C/4) mostré6 una concentraciéon celular maxima de
0.7x108 cel/mL, una viabilidad similar al cultivo bifasico y una velocidad especifica
de crecimiento de 0.055 d'1, aproximadamente la misma velocidad que el cultivo a
30°C con 0.2x10% cel/mL de in6culo. En la Figura 14 se muestran los perfiles de
crecimiento celular y viabilidad de los cultivos control (37 y 30°C), cultivo bifasico y
cultivo 30°C/4.

Una caracteristica que se identificé en los cultivos a baja temperatura fue el
aumento del tamafo celular (Fig. 15), por lo que tal parametro se cuantificé en esta
parte del estudio (Figura 14C). El comportamiento del diametro celular del cultivo a
37°C, no tuvo cambios significativos en las primeras 72 h (permaneciendo entre los
13.5y 14 ym). Sin embargo, después de tal periodo comenzd a disminuir hasta llegar

a un promedio de 11.6 pym.
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Por otro lado, el didametro promedio de los cultivos a 30°C y 30°C/4 mostré una
tendencia ascendente desde las 0 h, hasta llegar aproximadamente a 15 pm, pero
después disminuyd a partir de 168 y 216 h, respectivamente. El comportamiento del
diametro celular en el cultivo bifasico fue similar al cultivo a 37°C hasta las 72 h. Sin
embargo, después de este tiempo se observd un claro aumento del didmetro
promedio que llegd a un valor maximo de 14.6 ym a las 240 h, para finalmente

disminuir alrededor de 12 ym al término del cultivo.

Otra peculiaridad del cultivo a 30°C fue que a partir del quinto dia se presento
un aumento de la degradacion celular. Este parametro se identificdé Unicamente de
forma cualitativa, y se realizé con base en el aumento de la poblaciébn menor a 6pm
(Fig. 15), medidos por el contador de particulas. De acuerdo con las observaciones
en la camara de Neubauer, en este tiempo la viabilidad de este cultivo aun
permanecia por encima del 90%, pero existia un gran nimero de detritos celulares.
Por otro lado, en el cultivo control asi como en el cultivo bifasico, se pudo observar
gue la degradacion celular (detritos celulares), producto de la muerte celular, se

presento sblo en etapas tardias del cultivo cuando inicié la muerte celular masiva.
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FIGURA 15.-Histogramas de diametros promedio medidos en contador de particulas tomasdos a las 120 h de cultivo;
1)37°C, 2)bifasico y 3)30°C,
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8.2.3 METABOLISMO DE GLUCOSA, LACTATO, GLUTAMINA Y GLUTAMATO.

La muerte celular y el comportamiento metabdlico son dos caracteristicas
importantes que estan estrechamente relacionadas. Se ha reportado ampliamente
el desencadenamiento de la muerte celular debido a la falta de nutrientes
(principalmente glucosa y glutamina)(Mercille y Massie 1994a, b). Por otro lado, en
estudios de hipotermia moderada se ha observado que las velocidades de consumo
de sustratos y de produccidon de desechos disminuyen comparadas con las mismas
velocidades de cultivos a temperatura fisiolégica (Yoon et al, 2003a, Yoon et al,
2006b). Con base en lo anterior, se decidi® medir las dos fuentes principales de
energia en estas células (glucosa y glutamina), asi como dos compuestos

importantes del metabolismo (lactato y glutamato).

8.2.3.1 GLUCOSA Y LACTATO.

Todos los cultivos comparados en esta parte del proyecto comenzaron con
una concentracion inicial de glucosa de 38 +£0.93 mM. Los perfiles de concentracion
de glucosa mostraron que el cultivo a 37°C tuvo la disminucion de concentracion
mas pronunciada, qguedando una concentracion residual de 18m M a las 288 h (Fig.
16). El cultivo bifasico y el cultivo 30°C/4 mostraron patrones de concentracion de
glucosa similares entre ellos, pero la disminucidn de la concentracidon de glucosa fue
mas lenta en estos cultivos que a 37°C. Las concentraciones residuales de los
cultivos bifasico y 30°C/4 fueron de 19y 22 mM a las 576 y 384 h, respectivamente.
El perfii de concentracidn de glucosa del cultivo a 30°C presentd la caida de
concentraciéon menos pronunciada y la concentracion residual mas alta (25mM a
las 504 h de cultivo). De esta manera, se puede resumir que la caida de la
concentracion de glucosa se da en el siguiente orden descendente: 37°C, bifasico,
30°C/4 y 30°C.
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El consumo especifico de este sustrato(geic) reveld6 datos directos del
metabolismo celular. Las gqeic de este trabajo concuerdan con lo ya publicado, es
decir, todos los cultivos que se expusieron a 30°C exhibieron una geic menor que a
37°C (Tabla 4). Tomando como el 100% a la gaeic del cultivo a 37°C, los porcentajes
correspondientes a los cultivos a 30°C, 30°C/4 y bifasico fueron de 71, 55 y 34%,

respectivamente.

Existe una muy cercana dependencia entre el metabolismo de glucosa y
lactato. En condiciones estandar (37°C), la disminuciéon de gcic ocasiona una
disminucién en la qiac debido a la reduccion del sobre flujo metabdlico. Como se
puede ver en la Tabla 4, la velocidad de produccién de lactato en los cultivos a
37°C es de 430 nMol/10%cel-h, mientras que los cultivos bifasico y 30°C/4 mostraron
una grac menor; 73.3 y 205 nMol/108cel-h, respectivamente. Llama la atencién que la
Jiac del cultivo a 30°C fue la mayor (472 nMol/108cel-h). Un efecto importante que
tiene el lactato sobre los cultivos celulares es la inhibicion del crecimiento. Sin
embargo, ninguna de las concentraciones de lactato alcanzadas en este ensayo
sobrepasaron los 40mM (Fig. 16); concentracidon que puede llegar a ser inhibitoria

para el crecimiento celular (Godia y Caird, 2006).

Tabla 4.- Parametros metaboélicos de los diferentes esquemas de cultivo a hipotermia
moderada

Parametro 37°C 30°C Bifasico* 30°C/4
u(d1) 0.391 0.053 0.086 0.055
gaic (NMol/108cel-h) 174 125 60.3 97
qLac (NMol/1086cel-h) 430 4725 73.36 205
YLacscic(mol/mol) 2.4 3.7 1.21 2.12
Yaiwein(mol/mol) 0.16 0.38 0.17 0.17
gain (NMol/108cel-h) 36.7 28.6 9.68 20.5
gei (hMol/108cel-h) 6.96 11 1.67 3.57

*Céalculos realizados después del cambio de temperatura a 30°C ; 30°C/4 (cultivo a 30°C con inéculo de 0.4x10¢ cel/mL)

El rendimiento de lactato producido por glucosa consumida (Yiac/cic) €S un
parametro que representa la eficiencia de aprovechamiento de glucosa; mientras
menor sea el Yiac/cic, menor seré el derroche aparente de glucosa hacia lactato. De
los resultados obtenidos, se puede observar que el cultivo bifasico tiene el

metabolismo mas eficiente en o que a glucosa se refiere (con un Yiac/cic de
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1.21mol/mol). Por otro lado, el cultivo a 30°C mostré ser el menos eficiente con un
Yiac/clc de 3.7 mol/mol (Tabla 4).

Los valores de Yiac/cic comunes para células CHO pueden llegar a ser de mas
de 2 mol/mol (Gdédia y Caird, 2006), y esto se debe a la aportacion de la glutamina
para la formacion de lactato. No obstante, el valor encontrado para el cultivo a
30°C es muy alto, lo que podria significar que toda la glucosa y glutamina

consumida se convirtieron en lactato.

8.2.3.2 GLUTAMINA Y GLUTAMATO.

La glutamina y el glutamato juegan un papel importante en el metabolismo
de células de mamifero. La glutamina actia como fuente de energia (glutamindlisis)
y es precursora de pirimidinas, purinas y NAD. Ademas, el metabolismo de nitrdgeno
estd estrechamente relacionado a la glutamina. N6tese que la glutamina es un
aminoacido muy labil, por lo que en cultivo su descenso se debe tanto al consumo
por las células como por su descomposicidon. A su vez, el glutamato es utilizado en la

sintesis de prolina y ornitina (Godia y Caird, 2006).

En al Figura 17 se muestran los patrones caracteristicos de concentracion de
glutamina y glutamato de los esquemas de cultivo estudiados. Se puede apreciar
gue el descenso de la concentraciéon de glutamina fue mas pronunciado en el
cultivo a 37°C que en las otras condiciones, llegandose a la concentracidon mas baja
obtenida y limitante para esta linea celular (0.2ZmM) a las 168 h. La velocidad
especifica de consumo aparente de glutamina (gein) para el cultivo a 37°C fue de
36.7 nMol/10¢cel-h (Tabla 4). Tal valor se encuentra dentro de los valores
caracteristicos de consumo de glutamina para células de mamifero (alrededor de
30 nMol/10%cel-h). En las primeras 48 h, el cultivo bifasico mostré el mismo perfil de
concentraciones de glutamina que el cultivo a 37°C, posteriormente, la disminucién
en la concentracién es claramente menor (Figura 17A). Asimismo, la gcen para el
cultivo bifasico fue un 74% menor que la del cultivo a 37°C (Tabla 4) y la

concentracion limitante no se alcanzo sino hasta las 288 h.

