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Introduction: Los sistemas de expresion de proteinas se
utlizan intensamente para la produccién de proteinas
recombinantes. Sin embargo, en muchos casos, la baja
cantidad de proteina obtenida ha limitado la produccion
industrial de algunas proteina de interés. Por otro lado, la
muerte por apoptosis también ha limitado la produccion de
proteinas recombinantes. Una forma de incrementar la
productividad celular pudiera ser disminuyendo la muerte
celular. Recientemente, demostramos la presencia de una
proteina antiapoptética potente en la hemolinfa de
Lonomia oblicua, ya que al suplementar a cultivos
celulares con la hemolinfa se aumenta la viabilidad de
éstas al prevenir la apoptosis. Por otro lado, se reportd que
las mitocondrias tienen una accién importante en el control
del proceso de la apoptosis. La permeabilizacion de la
membrana de las mitocondrias (MMP) puede ser un factor
importante en este proceso, debido a la liberacion de
proteinas intermembranales al citosol (citocromo C, AlF,
etc). Como un resultado de esta liberacién, algunas
proteinas (caspasas) y DNAsas son activadas y el proceso
de muerte llega a ser irreversible. En este estudio
determinamos la participacion de las mitocondrias en el
efecto anti-apoptdtico de una proteina aislada de Lonomia
obliqua.

Materiales y Meétodos: Las células de insecto Sf-9
(Spodoptera frugiperda) y células HEK-293 fueron
utilizadas en este estudio. El efecto de baculovirus y de los
inductores quimicos de la apoptosis (t-BHP y H,0,) en el
potencial de la membrana de las mitocondrias y el anti-
apoptotico de efecto del hemolinfa se determind por
citometria de flujo (FACs) después de eliminar el marcaje
de las células con DIOC6(3) y por microscopia de
fluorescencia después de eliminar JC-1 y Hoescht 33342.
Para la identificacion de citocromo C se usé el anticuerpo
monoclonal anti-citocromo C y un segundo anticuerpo
(IgG) anti-raton. La hemolinfa que se utiliz6 en este
experimento se obtuvo de Lonomia obliqua (Familia
Saturnidae) de la 6a fase de desarrollo. La hemolinfa se
obtuvo del extravasacion después de la retirada de las
cerdas, se centrifugd a 1000g por 10 minutos y luego se
inactivé a 60°C durante 30 minutos. La hemolinfa total
(Hb) o purificada se afiadi6 al principio del cultivo en una
concentracion de 1% (el v/v). Los marcadores usados para
la determinacién de la muerte celular por apoptosis fueron
loduro de propidio y Hoechst 33342.

Resultados y discusion: Observamos que la adicién de
hemolinfa de Lonomia obliqua a los cultivos lleva a una
prolongacion de la vida celular de 3 o 4 dias, permitiendo
una mayor produccion de proteinas recombinantes en el
sistema de Baculovirus en células de insecto (Sf-9) o en

células humanas HEK-293 (Vp2, 6, 7 de Rotavirus; més de
dos veces). Como control positivo de la muerte por
apoptosis se uso6 t-BHP (500mM) o H,0, (600mM). La
presencia de apoptosis se evalué por FACS, microscopia
electronica, electroforesis en gel de agarosa y por la
medicion del potencial electroquimico de la membrana de
la mitocondria. Citocromo C se identificd en el cytosol
por western blot usando un anticuerpo anti-citocromo.
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Figura 1. (A) Efecto de la hemolinfa (rojo) y su fraccién (vierde) en la
viabilidad de las células (circulos cerrados) y nimero de células (circulo
abiertos). Control, sin hemolinfa (lineas en azul).

(B) Efecto de la hemolinfa en el potencial de la membrana de las
mitocondrias después de la induccion de apoptosis por t-BHP o H,0, (B).

Conclusidén: La adicion de la hemolinfa a los cultivos de
células animales o humanas, infectadas con Baculovirus o
inductores quimicos de apoptosis evitd la muerte celular
por esa via y las células tratadas con hemolinfa
mantuvieron un alto potencial electroquimico en las
membranas de las mitocondrias lo que sugiere que el
efecto anti-apoptético de la proteina de la hemolinfa puede
tener su accién directamente en la membrana de las
mitocondria, evitando la pérdida de la permeabilidad de la
membrana y la liberacién del Citochromo-C, permitiendo
de esta forma la prolongacion de la vida celular y de la
produccion de proteinas recombinante (Vp2,6,7 de Rota
virus).
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