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Abreviaturas.

CM2Z

glcel*n

pb
gGlucosa .....cocoviiiiiiii

(g/cel*h)

glLactato ...

(g/cel*h)

SFB

Grados centigrados.

Velocidad especifica de crecimiento.
Microlitro.

Microgramos.

Adenovirus.

Aminoacidos.

Adenovirus tipo 5.

Acido desoxirribonucléico.

American Type Culture Collection.
Receptor Coxsackie de adenovirus.
Células por mililitro.

Centimetro cuadrado.

Dioxido de carbono.

Células viables.

Gramo/litro.

Gramo/celula*hora.

Human embryonic kidney 293.
Horas.

Interferon gamma.

Interleucina 2.

Interleucina 12.

Insulina, transferina y selenito de sodio.
Células natural killers.

Miligramos.

Minutos.

Buffer de sales de fosfato.

Reaccion en cadena de polimerasa.
Pares de bases.

Velocidad especifica de consumo de
glucosa.

Velocidad especifica de consumo de lactato.

Suero fetal bovino.
Tiempo de duplicacion.
Western blot.
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1 Resumen.

El cultivo de células animales es uno de los sistemas tipicos mas usados para
realizar diversos ensayos celulares en las ciencias biologicas y, en la biotecnologia,
para el desarrollo de biofarmacos teniendo un uso masivo dentro del ambito
farmacéutico. Por ejemplo, en la ultima década, los medicamentos formulados con
estos productos se han posicionado como “blockbusters” dentro de la industria
farmacéutica, creando la necesidad de innovacién en los procesos para eficientar
los rendimientos y dar mayor seguridad al producto. Ademas, su uso en laboratorios
para pruebas de citotoxicidad, receptores, proliferacion, etc. es cotidiano para la
evaluacion de compuestos. Bajo este contexto, la eliminacién de Suero Fetal
Bovino (SFB) es un requerimiento que en algunos casos todavia ha sido complicado
de cumplir dado que este compuesto provee miles de compuestos que han sido
dificiles de suplir en medios definidos. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
analizar el efecto de la adicién del suplemento ExCyte® (MERCK, concentrado de
colesterol, lipoproteinas y acidos grasos) como posible alternativa para la
disminucién de la concentracion de suero fetal bovino (SFB) en cultivo de células
HEK293 en medio DMEM-F12. De esta manera se evalud el comportamiento de los
cultivos a 2, 3, 5y 10% de SFB. Se utilizaron ITS y albumina como suplementos
adicionales en los cultivos a 2 y 3% de SFB. Se empled el vector adenoviral
recombinante Ad5/IFN-y que incorpora el transgén de la proteina humana interferén
gamma para determinar las capacidades productivas de los cultivos celulares
infectados a 10 % SFB y 2% SFB mas ExCyte, ITS y albumina. Los cultivos
suplementados con 10% de SFB sirvieron como control de una suplementacion
estandar para el cultivo de HEK293. Los resultados mostraron que la morfologia
celular presentada en los cultivos cambié cada que se disminuia el SFB, ya que
gradualmente se perdia la forma estrellada caracteristica de las células a ser un
poco mas alargadas. Los parametros cinéticos obtenidos en el cultivo a 10 % SFB
y ExCyte demostraron una reduccion de la velocidad especifica de crecimiento (J)
del 12.6% y un aumento del 14.5% en el tiempo de duplicacion (Td). La disminucion

del 5% SFB y suplemento demostraron un descenso del 20.3% en la velocidad
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especifica de crecimiento y un aumento del tiempo de duplicacién del 25.5%, sin
embargo, se obtuvo la mayor densidad celular entre los cultivos con las
disminuciones de SFB sin ser equiparable al cultivo suplementado sélo con 10% de
SFB. Los cultivos con 3 y 2% SFB mas ExCyte/ITS/albumina presentaron grandes
cambios respecto a los demas cultivos; se observé una disminucion de la y del 56.5
% dando un aumento del 129.7 % en el Td para el cultivo de 3% SFB; y en cultivo
a 2% SFB una disminucion del 58.8% de p y por tanto, una Td del 142.9% superior,
a pesar de las variaciones encontradas la viabilidad presentada en los cultivos fue
mayor al 90%. En cuanto al metabolismo, ningun cultivo presenté un reactivo
limitante para el crecimiento. Por otro lado, se realizé la evaluacion de cultivos
infectados con el virus Ad/IFN-y a MOI 5. En la condicion critica a 2% SFB el proceso
de infeccion presentd una viabilidad estable y un comportamiento infectivo normal
comparado con el cultivo control, y metabdlicamente no se presenté un reactivo
limitante para el crecimiento. Se obtuvo una mayor produccion de vectores
adenovirales en el cultivo de 10 % SFB a 120 h (6.04X107 PVI/mL), mientras que a
2% SFB mas ExCyte, ITS y albimina obtuvo una concentracién (4.32X107 PVI/mL),
la cual no representa una diferencia significativa con respecto al control. Mediante
un rt-PCR se demostré la infeccidn del vector y la produccion de los transcritos para
la codificacion de la proteina recombinante interferén gamma. El Western Blot (WB)
realizado demostré que efectivamente se llevo a cabo la produccion de la proteina

en los cultivos a 72y 120 h.

Estos resultados plantean que el suplemento ExCyte es un adecuado adyuvante en
el mantenimiento del cultivo de células HEK293 en medio DMEM-F12 a 5, 3y 2%
de SFB, aunque en cuanto al crecimiento celular, no demuestra un comportamiento
equiparable a un cultivo con solo 10 % de SFB. Sin embargo, la produccion de
vectores adenovirales resulté muy similar por lo que, si bien, el crecimiento celular

no se promueve, la cantidad de particulas virales se eficienta.




2 Marco tedrico.

2.1 Cultivo de células animales.

El cultivo de células animales comprende a un conjunto de técnicas que en
condiciones asépticas y bajo un ambiente controlado permite mantener en
condiciones in vitro (fuera de su organismo) un tipo celular previamente aislado e
identificado, manteniendo las propiedades fisioldégicas, metabdlicas y genéticas de

la célula en 6ptimas condiciones (Freshney, 2010).

Los cultivos de células animales pueden derivarse de explantes primarios, o
suspensiones de células dispersadas, obtenidas mediante tratamientos fisicos y
enzimaticos. La formacion de una linea celular a partir de un cultivo primario implica
un aumento en el numero total de células a lo largo de varias generaciones
(aumento de la poblacién celular); como resultado se obtendra un aislado de células
de un solo tipo, con todas sus funciones en 6ptimas condiciones. Cuando las células
se seleccionan de un cultivo, por clonacion o por algun otro método, la sublinea se
conoce como linea celular. Las lineas celulares animales pueden propagarse en
forma de monocapa adherente o en suspensiéon, esto dependiendo de las

caracteristicas del tipo celular aislado (Freshney, 2010).

Inicialmente el desarrollo del cultivo de células animales se debe principalmente a
dos grandes disciplinas de la investigacion médica como son la produccién de
vacunas antivirales y el entendimiento de las neoplasias (Freshney, 2010). Sin
embargo, con el paso del tiempo las técnicas se reforzaron y, con la llegada de la
ingenieria genética y el desarrollo de la tecnologia de hibridomas se convirtio en la
manera preferida para la produccion de anticuerpos monoclonales y un significante
numero de produccion de glicoproteinas recombinantes complejas empleadas cémo

biofarmacos para uso en nuevas terapias (Palomares et al., 2011).

Para obtener un adecuado mantenimiento y una excelente funcién de un cultivo de

células animales se requieren de condiciones apropiadas equivalentes a las
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fisiolégicas en un ambiente ex vivo, asi, es necesario mantener las condiciones
adecuadas, tales como la temperatura, pH, osmolaridad y el suministro de oxigeno;
brindar un sustrato en el que se mantengan las células adheridas en el cultivo, es
decir, la superficie que permite la union y proliferacion celular; y, agregar medio de
cultivo, que le proporcione las moléculas necesarias como nutrientes, sales,
hormonas, factores de crecimiento que son necesarias para crear un micro
ambiente que mantenga al cultivo viable (Brunner et al., 2010) siendo este ultimo,
uno de los factores mas importantes para el mantenimiento de un cultivo de células

animales (Figura 1).

Factores solubles

Nutrientes, factores de crecimiento

y hormonas
Ca?, Mg®
0,/ COo,
Interaccién .
. p l Arquitectura y
célula-célula .
—_— polaridad celular
— o A = 0 1 .
Densidad celular, Cultivos de tejido
confluencia epitelial, suministro
,
conjunciones t de nutrientes
celulares Interacciones célula-matriz basolaterales

Quimica del soporte de cultivo,
configuracion de carga, matriz
extracelular compleja

Figura 1 Representacion de los factores necesarios para inducir la proliferacion y el mantenimiento
de un cultivo de células animales. Modificado de Brunner et al., 2010.

Durante la ultima década, el desarrollo tecnolégico para el cultivo de células
animales ha permitido su uso dentro de diversas areas de la biotecnologia, como la
evaluacién de la eficacia y la toxicidad en nuevos farmacos, y el desarrollo de

vacunas y productos conocidos como biofarmacos.

Evaluacion citotoxica. Los modelos citotdxicos tienen grandes ventajas en el estudio

de procesos celulares simples y moleculares, permitiendo medir los cambios

asociados con los procesos fisioldgicos en las células animales aunados por una




molécula puesta a prueba, para determinar la seguridad y los mecanismos de accién
para el desarrollo de un farmaco. Para estos ensayos se utilizan cultivos celulares
animales tratados con la molécula a prueba, un control definido expuesto a un
tratamiento que causa un dafio conocido y un control donde no ha sido expuesto a
ningun tratamiento. Posteriormente son tratados con técnicas colorimétricas,
fluorimétricas, bioluminicentes o por medio de isétopos que permiten medir la
inhibicion del crecimiento y proliferacion del 50% (ICso) del cultivo, permitiendo la
evaluacion no solo de la molécula a prueba, sino ademas de evaluar la seguridad
de los excipientes utilizados para el desarrollo del medicamento. De igual manera,
los cultivos de células animales son especialmente usados para el estudio del efecto
del estrés oxidativo, causado por la liberacién de radicales libres que promueven la
peroxidaciéon de los lipidos de las membranas celulares, resultando en la
desorganizacion de la membrana celular y la formacién de aldehidos reactivos como
el 4-hidroxinonenal (4-HNE) (generado en grandes cantidades en el curso de
afecciones infamatorias). Tanto la formacién de perdxido de hidrégeno como la de
4-HNE son considerados como agentes causales de enfermedades
neurodegenerativas, aterogénesis, diabetes, diferentes tipos de cancer, inflamacién
cronica y enfermedades cardiovasculares (Amelian et al., 2017; Pillon et al., 2012).
Las células animales de origen cancerigeno son comunmente empleadas en
ensayos citotoxicos para el estudio del mecanismo y la accion de farmacos contra
el cancer, midiendo la quimiosensibilidad de las células, asi como para determinar
los fendbmenos de radio resistencia presentadas en tejidos primarios radiados
(Amelian et al., 2017; Lieberman et al., 2001).