El comportamiento del cultivo 30°C/4, indicé que la velocidad de

desaparicion de glutamina fue menor comparada con la de los dos cultivos antes
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mencionados. A pesar de ello, alrededor de las 288 h se llegd a la concentracion
minima de glutamina de 0.2 mM. La velocidad especifica de consumo aparente
para el cultivo 30°C/4 fue s6lo 55% de la qcin del cultivo control a . Por ultimo, el
cultivo a 30°C, no llegdé a condiciones limitantes de glutamina, ya que la minima
concentracion lograda fue de 0.5 mM a las 504 h. La velocidad de desapariciéon de
glutamina en 30°C fue la menor de todas, y la qoen solo se redujo un 22% con

respecto al control.

Esta reportado que la linea celular TF70R cuenta con actividad de glutamino
sintetasa(Altamirano et al, 2000), por consiguiente, tiene la capacidad de consumir
glutamato para generar glutamina. En la figura 17B se muestran los perfiles de
concentracion de glutamato. Alli se puede observar que en las primeras 120 h la
mayoria de los cultivos tienen el mismo patrén de concentracion y llegan alrededor
de 1.1mM. La excepcidn fue el cultivo 30°C ya que la acumulacién de glutamato en
este cultivo fue ligeramente menor. Después de las 120 h el cultivo control (37°C)
empez6é a consumir el glutamato presente en el medio de cultivo, llegando a una
concentracion final de 0.8mM (Figura 17B). Entre las 168 y 336 h la concentracién de
glutamato en el cultivo Dbifasico permanecié relativamente constante,
posteriormente el glutamato siguié6 acumulandose. Por otra parte, la concentracion
de glutamato en los dos cultivos restantes se acumulé durante todo el periodo de
cultivo. La geu en el cultivo a 30°C fue 1.6 veces mayor que en el cultivo a 37°C,
mientras que para los cultivos bifasico y 30°C/4 mostraron una geu de solamente 0.2

y 0.5 veces, respectivamente, del valor obtenido a 37°C (Tabla 4).
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FIGURA 17- Evolucién de la concentracion de glutamina y glutamato en cultivos a 37°C, 30°C, 30°C/4 (cultivo a 30°C
con in6culo de 4x105 cel/mL) y bifasico ; A) Concentraciones de glutamina. B)Concentraciones de glutamato. Las
barras de error representan la desviacion estandar (n=3).
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8.2.4 CICLO CELULAR.

Se ha reportado que la hipotermia moderada provoca un aumento en la
proporcidon de células en la fase G1/G0 del ciclo celular (Moore et al., 1997; Fox et
al., 2005a; Kaufmann et al., 1999 ). En esta tesis, las proporciones del ciclo celular se
determinaron por medio de citometria de flujo, midiendo la incorporacién de ioduro
de propidio al material genético. La cantidad de ioduro de propidio detectado por
el citdmetro de flujo, es proporcional a la cantidad de DNA que tiene cada célulay
a su vez depende de la fase del ciclo celular en la que se encuentra. En la figura 18
se muestra un histograma caracteristico de las diferentes fases del ciclo celular para
la linea TF70R.
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FIGURA 18.-Histograma caracteristico de ciclo celular con tincién de ioduro de propicio (células en crecimiento
exponencial).

En la Figura 19A, se puede observar que el comportamiento de la poblaciéon
G1/GO0 con respecto al tiempo de cultivo fue distinto para los cuatro cultivos
estudiados. En las primeras 48 h de los cultivos bifasico y control (37°C), el porcentaje
de la poblacion G1/G0 disminuyé alrededor de un 30%. Posteriormente, el
porcentaje de esta poblacion aumentd hasta llegar a un 58 y 74%, respectivamente.
Una vez alcanzados estos porcentajes, esta poblacion se mantuvo relativamente
constante para ambos cultivos. Cabe aclarar que el porcentaje alcanzado por el

cultivo a 37°C fue el mas alto de entre todos los porcentajes de G1/GO0.
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Los cultivos a 30°C y 30°C/4 mantuvieron su porcentaje inicial de G1/G0 (60%)
aproximadamente por 72 h, después este porcentaje cayo hasta llegar a menos de
30% en etapas tardias del cultivo. Los porcentajes de la poblacién G1/G0 de los
cultivos a baja temperatura no sobrepasaron al porcentaje del cultivo control, lo

gue indica que no existe un arresto en esta fase debido a la baja temperatura.

Una alta proporcion de células en fase S indica un crecimiento celular activo.
Este fue el caso del cultivo control, el cual mostré un aumento de 25% durante las
primeras 72 h (Fig. 19B). Después de este tiempo, la poblacién S en el cultivo a 37°C
cayo6 constantemente, finalizando en un porcentaje cercano a cero a las 240 h. En
el cultivo bifasico, la fase S se comporté igual al cultivo a 37°C durante las primeras
48 h, sin embargo, después del cambio de temperatura hubo una caida subita del
20%, lo cual revelé un claro efecto de la temperatura sobre la fase S del ciclo
celular. Una vez que se dio esta caida, continué disminuyendo hasta llegar a 0% a
las 240 h. Los cultivos a 30°C y 30°C/4 difirieron significativamente de los cultivos
bifasico y control. El porcentaje de células en fase S de los cultivos a 30°C y 30°C/4,
cayd de 25 a 5% tan sélo en las primeras 24 h. Posteriormente, el porcentaje se
mantuvo en ese intervalo por el resto del cultivo, ratificando que la temperatura

disminuye considerablemente la proporcidén de la fase S.

La fase G2/M fue la que presentdé mayor diferencia con lo ya reportado hasta
el momento. En la figura 19C se muestra que los cultivos que iniciaron a 30°C de
temperatura acumularon la poblacion G2/M desde el inicio y hasta el final del
cultivo. Los porcentajes maximos de G2/M alcanzados po estos dos cultivos fueron
de 76%. Cabe sefialar que en el cultivo bifasico, la poblacion G2/M aumentd un 18%
inmediatamente después del cambio de temperatura, mostrando una vez mas el
efecto que tiene la temperatura sobre el ciclo celular. Para el cultivo bifasico, los
porcentajes de la fase G2/M después del cambio de temperatura aumentaron
ligeramente hasta el final del cultivo. La fase G2/M del cultivo a 37°C, mostré una
muy ligera tendencia hacia el aumento, en un intervalo entre 12 y 25%. Estos
resultados parecen indicar que el arresto provocado por la hipotermia moderada se
da en la fase G2/M.

De acuerdo con los histogramas de citometrias de flujo, existen tres regiones

gue caracterizan al ciclo celular: 2n, Sd y 4n, que representan a las fases G1/G0, Sy
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NUmero de Eventos

G2/M, respectivamente. Estas regiones tienen una relaciéon lineal de acuerdo al
contenido de DNA. Por ejemplo, el contenido de DNA de 4n es el doble de 2n y Sd
se encuentra en una zona intermedia. En los cultivos a 30°C y 30°C/4 se identifico
una poblacién 8n que aumentaba con el tiempo, lo cual no sucedié a 37°C (Fig. 20).
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FIGURA 20.- Histogramas de contenido de DNA de células CHO cultivadas a 37 y 30°C. Se observa la
aparicion de una poblacién octoploide de células CHO (Flecha) en los cultivos a 30°C, sin embargo en los cultivos a
37°C no aparece.
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8.2.5 FRAGMENTACION DE DNA

8.2.5.1. POBLACION suB-G1.

La fragmentacion de DNA es una caracteristica identificada en diversos tipos
de muerte celular. La fragmentacion especifica (multiplos de 180 pb) se atribuye a la
muerte celular apoptdtica, y la fragmentacion no especifica puede presentarse en
eventos como muerte celular autofagica (Bursch et al., 1996). Para estudiar el efecto
de la temperatura subfisiolégica sobre la muerte celular, se midié la fragmentacién
de DNA por medio de citometria de flujo, identificando la poblacion sub-

Gl(poblacién con un contenido de DNA menor a 2n).

En la Figura 21 se pueden observar las diferentes cinéticas de aparicion de
poblacién Sub-G1. Todos los cultivos tuvieron un porcentaje inicial de poblacién sub-
G1 muy bajo (entre 1y 5%), este porcentaje permanecio en todos los cultivos hasta
las 72 h. A partir de las 120 h los porcentajes comenzaron a aumentar en diferentes
proporciones para cada cultivo. El cultivo control a 30°C fue el que aumentd con
mayor rapidez y de manera constante, llegando a un porcentaje del 68% a las 504 h.
El cultivo a 37°C tuvo una cinética similar al cultivo a 30°C, sin embargo, la velocidad
de fragmentaciéon de DNA fue ligeramente menor y el porcentaje maximo soélo
alcanzé un 45% a las 288 h. Los dos cultivos restantes tuvieron un patréon de
fragmentacion de DNA similar entre ellos. Para el cultivo bifasico la fragmentacion
de DNA superé el porcentaje inicial a partir de las 120 h, pero a una tasa muy baja.
Finalmente, entre las 288 y las 552 h se di6é un periodo de fragmentacién masiva, el
cual alcanzé el porcentaje maximo de poblaciéon sub-G1( 81%) a las 552 h. Aunque
el cultivo 30°C/4 duré menos tiempo que el cultivo bifasico, la cinética de aparicion
de sub-G1 fue similar en ambos cultivos. El cultivo 30°C/4 superd el porcentaje inicial
después de las 120 h, pero a una velocidad muy baja; a las 240 h sélo llegdé
alrededor del 10%. Por dltimo, en las siguientes 48 h, la degradacién aumentd hasta
alcanzar un 26% (288 h).
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FIGURA 21.- Cinéticas de aparicion de poblacion sub-G1 en cultivos a 37°C, 30°C, 30°C/4 y bifasico; porcentajes
obtenidos mediante citometria de flujo con el método de Mercille y Massie (1999). Las barras de error representan la
desviacion estandar (n=3).

