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Introduccion. El disefio de fabricas celulares robustas es
una necesidad creciente en la bioindustrial. Las células de
ovario de hamster chino (CHO) se han consolidado como
la plataforma més usada para la produccién de
glicoproteinas. Sin embargo, es necesario proveer
alternativas para mejorar en desempefio metabdlico de las
células CHO con miras a aplicaciones de bioproceso. Por
ejemplo, nuestro grupo ha demostrado que la expresion
transitoria de la hemoglobina de Vitreoscilla (VHb) es una
manera sencilla de reducir la produccion de lactato e
cultivos de células CHO. En el presente estudio,
reportamos el efecto de la expresién constitutiva de la VHb
en la expresion de proteina verde fluorescente y la
concentracion intracelular de cofactores y ATP.

Metodologia. Se desarrollé y semipurificé una poblacion
policlonal de células CHO-K1 expresando el gene de la
VHb (vgb) optimizado empleando Lipofectamine LTX y el
reactivo Plus (ThermoFisher). La expresion de vgb fue
comprobada por Western Blot. Se realizaron cultivos
estaticos en medio ATCC suplementado con suero fetal
bovino. Se midi6 la fluorescencia de GFP y viabilidad
celular mediante citometria de flujo (FACS Calibur, BD).
Las células se transfectaron con un plasmido vacio
(pVAX1) o conteniendo el gene vgb. Se midieron las
concentraciones intracelulares de ATP y la proporcién de
NAD*/NADH y NADP*/NADPH mediante kits enziméaticos
(Sigma, USA) y medicién de fluorescencia en un lector de
placas (Tecan Infinite M1000 PRO (Manendorf, Suiza).

Results. En la Fig. 1 se observa que la expresion de la
VHb incremento ligeramente la cantidad de células con
fluorescencia de GFP, asi como la intensidad de
fluorescencia. La viabilidad no fue impactada por la
expresion de VHb, y la fluorescencia media de GFP
incrementd por accién de la VHb. La VHb provoc6 cambios
en la relacion de NADP*/NADPH vy la cantidad de ATP
intracelular, lo que sugiere un estado metabdlico més
oxidativo y consumidor de energia.

Conclusions. La expresion de la VHb insertada en el
cromosoma contribuyo a una mejora de la expresion de
GFP en células CHO. También se detectaron cambios en
el metabolismo energético. Esta estrategia tiene amplio
potencial para mejorar el desempefio industrial de las
células CHO.
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Figure 2. Figura 9.1.Porcentaje de células GFP positivas, intensidad de
fluorescencia (U.A.) y nimero de células viables en las células CHO-K1
ofp policlonales sin purificar. Las células fueron transfectadas con
Lipofectamine 2000, pVAX1 y pVAX1-vgb y el andlisis se hizo a las 24 h
post-transfeccion. Los datos son presentados como el promedio + el error
estandar (n = 2). Se evalu6 *p < 0.05.
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Figura 2. Relacion NAD+/NADH (A), NADP+/NADPH (B) y ATP (C) para
las células CHO-K1 gfp policlonales 36 h post-transfeccion con pvVAX1y
pVAX1-vgb. Los datos son presentados como el promedio + el error
estandar (n = 2).
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