Estudios de permeabilidad e inflamacion. Los cultivos de células epiteliales de

intestino humano representan un éptimo ambiente fisioldgico para el estudio de la
absorcion de un farmaco. La linea celular Caco-2 es considerada un equivalente a
los enterocitos del intestino delgado. Debido a que las células Caco-2 producen
proteinas de resistencia a la glucoproteina P y multiples farmacos, que son
esenciales para el transporte in vitro de un farmaco, por lo que son modelo estandar
para la prediccion de la viabilidad de un farmaco (Amelian et al.,, 2017). La

evaluacion de la habilidad de los medicamentos neuroldgicos para cruzar la barrera




hematoencefalica es de suma importancia debido a que permite elucidar el
funcionamiento de ésta y valorar la toxicidad y permeabilidad de los farmacos. Para
ello se ha utilizado modelos basados en lineas de células endoteliales de cerebro
de origen porcino, bovino, rata o ratén, para simular la actividad protectora de esta
barrera y proveer de informacion fisiolégica o patoldgica sobre el medicamento en
desarrollo (Amelian et al., 2017; Helms et al.,, 2016). El desarrollo de nuevos
modelos para la evaluacion de la respuesta inflamatoria de los productos
farmacéuticos y cosméticos utilizando cultivos de células animales ha incrementado
en los ultimos afos. El uso de animales para pruebas cosméticas y farmacéuticas
es un punto de discusién para los derechos animales, distintos grupos cientificos
han conseguido disminuir el uso de animales optando por la busqueda de nuevas
alternativas en los que se obtengan los mismos resultados, sin perder la
reproducibilidad y la fiabilidad de los resultados, sin embargo, a pesar de ser un
area que aun sigue en desarrollo las expectativas son altas. Con el desarrollo de
una tecnologia de cultivo conocida como filtro de pozos, varios modelos de piel y
cérnea han aparecido. Por ejemplo, utilizando las propiedades que el cultivo por
filtro de pozos permite, se ha cultivado en conjunto dos tipos de células animales
en donde la interaccion de un alérgeno o un irritante con un objetivo primario (por
ejemplo la epidermis) inicia una respuesta paracrina (senalizacion celular que altera
el comportamiento o diferenciacion de células cercanas) que desencadena una
liberacidn de citocinas a un segundo componente estromal (por ejemplo la dermis)
haciendo posible la cuantificacién de estas citocinas por medio de un ELISA y de

esta manera monitorear el grado de respuesta presentado (Freshney, 2010).

Vacunas y biofarmacos. La vacunacion es una de las estrategias de prevencion mas

efectivas en contra de agentes infecciosos, esta protecciéon se lleva a cabo por
medio de la exposicion del sistema inmune a algun componente del patégeno o el
patdbgeno entero atenuado o inactivado, permitiendo que el sistema inmune
desarrolle una respuesta preventiva y de memoria inmunologica para combatir el
agente infeccioso en caso de ser expuesto al patdogeno real. La vacuna contra la
polio fue la primera vacuna basada en la tecnologia del cultivo de células animales

para su produccion empleando cultivos de células de riidn de mono. Hoy en dia, la




produccion de vacunas utiliza células de origen primario (como en huevos de
gallina), lineas celulares continuas, diploides o recombinantes (lineas celulares de
origen humano o insecto) y gracias a los avances en microbiologia y biologia
molecular también son empleadas células bacterianas. En cuanto a los biofarmacos
(principalmente proteinas recombinantes), el uso de células animales en
comparacion de cualquier otro sistema productor (ver Figura 2), es debido a la
capacidad de un correcto plegamiento y modificaciones postraduccionales durante
la biosintesis de estas macromoléculas (Wurm, 2004). Se le considera a un
biofarmaco a toda sustancia que haya sido producida por biotecnologia molecular,
que tenga actividad farmacolégica, que se identifique por sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas y que reuna la condiciones para ser empleada como principio
activo de un medicamento biotecnolégico (Reglamento de insumos para la salud,
2014), por lo que un biofarmaco o medicamento biotecnoldgico podria estar
constituido por: proteinas recombinantes, anticuerpos monoclonales, péptidos
(constituidos por menos de cuarenta aminoacidos producidos por técnicas de
biotecnologia molecular), acidos nucleicos o de plasmidos y los demas que, en su
caso, determine mediante acuerdo la secretaria, conforme a los avances técnicos y
cientificos. Las células CHO son ampliamente usadas para la produccion de
biofarmacos, siendo el sistema productor de cerca del 70 % de proteinas
recombinantes (Jee Yon et al., 2012), debido a que ha sido una de las lineas mejor
caracterizadas, presentando un buen desempefio productor en el sector
farmacéutico biotecnoldgico, sin embargo, son incapaces de producir algunas
glicosilaciones de tipo humano, y producir ciertos glicanos que no son propios del
humano pudiendo despertar una respuesta inmune que pueda causar
inmunogenicidad o neutralizar la proteina producida, incrementar la purificacion y
reducir la eficacia del biofarmaco (Lalonde & Durocher, 2017); de igual manera
tenemos a las células PER.C6 (derivadas de retina de embribn humano
transformadas con una regiéon E1 adenoviral) que han demostrado altas densidades
celulares y un correcto perfil de glicosilacion debido a que pertenecen a células de
tipo humano; por ultimo también se encuentran las células HEK293 las cuales han
sido ampliamente usadas en la investigacién para la produccién de proteina




recombinante y empleadas principalmente como un sistema de expresion transitoria

de proteinas recombinantes (Butler & Meneses-Acosta, 2016; Lalonde & Durocher,

2017).
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Figura 2 Sistemas de expresion usadas en la produccion de glicoproteinas por la industria
farmacéutica biotecnoldgica. Tomado de Lalonde & Durocher, 2017.




2.1.1 Medio de cultivo.

Inicialmente, el cultivo de células animales se realizaba empleando medios
naturales basados en extractos de los tejidos y fluidos corporales tales como fluidos
de embriones de pollo, plasma, suero y linfa. Al extenderse la variedad de lineas
celulares se incremento la demanda de grandes cantidades de medio permitiendo
de esta manera el mejorar la calidad, basandose en el analisis del crecimiento

celular y sus necesidades bioquimicas (Freshney, 2010; Yao & Asayama, 2017).

El medio de cultivo es un elemento crucial en el cultivo de células animales, ya que
éste le provee una serie de componentes generales y especificos en una
concentracion adecuada; asi, el ambiente creado promueve el crecimiento celular y
su adecuado funcionamiento. Entre los elementos basicos que se encuentran en un
medio de cultivo para células animales son: sales inorganicas, carbohidratos,
aminoacidos, vitaminas, lipidos, acidos organicos, proteinas, hormonas vy

micronutrientes (Masters, 2000).

La clasificacion de un medio de cultivo se lleva a cabo de acuerdo con la formulacién
que presenta, brindando propiedades particulares que permiten el crecimiento de
un tipo celular. Dentro de los grupos clasificados se encuentran: los medios
suplementados, tal como aquellos que contienen suero, los cuales necesitan de una
suplementacion de suero bovino, de caballo o incluso humano; los medios libres de
suero, los cuales contienen fracciones de proteinas crudas como albumina de suero
bovino; también estan los medios libres de suplementacion de origen animal, los
cuales utilizan recursos humanos como albumina humana; los medios libres de
proteina, que usan como suplementacion hidrolizados de proteinas; y por ultimo, los
medios quimicamente definidos, los cuales no contienen proteinas, hidrolizados o
algun otro desconocido, utilizando componentes altamente purificados como
hormonas o factores de crecimiento obtenidos de animales, plantas o de manera
recombinante. Sin importar el medio, la decision de utilizar uno u otro es con base

en el propdsito de su uso (Yao & Asayama, 2017).




2.1.1.1 Bases de la formulacion de un medio de cultivo.

El medio de cultivo provee de nutrimientos esenciales para el crecimiento y
proliferacion celular. Tales como precursores biosintéticos para el anabolismo de la
célula, catabolismo de substratos para el metabolismo de energia, vitaminas y
oligoelementos, cuyas funciones son tanto cataliticas como fisiologicas para
mantener el pH y la osmolaridad del medio, dentro de los limites que permiten el
mantenimiento celular (Brunner et al., 2010). Entre los constituyentes mas
frecuentes en un medio de cultivo se pueden presentar los siguientes (Freshney,
2010; Lodish et al., 2016; Yao & Asayama, 2017):

Aminoacidos. Son aminoacidos esenciales tales como la cisteina, arginina,
glutamina y tirosina; algunos de éstos pueden variar dependiendo del tipo de linea
celular. La concentracion de aminoacidos usualmente limita la concentracién celular
maxima alcanzable y su balance puede influir en la sobrevivencia celular y la tasa

de crecimiento.

Vitaminas. Ayudan al mantenimiento del crecimiento celular, algunas de éstas se
incrementan en los medios libres de suero. La limitacidn de vitaminas reduce la

sobrevivencia celular y la tasa de crecimiento.

Sales. Las sales principales son Na*, K*, Mg?*, Ca?*, CI,SO4*> y HCOs. Estas le
propician una adecuada osmolaridad al medio. Algunas células requieren del Ca?*
para la adhesion celular y por igual actua como intermediario en la seial de

transduccion, ademas de influir en la proliferacién o diferenciacién celular.

Glucosa. Se incluye en la mayoria de los medios como una fuente de energia,
siendo metabolizada principalmente por glicdlisis.

Suplementos organicos. Varios componentes como proteinas, péptidos,
nucleosidos, intermediarios del ciclo del acido citrico, piruvato y lipidos se
encuentran en medios complejos, de igual manera son necesarios cuando la
concentracion de suero es reducida ayudando en el mantenimiento de ciertas

células especializadas.
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Hormonas y factores de crecimiento. Varian de acuerdo con el tipo de célula, entre
las mas utilizadas se encuentran: estradiol, tirosina, insulina, cortisol,
dexametasona, progesterona, glucagon. Algunos factores de crecimiento para
algunos tipos celulares son: EGF, bGF, FGF, IGF-I, NGF.

2.1.1.2  Suero Fetal Bovino (SFB).

Hasta la fecha, el SFB es el aditivo sérico mas comunmente empleado para el
crecimiento y mantenimiento de una variedad de tipos celulares (Hemeda et al.,
2014). Es derivado de sangre entera coagulada o plasma de fetos bovinos y se usa
ampliamente como un suplemento de medio para el cultivo de células in vitro
animales o humanas (Mojica-Henshaw et al., 2013). Es esencial para el crecimiento
celular y el metabolismo estimulando la proliferacion del cultivo (efecto mitético),
siendo los mas empleados los de origen bovino adultos, recién nacido o de origen
fetal. EI empleo del SFB es debido a que contiene una mezcla de factores
necesarios para el crecimiento y proliferacién celular y es utilizado en el cultivo de
una gran cantidad de células humanas, de animales e insecto, sin embargo, el uso
de éste presenta una serie de desventajas tales como (Gstraunthaler, 2003;
Hemeda et al., 2014):

e Al ser una mezcla no definida de componentes séricos, la calidad entre los
lotes es variada uno con otro, obteniendo un resultado no reproducible en el
cultivo.

e EI SFB puede contener moléculas y agentes que afecten la seguridad del
producto como endotoxinas, micoplasma, contaminaciones virales o
proteinas de priones.

e La calidad del producto depende al lote, debido a variaciones estacionales y
continentales que afectan al animal de donde se obtienen.

e Debido a la gran cantidad de moléculas que lo conforma, el proceso de

purificacion es mas complicado.
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e La estandarizacion del protocolo experimental es complicada debido al lote
de SFB, debido a que pueden surgir variaciones al cambiar de uno a otro.

e En ocasiones el SFB representa la mayor parte del costo de una preparacion
de medio de cultivo.

e Si bien, es utilizado por promover el crecimiento celular, también contiene
componentes que pueden inhibir el crecimiento, por lo que se obtiene una
mezcla impredecible de ambas, estimulantes e inhibitorias (la presencia de
componentes estimulantes es predominante, sin embargo, esto puede variar
del tipo celular).

e En términos relacionados con la proteccion y derechos animales, es un

conflicto ético el proceso de obtencion y recoleccion.

Teniendo en cuenta lo anterior, debido a la oferta y demanda del SFB se han
empleado una serie de estrategias para reducir o sustituirlo en los medios de cultivo.
Con el surgimiento en los avances de la biomedicina e ingenieria de cultivos, se ha
creado una demanda en alternativas séricas que sean de origen humano para la
proliferacion celular y reimplante de células autdlogas; ya que, en la produccion de
moléculas terapéuticas para uso humano, los componentes derivados de origen
animal no pueden ser empleados en el proceso de obtencidn de estos biofarmacos
(Gstraunthaler, 2003; Price et al., 1982). En la Tabla 1 se presenta la composicidn

molecular que contiene el SFB.
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Tabla 1 Composicion del Suero Fetal Bovino (SFB), extraido de Freshney 2010.