8.2.5.2. FRAGMENTACION ESPECIFICA DE DNA.

Con la finalidad de determinar de forma mas precisa el mecanismo de
muerte celular, también se determinaron los perfiles de fragmentacidn especifica de
DNA cromosomal originada por la muerte celular. Como se puede observar en la
figura 22-A, la degradacion del material genético en el cultivo a 37°C comenzo
aproximadamente a las 120 h, en este tiempo la degradacioén fue sutil y se presentd
un patron de fragmentacion mixto, se pudieron observar fragmentos con de tamafio
de multiplos de 180 pb (tamafno intranueceosomal) y un barrido de degradacion
inespecifica. A las 240 y 288 h del mismo cultivo cultivo, la fragmentaciéon aumento, y
el perfii de fragmentaciéon también fue mixto, sin embargo, la fragmentacion

especifica fue mas evidente que la inespecifica.
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Entre las 0 y 216 h del cultivo bifasico no se observo fragmentacion de DNA,
esta Ultima comenz6é aproximadamente a las 288 h (Fig. 22-B), presentando
fragmentacion tenue y con patron mixto. Ya para las 384 h la degradacion aumentd
y la mayor parte de la fragmentacion tuvo el patron especifico de escalera.

37°C Bifasico 30°C
"("PM1 5 10 12 0 9 12 16 1 3 10 Dias

A B C

FIGURA 22.- Perfil de degradacion especifica de DNA cromosomal en cultivos a A) 37°C, B) bifasico y C) 30°C. MPM:
Marcador de peso molecular 100pb

En el caso del cultivo a 30°C se presentd una cinética de fragmentacion
diferente a los dos cultivos antes mencionados. Ya que a las 24, 72 y 240 h la
fragmentacion fue casi imperceptible, sélo se observé un pequefio porcentaje de
degradacion especifica alas 72 y 240 h.

Los resultados del cultivo a 30°C que se observan en la figura 22-C contrastan
con los resultados de porcentajes de poblacion sub-G1 para el mismo cultivo. Sin
embargo, es necesario aclarar que en el ensayo de electroforesis de agarosa,
Unicamente se puede observar la fragmentaciéon de bajo peso molecular, y no se
puede determinar fragmentos de alto peso molecular (entre 30 y 250 kpb) que
puede presentarse en diversos procesos celulares (Cain et al, 1994; Bursch et al,
1996).
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8.2.6. MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL DE LA MUERTE CELULAR.

La microscopia electrénica de transmision (MET) es una técnica muy confiable
para identificar las diferentes morfologias de muerte celular. Asimismo, se puede
caracterizar ultraestructuralmente el estado fisico de la célula aunque no esté en

proceso de muerte celular.

En las MET se pudieron identificar estructuras mitocondriales, que en su
mayoria presentaron forma globular. Otra estructura identificada fue el reticulo
endoplasmico, que se encontré disperso por todo el citoplasma, con algunas
estructuras asociadas a la membrana nuclear. El nicleo identificado en las MET
mostré ambas especies de cromatina; heterocromatina (transcripcionalmente
inactiva) y eucromatina (transcripcionalmente activa), asi como el nucleolo.
También se pudieron observar vacuolas (presumiblemente autofagosomas). En la

Figura 23 se muestran las estructuras antes mencionadas.

FIGURA 23.-Microscopias electrénica de transmision (MET) caracteristica de la linea TF70R; cultivo a 37°C en
fase de crecimiento exponencial; M) Mitocondria, N)Nucleo, A)autofagosoma, EC)Eucromatina, HC)
Heterocromatina, NCL) Nucleolo y Flechas) RER (Reticulo Endoplasmico Rugoso). La barra representa 1um.



En este trabajo, se consider6 como morfologia estandar aquélla que se pudo
observar de las MET en las primeras 24 h de cultivo a 37°C, ya que es en este tiempo
y condicién donde las células estan en etapa de crecimiento exponencial. En
consecuencia, las MET de los cultivos a 37°C y bifasico en este tiempo comparten
ultraestructuras estandar.

En la morfologia estandar de la Figura 24 se pueden observar caracteristicas
que revelan una buena integridad celular. En las estructuras mitocondriales (M) se
pudé observar claramente las crestas que reflejan el buen estado fisioloégico. El
reticulo endoplasmico rugoso (RER), facil de identificar por la presencia de
ribosomas, presentd estructuras sin hinchamiento, lo que indica que la célula no esta
sometida a algun tipo de estrés. La presencia de vacuolas (Au; presumiblemente
autofagosomales) en las primeras 24 h de cultivo, esta asociada a la actividad
autofagica basal y a la maquinaria de recambio de proteinas y organelos.

FIGURA 24.-MET de cultivos a A) 37°C y B) Bifasico en las primeras 24 h (morfologia estandar) ; M)
Mitocondria, N)Nucleo, Au)Autofagosoma, y Flechas) RER. La barra representa 1um.
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8.2.6.1 MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL DEL CULTIVO A 37°C.

En el cultivo control a las 168 h se pudd apreciar la presencia de algunas
vacuolas, asi como algunas mitocondrias que carecieron de cisternas o que se
encontraban en muy mal estado (Figura 25A). Otra caracteristica de este tiempo es
el hinchamiento del RER. Para las 288 h se not6 una baja cantidad de mitocondrias
y el RER se encontraba completamente hinchado (Fig. 25-B). En este mismo tiempo
el nicleo presenté cambios morfolégicos (una ligera condensacion de cromatina),
sin embargo, esta morfologia no cumple totalmente con las caracteristicas de
muerte celular apoptdtica como condensacion de cromatina y la desintegracion
del nacleo. Cabe resaltar que la integridad celular entre las 168 y 288 h del cultivo a
37°C, es muy mala si se compara con la morfologia estandar (Fig. 24).

FIGURA 25.-MET de cultivos a 37°C A) 168 h y B) 288 h; M) Mitocondria, N) Nicleo, Au) Autofagosoma, y
Flechas) RER. La barra representa 1um.
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8.2.6.2 MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL DEL CULTIVO BIFASICO.

Una caracteristica que se not6 a las 216 h del cultivo bifasico fue la presencia
de autofagosomas pero en un bajo nimero (Figura 26-A). También se observaron
mitocondrias en mal estado, con pocas cisternas y estructuras de RER sin
hinchamiento. Posteriormente, a las 384 h de cultivo (Figura 26-B) se observaron
morfologias celulares con alto numero de autofagosomas, pero, también se
identificaron células con bajo o nulo niUmero de autofagosomas y con buena
integridad celular. Los nucleos que se lograron identificar a las 384 h de este cultivo,
presentaron condensacion de cromatina aunque nuevamente la morfologia no era

tipica de apoptosis.

FIGURA 26.-MET del cultivo bifasico a A) 216 h y B) 384 h; M) Mitocondria, N) Nicleo, Au) Autofagosoma,
Flechas) RER, C-Au) Célula autofagica y C-E) Célula con morfologia estandar . La barra representa 1pym.
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8.2.6.3 MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL DEL CULTIVO A 30°C.

En la figura 27A se puede observar la morfologia de las células presentes en el
cultivo a 30°C en las primeras 24 h. La caracteristica mas notable fue la presencia de
numerosos autofagosomas. En este mismo tiempo de cultivo, se pudo observar que
la integridad celular fue parcialmente buena ya que el RER no mostré hinchamiento
pero las estructuras mitocondriales estaban ligeramente deterioradas. A las 384 h de
cultivo (Figura 27B), el numero de autofagosomas siguié alto, el RER no se observo
hinchado (a pesar de ser un periodo avanzado del cultivo), y las mitocondrias

perdieron la integridad de sus cisternas.

FIGURA 27.-MET de cultivos a 30°C a A) 24 h y 2) 384 h; M)Mitocondria, N)Nlcleo, Au)autofagosoma, y
Flechas) RER. La barra representa 1pm.
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8.2.6.4 MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL DEL CULTIVO A 30°C/4.

La integridad celular del cultivo a 30°C/4 en las primeras 24 h fue buena. Las
mitocondrias se observaron con cisternas normales, el RER no presenté hinchamiento
y la presencia de autofagosomas se dio pero en bajo niumero (Fig. 28-A). Hacia las
216 h de cultivo, las mitocondrias estaban deterioradas y sin cisternas, no se detecto
la presencia de RER, y la cantidad de autofagososmas no aumento
significativamente y la estructura nuclear permanecio intacta.

FIGURA 28.-MET de cultivos a 30°C/4 a A) 24 h y B) 216 h; M)Mitocondria, N)Nucleo, A)autofagosoma, y Flechas) RER.
La barra representa 1pym.

