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Introducción. El cultivo de células CHO, entre 30 y 35°C 
ha mostrado mejorar la productividad de proteína 
recombinante (1). Eventos como estabilidad del mRNA, 
retraso de la muerte, arresto del ciclo celular y proteólisis, 
son algunas hipótesis que intentan explicar el fenómeno 
del aumento de la  productividad (2,3,4). Sin embargo, 
éste no se ha descifrado completamente. 
El objetivo de este trabajo fue intentar determinar el papel 
que juega la muerte celular en la productividad de 
proteína recombinante en cultivos de células CHO 
sometidos a temperatura subfisiológica. 
 
Metodología. Cultivos celulares: Se cultivó la línea 
celualr TF70R (tPA) en medio CDM4CHO (Hyclone) en 
frascos agitados en un volumen de 125 mL, en atmosfera 
de CO2 al 5% con una agitación de 60 rpm. Se realizaron 
5 cultivos bifásicos de temperatura haciendo el cambio 
de temperatura de 37 a 30°C a las 24, 48, 72, 96 y 120h 
post inóculo. Se realizaron ensayos de inhibición de 
autofagia en frascos T de 75 cm2 agregando LY294002 a 
concentración de 5µM. La Concentración celular fue 
medida en un Coulter multisizer II y la viabilidad por el 
metodo de exclusión de azul de tripano en un 
hematocitometro. La glucosa, lactato, glutamato y 
glutamina fueron medidos en un analizador bioquímico 
YSI. La proteína recombinante se midió por medio de 
ensayo de ELISA. El ciclo celular y la población sub-G1 
fue medida por medio de citometría de flujo con el 
método de tinción de ioduro de propidio. Se realizaron 
microscopías de trasmisión electrónica por fijación con 
solución de Karnousky, embebidas en resina epóxica y 
teñidas con acetato de uranilo y citrato de plomo.  
 
Resultados. Mediante un barrido de tiempos de cambio 
de temperatura se determinó que el cultivo bifásico con 
mayor productividad volumétrica fue aquel con cambio a 
las 48h (0.053mg/L-h). Establecido lo anterior se 
caracterizaron y compararon 4 condiciones de cultivo ( 
37°C, 30°C, 30°C  y bifásico 48h) de los cuales el cultivo 
a 30°C mostró ser el menos eficiente metabólicamente 
(YLac/Glc), mientras que el cultivo bifásico a 48h mostró 
ventajas. En todas las condiciones de cultivo el 
agotamiento de glutamina coincidió con el inicio de la 
muerte celular masiva a excepción del cultivo a 30°C en 
el cual la glutamina no se agotó completamente.  
            

Las cuatro condiciones de cultivo mostraron morfologías 
de muerte celular autofágica (aparición de 
autofagosomas y procesamiento de LC3) y apoptótica 
(degradación específica de DNA y aumento de población 
sub-G1), aunque en los cultivos expuestos a baja 
temperatura se presentó la morfología autofágica en los 
primeros tiempo de exposición. Debido a que en la 
literatura existen trabajos de inhibición química de 
procesos apoptóticos, en este trabajo se realizaron 
ensayos de inhibición química con LY294002, que es un 
inhibidor de la formación de autofagosomas. Los 
resultados mostraron que al inhibir a 37°C con LY294002  
y comparándolo con un cultivo control, la viabilidad se 
mantiene hasta por cinco días más, mientras que  al 
inhibir la autofagia a 30°C aumenta ligeramente la 
concentración celular.  

 
Fig. 2. Cinéticas de concentración celular de cultivos con inhibición de 
autofagia. 
 
Conclusiones. La baja temperatura tiene efectos 
positivos en la productividad de la línea TF70R. Los 
cultivos a baja temperatura presentaron una alta 
actividad autofágica. La glutamina fue factor 
desencadenante de la muerte celular masiva a excepción 
de los cultivos a 30°C. La inhibición química de procesos 
autofágicos  prolongó la vida del cultivo por 120h. 
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