Composicion del SFB

Componentes Rango de
concentracion

Proteinas y polipéptidos 40-80 mg/mL
Albumina 20-50 mg/mL
Fetuina 10-20 mg/mL
Fibronectina 1-10 ug/mL
Globulinas 1-15 mg/mL
Inhibidores de proteasas: as-antitripsina, ae-
macroglobulinas 0-5-2.5 mg/ml
Transferrina 2-4 mg/mL
Factores de crecimiento
EGF, PDGF, IGF-ly Il, FGF, IL-1, IL-6 1-100 ng/mL
Aminoacidos 0.01-1.0 uM
Lipidos 2-10 mg/mL
Colesterol 10 uM
Acidos grasos 0.1-1.0 uM
Acido linoleico 0.01-0.1 uM
Fosfolipidos 0.7-3.0 mg/mL
Carbohidratos 1.0-2.0 mg/mL
Glucosa 0.6-1.2 mg/mL
Hexosamina 0.6-1.2 mg/mL
Acido lactico 0.5-2.0 mg/mL
Acido piravico 2-10 pg/mL
Poliaminas
Putrescina, espermidina 0.1-1.0 uM

Urea

170-300 pg/mL

(Continuacion)
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Tabla 1 (Continuacion)

Inorganicos 0.14-0.16 M
Calcio 4-7 mM
Cloruros 100 uM
Hierro 10-50 uM
Potasio 5-15 mM
Fosfato 2-5mM
Selenio 0.01 uM
Sodio 135-155 mM
Zinc 0.1-1.0 yM
Hormonas 0.1-200 nM
Hidrocortisona 10-200 nM
Insulina 1-100 ng/mL
Triyodotironina 20 nM
Tiroxina 100 nM
Vitaminas 10 ng-10 pg/mL
Vitamina A 10-100 ng/mL
Folato 5-20 ng/mL

2.1.1.3  Optimizacion de la formulacidon de medios de cultivos.

Todo tipo celular tiene diferentes receptores que involucran el crecimiento, la
diferenciacion y la sobrevivencia, ademas de la capacidad de liberar diversos tipos
de moléculas al medio (productos del metabolismo celular). Mejorar un medio de
cultivo implica encontrar condiciones favorables que promuevan el crecimiento
celular o la expresién de alguna molécula dentro el cultivo, por lo que se necesitan

cambiar algunos componentes del medio para obtener una nueva formulacion.
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La concentracion de nutrimentos y sales en el medio de cultivo permite el adecuado
crecimiento, por lo que para el mantenimiento y proliferacion del cultivo de células
animales, los medios basales se suplementan con varios factores que puedan
mejorar las condiciones (Valk et al., 2010) La mayoria de las células necesitan
suplementos adicionales para sobrevivir, proliferar y/o diferenciarse, como factores
de crecimiento, proteinas, vitaminas, aminoacidos, acidos grasos o lipidos entre
otros, que mantengan la viabilidad celular, sin embargo, si la concentracion es
mayor a la recomendada, esto promueve que el excedente sea metabolizado y
forme una acumulaciéon de metabolitos toxicos (Butler, 2015), por tal motivo, la
optimizacion del cultivo células animales es dependiente de la linea celular. Algunas
clonas derivadas presentan su propio fenotipo metabdlico (J. Zhang, 2010), por
esto, se identifican los requerimientos nutricionales de las células disefiando
pequeios modelos experimentales en los cuales se prueban distintas
combinaciones y concentraciones de diversos componentes que puedan ayudar al
desarrollo del medio, empleando herramientas informaticas y disefios estadisticos
para comparar los resultados obtenidos se aisla y selecciona la clona con mayores
indices productores para el desarrollo de un cultivo de alto rendimiento, (Shirsat et
al., 2015). Por medio de la investigacion basica se han identificado ciertos genes
caracteristicos para disefiar células productoras mas eficientes y en conjunto con el
medio mejor evaluado, se obtiene una eficiencia en el metabolismo celular que
minimiza la produccion de metabolitos de desecho (lactato, amoniaco) que permite

mantener un aumento en el periodo de vida y produccion (Lim et al., 2010).

Las estrategias para la formulacion y optimizacion de un medio de cultivo incluyen
la investigacion en la literatura para identificar los posibles requerimientos de
crecimiento para en un linaje celular, intercambio y valoracién de suplementos para
mejorar el desempenfo del cultivo, y combinaciones entre medios para seleccionar

la mejor composicién de una manera evolutiva (J. Zhang, 2010).
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2.1.2 Crecimiento celular: cinética de crecimiento.

El cultivo de células animales a lo largo del tiempo se ha convertido en una
herramienta fundamental en la investigacion basica y aplicada, asi como para el
entendimiento de distintos procesos moleculares (metabolismo, envejecimiento
celular), para medir los efectos de un compuesto quimico o farmaco (efectos
citotoxicos) en lineas celulares tumorales, cultivo de células para uso en la
ingenieria de tejidos, y de igual manera, como desarrollo de un sistema a pequefa
escala para la produccion de compuestos de uso terapéutico, ya sea para pruebas
en terapia o a escalamiento a nivel industrial. Por este motivo, la evaluacién de los
medios empleados para el mantenimiento celular determina si un componente del
medio puede estimular o inhibir el crecimiento y la viabilidad del cultivo, parametros
que afectan el ensayo donde el cultivo pudiera ser empleado (Assanga & Lujan,
2013).

. . N
Fase estacionaria
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Fase de \
muerte

Fase log
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Figura 3 Fases de una cinética de crecimiento celular animal. |) Fase Lag o de adaptacion, Il) Fase
Log o crecimiento exponencial, lll) Fase estacionaria y IV) Fase de muerte. Modificado de Pearson
Education, Inc., publishing as Benjaming Cummings, 2006.
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Los cultivos varian significativamente en muchas de sus propiedades entre la fase
Lag (fase de latencia), la fase de crecimiento exponencial (fase Log) y su fase
estacionaria. Por lo tanto, es importante conocer el comportamiento del crecimiento
para deducir algun cambio por el cual el cultivo esta siendo afectado y asi
determinar si esta proliferando o no, ademas de poder calcular la duracién del
tiempo de duplicacion (Td), la velocidad especifica de crecimiento, el porcentaje de

viabilidad celular y el consumo especifico de nutrimentos (Lodish et al., 2016).

Por lo tanto, una cinética de crecimiento sirve como una herramienta de monitoreo
en el comportamiento del cultivo, y también es empleada para el disefio o prediccion
de algun requerimiento del cultivo, un efecto positivo o negativo en él e inclusive
para conocer el tiempo apropiado para llevar a cabo un subcultivo. La cinética de
crecimiento se encuentra dividida por cuatro fases las cuales se presentan a
continuacion (Freshney, 2010; Masters, 2000; Oyeleye et al., 2016) y estan

esquematizadas en la Figura 3:

Fase Lag: Este es el periodo de adaptacion después de un pase o un subcultivo, en
el cual, las células al pasar por un proceso de tripsinizacion (proceso por el cual se
pierden las moléculas de adhesion celular o CAMs) vuelven a sintetizar los
elementos de la superficie celular y matriz extracelular adhiriéndose nuevamente a
la superficie del sustrato y comenzando a proliferar. En este punto, el crecimiento
no es muy notorio, por lo cual se regulariza hasta que las células se encuentren en

condiciones Optimas metabdlicamente.

Fase Log: Esta fase se presenta al término del periodo de adaptacion, en la cual el
numero de células aumenta de manera exponencial; su duracién depende del
numero inicial de células y la tasa de crecimiento, siendo el punto en el que la
poblacién celular es mas uniforme al igual que una alta viabilidad. Durante esta fase
el consumo metabdlico celular es mayor, debido a la naturaleza del crecimiento, por
lo que la cantidad de energia empleada aumenta a comparacioén de las demas fases
y el consumo de glucosa es mayor. Esta fase termina en cuanto se alcanza la

densidad maxima.
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Fase estacionaria: Esta fase se encuentra al terminar del crecimiento exponencial,
en donde el cultivo llega a confluencia, es decir, cuando llega a una cantidad
maxima de células a lo largo de toda la superficie, por lo que el crecimiento se
reduce o en ocasiones es casi nulo, formando una especie de meseta en el registro
del crecimiento que recae hasta llegar a la fase de muerte. En este punto, el
consumo energeético es menor por lo que el consumo de nutrimentos se mantiene y
comienza la acumulacién de metabolitos secundarios toxicos como el lactato y
amoniaco, provenientes del metabolismo de la glucosa y la glutamina
suplementados en el cultivo y en algunos casos durante esta fase puede ocurrir una

alta productividad de secrecion de proteinas.

Fase de muerte: Por ultimo, se tiene la parte de muerte celular, en donde al
consumirse la mayoria de los nutrimentos que proporciona el cultivo y a la
acumulacion de metabolitos secundarios toxicos la viabilidad celular recae llevando

al fin del cultivo.

Dentro de los parametros cinéticos que se pueden obtener de una cinética de
crecimiento se encuentra la tasa de crecimiento especifico (u), el cual mide la tasa
del aumento del numero de células partiendo de una cierta concentracion celular.
También se calcula el tiempo de duplicacién (Td), definido como el tiempo que tarda
una poblacion celular en duplicar su numero. Ambos parametros sirven para
cuantificar la respuesta de las células en distintas condiciones de cultivo (efecto
estimulantes o inhibitorios), asi como la respuesta ante variaciones en la
concentracion o cambio de nutrimentos y/o suplementacion adicional al medio,
efectos hormonales o efectos inhibitorios causantes por pruebas por farmacos u
otros compuestos quimicos (Butler & Butler, 2004; Freshney, 2010; Masters, 2000).

2.1.3 Viabilidad celular.

Al desarrollar un medio de cultivo (mantenimiento de células animales, estimular la

proliferacion o con la intencién de optimizar la produccion de un cultivo) el parametro
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mas importante es la viabilidad celular. Una adecuada formulacién con una
suplementacion con suero, reduccion de suero o medio libre de suero debe de
promover altos parametros de viabilidad; por lo que, un deceso del porcentaje de
viabilidad sugiere que alguno de los componentes empleados es deficiente o
incompatible con el cultivo; de igual manera se le puede atribuir a una acumulacion
de productos metabdlicos, una excesiva fuerza de corte (en cultivos en agitacion) e

incluso hipoxia.

Generalmente, la muerte celular dentro de un biorreactor es producida por
apoptosis, una muerte celular programada resultante de un estimulo no letal que
activa una cascada de sefalizaciones intracelulares culminando en muerte.
Morfolégicamente se aprecia una contraccién de la cromatina, seguida por la
formacion de burbujas en la membrana plasmatica, encapsulando contenido
citosélico y nuclear, finalmente, estos fragmentos se desprenden en forma de
cuerpos apoptéticos. Sin embargo, puede ocurrir una muerte por necrosis cuando
los estimulos son extremos y generan un dano fisico a las células, éstas rompen la
membrana liberando el contenido intracelular al medio (Arden & Betenbaugh, 2004;
Butler, 2005).

La viabilidad celular representa la cantidad de células vivas funcionales en un
cultivo, durante el cultivo o después de haber pasado por un estrés de diferente
naturaleza. Los ensayos de viabilidad pueden basarse en el uso de colorantes, los
cuales prueban la capacidad que tienen las células por absorber o rechazar ciertos
tipos de tintes, las células muertas son permeables a estos debido a que la
integridad de la membrana se encuentra comprometida; siendo la tincion por
exclusion de azul de tripano una de las mas empleadas (Freshney, 2010; Masters,
2000). También, los colorantes que dependen de la actividad metabdlica han
ganado popularidad debido a la versatilidad, el numero de muestras que pueden ser
procesadas, la capacidad de trabajar con células en adherencia (evitando asi
llevarlas en suspension); el ensayo mas conocido es con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol o MTT, basado en la conversion de tetrazolio

soluble en cristales insolubles de azul de formazan, reducciéon que es llevada a cabo
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en la mitocondria por células funcionales. (Stoddart, 2011). Asimismo, se
encuentran los ensayos basados en la determinacion de los niveles de ATP; el
ensayo con sulforodamina B (colorante que en las condiciones adecuadas se une a
proteinas de metabolismo celular); los ensayos de marcador de viabilidad de
proteasa; los basados en la supervivencia clonogénica, basados en determinar la
capacidad celular de proliferar conservando su capacidad reproductiva para formar
una gran colonia; por cuantificacion de los niveles y sintesis de ADN; y por
espectroscopia RAMAN como método no invasivo para distinguir los estados del
ciclo celular y células vivas de muertas (Adan et al., 2016). Debido a la amplia gama
de ensayos para determinar la proliferacion y viabilidad celular, siempre hay que
verificar el propdsito y la finalidad para determinar el ensayo que mejor se ajuste al

experimento propuesto.