8.2.7 PROCESAMIENTO DE LC3.

Como ya se menciono, la fragmentacion de DNA no es un evento exclusivo
de muerte celular apoptoética. Por tal motivo, las mediciones del contenido de DNA
por citometria de flujo y el perfil degradacion no son suficientes, para determinar
gué tipo de muerte celular se presentd. Con la finalidad de caracterizar mejor la
muerte celular bajo hipotermia moderada y con base en la presencia de vacuolas
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acidas o autofagosomas (MET) y en el reporte de Hwang y Lee (2008) donde
identificaron la presencia de apoptosis y autofagia en cultivos de células CHO
recombinantes, se optd por buscar la presencia de muerte celular autofagica. El
marcador de autofagia seleccionado fue la identificacidn del procesamiento de
LC3l a LC3Il por medio de immunodeteccion. Para asegurar que se cargo la misma
cantidad de proteina en cada pozo, se introdujo un testigo de carga (actina). Este
testigo resultdé constante en cada uno de los geles (Fig. 29A,B,C y D), por esta razon,
las diferencias que a continuacion se mencionan solo estan relacionadas al

tratamiento entre las muestras.

En el caso del cultivo a 37°C, LC3ll empezé a acumularse entre las 120 y 168 h
(Fig. 29A). La proporcién de esta isoforma continué aumentando, y para las 288 h ya
representaba la mayor parte de la proteina LC3, lo cual sugiere una alta actividad
autofagica. Por otro lado en las primeras 24 h del cultivo control, la isoforma LC3|
representaba el mayor porcentaje de LC3, pero conforme aumentd el tiempo de
cultivo ésta empezd a desaparecer y a las 288 h la cantidad de LC3l fue menor en
relacion LC3Ill (Figura 29A).

‘A) Tiempo 24 120 148 216 240 288h
LC3ll
Actina

| Actino e e S S S N S

FIGURA 29.- Inmunodeteccion del procesamiento de LC3 en diferentes esquemas de cultivo; A) 37°C,
B)bifasico, C) 30°C y D) 30°C/4,
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Entre las primeras 24 y 120 h del cultivo bifasico, la cantidad de LC3I
representd la mayor parte de la proteina LC3, en este mismo periodo LC3Il fue casi
imperceptible. Entre las 168 y 288 h del mismo cultivo, se percibié un pequefio
aumento del porcentaje de LC3Il, asimismo, LC3I disminuyé ligeramente. A partir de
las 336 h, LC3Il aumentd considerable y se mantuvo casi constante el resto del
cultivo. En la figura 29B se puede apreciar que la proporcidon de la isoforma LC3l no
desaparecio y se mantuvo relativamente constante después de las 288 h.

En el cultivo a 30°C se observd una alta proporcion de LC3Il desde las 24 h, y
su proporcion no tuvo diferencias significativas por el resto del periodo de cultivo.
Asimismo la isoforma LC3I del cultivo a 30°C se mantuvo casi imperceptible durante
todo el cultivo (Fig. 29C). En el cultivo 30°C/4 la isoforma LC3Il se aprecié desde las
24 h y se acumulé de forma ligera durante todo el cultivo. Por el contrario, la

proporcion de LC3I fue alta y constante durante todo el tiempo.

8.3. INHIBICION DE AUTOFAGIA.

Una vez que se identifico la presencia de autofagia y dada la posible relaciéon
gue puede tener con los cultivos en hipotermia moderada, se decidid realizar una
serie de cultivos inhibiendo autofagia a temperatura control (37°C) y a temperatura
subfisiolégica (30°C).

8.3.1 CRECIMIENTO CELULAR, VIABILIDAD Y DIAMETROS CELULARES.

En la Figura 30 se muestra las cinéticas de crecimiento, viabilidad y diametro
celular de los cultivos con y sin inhibidor de autofagia (LY294002). El crecimiento
celular a 37°C no se vid considerablemente afectado con la adicién del inhibidor, ya
gue las velocidades de crecimiento para el cultivo control a 37°C (C37) y el cultivo
inhibido a 37°C (LY37) fueron de 0.384 y 0.369 d?, respectivamente. Las
concentraciones celulares maximas para este par de condiciones fueron de 1.4 y
1.33 x 108 cel/mL y ambas llegaron a este punto a las 168 h. Después de este tiempo
la concentracion celular viable del cultivo C37 cayo significativamente, pero en el
cultivo LY37, la concentracion celular se mantuvo aproximadamente constante por
cinco dias mas, hasta que por ultimo cayd después de las 288 h (Fig. 30-A). El

comportamiento de la viabilidad para los cultivos C37 y LY37 fue similar en las
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primeras 120 h. Posteriormente, la caida de la viabilidad fue mas rapida en el cultivo
C37 que en el cultivo LY37. La maxima diferencia entre las viabilidades de ambos
cultivos fue de 40% (Fig. 30-B).

Las velocidades de crecimiento para el cultivo control a 30°C (C30) y para el
cultivo inhibido a 30°C (LY30) fueron de 0.033 y 0.043 d*, respectivamente. Entre
estos dos cultivos se observd una pequefa diferencia en la concentracion celular
maxima; 0.24x10% y 0.32x10% cel/mL, para el cultivo C30 y LY30, respectivamente.
Otra diferencia que se pudo observar entre los cultivos C30 y LY30, fue que a las 168
h la concentracion celular viable del cultivo C30 se mantuvo constante, mientras
gue la del cultivo LY30 siguié creciendo. Finalmente, La caida de la concentracion
de células viables para el cultivo C30 se dio a partir de las 216 h y para el cultivo LY30
se dio hasta las 336 h. La viabilidad en el cultivo C30 permanecio por arriba del 80%
hasta las 216 h, a partir de este momento se dio una caida constante hasta llegar a
38% de viabilidad a las 456 h. Por el contrario, en el cultivo LY30 la viabilidad fue

practicamente mayor al 80% por todo el periodo de cultivo (384 h) (Fig. 30-B).

El comportamiento del didmetro celular promedio en los cultivos C37 y C30
fue similar al reportado en la seccién 7.2.2 para los cultivos a 37°C y control a 30°C. El
diametro celular del cultivo LY30 tuvo un perfil idéntico a su control (C30). Por otro
lado la diferencia mas notable para este parametro se observé en el cultivo LY37. En
este cultivo, el diametro promedio tuvo el mismo perfil que su control (C37) en las
primeras 120 h, después de este periodo, el didmetro aumentd hasta llegar a 14.55

pm al final del cultivo (Figura 30-C).
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8.3.2 CONCENTRACION DE tPA.

Los mecanismos celulares de sintesis de proteina estan fuertemente ligados a
los procesos autofagicos. Con base en esto, se decidié evaluar la produccién de tPA
en los ensayos de inhibicién de autofagia. La medicidn de tPA en estos experimentos
se realiz6 con ensayos de ELISA utilizando el anticuerpo HY. Las mediciones
realizadas fueron de forma relativa (normalizada), y se defini6 como 1 UR (unidad

relativa) a la concentracion maxima de tPA en el cultivo C37.

La acumulacién de tPA en el cultivo C37 se dio de forma lineal y llegd a su
concentracion maxima (1 UR) a las 288 h. En las primeras 168 h, los cultivos C37 y
LY37 tuvieron el mismo perfil de concentraciones de tPA. Entre las 168 y 288 h el
cultivo LY37 produjo proteina recombinante a mayor velocidad que el cultivo C37; la
maxima concentracion en el cultivo LY37 fue de 1.6 UR (Fig. 31). En relacién a la
produccidén de tPA, los cultivos C30 y LY30 se comportaron de forma similar en las
primeras 168 h (ambas alcanzaron aproximadamente 0.35 UR de concentracion).
Pero después de este punto, el cultivo LY30 siguié acumulando proteina llegando a
una concentracion de 0.82 UR a las 384 h. Por el contrario, la concentracion de tPA
en el cultivo C30 disminuyd después de las 168 h , hasta llegar a 0.12 UR a las 456 h
(Fig. 31).
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FIGURA 31.-Produccioén de tPA en ensayos de inhibicion de autofagia con LY29002 (5uM).



9. DISCUSION.

La hipotermia moderada en cultivos de células CHO proporciona beneficios
relacionados a la productividad de proteina recombinante. Este fendmeno se ha
intentado explicar desde un enfoque molecular, celular o por modelamiento
matemdatico (Moore et al., 1997; Fox et al., 2004; Fox et al., 2005a). Sin embargo, aun
no se conocen todos los factores que intervienen en el incremento de la
produccion. Los reportes que relacionan a la baja temperatura con la
productividad, tienen grandes diferencias en relacién a las condiciones empleadas,
por ejemplo linea celular, proteina producida, temperatura, tipo de medio de cultivo
(con suero o libre de suero), concentracion celular del indculo, esquema de cultivo,
etc. Debido a esto, resulta dificil encontrar caracteristicas comunes que revelen las
causas del incremento en la productividad. Una de las pocas caracteristicas que
tienen en comun todos estos reportes, es el aumento del tiempo de vida media del
cultivo (retraso de la muerte celular). Sin embargo, este rubro no ha sido objeto de
mayor estudio (Moore et al., 1997 ; Shi et al., 2005). Por lo tanto el objetivo principal
de este trabajo fue determinar si la muerte celular juega un papel importante en el
incremento de la productividad en células CHO en hipotermia moderada.

