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Introduccién. Adn cuando no se conoce exactamente porgue los cultivos celulares
reducen su ambiente, lostiolestaes como Cys, 2-ME, monotiogliceral, y &cido ascorbico
se utilizan frecuentemente para suplementar € medio de cultivo ya que se ha observado
que e suministro de este tipo de compuestos incrementala sintesis de GSH, asi como la
activaciony laproliferacion celular [1]. También se ha demostrado que estos compuestos
incrementan laformacién de anticuerpo monoclona (AcMo) [2]. Este resultado puede ser
consecuencia de un mejoramiento en las caracteristicas de crecimiento de la cdlula en
presencia de tioles. Ademés, se ha observado que a una mayor concentracion detiolesen
e cultivo menor es e potencial redox del cultivo (PRC) permitiendo determinar la
concentracion de cél ulas viables por medio del monitoreo en linea de este parametro,
siendo especifico de cadalineacelular y del medio de cultivo utilizado.

En este trabgjo se presentan los resultados sobre las cinéticas de crecimiento de
hibridomas cuando | os cultivos son adicionados con antioxidantes. Asimismo, se discute
¢l papel delaadicion deéstos sobreel PRC, el cua es un novedoso pardmetro a controlar
en cultivo de células de eucariotes superiores, mostrando la dependencia de la
produccién de agentes antioxidantes en e monitoreo en linea de la concentracion de
célulasviables en cultivos aoxigeno disuelto constante.

M etodologia. Lineacelular: hibridomas murinos BCF2 productores del AcMo contra
la toxina 2 del aacran Centruroides noxius Hoffman. Medio de cultivo: DMEM
suplementado con 4 g/L de glucosa, 4 mM de glutamina, 3.7 g/L de bicarbonato de sodio,
1% de solucién de aminoécidos no esenciales, 1% de solucién antibidtica-antimicéticay
10% de suero fetal bovino. Los cultivos se desarrollaron en frascos estéticos con 10y 30
ml de medio de cultivo y laviabilidad asi como la concentracion celular se determinaron
por medio detincién con azul detripanoy por cuentaen el Coulter Counter Multisizer 1.
L os antioxidantes utilizados fueron e 2 mercaptoetanol (2-ME), cisteina (Cys), glutation
(GSH), suero feta bovino (SFB) y como oxidante se utiliz6 € perdxido de hidrégeno
(H202).

Resultados y Discusion. Como se muestra en la Tabla 1, los antioxidantes y
oxidantes utilizados tienen diferente efecto sobre e PRC asi como sobre d crecimiento
celular. En el caso del 2-ME, laconcentracion leta esde0.5mM y el cambio que provoca
sobre € PRC es de aprox. —350 mV. La concentracion méxima de cys utilizada fue de 2
mM, debido a que tiende a cristalizarse en & medio, sSin embargo, es un antioxidante que
puede utilizarse como adicién a medio de cultivo debido a que provoca un cambio de—
150 mV y tene la ventgja de que no se evapora como sucede con € 2ME. El GSH, alin
cuando es el principa agente para controlar € potencial redox intracelular, no provoca
cambio en & PRC, pero s |o hace sobre e pH del medio. Asimismo, tiene efecto sobrela
produccion de anticuerpo monoclonal. En e caso del SFB, se observé que su papel
principal es como estimulador del crecimiento celular debido alosfactores de crecimiento
que contiene, sin embargo, no se observé efecto sobre e PRC. Debido a que una
concentracion del 20% de SFB estimul 6 la proliferacion celular, también seincremento la
produccion de AcMo. En e caso del H,0,, se observé que éste modifica drasticamente el
PRC a valores oxidantes pero tiene efecto letal sobre el crecimiento celular afectando la
produccion de AcMo.

Tabla 1. Efecto de la adicion de antioxidantes/oxidantes sobre PRC, crecimiento
celular y la produccién de AcMo.

Antioxidante/oxidary  Modificacion del Efecto sobred | Efectosobred AcM
e redox crecimiento

2-ME g No No

Cys g Ligero No

GSH No No S

SB No S g

H.O, S S S

También se presentan |os resultados obtenidos en cultivos a oxigeno disuelto constante,
en los cuaeslaproduccion de antioxidantes por parte de la célula causaunadisminucion
en e PRC, por lo que & monitoreo en linea de este parametro puede utilizase como
indicador de la concentracién de células viables en € cultivo. Se observé que en este
caso los resultados obtenidos son dependientes de la concentracion de oxigeno disuelto
y delalineacelular utilizada

Conclusiones. Estos resultados permiten establecer dos aplicaciones en € cultivo
de céulas de eucariotes superiores: por un lado es posible monitorear su produccion
paradeterminar en lineala concentracion de células viablesy por otro lado, laadicion de
antioxidantes puede permitir el control del PRC.
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