2.1.4 Actividad metabdlica en el medio de cultivo.

El metabolismo de la mayoria de las células animales empleadas para la produccion
de proteinas terapéuticas se caracteriza por las altas tasas de absorcidén de glucosa
y glutamina, presentando un incremento en la secrecién de lactato y amonio, por lo
que esta acumulacion de subproductos puede detener el crecimiento y llevarlo a
fase estacionaria provocando efectos nocivos sobre la viabilidad y la calidad de la

molécula a producir (Quek et al., 2010).

Nutrientes como glucosa, glutamina y los acidos grasos son moléculas que forman
mayoritariamente parte de la produccién de ATP y sintesis de metabolitos no
esenciales en los cultivos celulares animales, sin embargo, las células carecen de
la capacidad biosintética de producir los metabolitos necesarios para regular sus
funciones de ahi la importancia de la obtencion de estos por fuentes extracelulares.

Como se muestra en la Figura 4, las células son capaces de obtener diversos
subproductos a través de las macromoléculas que obtienen del propio medio. Las
células sintetizan intracelularmente acidos nucleicos (ADN y ARN) a partir de la

20




glucosa y glutamina (también algunos aminoacidos no esenciales). Ademas de la
glucosa, se obtienen algunos sacaridos y los grupos nitrogenados son donados por
la glutamina. Para la sintesis de proteinas, los aminoacidos (a.a) se encuentran
libremente o pueden obtenerse por medio del catabolismo de proteinas
extracelulares. En cuanto a los lipidos extracelulares, estos son liberados por las
lipoproteinas y las albuminas séricas; y aunque la mayoria no son esenciales,
también pueden ser generados a partir de glucosa y glutamina (Palm & Thompson,
2017).
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Figura 4 Nutrimentos necesarios para el crecimiento de células animales. Modificado de Palm &
Thompson, 2017.

La glutamina sirve como combustible respiratorio en aquellas células que se dividen
rapidamente y que usan glucosa de manera ineficiente, sin embargo, su
degradacion y metabolismo genera la produccion y acumulacién de amoniaco el
cual actua como agente toxico durante el cultivo de células animales (Lao & Toth,

1997; Valk et al., 2010). También proporciona una fuente importante de nitrégeno
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para la sintesis de nucledtidos no esenciales, donando nitrégeno en forma de grupo
amida para convertirse en acido glutamico que proporciona la fuente principal de

nitrogeno para la sintesis de aminoacidos (Finley & Thompson, 2015).

La glucosa y los aminoacidos son nutrientes de bajo peso molecular y de naturaleza
hidrofilica por lo que no pueden difundirse a través de la membrana plasmatica vy,
por lo tanto, son transportados por medio de transportadores de nutrientes. Seis
isoformas diferentes de transportadores de glucosa han sido aisladas en diferentes
tejidos. El transportador de glucosa GLUT1 es el mas abundante en el cuerpo y es
expresado a cierto nivel en todos los tejidos, por lo que podria ser transportador
responsable en el mayor de los casos de glucosa. Como ya se ha mencionado, la
glutamina es el segundo mayor componente en el medio de cultivo, siendo
identificados diferentes transportes implicados en su metabolismo, en general han
sido clasificados dentro dos categorias principales: dependientes de Na* e
independientes de Na*. La primera categoria emplea un gradiente quimico de Na*,
mantenido por Na*/K*-ATPasa, para cotransportar glutamina y Na* encontra de su
gradiente de concentracién. La segunda categoria facilita el movimiento selectivo
de aminoacidos a través de la membrana plasmatica independientemente del
gradiente de Na* (Ozturk & Hu, 2006; Palm & Thompson, 2017).

2.2 Linea celular HEK293 como sistema productor en la industria
biotecnoldgica farmacéutica.

De acuerdo a lo presentado en los apartados anteriores, las células animales son el
sistema preferido para la produccion de proteinas recombinantes complejas, debido
al correcto plegamiento de proteinas y un patron de glicosilacién semejante al
humano, caracteristicas a las que se atribuye la calidad y eficacia de una proteina
(Hossler et al, 2009). Las células HEK293 (obtenidas por Graham en 1977, en las
cuales se les incorpord la regidon E1 de adenovirus) funcionan como sistema

productor para vectores adenovirales deficientes de replicacion (Galvez et al,.
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2012), recientemente han sido relevantes como sistemas productores de
adenovirus recombinantes para ser usados como vacunas y en terapia génica (Ertl,
2016; Henry et al., 2004). Asi como modelos en la produccion de inmunoglobulinas
y de transfeccion transitoria para la expresion de proteinas (Baldi et al., 2007) o para
la produccion de particulas virales (Liste-Calleja et al, 2014; Ginn et al., 2013; Lasaro
& Hildegund, 2009; Delenda et al., 2007; Nallet et al., 2012).

Este tipo celular ha presentado altas densidades celulares en cultivos a mayor
escala, buena reproducibilidad en la produccidén de proteinas recombinantes y un
metabolismo muy eficiente debido a su capacidad de consumir fuentes de carbono

y sus derivados a la vez (Liste-Calleja, 2015).

Drotrecogin alfa (XIGRIS®) una proteina C activada recombinante para el
tratamiento de pacientes con sepsis grave, fue la primer glicoproteina producida en
HEK293 aprobada por la FDA y la EMA en el 2001 y 2002, se traté de producirla en
células CHO pero las modificaciones post-traduccionales fueron inadecuadas, sin
embargo, fue removid del mercado en 2011 por mostrar bajos efectos benéficos
(Lalonde & Durocher, 2017). En la Tabla 2 se senalan los agentes terapéuticos que

han sido aprobados y producidos en la linea celular HEK293.

Tabla 2 Medicamentos biotecnoldgicos producidos en células HEK293 y su estatus aprobatorio
ante la FDA y la EMA. Modificado de Dumont et al., 2016.

Estatus Estatus
Medicamento Indicacién aprobatorio en aprobatorio en
FDA EMA
Septicemia severa Aprobado en Aprobado en

Drotrecogin alfa o . .
y choque séptico 2001; retirado en 2002; retirado en

(XIGRIS®)
severo 2011 2011
rEVIIIFc Hemofilia A Aprobado en 2014 Presentado 2014
(ALPROLIX®)

(Continuacion)
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Tabla 2 (Continuacion)
rFIVFc Hemofilia B Aprobado en 2014 No aprobado
(ELOCTATE®)
Dulaglutide Diabetes tipo 2 Aprobado en 2014 Presentado 2014
(TRULICITY®)
Human-cl rhFVIII  Hemofilia A Presentado a FDA Aprobado en 2014
(NUWIQ®)

Debido al interés para la produccién de macromoléculas con uso terapéutico, los
avances tecnoldgicos para mejorar la eficiencia de produccion y mantener la
estabilidad de las proteinas desde su obtencién hasta el producto final, para la
industria farmacéutica el uso de lineas celulares de origen humano es cada vez mas
prometedor para ser una de las plataformas preferidas en la produccion de proteinas

terapéuticas o biofarmacos (Dumont et al., 2016).

2.2.1 Células HEK293.

La linea celular HEK293 fue obtenida en 1973 a partir de células de rifidn de un
aborto de embriéon humano donado cuyo origen familiar es desconocido al momento.
Esta linea celular se transformd por la insercién de un fragmento de ADN de
adenovirus tipo 5 (Ad5) de aproximadamente 4 KPb integrados dentro del
cromosoma 19 de la linea celular, dicha region es conocida como E1 y consta de
dos subunidades de transcripcidén que codifican a las proteinas E1Ay E1B que estan

implicadas con las vias del ciclo celular y contrarrestan la apoptosis celular.

La identificacion de las células HEK con el numero 293 es debido al numero de
experimentos para poder llevar a cabo la transformacion exitosa de las células.
Durante el proceso de la transformacion de la linea celular se emplearon células de
rata y hamster sin ser eficientes, sin embargo, dentro de los experimentos realizados

en HEK sdlo dos platos de cultivo mostraron el cambio morfolégico de una colonia
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transformada después de la exposicion al ADN del Ad5. Posteriormente, se dieron
a la tarea de la obtencion de las células transformadas sobre las células no
transformadas por medio de una serie de pasos de aislamiento celular, cultivando
so6lo las colonias transformadas hasta obtener una densidad significativa con las

caracteristicas fenotipicas de las células (Graham et al, 1977).

Su empleo ha aumentado debido a la capacidad de la replicacion de vectores virales
recombinante carentes de la capacidad de replicacién asi como el estudio de la
sefal de transduccion virica sobre el empaquetamiento viral y de igual manera como
una sistema productor a baja escala de proteina recombinante con potencial uso
terapéutico (Louis et al., 1997; Lin et al., 2014).

2.3 Adenovirus.

La importancia del tratado y estudio de los adenovirus se instaura en la eficiencia
de estos para la transmisién de infecciones de distinta indole; es decir, los
adenovirus actuan como vehiculos de amplio espectro que afectan por ejemplo las
vias respiratorias, el area ocular, el sistema gastrointestinal, e inclusive el sistema
urinario. El antecedente que se tiene parte de la identificaciéon del agente viral
aislado en humanos, principalmente en las adenoides de los nifios (Rowe et al.,
1953), y hasta el momento se han identificado un total de 57 serotipos humanos
(Legorreta-Herrera et al., 2012). Estos eran clasificados con base en las pruebas de
hemaglutinacién, y mas tarde se categorizaron por analisis de restriccion y

secuenciacion (Volpers & Kochanek, 2004).
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Figura 5 Estructura del Adenovirus. Se muestran los componentes del nicleo como el ADN y proteinas
del nucleo identificadas en la imagen con los prefijos V, VI, X y proteinas terminales (TP). Las
proteinas de cdpside denominados hexones (ll), bases de pentona (lll), fibras (IV) y las proteinas
asociadas al hexon (llla, VI, VIl y IX). Modificado de Delenda et al., 2007.

Como se representa en la Figura 5, los adenovirus son viriones sin envoltura con un
diametro de 60 a 90 nm y con genoma de ADN de doble cadena lineal de 30-40 kb;
estan compuestos por 240 capsémeros formando 20 caras triangulares las cuales
estructuran la forma icosaédrica del virus, ademas de contar con 12 pentonas en la
region de los capsdmeros que sirven como base para las 12 fibras responsables a
la unién primaria del receptor coxsackie adenoviral (CAR) en la superficie celular
(Volpers & Kochanek, 2004)(Delenda et al., 2007).

2.3.1 Vectores adenovirales.

La introduccion de material genético ajeno a células somaticas en el organismo tiene
grandes promesas como una herramienta terapéutica (Zhang & Zhou, 2016; Gerard
& Meidell, 1993). Los vectores adenovirales son de gran importancia por ser una

herramienta para el estudio de la expresion génica en una amplia variedad de tejidos
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(Suchanek & Salati, 2015), son un vehiculo potencial para estrategias de
inmunizacién, asi como en terapia génica para la correcciéon de enfermedades
genéticas y adquiridas comparados con otros vectores virales como lentivirus,
retrovirus, adeno-asociados, etc ( Zhang & Zhou, 2016; Lukashev & Zamyatnin,
2016). Existe una gran variedad de vectores empleados en los ensayos clinicos de
TG, siendo los vectores adenovirales con un 18.5 % los mas empleados (ver Figura
6), debido a sus capacidades para una alta eficiencia de transduccion, altos niveles
de expresidn génica (expresidn transitoria) y la capacidad de transducir células

quiascentes y en division (Ginn et al., 2018).

Vectores utilizados en ensayos clinicos de terapia génica q\*ﬁ.

Adenovirus 18.5% (n=575)
Retrovirus 16.9% (n=525)
@ ADN desnudo/plasmido 15% (n=466)
@ Lentivirus 10.1% (n=315)
Virus adeno-asociados 8.1% (n=250)
. Virus vacuna 6.8% (n=211)
Lipofeccion 3.8% (n=119)
£ Virus de la viruela 3.6% (n=111)
. Virus herpes simplex 3.2% (n=99)
Otros vectores 7.1% (n=221)
. Desconocidos 6.9% (n=213)

The Journal of Gene Medicine, © 2019 John Wiley and Sons Ltd

Figura 6 Vectores empelados en ensayos clinicos en terapia génica en todo el mundo hasta diciembre
2019. Los adenovirus como principales vectores virales como énfasis en la busqueda de un sistema
eficiente para la produccion del vector. Tomado y modificado de Wiley & Sons, 2019.