Para determinar la importancia que fiene la muerte celular en cultivos de
hipotermia moderada, se decidid evaluar tres condiciones diferentes; cultivos control
a 37°C, cultivos control a baja temperatura y cultivos bifdsicos (es decir con cambio
de temperatura). Furuawa y Oyushe (1998) reportaron que los efectos de la
hipotermia moderada en culfivos de células CHO recombinantes dependen de la
temperatura empleada. Sin embargo, se decidid realizar los cultivos hipotérmicos a
30°C, ya que ésta es una de las temperaturas mds bajas que sea han probado en
trabajos de cultivos hipotérmicos (Yoon et al, 2003a, Yoon et al, 2006b Fogolin et al,
2005 Kaufmann et al,1999; Schatz et al., 2003; Fox et al, 2004; Hendrich et al, 2001).
Sin embargo, es necesario aclarar que ésto no significa que 30°C sea la temperatura
optima para produccion de proteina recombinante en la linea TF70R.

Una vez que se establecio la temperatura a trabajar, el siguiente paso fue
seleccionar un proceso bifdsico a esta temperatura. Se ha reporfado que en
esquemas bifdasicos, el tiempo en el cual se hace el cambio de temperatura
repercute fuertemente en la productividad (Yoon et al, 2006b; Fox et al, 2004). Por
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esta razén, se decidid realizar un experimento de evaluaciéon de diferentes cultivos
bifdsicos para determinar el fiempo 6ptimo del cambio de la temperatura de 37 a
30°C. El pardmetro de seleccion para este experimento fue la productividad

volumétrica.

9.1. DETERMINACION DEL MEJOR TIEMPO PARA CAMBIO DE TEMPERATURA: 37 A 30°C

Los resultados que se observan en la Tabla 3 concuerdan con reportes
publicados con anterioridad (Fox et al., 2004; Yoon et al., 2006b). Eventos tal como:
la disminucidn en las concentraciones celulares, en la velocidad de crecimiento,
aumento del periodo de cultivo y aumento de la productividad de proteina, se
pudieron observar en la evaluacidon del tiempo o6ptimo para cambiar la
temperatura. Sin embargo, una peculiaridad que se observd en los resultados de
este experimento, y que no ha sido reportada previomente (Fox et al., 2004; Yoon et
al., 2006b), fue que los pardmetros cinéticos de los cultivos bifdsicos (medidos
después del cambio de temperatura), no fueron iguales a los pardmetros del cultivo
monofdasico a 30°C.

Fox et al. (2004), intentaron modelar cultivos bifdsicos (cambio de
temperatura de 37 a 32°C) utilizando pardmetros cinéticos (4, gs y gp) obtenidos de
datos experimentales de cultivos monofdsicos. Sin embargo, su modelo no se ajustd
a los datos experimentales de los cultivos bifdsicos. Altamirano et al. (2001),
analizaron diferentes estados estacionarios de cultivos continuos mediante |a
manipulaciéon de la concentracion de glucosa, y demostraron que la historia de la
poblacion celular influye considerablemente en el desempeno de la misma. Con
base en estos dos reportes y en los resultados obtenidos en este trabagjo, se puede
pensar que las condiciones previas al cambio de temperatura, repercuten
significativamente en el desarrollo del cultivo después del cambio de temperatura.
Condiciones como concenfracion celular, concentracién de sustratos y factores de
crecimiento, viabilidad y estado metabdlico, con las que se cuentan al inicio de la
etapa de 30°C pudieron ser factores que afectaron el comportamiento de los
paradmetros en los cultivos bifdsicos.
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9.2. ESTUDIO DEL EEFCTO DE LA TEMPERATURA SUBFISIOLOGICA SOBRE EL METABOLISMO,
CICLO Y MUERTE CELULAR.

Los diferentes reportes caracterizando la hipotermia moderada, muestran un
relacion entre productividad, ciclo, muerte celular, metabolismo y procesos
moleculares. A continuacién se discuten, desde un enfoque de los procesos de
muerte celular, los pardmetros medidos de las cuatro condiciones probadas.

9.2.1. CULTIVO CONTROL 37°C: ;APOPTOSIS O AUTOFAGIA?

Para determinar el efecto de la hipotermia moderada sobre la muerte celular,
primero se caracterizd la muerte en condiciones estdndar de cultivo (37°C). Bajo
esta condicidon, al concluir la fase de crecimiento exponencial, comenzd a caer la
viabilidad y la concentracién celular viable, lo cual indicd el inicio de la muerte
celular masiva. En ese mismo tiempo se presentaron algunos marcadores
caracteristicos de muerte celular (Meneses-Acosta et al., 2001; Hwang vy Lee, 2008)
como la disminuciéon de la poblacion G1/G0, el aumento de la poblacion sub-G1,
comenzo la degradacion especifica y la aparicion de la isoforma LC3ll.

Mercille y Massie(1994b) han reportado que el agotamiento de glucosa vy
glutamina detonan la muerte celular masiva en cultivos de células de mamifero. En
particular, la glutamina tiene mayor importancia detonando dicho evento. Los
resultfados de este tfrabajo muestran que al inicio de la etapa de muerte celular en el
cultivo a 37°C, la concenfracion de glucosa no presenta condiciones limitantes
(alrededor de TmM). Sin embargo, en ese mismo tiempo la glutamina llegd a la
concenfracidn minima, por lo que se puede asumir que el agotamiento de la
glutamina fue el principal inductor de la muerte celular.

El consumo de glutamato como remplazo de glutamina, se dio al término de
la etapa de crecimiento exponencial. Sin embargo, es probable que las
concenfraciones de glutamato que se presentaron en ese tiempo (1mM) fueron
insuficientes para mantener viable al cultivo. Altamirano et al.( 2000), observaron que
al disminuir la concentracion de glutamato de 7mM a 4mM en un cultivo de la linea
TF70R, inicid la muerte sin que la glucosa fuera sustrato limitante.
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Historicamente, la apoptosis ha sido considerada como el principal
mecanismo de muerte celular en biorreactores. Sin embargo, existen tres
consideraciones que deben hacerse. Primero, los métodos de deteccion de
apoptosis como fragmentacion de DNA (poblacion sub-Gl), integridad de
membrana y disminucion de didmetro celular son marcadores que también pueden
presentarse en la muerte celular autofdgica (Galluzi et al, 2007; Kroemer et al, 2008).
Segundo, existe una estrecha relacion entre las vias autofdgicas y apoptdticas,
donde la familia Bcl-2 juega un papel importante en la regulacién de ambas
muertes (Levine et al, 2008). Tercero, la limitacidn de glucosa, aminodcidos vy
factores de crecimiento, es un importante inductor de los procesos autofdagicos
(Kadowaki et al., 2006; Burchs et al, 2008; Maiuru et al, 2007; Levine y Yuan, 2005).
Con base en estas tres consideraciones, se puede decir que los métodos con los que
se ha caracterizado la muerte celular programada en células CHO, no son
suficientemente selectivos para asegurar que la apoptosis es el principal mecanismo
de muerte celular en biorreactores. Por lo tanto, no se puede descartar que lo
medido hasta la fecha en tales estudios podria ser muerte celular autofdgica.

La morfologia y caracteristicas de muerte celular que se identificaron en los
cultivos a 37°C incluyeron ambos tipos de muerte celular (muerte celular apoptdtica
y autofdgica). En las MET no se percibié una clara condensacion de cromatina ni
desintegracion del nucleo celular (ni en periodos avanzados de cultivo). Pero se
identificé un aumento de la poblacion sub-G1, disminucion del didmetro celular e
hinchamiento de RER vy degradacion especifica de DNA cromosdmico
(caracteristicas apoptdticas). Por el confrario, el aumento en LC3ll y la presencia de
vacuolas dcidas en citoplasma, sugirieron la presencia de muerte celular
autofagica.

Goswami et al. (1999) y Sauerwald et al. ( 2003) utilizaron inhibidores quimicos
de caspasas (ejecutores principales de apoptosis) para estudiar el efecto que tenian
en la muerte de células CHO recombinantes. Ellos enconfraron que la inhibicion
quimica de apoptosis no era suficiente para retrasar la muerte celular. Por el
conftrario, en este trabajo se encontré que al inhibir la formacién de autofagosomas
a 37°C con LY294002, se retrasé la muerte celular hasta por 5 dias (Fig. 29). Lo
anterior nos sugiere que la muerte celular autofdgica es el mecanismo principal de
muerte en células CHO recombinantes o por lo menos juega un papel de suma

68



importancia al desencadenar los eventos de muerte celular, ya que al inhibir los
procesos apoptdticos (otros reportes) no se tienen efectos en la muerte, pero al
inhibir la vias autofagicas si se retrasa la muerte celular (esta tesis).

Ofra explicacion de los resultados obtenidos en este trabajo, es la existencia
de un esquema de muerte celular donde la apoptosis es inducida por medio de
procesos autofdagicos, como se ha reportado en los Ultimos anos (Thorburn, 2008;
Yousefi et al, 2006; Scoftt et al, 2007). Con base en estos reportes, es posible encontrar
morfologias apoptdticas y autofdgicas en una misma célula. El caso del perfil de
degradacioén en el cultivo a 37°C ya que inicid de forma inespecifica (degradacion
no apoptdtica) y finalizdé de forma especifica (degradaciéon apoptdtical).

