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Introduccidn. La investigacion en el mejoramiento de los
procesos de produccion de proteinas recombinantes se
ha centrado principalmente en el estudio y modificacion
de la fisiologia y metabolismo celular asi como el
desarrollo de novedosas estrategias de control de
proceso, sin embargo, los estudios realizados al respecto
se han llevado a cabo en cultivos que por su modo de
operacion no permiten evaluar el impacto de la
heterogeneidad de la poblacién (con respecto al ciclo
celular) en la dinamica de los bioprocesos. El cultivo de
lineas celulares de manera sincronizada permite estudiar
la contribucién del ciclo celular en los multiples procesos
biolégicos implicados en la produccion de proteinas
recombinantes, como la expresion de genes, la sintesis y
secrecion de proteinas, el metabolismo celular y la
glicosilacion de proteinas (1).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
comportamiento cinético del crecimiento y el perfil de
consumo y produccion de metabolitos (glucosa,
glutamina y lactato) en cultivos sincronizados de células
CHO-S, como una estrategia novedosa para estudiar la
relacion entre el ciclo celular y el metabolismo de una
linea celular de importancia industrial.

Metodologia. Se utilizé la linea celular CHO-S (Gibco,
Cat. A11364-01) cultivada en medio quimicamente
definido Cell Vento CHO-S 100 (Merck, Catalogo
1.00899). Se realizaron cultivos en minibiorreactores
(Aplikkon) inoculados a 0.1x10° cel/mL a las siguientes
condiciones: vol. 300 mL, pH 7.20, DO 50%, 37 °C y agit.
200 rpm con el fin de realizar la caracterizacion cinética
del crecimiento tradicional (no sincronizado) de la linea
celular y para obtener concentraciones celulares
suficientes para sincronizar células en la fase G1. La
sincronizaciéon celular se realizé6 por el método de
elutriacion centrifuga de acuerdo al procedimiento y
sistema utilizado por Mendoza, 2014. A partir de la
subpoblacién G1, se realizaron cultivos sincronizados en
frascos Spinner a 37 °C, agit. 180 rpm y humedad a
saturacion, a los cuales se les determind el perfil de
crecimiento celular y las concentraciones de glucosa,
lactato y glutamina cada dos horas durante 36 horas.

Resultados. Se evalu6é el comportamiento cinético de
crecimiento y consumo/produccion de metabolitos en
cultivos sincronizados y cultivos control no sincronizados
(vease Figura 1y Tabla 1)

Tabla 1. Parametros cinéticos del crecimiento tradicional (no
sincronizado) en biorreactor de células CHO-S

Velocidad especifica Concentracion celular Tiempo de
de crecimiento () maxima viable duplicacion
0.0331 hrs™ 4.4 x 10° cel/mL 20.94 horas
5 100 a0
45 3 :g 35 =
4 70 ,
I 60 25
<°° S.Z 50 20
-— —_—
% 25 ="
_E' . £ 2 1B
= 1.5 8 W
o ° < O
L s g O
b g 3 35““"'—%
G = g s S ¥ EP
33s % c > e
3 3 Q 9 20
2.5 Ty Q 15
&, E L
‘© =
§1_5 g : 1D
"E 5 [ =3
8 45 8 35
c a 30
8 35 %
3 20
25 15
2 10
2 5 1F

1. 0
0 24 6 8 10121416 18 2022 24 26 28 30 32 34 36
Tiempo (horas)

oXv e Xt Viab. Tiempo (horas)

Fig. 1. Perfil de crecimiento (izquierda) y consumo-produccién de
metabolitos (derecha) de células CHO-S. Cultivo no sincronizado (1A,
1B) vs cultivos sincronizados (1C, 1D, 1E, 1F). Xv, Conc. células
viables; Xt, Conc. células totales; Viab, Viabilidad

Conclusiones. El cultivo de células sincronizadas en la
fase G1 del ciclo celular mostré un comportamiento de
crecimiento escalonado, lo cual indica la progresion
sincronizada a lo largo del ciclo celular en comparacion
con el crecimiento tipico exponencial de cultivos no
sincronizados. Se observaron diferencias en los niveles
de produccién de lactato entre cultivos sincronizados y
cultivos control (no sincronizados).
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