Los adenovirus serotipo 2 y 5, han sido los mas utilizados en ensayos clinicos de
terapia génica (TG) y en vacunas (Liebert, 2004). Tienen una capacidad de
transducir células en replicacion como quiascentes, capaces de entregar
transgenes hasta de 8 kpb; y como su ADN no se integra dentro del genoma y reside
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de manera episomal en el nucleo, esto impide el riesgo de una mutagénesis
insercional, sin integracién directa en el genoma de la célula hospedadora,
realizando una expresion transitoria y siendo vulnerable a mecanismos de
silenciamiento celular. Como primer mecanismo de seguridad en la construccion de
estos vectores se hizo la eliminacion de genes esenciales en la replicacion viral; asi,
a los vectores adenovirales de primera generacion se les eliminé la region E1 (E1a
y E1b), donde se codifican los primeros factores reguladores transcripcionales. La
eliminacion de esta region resultdé en vectores deficientes de replicacion. En los
vectores de segunda generacion, se eliminaron ademas de la regidon E1, los genes
no estructurales E2, E3 y E4, demostrando un incremento en la capacidad de
clonacion y reduccioén de la citotoxicidad celular, sin embargo, aun desencadenaron
respuestas inmunologicas. El desarrollo de vectores menos inmunogénicos y de
mayor capacidad resultd en los vectores de tercera generacion denominados como
vectores adenovirales de alta capacidad (HC-AdVs) y también conocidos como
AdVs dependientes-ayuda, los cuales s6lo mantienen las repeticiones terminales
invertidas (ITRs) 5’y 3’ ademas de una sefial de empaquetamiento, minimizando la
citotoxicidad lo que permite la expresion prolongada de genes terapéuticos, lo que
convierte al HC-AdVs en un vector prometedor para ser usado en terapia génica
hasta la fecha (Lee et al., 2017).

2.4 Interferon-y.

Se le atribuye a Isaacs y Linderman en 1957 el descubrimiento de los interferones
(IFN); son miembros de la familia de las citocinas siendo glicoproteinas de bajo peso
molecular, producidas por diferentes tipos celulares por medio de la regulacion
inmune en respuesta de infecciones virales y tumorales. Una de las funciones que
se les atribuye es la supresion de la proliferacion celular inhibiendo la replicaciéon
viral de células infectadas, y actividad inmunomoduladora mejorando la actividad
fagocitica de macréfagos y aumento de la especificidad en el efecto citotdxico de

linfocitos a células blanco. Anteriormente fueron clasificados por el tipo celular que
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los secretaba sin embargo hoy en dia se les clasifica por el tipo de receptor al cual
se unen de manera especifica, dividiéendose como IFN tipo I, Il y Il (Orion & Wolf,
1957; Schroder et al., 2004).

El IFN-y o interferdn tipo Il suele denominarse interferon inmune. Inicialmente se
purifico de linfocitos de sangre periférica humana. Es producido predominantemente
por linfocitos T CD4*, CD8", células T gammal/delta y de igual manera por células
NK al presentarse un estimulo inmune o inflamatorio. La produccion por estas
células se reduce cuando entran en contacto con el antigeno presentado. Citocinas
adicionales, incluyendo IL-2 y IL-12, también pueden inducir la produccién de IFN-y
En el cuerpo, la produccion de IFN-y es debido principalmente a la presencia de
patdgenos, el entrecruzamiento de algunas moléculas de superficie y antigenos
especificos (Mata-Espinosa & Hernandez-Pando, 2008). Existe un unico gen IFN-y
constituido por cuatro exones y tres intrones, siendo localizado en el cromosoma 12
en el humano. Este gen codifica a un polipéptido maduro que contiene 143 a.a con

una masa molecular de 17 kDa, siendo una molécula glicosilada (Walsh, 2007).

El IFN-y es biolégicamente activo en su forma de homodimero formado por una
asociaciéon de dos subunidades de polipéptidos maduros que estan asociadas de
una forma antiparalela estabilizada por fuerzas no covalentes, teniendo una masa
aproximadamente de 40 a 70 KDa. Durante la biosintesis los péptidos son N-
glicosilados; mediante un analisis por SDS-PAGE se revelan tres bandas de un peso
molecular de 16-17, 20 y 25 kDa que difieren debido al grado de glicosilacién. La
banda perteneciente a 20 kDa es por una glicosilacion en la asparagina 97, la
representacion de 25 kDa presentan glicosilaciones presentes en asparagina 25 y
97, mientras que las pertenecientes a 16-17 kDa no presenta glicosilacion alguna,
debido a estos resultados se indica que las dos formas monoméricas son
subespecies de origen natural, que fueron derivadas por alguna modificacién
postranscripcional o de un unico producto génico (Chroboczek et al., 1984; Mata-
Espinosa & Hernandez-pando, 2008; Walsh, 2007).
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2.4.1 Funciones biologicas del Interferdn-y.

Al encargarse de estimular las células inmunes y ayudar en la activacion de
macrofagos que lisan o restringen el crecimiento de células infectadas, el IFN-y
también se produce bajo ciertas circunstancias como: inflamacion cronica, distintas
infecciones virales, cancer y problemas de autoinmunidad. Los mecanismos
antivirales que induce el IFN-y son debido al estimulo de enzimas con actividades
antivirales que tienen un impacto en la replicacién de los virus. Los factores que
median el crecimiento y la actividad proapoptoética limitan la proliferaciéon celular, y
por ende, regulan la replicacién viral evitando la diseminacion células circundantes
(Mata-Espinosa & Hernandez-pando, 2008; Schroder et al., 2004; Wu et al., 2009).

En comparacion con los otros interferones, el IFN-y induce una distinta gama de
actividades biologicas. A pesar de poseer una débil actividad antiviral, esta
involucrado en la regulacion de aspectos inmunes y respuesta inflamatoria, ya que
promueve la activacion, crecimiento y diferenciacion de diversos tipos celulares para

efectuar una actividad protectora, presentados en la Tabla 3.

Tabla 3 Tipos celulares implicados en el sistema inmune, inflamatorio u otras respuestas cuya
activacion, crecimiento y diferenciacion son promovidas por el IFN-y. Modificado de Walsh, 2007 p.
219.

Tipo celular

Macrofagos/monocitos
Neutrofilos polimorfonucleares
Linfocitos T
Linfocitos B
Células NK
Fibroblastos
Células endoteliales
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Como principal funcidn se encuentra la activacion de macrofagos influyendo
principalmente en: destruccion de microorganismos invasores, destruccion de
patdogenos intracelulares, citotoxicidad de células tumorales y aumento en la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) por lo que potencia la
activacion de los linfocitos mediante la presentacion del antigeno promoviendo la
fagocitosis de células dafiadas (Walsh, 2007; Orion & Wolf, 1957) .
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3 Antecedentes.

3.1 Construccion de un vector adenoviral que expresa interferon
gamma con uso potencial para la produccion de proteina
recombinante.

La eficiencia en la secrecién y produccion de proteinas recombinantes utilizando
vectores de expresion transitorios, es regulada por varios factores genéticos, como
el numero de copias del transgén, la eficiencia transcripcional, la fuerza del promotor

y los péptidos sefal que regulan la secrecion de proteinas (Roman et al., 2016).
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Figura 7 Resultados de la eficiencia en la transduccion del vector Ad/IFN-y y produccion de IFN-y por
la Mtra. Romero-Martinez en 2014. Figura 7A) gel de ARN demuestra a 120 pb la transcripcion de
los mARN del IFN-y en células HEK293 infectadas; M) marcador de peso molecular Gene Ruler 100
pb plus ADN ladder, 1) control positivo plasmido pUC57IFN-y, 2) control negativo células HEK293 sin
infectar, 3) mARN de HEK293 cuarta amplificacion, 4) mARN HEK293 quinta amplificacion. Figura
7B) Western Blot para la identificacion de la produccion del dimero de IFN-y en cultivos infectados,
gel en condiciones nativas; M) marcador PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, C-) sobrenadante
de células Hek293, 1) sobrenadante de células HEK293 infectadas tercera amplificacion, 2)
sobrenadante de células Hek293 infectadas cuarta amplificacién, 3) sobrenadante de células HEK293
infectadas quinta amplificacion, C+) IFN-y de referencia (Recombinant Human IFN-y).

Debido al potencial uso de los vectores adenovirales como herramientas para la

expresion de proteina recombinante y como principales vectores en la terapia
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geénica, el presente trabajo utilizé un vector adenoviral tipo 5 de primera generacion
que expresa como transgene la proteina interferon gamma como instrumento en la
investigacion basica, para mejorar su produccién con fines de investigacion. Este
vector se construyo en el laboratorio de biotecnologia farmacéutica de la Facultad
de Farmacia (UAEM) por la M.F. Romero-Martinez en 2014.

La construccion se realizo utilizando el kit AdenoX expression system 1, mediante
el plasmido pAdenolFN-y con el inserto del interferon gamma linearizado. Se realizd
un complejo con lipofectamina 2000/ pAdenolFN-y y se transfectaron placas de 6
pozos con células HEK293. Una vez observado el efecto citopatico se cosecharon
los cultivos y se procesaron las muestras para la obtencion de los vectores
adenovirales construidos. Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacion de dichos
vectores en frascos T 75 cm? con HEK293 sucesivamente hasta una quinta
amplificacion de los vectores. El titulo viral se calcul6 mediante la técnica de End-
Poin dilution con la cosecha proveniente de la quinta amplificacion, el cual fue de
1.57X108 PVI/mL. La evaluacion de la construccion del vector se realizd mediante
un PCR para el gen de IFN-y garantizando que efectivamente el vector contenia el
gen. Por ultimo, para analizar la expresion de la proteina, por medio de RT-PCR se
identificd que en efecto los transcritos a IFN-y se estuvieran expresando y por
WesternBlot en condiciones nativas se detectd la produccion de la proteina

secretada al medio (Figura 7).

3.2 Estrategias para mejorar el cultivo y la productividad en células
HEK293.

Dentro de la industria, uno de los objetivos para la produccion y comercializacion de
biomoléculas con actividad terapéuticas es encontrar una alta productividad
volumétrica y/o alta titulacion de la molécula, manteniendo un margen estandar
rentable con base al proceso. Debido a esto se han manipulado y combinado
diversas estrategias novedosas e innovadoras para optimizar el proceso de cultivo

de células animales, ya que de esta manera se elevan los beneficios econdmicos
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que conllevan la produccion de biofarmacos manteniendo un impacto positivo

economicamente (Jesus & Wurm, 2011).

Algunas de estas mejoras son el aumento del tiempo de la concentracion celular
viable o aumentar la productividad especifica: a mayor tiempo en que la célula se
encuentre viable proveera de un mayor tiempo para que produzca mas; por lo que
parte de la investigacion para mejorar la viabilidad se ha enfocado en los
mecanismos intracelulares como la muerte celular, el metabolismo y el ciclo celular,
con el objetivo de desarrollar un mejor ambiente al cultivo que le brinde las

cualidades deseadas (Baek et al, 2015).

Al disefiar un modelo que mejora la productividad en el cultivo, a veces, el proceso
desarrollado dentro del laboratorio al llegar a escala nivel industrial raramente llega
a ser ftransferible, inclusive si pudiera ser muy productivo, por lo que las
caracteristicas deseadas tanto de medio empleado, linea celular y el proceso
deberan de cumplir con cierta investigacion adicional para ser implementados
(Kretzmer, 2002). Este trabajo se basa en la investigacion de las células HEK293
utilizando una multiplicidad de infeccion y un suplemento para el cultivo de células
animales (ExCyte®) en la busqueda de poder mejorar la produccién por medio del
sistema Ad5/IFN-y para la produccion de la proteina IFN-y recombinante y vectores

adenovirales.

3.2.1 Muultiplicidad de infeccion y densidad celular para mejorar la
produccion de vectores adenovirales.

Los vectores adenovirales han ganado interés durante la ultima década, los cuales
son empleados especialmente en ensayos TG suicida (también conocida como
terapia profarmaco), estrategias de reemplazo genético utilizando vectores
recombinantes para transferir genes dentro del humano, en nuevas estrategias que
combinan la TG con agentes quimioterapéuticos y como herramientas en la

inmunoterapia. Por lo que se ha incrementado el interés en el desarrollo de nuevos
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procesos, analisis y métodos de obtencién (Altaras et al., 2005; Blanche et al., 2000;
Viswanathan et al., 2015).