Al inicio de la etapa de muerte celular en los cultivos a 37°C, se observaron
caracteristicas que sugieren la presencia de autofagia y concuerdan con otros
reportes. Por ejemplo, al inicio de la fase de muerte celular masiva la produccién de
proteina recombinante (tPA) se detuvo, esto es un indicador del estado de la
traduccion global de proteinas. Como respuesta a la falta de energia, las células de
mamifero activan procesos catabdlicos como autofagia, que a su vez reprime la
sintesis de proteinas (Burchs et al., 2007; Codogno y Meijer, 2005).

Cuando inicié la etapa de muerte celular masiva en el cultivo a 37°C, el
lactato se dejo de producir, pero el consumo de glucosa continud. Este resultado
sugiere que al no producir lactato, la glucosa consumida se direcciona de forma
mads eficiente a la generacidon de energia. En concordancia con estos resultados,
Colell et al. (2007), mostraron que cuando los niveles de ATP se ven comprometidos,
aumenta la expresion de GAPDH y por lo tanto aumenta el flujo glicolitico. Lo
anterior sucede sélo cuando la concentracién de glucosa no se encuentra en
condiciones limitantes, como lo fue en nuestro caso. Ofra funcidn que desarrolla
GAPDH es la de factor de transcripcion de genes reguladores de autofagia (Rathmel
y Kornblut, 2007). Este hecho refuerza la hipdtesis de la presencia de procesos
autofagicos en la etapa de muerte celular de este cultivo. Aunque en este trabajo
no se midid la expresion de GAPDH, esta suposicion se ajusta a los resultados
obtenidos, pero son necesarios mas estudios para darla por cierto.

69



Cuando se presenta algun estrés nutricional, las células inician el proceso
autofagico en su faceta de rescate celular, sin embargo, cuando el estrés es muy
severo, el proceso sufre una transicion de rescate a muerte celular. La conversion
enfre rescate celular y muerte celular es un evento que aun no estd claramente
definido (Baehrecke, 2005). En el cultivo a 37°C no se pudo identificar caracteristicas
que revelaran la presencia de la autofagia como rescate celular. Es probable que
en el momento en que la concentracion de glutamina se acercé a la
concentraciéon limitante, el proceso de rescate celular iniciara. Sin embargo, la
velocidad de consumo de glutamina fue tan rdpida, que se puede suponer que la
transicion entre rescate celular a muerte celular fue instantdnea. Un poco antes del
comienzo de la muerte celular masiva, empezd el consumo de glutamato, tal vez
éste fue un indicador de que la célula entré en un proceso de rescate, sin embargo,
es necesario realizar mds pruebas para verificar esta hipodtesis.

9.2.2. CULTIVO BIFASICO: LA AUTOFAGIA COMO PROCESO CATABOLICO.

Muchos de los reportes publicados en torno a los cultivos bifdasico de
temperatura, muestran que pueden ser mejores que los procesos monofdsicos de
temperatura, sin embargo, no se han generado estudio cualitativos que comparen
a estas dos condiciones (Fox et al., 2004; Yoon et al., 2006b).

El inicio de la fase de muerte celular en el cultivo bifdsico, se identificd por
eventos como la caida de la viabilidad, la caida de la concentracion de células
viables y el aumento de marcadores de muerte celular ( poblaciéon sub-G1, perfil de
degradaciéon y LC3Il ). Nuevamente estos eventos coincidieron con el agotamiento
de glutamina y cuando las concentraciones de glucosa no eran limitantes. Estos
resultados sugieren que en el caso del cultivo bifasico, el agotamiento de la
glutamina también fue la causa del desencadenamiento de la muerte celular
masiva. Con base en las MET y en el aumento de LC3Il al inicio de la muerte celular,
caracteristicas de morfologias autofdagicas, podemos suponer que el mecanismo por
el cual mueren las células en el cultivo bifasico nuevamente es muerte celular
autofdgica. Sin embargo, aunque el perfil de fragmentacidon de DNA comenzd de
forma inespecifica finalizd especifico. Esto abre la necesidad de realizar mas
experimentos para conocer la dindmica de muerte celular y la incidencia de
apoptosis y autofagia en esta dindmica.
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Se ha reportado que los procesos de muerte celular sufren un retraso cuando
las células se exponen a hipotermia moderada (Moore et al. 1997; Shi et al., 2005). En
este trabajo, de acuerdo con los datos de la poblacion sub-G1 y LC3Il, se observd
que el cultivo bifdsico inicid su periodo de muerte celular masiva después que el
cultivo control (37°C). Es probable que el periodo de 48 h que fuvo el cultivo bifdsico
a 37°C, le confirid caracteristicas o ventajas que le permitieron retrasar los procesos
de muerte celular. Una de ellas pudo ser una mayor presencia de factores de
crecimiento al inicio de su fase a 30°C (Fox et al., 2005b). Otra de ellas pudo ser la
redistribucion del metabolismo (Alfamirano et al., 2000), en virtud de que los
paradmetros metabdlicos mostraron que el metabolismo desarrollado en este cultivo
fue el que derrochd menos recursos en comparacion a los otros cultivos. Confrario a
lo que sucedid con el cultivo bifésico, el cultivo a 30°C no tuvo un periodo a 37°C,
de tal manera que no adquirié las caracteristicas que le permitieran retrasar su
muerte celular; la poblacion sub-G1 y LC3Il aparecieron en etapas tempranas. En
este cultivo las concentraciones celulares fueron bajas y el metabolismo que
desarrollé desperdicid mucha fuente de energia (Tabla 4).

La fase de crecimiento que se considerd, para realizar los cdlculos, en el
cultivo bifasico comprendié el tiempo entre el cambio de temperatura y la
concentracion celular mdaxima. En la segunda mitad de la fase de crecimiento, se
presentaron algunos eventos que sugieren la transicion de la autofagia entre rescate
y muerte celular. La presencia de actividad autofdgica en esta fase de cultivo se
fundamenta en el aumento moderado de los marcadores de muerte celular (LC3Il y
poblacion Sub-G1). La presencia de autofagia como rescate celular posiblemente
se debid a que la gain fue muy baja, de tal manera que cuando la concentracion
de glutamina llegé a menos de 1TmM, ésta tardd aproximadamente 120 h en llegar a
la concenfracion limitante (0.2 mM). Este fiempo permitid observar los efectos del
sistema de rescate celular en esta fase del cultivo. En el cultivo conftrol, el rescate
celular no se pudo observar ya que la gein fue muy rapida y la concentracion de
glutamina pasé de 1 a 0.2 mM apenas en un poco mas de 24 h.
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La produccidon de glutamato por células de mamifero en cultivo es atribuida
principalmente a la desaminacién de glutamina (Fig. 32). Aunque no se conoce con
exactitud donde se encuentra la primera enzima del metabolismo de glutamina
(glutaminasa), se sabe que un porcentaje de glutamato proveniente de esta
reaccion es expulsado fuera de la mitocondria y en ocasiones de la célula (Godia y
Caird, 2006). Es por ello que la producciéon de glutamato por cultivos de células
animales es una medida indirecta de la cantidad de glutamina que no es
metabolizada. El Yewen del cultivo bifdsico fue bajo en comparacion a los demds
cultivos e indica que la asimilacion de glutamina fue mejor en este cultivo. Las
concenfraciones de glutamato en la segunda mitad de la fase de crecimiento
permanecio aproximadamente constante, a pesar de que en las demds etapas del
cultivo se acumuld. Este comportamiento puede tener dos explicaciones: que en
este intervalo de tiempo el glutamato llegd a un equilibrio entre produccion vy
consumo, o que la produccién y el consumo de glutamato fueron de cero.
Cualquiera de las dos hipdtesis sugieren una mejor asimilacion de glutamina en este
periodo del cultivo, ya sea por inclusion directa de glutamina a ciclo de Krebs o por
insercion del glutamato via glutamino sintetasa.

La mejor asimilacion de glutamina antes de que el cultivo entrara en su etapa
de muerte celular masiva, pudo ser resultado de la adaptacion de las células a la
limitacién de glutamina, desencadenando el proceso autofdgico de rescate celular.
En este rubro el papel que juega la glutamino sintetasa puede ser de suma
importancia ya que se ha demostrado que bajos niveles de glutamina intracelular
son inductores de los procesos autofagicos (Nicklin et al., 2009). Si se plantea que en
la etapa preliminar a la muerte celular del cultivo bifdsico existid un consumo de
glutamato, se podria inferir que la célula responde de esta manera para mantener
los niveles de glutamina infracelular y de esta forma retrasar la muerte celular
masiva. Sin embargo, es necesario profundizar en el tema para conocer la
importancia que tiene el sistema de glutamino sinfetasa en el rescate celular.

A la mitad de la etapa de crecimiento del cultivo bifdsico termind la
produccion de lactato, este evento influyd en el Yiac/cie, Ya que fue el mds bajo de
todos (Tabla 4), lo cual indica una mejor asimilacién de glucosa. Este evento
también puede estar relacionado a la mejor asimilacién de la fuente de carbono
cuando la célula estd expuesta a limitaciones de nutrientes. Asi, cuando las
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concentraciones de glutamina se ven comprometidas se procesa de forma mads
eficiente la glucosa consumida.

