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Introduccion. Las células CHO son el sistema de eleccion para
la produccién de proteinas recombinantes con adecuado
plegamiento y glicosilacién. Sin embargo, su principal limitacién
radica en un metabolismo caracterizado por alta tasa de glicélisis
en presencia de oxigeno, que resulta en elevada produccién de
lactato (1). Diversos estudios han proporcionado evidencia sobre
el cuello de botella en el importe de piruvato a las mitocondrias y
el papel del transportador mitocondrial de piruvato (MPC) en esta
funcién. El MPC es un complejo multimérico con dos tipos de
subunidades en células de mamiferos (MPC1 y MPC2) (2,3).

El objetivo de este trabajo ha sido demostrar que la
sobreexpresion del MPC en células CHO favorece la entrada de
piruvato a la mitocondria, promoviendo un incremento del
metabolismo oxidativo que redunde en la optimizacion de la
eficiencia metabdlica reduciendo la produccion de lactato e
incrementando la productividad de proteinas recombinantes.

Metodologia.

Se generaron dos lineas celulares estables CHOmpclmpc2 y
CHOmMpc2mpcl a partir de la transfeccion de células CHO-S con
construcciones obtenidas del plasmido pCHO 1.0 (Invitrogen), el
cual posee dos sitios de recombinacién con diferentes
promotores, donde fueron clonadas las secuencias codificantes
mpcl y mpc2 en diferente orden. Se corrobord la sobreexpresion
de MPC a nivel de transcrito mediante RTgPCR analizando la
expresion relativa de los genes recombinantes (Mus musculus)
con relacibn a las secuencias nativas (Cricetulus griseus).
También se evalud a nivel de proteina mediante Western Blot y
se comprobd la localizacion mitocondrial de las subunidades
recombinantes mediante Inmunofluorescencia.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion del transportador
sobre el desempefio metabdlico, se desarrollaron transfecciones
transitorias en las lineas celulares CHOmpclmpc?2,
CHOmpc2mpcel y CHO-EGFP como control, con un vector
pVAX1-SEAP conteniendo la secuencia de la enzima Fosfatasa
Alcalina Placentaria humana en su forma secretada (hSEAP) y
pCHO-EDEL1 para la expresién del anticuerpo monoclonal EDE1-
C8, como proteinas modelo. Seguidamente, se realizaron
cinéticas de crecimiento de los cultivos transfectados.

Resultados. Se constatdé que ambas subunidades del MPC se
estan sobreexpresando en las lineas celulares CHOmpclmpc2
y CHOmpc2mpcl a nivel de transcrito y de proteina, asi como la
localizacion mitocondrial del complejo. La evaluacion cinética de
las células CHO-mpc mostré una reduccion del 45% de la
concentracion de lactato con respecto al control. La tasa de
crecimiento celular y la concentracibn méxima también
aumentaron, y se observaron incrementos de alrededor de un
40% en la produccion de proteinas recombinantes.
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Fig. 1. Expresion relativa de mpcl y mpc2 mediante gRT-PCR.
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Fig.2. Inmunodeteccién de las proteinas MPC1 y MPC2.
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Fig.3. Comportamiento relativo de los principales parametros cinéticos
en lalinea celular CHOmpclmpc2, produciendo hSEAP o EDE1-C8.

Conclusiones. Se mostré que el transporte de piruvato a las
mitocondrias limita la eficiencia de la oxidacién de la glucosa, lo
cual puede ser optimizado mediante el presente enfoque de
Ingenieria Metabdlica.
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