Los parametros para una adecuada productividad virica dependen de: el disefio
general del vector adenoviral, la linea celular para propagar el virus, la formulacion
del medio, la escala y una efectiva multiplicidad de infeccion (MOI). De este modo
el ciclo de replicacion de virus es exitoso obteniendo grandes cantidades de él,
permitiendo una reproducibilidad lote a lote y ademas se optimiza una MOI que
garantice una adecuada producciéon sin utilizar grandes cantidades del virus en
stock (Altaras et al., 2005).

En el trabajo realizado por la M.F. Sosa-Garcia (2018), mediante el disefio de una
matriz experimental se evaluaron cultivos celulares de células HEK293 a
densidades celulares de 0.6X108, 1.0X108y 1.5X108 CV/mL infectados con el vector
adenoviral Ad5/IFN-y a diferentes MOI (0.1, 1 y 5), midiendo el crecimiento celular
post infeccion, el titulo viral y la produccién de IFN-y como proteina recombinante.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la densidad celular de 0.6X10% CV/mL a
una MOI 5 produjo un mayor titulo viral e identificd que en esta misma condicién la
produccion de proteina IFN-y recombinante fue mayor de entre los cultivos
evaluados. Por lo que se determind que a una densidad de 0.6X10% CV/mL a una

MOI 5 hay una mayor produccion de vectores virales y de proteina recombinante.

3.2.2 Suplemento a base de lipoproteinas Ex-Cyte.

El suplemento empleado para los fines de este proyecto ExCyte es producido por
Merck Millipore, su funcion principal es para el cultivo de células animales que se
encuentran en bajas concentraciones de suero o en cultivos libres de suero para

mejorar el crecimiento y la produccidn de proteinas recombinantes.

Es una microemulsion color ambar claro de lipoproteinas bovinas y colesterol en un
concentrado liquido. Se fabrica empleando suero bovino, utilizando una técnica

patentada de origen estadounidense, teniendo una variante llamada Ex -Cyte NZ en
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donde el unico cambio en el proceso de su obtencidon es la utilizacion de suero
bovino exclusivo de Nueva Zelanda (Millipore, 2015). Su utilidad esta relacionada al
hecho de que el empleo de un suplemento pueda reducir la concentracién de SFB
teniendo impacto directo en el cultivo, debido a la reduccién de costos que conlleva,
el mantenimiento de la calidad en el cultivo y un mejor control en la purificacién de

produccion de proteina.

En la Tabla 4 se presenta una recopilacién de las publicaciones en los cuales se ha
empleado el mismo principio que ExCyte como suplemento en el cultivo de distintas

lineas celulares.

Tabla 4 Recopilacion literaria del empleo de ExCyte. Suplemento en el cultivo en distintos tipos
celulares animales.

Tipo celular Efecto sobre el cultivo de células animales Referencia

CHO 320 Empleo del suplemento ExCyte en medio libre de suero para | (Jenkins et

mejorar la produccion y glicosilacién de interferén gamma a | al., 1994)
partir de células CHO 320; se minimizé el efecto del deterioro
en la glicosilacién durante el proceso y mejorandola en

contraste a otro suplemento comercial.

CHO Reporte técnico IV de pare de CELLine. Uso del ExCyte como | (Wolf, 2003)
suplemento de medio de cultivo para la adaptacion de células
CHO a suspensién, para optimizar la produccion de proteina

recombinante empleando una alta densidad celular.

Tejidos
tumorales y no
tumorales de

endometrio

Suplemento de medio DMEM-F12 para el cultivo de explantes

de tejido endometrial normal y maligno.

(Parekh et al.,
2002)

Tejidos

tumorales y no

Suplemento en medio libre de suero DEM-F12 para el

mantenimiento y cultivo de tejido tumoral y normal de

(Bruner-tran
et al., 2002)

tumorales de
endometrio.
endometrio
Epitelio Empleado como suplemento de medio para el crecimiento de | (Kafoury et
bronquial tejido primario de epitelio de bronqueo. al., 1999)

(Continuacion)
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Tabla 4 (Continuacion)

Células . ) (Zheng et al.,
estromales  de Como suplefnento de medio DMI?M-Ha.m’s F-12 para el cultivo 2000)
endometrio de células aisladas de endometrio murino.

SF-9 Auxiliar en el cultivo de células de insecto SF-9 para | (Hink, 1991)
produccion de proteina recombinante obteniendo un
incremento en la densidad y la viabilidad en los medios de
cultivo en los cuales ExCyte fue empleado, a comparacion de
los medios de cultivos suplementados con SFB y aquellos
medios libres de suero.

Especies de | Como auxiliar en el cultivo de especies de Mollicutes, | (Mycoplasme

Mollicutes obteniendo un crecimiento considerable a comparacién de los | s, 1993)
suplementados con SFB, por ende, se obtuvo una reduccion
en el costo del cultivo y control en la eficiencia del crecimiento.

Pre-adipositos Auxiliar en medio de cultivo para la diferenciaciéon de | (Soret et al.,
preadipositos de oveja, obteniendo una mejora en la | 1999)
diferenciacion celular.

A49y B9 Suplemento en medio de cultivo en dos lineas celulares de | (Zeghari et
hibridomas. Se reporta un incremento en la densidad y | al., 1996)

viabilidad de A49 a comparacioén de las B9, sin embargo, se
presenté un aumento en la productividad en la linea celular B9
en contraste de la A49 por lo que concluye que el efecto del
suplemento ExCyte puede variar dependiendo a la linea

celular.
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4 Justificacion.

Actualmente, el cultivo de células animales es ampliamente utilizado en
biotecnologia farmaceéutica con diferentes fines. Su uso puede estar considerado
desde el establecimiento de metodologias de analisis relacionadas con pruebas
preclinicas in vivo hasta ser el hospedero en la produccion de biofarmacos y
bioldgicos, por lo que es indispensable que se desarrolle bajo 6ptimas condiciones.
Por ello, siempre se ha buscado mantener a las células en ambientes adecuados
que satisfagan todos sus requerimientos nutricionales con la finalidad de no tener
limitantes en su desarrollo y produccion, siendo el desarrollo de medios de cultivo
un area de gran interés en biotecnologia. Asi, el suplemento ExCyte es una
propuesta para el mantenimiento celular, que pretende mejorar el crecimiento
celular y la produccion de proteina recombinante, ademas, de la capacidad de
disminuir la suplementacién con SFB ya que este ultimo presenta una calidad
variable dependiente del lote y una gran cantidad de biomoléculas innecesarias que

interfieren en el proceso de purificacion.

Bajo este criterio, en este trabajo se plantea estudiar la respuesta del suplemento
del medio de cultivo ExCyte para el mantenimiento del cultivo de células HEK293 el
cual puede ser considerado como un potencial sistema productor de proteinas
recombinantes y/o de vectores virales con la finalidad de mejorar o presentar nuevas
condiciones de cultivo que apoyen en el desarrollo de la investigacion de nuevas

moléculas que puedan servir en un futuro como terapia farmacoldgica.
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5 Hipdtesis.

La suplementacion de ExCyte en el medio DMEM-F12 ayuda al mantenimiento y
crecimiento de cultivos celulares de HEK293 ante la disminucién de 2, 3y 5% de

SFB, y permite la produccion de vectores adenovirales y proteina recombinante.

6 Objetivo general.

Analizar el efecto del suplemento ExCyte a diferentes concentraciones de SFB
sobre el mantenimiento celular, produccion de vectores adenovirales y proteina

recombinante en cultivos de células HEK293.

6.1 Objetivos particulares.

e Adaptar las células HEK293 con el suplemento ExCyte a concentraciones del

2,3y 5 % de SFB para poder evaluar.

e Los parametros cinéticos, el porcentaje de viabilidad y analizar el
comportamiento metabdlico de células HEK293 en medio suplementado con

ExCyte a diferentes concentraciones de SFB.

e Evaluar el efecto del suplemento ExCyte, en cultivos de células HEK293
infectados con el vector Ad5/IFN-y a MOI 5 en cultivos a 10 % SFB y 2 de
SFB + ExCyte sobre la produccién del vector adenoviral y de IFN-y para

determinar su efecto en la produccion de estos.
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7 Estrategia experimental.

7.1 Primera fase de proyecto: efecto sobre crecimiento celular.

eCto sopre

crecimiento
celular

I
Adaptacion de HEK293

Cultivo control HEK293 en medio DMEM/F12
DMEM/F12 10 % SFB con 0.6% de suplemento
fxcyte

orrologia celular

' Proceso !e
suplementaciony

Calculo de parametros disminucién de SFB

cinéticos(y, td)
Viabilidad celular

Consumo de metabolitos

e 10% SFB + Ex-Cyte 3 pases
Consumo especifico
metabdlico J 5% SFB + Ex-Cyte 3 pases

3% SFB + ExCyte + 1X ITS +
0.6 % Albumina 3 pases

2% SFB + ExCyte 1XITS +
0.6 % Albumina 3 pases

Morfologia celular

Obtencion de parametros
cinéticos(y, td)

Viabilidad celular
Consumo de metabolitos

Consumo especifico
metabdlico )

Figura 8 Estrategia experimental en la primera fase del proyecto, efecto del suplemento ExCyte en
cultivos de células HEK293 en todas las etapas de disminucion de SFB.
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7.2 Segunda fase del proyecto: efecto sobre la produccidn de
vectores adenovirales y proteina recombinante.

Produccion del vector Ad5/IFN-y y
proteina recombinante IFN-y

' Infeccidn con Ad5/IFN-y Densidad

celular 0.5X10° CV/mL a MOI 5

Disminucién a 2% SFB + 0.6%
de suplemento ExCyte

[ Producciodn viral ] [ Produccion IFN-y ]

| [

Obtencidn titulo viral

rt-PCR
Detecciéon WB

Figura 9 Estrategia experimental en la segunda fase del proyecto, efecto del suplemento ExCyte
para la produccion de Adenovirus recombinante tipo 5 de interferon gamma en cultivo control de
HEK293 y en condicion critica de disminucion de SFB.
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8 Materiales y métodos.

8.1 Linea celular.
La linea celular empleada en este proyecto fue HEK293 (ATCC, No. Cat CRL-1573

(Human embrionic kidney), proveniente de la descongelacion de un criovial

previamente realizado de un banco de trabajo pase 17.

8.2 Medios de cultivo.

8.2.1 Medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con SFB.

Durante el desarrollo de este proyecto se empleé el medio de cultivo DMEM-F12
(BioWest® No de Cat. PO095-N1L), el cual fue suplementado con 10% de SFB
estéril e inactivado a 56°C por 50 min (el SFB fue alicuotado en tubos de centrifuga
de 50 mL y se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su uso). Este medio sirvio
para el mantenimiento de las células HEK293 que fungieron como controles de un

cultivo de células animales en condiciones estandarizadas.
La preparacion del medio de cultivo se llevo a cabo mediante el siguiente protocolo:

1. Agregar el contenido de un sobre de DMEM-F12 a un vaso de precipitados
con capacidad de 1 L.

Verter 500 mL de agua tipo 1 estéril hasta homogenizar.

Incorporar 1.2 g de NaHCOg3 al medio.

Incorporar los 400 mL restantes para llevar a un volumen final de 900 mL.

Ajustar el pH con un potencidmetro calibrado hasta un pH de 7.4.

2R T

Esterilizar el medio dentro de una campana de flujo laminar en una unidad

de filtracion estéril con membrana de tamafo de poro de 0.2 um.
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7. Alicuotar el medio en frasco de vidrio estéril y para comprobar la esterilidad
tomar 2 mL de medio y poner a incubar a 37°C por 72 h.
8. Rotular cada frasco correctamente y mantener a refrigeracion a 4°C hasta su

uso posterior.

El medio de cultivo DMEM-F12 se alicuoto en tubos estériles de centrifuga de 50
mL y posteriormente se agregd el 10 % de SFB. Los medios se etiquetaron y se

refrigeraron a 4°C.

8.3 Suplemento ExCyte®.

Se utilizé ExCyte® (Merck Millipore), como suplemento de medio de cultivo, el cual
es un concentrado de colesterol, lipoproteinas y acidos grasos que promueven el
crecimiento celular y la produccion de proteina en una variedad de células animales,
entre las reportadas se incluyen hibridomas, mielomas, CHO y HEK293 (Millipore,
2015).