Existen reportes que relacionan a actores de autofagia como mTOR y Akt en
la regulacion del crecimiento y tamano celular ( Fingar et al., 2002; Edinger et al.,
2002). En el cultivo bifasico de esta tesis se pudo observar que al bajar la
temperatura, inmediatamente se produjo un aumento en el didmetro celular. En los
experimentos de inhibicion de autofagia, se observé un efecto similar en el cultivo a
37°C con inhibidor de autofagia pero esto sucedid a partir de las 120 h. Estos
resultados senalan que hay una relacion entre didmetro celular, temperatura vy
autofagia, sin embargo aln se necesitan mds estudios para conocer la relacion que
tienen estos pardmetros.

9.2.3. CuLTIVOS A 30°C : FACTORES DE CRECIMIENTO Y AUTOFAGIA.

Para caracterizar el tipo de muerte celular, el metabolismo y el ciclo celular
en los cultivos a 30°C, se compararon cultivos a 30°C con inéculos de 2x10° y 4x10°
cel/mL. De acuerdo con los resulfados de LC3Il y de MET, las vacuolas autofagicas se
presentaron desde etapas tempranas de estos dos cultivos. Estas caracteristicas
sugieren la presencia de autofagia cuando los cultivos son expuestos a 30°C. Existen
reportes que soportan la hipdtesis de la presencia de autofagia cuando la células se
cultivan en hipotermia moderada. Lu et al. (2005), demostraron la existencia de
autofagia en hepatocitos expuestos a baja temperatura. Kumar et al. (2008),
reportaron un aumento de 2 veces en los niveles de proteina GADPH cuando
cultivaron células CHO a baja temperatura. Como ya se menciond, esta proteina es
un inductor positivo de autofagia, ademds de mantener los niveles energéticos de la
célula como un esfuerzo para sobrevivir. Ohsaka et al.(2002), reportaron que en
cultivos a baja temperatura de células HepG2, la proteina JNK (c-Jun N-terminal
Cinasa) estd fosforilada y por consiguiente activa. Cuando esta molécula es activa,
tiene la capacidad de fosforilar a Bcl-2 (Wei et al, 2008) e inhibir su funcién. Como
resultado de la inhibicion de Bcl-2, aumenta la actividad del complejo formador de
autofagosomas (PI3K).
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Una caracteristica muy importante que tienen en comun la autofagia y la
hipotermia moderada es que en los dos casos se atenUa la fraduccién global de
proteinas, este proceso se realiza mediante la fosforilacidon de factores de iniciacion
de la fraduccidon (elF’'s) (Al-faghee et al, 2006; Underhill, 2006). Las moléculas mTOR,
S6K y 4E-BP juegan un papel cenfral en la fosforilacion de los elF’s, este mecanismo
de atenuacion se ha caracterizado ampliamente en procesos autofdgicos (Arsham
y Neufeld, 2006; Carrera, 2004; Gingras et al, 2001). Por esta razén, se puede inferir
que los efectos observados en la traduccién global a causa de la hipotermia
moderada, son dirigidos por mecanismos de autofagia.

Existen evidencias que sugieren la presencia de ambas modalidades de
autofagia en la fase de crecimiento del cultivo a 30°C. Por un lado en esta etapa
hay un alto porcentaje de la poblacién sub-G1 y alta degradacion celular (Fig. 15)
dando indicios de muerte celular (posiblemente autofdgica). Estos resultados
coinciden con lo observado por Clark et al. (2004), quienes observaron mayor
actividad proteolitica en cultivos a mediana hipotermia. Probablemente el aumento
de esta actividad proteolitica fue un efecto de la degradacion celular que
presentaron estos cultivos. Por otro lado la supervivencia celular estd presente ya
qgue en la fase de crecimiento de este cultivo hay un alto porcentaje de células
viables. Estos resultados indican que un porcentaje de células murieron y ofro
porcentaje permanecio viable. Con base en lo anterior, es posible pensar que la alta
proporcion de LC3Il que se presentd en el cultivo a 30°C tuvo una fraccién asociada
a muerte celular autofdgica y otra fraccién al proceso de supervivencia, de tal
forma que al sumar ambas fracciones explicaria la alta proporcion de LC3Il que se
encontrd en este culfivo.

Cain et al. (1994) y Bursch et al. (1996), reportaron que debido a eventos
relacionados con autofagia, se presenta fragmentacion inespecifica de alto peso
molecular (30-250 kpb). Esto correlaciona con los resultados de poblaciéon sub-G1 y
fragmentacion especifica que se obtuvieron del cultivo a 30°C. Aunque el aumento
de la poblacion sub-G1 se da desde la mitad de la eftapa de crecimiento
exponencial del cultivo a 30°C, la degradacion especifica de bajo peso molecular
no se observd. Con base en esto se puede descarta que la degradacién de material
genético que presentd el cultivo a 30°C haya sido por procesos apototicos, vy
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probablemente se debid a procesos autofdgicos ya que los fragmentos fueron de
alto peso molecular.

A diferencia de los cultivos a 37°C vy bifdsico, en el cultivo a 30°C la glutamina
no fue causante del desencadenamiento de la muerte celular masiva. La caida en
la concentracion celular viable y la caida de la viabilidad por debajo de 90% fueron
los Unicos marcadores de muerte celular que pudieron ser identificados cuando
inicié la etapa de muerte. Los resultados de inhibicion con LY294002 en cultivos a
30°C sugieren que al inhibir autofagia en estos cultivos el proceso de muerte celular
se ve ligeramente atrasado, ya que cuando en el cultivo sin inhibicion disminuyd la
poblacién viable, el cultivo con inhibicién crecid ligeramente. Estos resultados
sugieren que el mecanismo por el que murieron estas células podria ser muerte
celular autofdgica. Sin embargo, hay que tener presente que en este caso la muerte
celular no estd inducida por limitacidon de algun nutriente. Ademds, la presencia de
autofagia (como muerte y sobrevivencia) se dio a lo largo de todo el cultivo. Por lo
cual, son necesario mds experimentos que puedan aclarar el mecanismo y la causa
de la muerte en este cultivo.

Los altos valores que alcanzaron los rendimientos Yeiuein Y Yiac/cle €n el cultivo
a 30°C representan una muy mala asimilacion de glutamina y glucosa,
respectivamente. Este comportamiento metabdlico sugiere que la incorporacion de
fuente de energia y carbono a TCA es muy limitada para este cultivo. Acorde con
esta suposicion, Docummun et al. (2002) reportaron un bajo go. en cultivos de
células CHO sometidos a temperatura subfisiologica, lo cual refleja tambiéen la
posible baja actividad de fosforilacion oxidativa en cultivos hipotérmicos. La poca
integridad en la que se encontraron las estructuras mitocondriales del cultivo a 30°C
también podria estar relacionada a la baja respiracion y actividad de TCA.

Buller et al. (2008) y Lum et al. (2005) han relacionado la inhibicién de mTOR vy
la presencia de autofagia como atenuadores de la expresion de GLUTI; el principal
transportador de glucosa en mamiferos. Ya que en este trabajo se ha confimado la
presencia de autofagia en los cultivos a 30°C, existe la posibiidad que en este
cultivo se limite la disposicion de energia intracelularmente. En el caso de la
glutamina, Nicklin et al. (2009) demostraron que la asimilacion de glutamina por su
transportador (SLC1AS), y su posterior anfiporte con aminodcidos esenciales (como
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leucina), son un paso limitante para la evitar la inhibicidn de mTOR y la consecuente
activaciéon de autofagia. De esta manera la concentracion intracelular de
glutamina es de suma importancia para evitar la autofagia. Probablemente en los
cultivos a 30°C existe algun tipo de inhibicidon del fransportador de glutamina debido
a la baja temperatura, por lo cual la asimilacion de este aminodcido es muy baja.
Esto llevaria a la baja disponibilidad de aminodcidos esenciales asi como a la
presencia de autofagia.

En el cultivo 30°C/4 igual que en los cultivos a 37°C y bifdsico, se presentaron
eventos que coinciden con la muerte celular masiva como agotamiento de
glutamina, aumento de la poblaciéon sub-G1 y la caida de viabilidad. Sin embargo,
solo en los cultivos bifdsicos y control, la aparicion de LC3Il también coincidié con el
inicio de la muerte celular, pero en el cultivo 30°C/4 este evento no coincidié. La
aparicién de LC3Il para el cultivo 30°C/4 se did desde el inicio, con un un aumento
muy ligero a lo largo del cultivo. La diferencia observada en el comportamiento de
LC3Il enfre los cultivos a 30°C y 30°C/4 sugiere que la intensidad con que se presentd
la autofagia en el cultivo 30°C/4 fue menor en comparacion a la que se presentd en
el cultivo a 30°C. Ademdas del comportamiento de LC3Il, hay mds evidencias que
insinban que la autofagia actudé con menor intensidad en el cultivo 30°C/4 que en el
cultivo 30°C. Por ejemplo: A diferencia del cultivo a 30°C, en la fase de crecimiento
del cultivo 30°C/4 no se presentaron caracteristicas de muerte celular autofdagica
(detritos celulares), el aumento de la poblacién sub-G1 se dio hasta el agotamiento
de la glutamina, de acuerdo a las MET, la integridad celular del cultivo 30°C/4 fue
mejor y el nuUmero de autofagosomas presentes fue menor que en el cultivo a 30°C.
Todas estas diferencias entre los cultivos 30°C y 30°C/4 estan propiciadas con tan
soélo duplicar la concentracién celular del indculo.