El objetivo de este suplemento es disminuir la inconsistencia del cultivo de células
animales proporcionada por la inestabilidad de la calidad del SFB y abaratar costos.
De acuerdo con las especificaciones (Millipore, 2015), mejora la densidad celular,
la produccion y ademas confiere la capacidad de reducir las concentraciones de
SFB con una probabilidad de eliminarla casi completamente cambiando el medio a
uno libre de SFB.

8.4 Medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con ExCyte® y en
condiciones de disminucion de SFB.

Medio DMEM-F12 suplementado con ExCyte® con 5 % v 10 % de SFB
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Se alicuoté medio DMEM-F12 estéril en tubos de centrifuga de 50 mL estériles y se
realizaron los calculos para determinar el volumen necesario correspondiente a 5 %
y 10 % de SFB. Posteriormente, se anadio el volumen equivalente al 0.6 % de
suplemento ExCyte® del total de medio a preparar y se homogenizé el medio con

la pipeta.

Medio DMEM-F12 suplementado con ExCyte® con 2% v 3% de SFB

Se alicuoté medio DMEM-F12 estéril en tubos de centrifuga de 50 mL estériles, se
realizaron los célculos necesarios para afiadir 3% de SFB, el volumen equivalente
a 0.6 % de suplemento ExCyte® y tal cual lo sefala la informacion técnica del
suplemento en condiciones < 5 % de SFB se debe afiadir al medio a preparar el
volumen equivalente a 1X de ITS (insulin, transferin and sodium selenite) y la
cantidad correspondiente al 0.6 % de albumina. Una vez incorporados todos los
elementos se homogenizé con cuidado y se filtré por un poro de tamafio de 0.2 ym
colocandose en tubos de centrifuga de 50 mL estériles, posteriormente se

identificaron adecuadamente y almacenaron a 4 °C.

8.5 Descongelamiento celular.

Se inici6 el cultivo de células HEK293 descongelando un criovial mantenido a -196
°C en nitrégeno liquido. Se prepararon 7 mL de medio DMEM-F12 suplementado

con 20%, posteriormente se realizé la siguiente metodologia:

1. Mantener el criovial en hielo y cuidadosamente descongelar con el calor de
las yemas de los dedos.

2. Pasar el contenido del criovial cuidadosamente a un tubo de centrifuga con
5 mL de medio frio libre de SFB.

3. Centrifugar por 5 min a 900 rpm y con una pipeta retirar el sobrenadante
cuidando de no llevarse el pellet formado.

4. Resuspender el pellet con medio suplementado al 20% de SFB y colocarlo

en una caja de cultivo T25
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Incubar a 37 °C en una atmdésfera de 5 % de CO:2 y observar durante las
primeras 48 h.
Una vez observado que las células se encuentran adheridas, sustituir el

medio de cultivo por medio nuevo suplementado a 10 % de SFB.

8.6 Subcultivo de células HEK293.

Cuando la confluencia de las células en los frascos T de cultivo alcanzaban del 80

% al 90 % éstas debian ser subcultivadas ya sea para el mantenimiento de la caja

0 para montar algun otro experimento.

El protocolo empleado para subcultivar las células HEK293 en todas las condiciones

descritas en este proyecto fue a partir de una confluencia cerca del 80 %, para

garantizar que el frasco no estuviera lleno y pudiera tripsinizarse adecuadamente.

Asi, se realiz6 el siguiente protocolo:

1.

Dentro de la campana de flujo laminar extraer el medio de cultivo y desechar
en un frasco.

Lavar las células con 2 mL de PBS 1X estéril (este volumen es para frascos
T25, para T75 se emplean 3.5 mL) para quitar los restos de medio que
puedan estar presentes y se desecha nuevamente.

Una vez lavadas agregar 1.5 mL de tripsina/EDTA (este volumen es para
fascos T25, para T75 se emplean 2.5 mL) para desprender la monocapa
celular incubando a 37°C, 5% de CO2 a una atmdésfera humeda, durante 5
min, no se debe exceder este tiempo debido al dafio que puedan recibir las
células por la presencia de la proteasa.

Una vez transcurrido el tiempo el frasco se examina observando el
desprendimiento de la monocapa, si persiste la adherencia se puede dar un
ligero golpe al frasco para desprender la capa celular, para inactivar la
tripsina se emplea medio suplementado con SFB para inactivar la proteasa.
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5.

Con cuidado recolectar la suspension del frasco y traspasarla a un tubo
estéril de centrifuga de 15 mL, centrifugar a 1100 rpm durante 5 minutos y
con una pipeta estéril extraer el sobrenadante.

Resuspender el pellet celular con 3 mL de medio, tomar una alicuota de 1
mL para realizar conteo y ajustar el pase a una densidad celular de 0.6X10°
en frascos T25 con un volumen final de 5 mL de medio.

Marcar en el frasco el pase de las células e incubar a 37°C, 5% de CO2 en

una atmoésfera himeda.

8.7 Conteo y viabilidad celular.

Para conocer la concentracion celular y la viabilidad obtenida en el cultivo se llevd

a cabo el conteo por exclusion de azul de tripano. Las células viables tienen su

membrana plasmatica intacta por lo que el colorante no penetra dentro de la célula,

sin embargo, las células con la membrana dafiada permiten el paso del colorante,

tinendo las células de un ligero tono azul y sin brillo. El conteo se lleva a cabo en

una camara de Neubauer y de esta manera se discrimina entre las células viables

de las no viables.

El conteo se llevo acabo de la siguiente manera:

1.

2.

Preparar una soluciéon de azul de tripano al 10% con PBS 1X en tubos de
centrifuga de 15 mL.

Tomar 50 pL de la solucién de azul de tripano en un tubo eppendorf de 1.5
mL, posteriormente agregar 50 uL de la suspension de células y con cuidado
homogenizar con la micropipeta.

Preparar la camara de Neubauer y cargar con 10 uL de la suspension en la
camara. Si el numero de células contadas es mayor a 200 se recomienda
hacer una dilucion mas grande.

Se cuentan las células no coloreadas y brillantes (células viables), y las

coloreadas y opacas (células muertas).
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La concentracion celular se determin6 con la siguiente formula:

# células contadas L Células totales
X 10000 X Factor de dilucion =
# de cuadrantes mL

La concentracion celular viable se obtuvo mediante la siguiente formula:

# células viables contadas Células viables
X 10000 X Factor de dilucion =
# de cuadrantes mL

La viabilidad celular se calculé conforme la siguiente formula:

# células viables contadas/mL _ % Células viables
# de células totales /mL B mL

8.8 Adaptacion de células HEK293 en medio DMEM-F12
suplementado con ExCyte en condiciones de 10% vy
disminucion de 2, 3 y 5% de SFB.

Para poder llevar a cabo la suplementacion y posteriormente la disminucién en la
concentracion de SFB, los cultivos de HEK293 de un criovial pase 17 se
mantuvieron en frascos T25 en 5 mL de medio DMEM-F12 al 10% de SFB y 0.6%
de ExCyte a 37°C, 5% de CO:2 en atmodsfera humeda proporcionada por la
incubadora. Durante tres pases, tal y como es recomendado por parte del fabricante
del suplemento (cada pase se ajustd a una concentracion celular de 0.6x108 células
viables), para el proceso de adaptacion de las células a una nueva formulacién de
un medio de cultivo es necesario realizar alrededor de dos o tres pases para obtener
un crecimiento del cultivo adecuado en el nuevo medio, por lo que al cumplir con
este periodo el cultivo de células animales ha realizado un ciclo completo en su
crecimiento, de esta manera las nuevas clonas de las células se encuentran en

condiciones para mantenerse en las nuevas condiciones que el medio les brinda.
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Cuando las modificaciones del medio no brindan lo necesario, éste se vera afectado

en la respuesta de la viabilidad celular y en el crecimiento.

Al transcurrir los tres pases minimos (periodo de adaptacién) se procedié a montar
la cinética de adaptacion, de igual manera se tomé una alicuota de la suspension
celular de medio DMEM-F12 a 10% SFB y 0.6% ExCyte con un volumen equivalente
a una densidad celular de 0.6X10°8 y se llevo a otro frasco T25 con 5 mL de DMEM-
F12 a 5% de SFB y ExCyte 0.6% para bajar la concentracion de SFB; se
resuspendieron las células en la nueva condicidn para disgregar y tener un

crecimiento uniforme en toda la superficie del frasco T25.

El procedimiento para las disminuciones mas criticas de SFB como fueron las
condiciones de 2% y 3% fue el mismo que se realizdé en el caso de 5% SFB.
Cumplidos los tres periodos de adaptacién a 5% SFB y ExCyte, se procedi6 a
montar la cinética correspondiente y se tomé una alicuota equivalente a 0.6X10°
células/mL, traspasandolo a un nuevo frasco T25 con 5 mL de medio DMEM-F12 a
3% SFB + 0.6% de ExCyte + 1X de ITS y 0.6% de albumina, resuspendiendo
nuevamente hasta que las células cubrieran la superficie; al término del periodo de
adaptacion se prepardé la cinética de las células en la nueva condicidon y nuevamente
se tomd un volumen equivalente a 0.6X10° células y se llevé a un frasco T25 con 5
mL de medio DMEM-F12 a 2% SFB + 0.6 % de ExCyte + 1Xde ITS y 0.6 % de
albumina, siendo la ultima disminucion de SFB en el cultivo de HEK293 y

posteriormente su evaluacion mediante una cinética de crecimiento.

En todas las adaptaciones celulares se reservaron dos frascos T25 con 5 mL de
medio correspondiente a cada adaptaciéon para mantenimiento, colocando una
concentracion celular aproximada de 0.1X10%/mL para retrasar el tiempo de pase

del cultivo y posteriormente generar un banco celular de cada condicién.

NOTA: Es importante no romper con la cadena seriada de adaptacion al medio de
cultivo y de disminucion de SFB puesto que puede ocasionar que el cultivo de
células animales no se encuentre estable y se afecte el crecimiento, si se presenta
un inconveniente durante las reducciones se recomienda tomar una alicuota de los

cultivos de mantenimiento correspondiente a la condicién que se quiere llegar.
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8.9 Cinética de crecimiento de células HEK293.

La cinética se realizé al término de cada periodo de adaptacidon celular bajo las
distintas suplementaciones realizadas en los cultivos de HEK293. La concentracion
celular inicial fue de 0.9x10%/mL en un volumen de 1 mL en placas estériles de 12
pozosteniendo un triplicado de cada punto de la cinética para un periodo de 8 dias
sin cambiar el medio de cultivo. Cada 24 h se tom6 un triplicado de cada punto de
la cinética, se recolectd el sobrenadante en tubos eppendorf de 1.5 mL, se retird la
monocapa celular aplicando tripsina/EDTA 200 pL dejandose incubar durante 5 min
a 37°C, 5% de CO:2 en atmoésfera humeda. Pasado el tiempo de incubaciéon se
inactivd con el mismo medio recolectado y se resuspendio, tomando una alicuota
de 200 pL para llevar a cabo el conteo de células viables; el resto se centrifugo a
3000 rpm durante 5 min y se recupero el medio esta vez sin presencia de células.
El medio recolectado se refrigeré a -80°C etiquetado con la condicion evaluada y el
tiempo de recoleccion para ser evaluado posteriormente y conocer el consumo

metabdlico de acuerdo con el apartado 8.11.

8.9.1 Velocidad especifica de crecimiento de una cinética de
crecimiento.

Aunque el crecimiento celular generalmente implica un aumento en el numero de
células, inicialmente se produce un aumento en la masa celular sin ninguna
replicacion. La diferencia en la masa de la célula media entre poblaciones celulares
es considerable, como podria esperarse, pero también lo es la variacion dentro de
la misma poblacion. Crecimiento (aumento en el numero de células o masa) se

puede definir en los siguientes parametros (Masters, 2000):
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“* ”

I.  Velocidad especifica de crecimiento “y” [es decir, la tasa de crecimiento por

unidad (peso/numero) de biomasa] es dada por la siguiente formula:
dx/dt = px

Donde dx/dt es la velocidad con la que cualquier organismo crece en un
medio y bajo condiciones de cultivo establecidas. Esta velocidad esta regida
por una constante de crecimiento denominada “velocidad especifica de
crecimiento” (W) y por la concentracion de células o biomasa. Asi, integrando
dicha ecuacion con respecto al tiempo entre limites del tiempo inicial a un

tiempo dado.
In x/x70 = pt
Donde xo es la concentracion celular al tiempo to (tiempo 0).