Es muy importante mencionar que el medio CDM4CHO es un medio
qguimicamente definido y no tiene suplementos como suero fetal bovino. Por esta
razon, los factores de crecimiento necesarios para la proliferaciéon celular deben ser
producidos por la mismas células. Las diferencias observadas entre el cultivo 30°C y
el cultivo 30°C/4 pudieron estar relacionadas a la concentracion de factores de
crecimiento autdcrinos, ya que con una mayor concentracion celular inicial hay una
mayor concentracion de éstos. Los factores de crecimiento estdn estrechamente
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relacionados con el consumo de sustratos, actividad biosintética y son uno de los
actores principales en las vias autofdgicas (Lum et al, 2005; Levine y Yuan, 2005;
Corradetti y Guan, 2006 ). Es posible que los efectos que la autofagia tuvo sobre el
cultivo a 30°C, no se presentaron de forma tan drastica en el cultivo 30°C/4, gracias
que habia una mayor concentracion de factores de crecimiento en etapas
tempranas del cultivo. Fox et al. (2005b) demostraron que al adicionar factores de
crecimientfo a cultivos de células CHO expuestos a 32°C, se incrementd la
produccion de IFN-y, se prolongd el periodo de cultivo y aumentd la densidad
celular, lo que les hizo suponer un mejor estado fisioldgico capaz de crecer
activamente.

Membrana plamadtica
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FIGURA 32.-Esquema general del metabolismo de glucosa y glutamina en células de mamifero. Glutl:
fransportador de glucose, HK: Hexokinasa, GAPDH: Gliceraldehido fosfato deshidrogenbasa, LDH: Lactato
deshidrogenasa, GST: Glutamino sintetasa, GNS: Glutaminasa, GDH: Glutamato deshidrogenasa, TAM: Transaminasa,
TCA: ciclo dacidos tricarboxilicos.

Es claro que el metabolismo del cultivo a 30°C/4 derrocha menos sustratos
que el metabolismo del cultivo a 30°C. La presencia de mds factores de crecimiento
en el culfivo a 30°C/4 debido al aumento de la concentracion celular, pudo haber
afectado este comportamiento metabdlico. En el caso del cultivo a 30°C la falta de
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factores de crecimiento pudo disminuir la expresion de Glutl y por consiguiente la
disponibilidad de glucosa, tal y como lo reportd Edinger et al. (2002 y 2003). Este
suceso pudo mermar la disponibilidad de energia e intermediarios del ciclo de
Krebbs. Al no tener los intermediarios suficientes el glutamato proveniente de la
desaminacién de glutamina no puede incorporarse al ciclo de Krebs. Por lo que se
produjo demasiado glutamato en el medio de cultivo. Sin embargo, es necesario
realizar mdas pruebas para corroborar esta hipodtesis.

La produccion de glutamato en el cultivo a 30°C fue muy alta, pero se puede
pensar que las células no activaron el sistema glutamino sintetasa porque aun habia
glutamina presente en el medio cultivo. Sin embargo, en el cultivo 30°C/4 no se
presenté consumo de glutamato a pesar de que se agotd la glutamina. Estas
evidencias sugieren que el sistema glutamino sintetasa no es funcional o es muy
poco funcional en esta linea celular a 30°C. Nicklin et al. (2009) mostraron que es
necesaria una buena integraciéon entre factores de crecimiento y disponibilidad de
nutrientes para regular adecuadamente la autofagia. De esta manera, aunque en
el cultivo a 30°C estén disponibles los nutrientes, la falta de factores de crecimiento
atenuya sus procesos metabdlicos.

9.3. INHIBICION DE AUTOFAGIA.

Se ha observado actividad inhibitoria de LY294002 sobre Vps34 (PI3K clase lll),
PI3K clase |, mTOR, Akt y S6K, sin embargo, la concentracion utilizada en este trabajo
(5uM) tiene muy poca actividad en la mayoria de estas enzimas exceptuando a la
Vps34 (Gingras et al., 2001; Codogno y Meijer, 2005), esta Ultima forma parte de las
vias de senalizaciéon de autofagia. Existen reportes que indican que la inhibicion de
mMTOR por inhibidores como el LY294002 Unicamente se da en ausencia de
aminodcidos (Blommaart et al 1997) pero la inhibicion de Vps34 asegura que no se
complete la formacién de autofagosomas por lo tanto no habrd degradacion
autofdgica. Aunque el LY294002 puede llegar a inhibir las proteinas mTOR, Akt y SéK,
que fienen actividad sobre el crecimiento celular y sintesis de proteina. Los
resultados demuestran que el LY294002 no tuvo efectos significativos en el
crecimiento celular o en la sintesis de proteina por lo tanto es vdlido considerar que
el inhibidor sélo tuvo efectos en la autofagia.
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La concentracion de tPA en el cultivo C30 disminuyé cuando las células
viables disminuyeron, pero el cultivo LY30 continué produciendo proteina
recombinante después de este periodo. Esto nos indica que la inhibicién de la
formacion de autofagosomas en cultivos a hipotermia moderada resulta benéfica
para la productividad del biofdrmaco, y abre la posibiidad para optimizar los
cultivos de células CHO a baja temperatura. Sin embargo, es necesario realizar mds
experimentos que determinen cual es la via mds efectiva de inhibicidon de autofagia
sin que se afecte la produccidén de proteina, tanto a 37°C como a 30°C.

9.4.CICLO CELULAR.

Muchos trabajos han relacionado el arresto en G1/G0 del ciclo celular con el
aumento de la productividad en temperaturas subfisiolégicas (Moore et al., 1997;
Kaufmann et al., 1999; Fox et al., 2005a). Sin embargo, en esta tesis se demostrd un
arresto en la fase G2/M del ciclo celular, lo cual va en contfra de la mayoria de los
reportes realizados. Rieder y Cole (2002) demostraron que el arresto celular (fase del
ciclo) inducido por hipotermia moderada, es linea celular y temperatura
dependiente lo cual podria explicar el fendbmeno que observamos aqui. Otra posible
explicacion se relaciona a algun tipo de poliploidia inducido debido a la baja
temperatura. Con base en lo anterior se puede especular que si se presentd un alto
porcentaje de células en G1/G0, pero con un numero mayor de cromosomas del
que las células CHO suelen contener. Por esta razén, el arresto en fase G2/M podria
ser solo aparente. Es necesario otro tipo de ensayos para verificar esto, y saber si este
fendmeno tiene alguna relacién con la productividad, pese al reporte de Fox et al.
(2005a), quienes demostraron que los efectos positivos de la baja temperatura no
tienen relacion al arresto en G1/GO0.
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10.CONCLUSIONES.

La linea celular TF70R, responde favorablemente a la disminucion de
temperatura (30°C), aumentando su productividad especifica hasta un 30% y su
productividad volumétrica hasta un 56%. Aunque el cultivo bifasico con cambio de
temperatura a las 48 h, no resultdé en la productividad especifica mas alta, si
presentd la mayor productividad volumétrica de todos los procesos bifdsicos de
37°C a 30°C.

Aunque en cultivos de la linea TF70R se presentaron caracteristicas
apoptdticas, la muerte celular autofdgica puede ser el principal mecanismo de
muerte celular o juega un papel de suma importancia para la muerte en cultivos a
37°C , cultivos a 30°C y en cultivos bifdsicos. El agotamiento de glutamina es el
detonante de los procesos de muerte celular para los cultivos a 37°C y culfivos
bifdsicos.

Existe una alta actividad autofdgica en los cultivos a 30°C de la linea TF70R. La
concentracion celular y/o factores de crecimiento pueden ser elementos que
optimizan el desempeno de cultivos a esta temperatura. La inhibicion de muerte
celular autofdgica puede mejora la produccion de proteina recombinante a 37 y
30°C.

El cultivo bifasico a 48 h, fue el mas eficiente metabdlicamente, ya que tuvo
bajos consumos de sustratos (glucosa y glutamina) y bajas producciones de
desechos (glutamato y lactato). Por el contrario, el cultivo a 30°C fue menos
eficiente metabdlicamente; el metabolismo de glutamina juega un papel muy
importante en el desempeno de estos cultivos.

El aumento de la produccion de tPA en la linea TF70R cultivada a baja
temperatura, no tuvo relacidén con un arresto en la fase G1/GO0 del ciclo celular.
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11 PERSPECTIVAS.

El conocimiento generado con este tfrabajo, deja abiertas una serie de
preguntas en la cuales es necesario investigar mdas para definir en sistema de
hipotermia moderada en cultivos de células CHO. Algunas de estas investigaciones
podrian ser:

*Determinar si existe algun relacion o evento molecular entre el consumo de
nutrimentos y la hipotermia moderada.

Determinar el papel que juega el sistema glutamino sintetasa en la
sobrevivencia y productividad de cultivos a temperatura subfisioldgica.

*Determinar la dindmica de muerte celular y el papel que desempenan la
apoptosis y la autofagia.

eDesarrollar estrategias de cultivo que mejoren los cultivos en hipotermia
moderada: Cultivos bifdsicos alimentados.

*Desarrollo racional de ingenieria celular relacionada a la autofagia para
cultivos hipodérmicos y a temperatura fisioldgica.
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