II. El tiempo de duplicacion “td” (tiempo que tarda en duplicar la poblacion

celular numero/masa)

n2 0.693
td=—=—"—
u M

8.10 Cinética de infeccion de cultivos de HEK293 10 % SFB y
disminucion de 2% SFB mas ExCyte.

Se realiz6 la infeccion de HEK293 en dos condiciones de cultivo, aquel control
donde el medio de cultivo fue suplementado con 10% de SFB y en disminucién de
SFB al 2% suplementado el medio de cultivo con 0.6 % de ExCyte, 1 X de ITSy 0.6
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% de albumina. Las infecciones se llevaron a cabo en el laboratorio de bioseguridad
Nivel Il dentro de la Facultad de Farmacia-UAEM.

Los duplicados de las cinéticas de infeccion partieron de una concentracion celular
inicial de 0.6X108 CV/mL, en placas estériles de 6 pozos, recolectando muestra del
medio de cultivo, muestra de la suspension de células y vectores adenovirales (1
mL de suspensién células/medio) y una alicuota para conteo celular, todo esto se

llevé a cabo cada 24 h hasta un periodo de 120 h post infeccion.

Las placas de 6 pozos se sembraron a la densidad celular establecida en un

volumen de 2 mL, realizando el siguiente protocolo:

1. Una vez que las células estan adheridas a la superficie de la placa, se retira
el medio de cultivo cuidadosamente de cada pozo.

1. Colocar 2 mL de medio frio a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 5 del
Ad5/IFN-y.

2. Incubar por un periodo de 3 h para que la infeccion viral se lleve a cabo.

3. Retirar 200 pL del medio y afadir 200 yL de SFB homogenizando
cuidadosamente para una suplementacién del 10 % de SFB (infeccidén en

suplementacién normal).

Las células HEK293 adaptadas a la disminucion mas critica de SFB (2%) y
suplementadas con ExCyte se sembraron en placas a una densidad celular de

0.6X10% CV/mL en 2 mL, y posteriormente se realizé el siguiente protocolo:

1. Una vez adheridas las células, retirar el medio de cada pozo.

2. Colocar 2 mL de medio sin SFB a una MOI de 5 del Ad5/IFN-y.

3. Incubar la placa durante 3 h, retirar el medio nuevamente y se colocar con
precaucion 2 mL del medio suplementado con 2% de SFB + 0.6% de
ExCyte/1X de ITS/0.6 % de albumina.

Registrar la hora de la infeccion de cada condicion y realizar cada 24 h post infeccion
la cosecha de cada pozo hasta las 120 h.

Se realizé la siguiente metodologia para la cosecha y obtencidn de las muestras

para las determinaciones posteriores:
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. Durante la manipulacion de los cultivos utilizar la indumentaria requerida de
acuerdo con los lineamientos internos de laboratorio de cultivo de células
animales BSL Il de la Facultad de Farmacia-UAEM.

. Desprender con precaucion la monocapa formada en el pozo
correspondiente con ayuda de un scrapper estéril, homogenizar suavemente
y recolectar una muestra para realizar el conteo celular.

. Recolectar del pozo 800 pL de células y medio en un tubo eppendorf estéril
y afadir 200 uL de solucion de sacarosa saturada, etiquetar como titulacion
de particulas virales, almacenar a —80 °C. Muestra para ensayo en seccion
8.15.

. Tomar el sobrante del contenido de cada pozo en tubos eppendorf y
centrifugar a 3000 rpm durante 5 min para separar el pellet celular del medio.
. Una vez separada la muestra tomar una alicuota en un tubo eppendorf
destinada para el analisis metabdlico (ver apartado 8.11) y en otro tubo
destinado para realizar la deteccion y cuantificacidon del IFN-y producido (ver
apartados 8.13 y 8.14). Almacenar a -80 °C y a -20 °C respectivamente.

. Los tubos que contenian los pellets celulares se etiquetaron y almacenaron

a -80 °C para la deteccion de los transcritos del Ad5/IFN-y. Ver apartado 8.12.

8.11 Cuantificacion de metabolitos de las muestras de los medios

de cultivo normales, adaptados e infecciones.

Se realizo la cuantificacion de la actividad metabdlica en los cultivos evaluados con

ayuda de un analizador bioquimico YSI. El analizador bioquimico YSI modelo

2950D-2 funciona a través de reacciones enzimaticas, éstas se llevan a cabo entre

la membrana y el anodo del equipo en donde al hacer paso de la muestra. Las

membranas cuentan con una enzima inmovilizada oxidativa en la cual al hacer

contacto forma peroxido de hidrogeno, éste a su vez hace la liberacién de
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electrones, la reaccion pasa a través de la membrana hasta el anodo de platino, en
el cual este flujo de electrones liberados es proporcional a la concentracion de
peréxido de hidrogeno en estado estacionario y, por lo tanto, es equivalente a la

concentracion del sustrato de la muestra analizada.

Las reacciones quimicas que se llevan a cabo entre las membranas se presentan a

continuacion:

D-Glucosa:
Glucosa + 0, —— H,0, + D — Glucono — § — Lactona
Glu oxidasa
L-Lactato:
L — Lactato + O, ——— H,0, + Piruvato
L—-Lac Oxidasa
L-Glutamina:
L — Glutamina ——— L — Glutamato + NH;
Glutaminasa
L — Glutamato ———— H,0, + a — Ketoglutarato + NH;
Glut oxidasa
L-Glutamato:

L — Glutamato + 0, H,0, + a — Ketoglutarato + NH;

_—
Glut oxidasa

Preparacion de las muestras para la cuantificacion de los productos metabdlicos.

1. Las muestras almacenadas para la actividad metabdlica se descongelaron
con el calor de las yemas de los dedos.
Se centrifugaron las muestras a 5 000 rpm a 4 °C.
Se tomdé una alicuota en condiciones asépticas de 200 uL en un tubo
eppendorf y se colocaron dentro de la placa para la lectura.

4. Posteriormente, se programo el YSI para medir glucosa, lactato, glutamina y

glutamato y se dejo trabajar hasta finalizar con la lectura.
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8.12 Deteccion de la infeccion con Ad5/IFN-y en cultivos de
HEK293.

Para determinar la produccion del mARN del gen de IFN-y por la infeccion del vector
AdS5/IFN-y, se realizé un rt-PCR al ARN total extraido de los pellets celulares
obtenidos en el apartado 8.10. En donde el ARN obtenido actua como una plantilla
y mediante una transcriptasa reversa se retrotranscribe a una cadena de cADN. El
PCR es un método por el cual se lleva a cabo la sintesis de una secuencia especifica
de un molde de ADN, empleando dos oligos especificos que hibridizan y replican

una region de interés (Bachman, 2013; Lynch, 1990).

8.12.1 Extraccion de ARN de HEK293.

Para realizar la extraccion del ARN total de las células infectadas se utilizd el
reactivo Trizol TRl Reagent® (ZYMO RESEARCH, No. Cat. R2050-1-50) y la

metodologia descrita a continuacion:

1. Lavar el pellet celular (de preferencia 1X10° células) dos veces con 200 yL
de PBS a 4 °C y centrifugar por 5 min a 1 200 rpm. Posteriormente, retirar el
sobrenadante cuidadosamente sin llevarse pellet celular.

2. A partir de este paso, toda la manipulacién se hace en una campana de flujo
laminar para evitar una posible degradacion de la muestra.

3. Resuspender el pellet celular con 200 yL Trizol e incubar a temperatura
ambiente por 5 min.

4. Anadir 200 uL de cloroformo (IBI, N° Cat I1B05040) y resuspender
cuidadosamente, incubar por 5 min a temperatura ambiente y centrifugar a 4
°C por 10 min a 12 000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415 R).

5. Recuperar cuidadosamente la fase superior (fase acuosa) presentada en un
tubo eppendorf libre de ARNsas. Tratar de so6lo tomar la fase formada sin
contaminar con la fase inferior (fase organica).
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Anadir 400 pL de isopropanol (4 °C) y resuspender cuidadosamente. Incubar
por 5 min a temperatura ambiente y centrifugar a 4 °C por 10 min a 12 000
rpm.

Al término de la centrifugacion observar el pellet de ARN formado
(transparente y dependiente de la extraccidn realizada), retirar el
sobrenadante sin llevarse el pellet formado.

Agregar 500 pL de etanol al 75 % (4 °C) y centrifugar a 7 500 rpm por 5 min
a 4 °C. Retirar el sobrenadante y dejar secar alrededor de 6 min.

Resuspender el pellet de ARN con 16 puL de agua libre de nucleasas.
Almacenar a -80 °C.

10.Una vez realizada la extraccién, cuantificar la concentracion de ARN obtenida

en el equipo NanoDrop 2000 Thermo SCIENTIFIC con una alicuota de 1 pL
a una longitud de onda de 260 nm.

8.12.2 Remocion de ADN gendmico en extraccion de ARN.

Para eliminar el ADN remanente de la extraccion se empled el kit DNase |, RNase-
free (Thermo SCIENTIFIC, No. Cat. EN0525). De acuerdo con la concentracion de
ARN obtenida calcular el volumen necesario para una concentracion de 1 ug de
ARN para todas las extracciones y llevar a cabo el siguiente tratamiento:

1.

Incubar a 37 °C por 30 min en equipo termoblock (Digital Shaking Drybath
Thermo SCIENTIFIC).

Terminada la incubacion, agregar 1uL de EDTA 50 mM e incubar
nuevamente a 65 °C por 10 min.

Una vez llevada a cabo la eliminacion de ADN remanente proseguir con la
sintesis de la primera cadena de cADN.

Tabla 5 Reactivos para la remocion de ADN gendmico en extraccion de ARN. El volumen de cada
componente es equivalente para una reaccion.

Reactivo

ARN 1 ug
Buffer 10X con MgCl2 1L
DNase |, RNase-free 1U
Agua tratada con DEPC (#R0601) cbp 10 yL
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8.12.3 Sintesis de la primera cadena de cADN.

Para realizar la sintesis de cADN partiendo del ARN, se utilizé el kit RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo SCIENTIFIC, No. Cat. K1631). En
tubos eppendorf estériles y libres de nucleasas, se prepararon la reaccion con el
ARN obtenido y la reaccion de control positiva GAPDH ARN que incluye el kit para
verificar si la reaccion de sintesis se realizd correctamente, esto de acuerdo con la
Tabla 6:

Tabla 6 Preparacion para la reaccion de sintesis de cADN. El volumen de cada componente es
equivalente para una reaccion.

Reactivo Reaccién control
GAPDH

Templado de ARN 5 ug 2 uL
Primer oligo (dT)1s 1L 1 uL
Agua libre de nucleasas Cbp 12 uL 9 uL
Buffer de reaccion 5X 4 yL 4 uL
Inhibidor de RNAsa RiboLock (20U/ uL) 1L 1L
dNTP Mix 10 mM 2 uL 2 uL
Transcriptasa reversa RevertAid H 1L 1L
Minus M-MuLV (200 u/ uL)

Volumen total 20 L 20 yL

1. Incubar a 42 °C por 60 min en equipo termoblock (Digital Shaking Drybath
Thermo SCIENTIFIC).

2. Terminar la reaccion incubando a 70 °C por 5 min.

3. Una vez terminada la reaccién de transcripcion, ésta puede ser empleada
para el PCR o ser almacenada a -20 °C para usarse dentro un periodo menor
a semana; para un almacenamiento mas prolongado almacenar a -70 °C.

8.12.4 Reaccion de PCR.

Para la amplificacién del fragmento a 120 pb del transgen IFN-y se emplearon los
oligos disenados por Romero-Martinez 2014 con tamafio de 23 nucledtidos cada
uno:
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Oligo forward  5'>GAG TGT GGA GAC CAT CAAGGAAG<3" Tm 68
Oligoreverse 5>TTG CGT TGGACATTCAAGTCAGT <3 Tm¢65

Para la reaccion control GAPDH se realizé una dilucion 1:1000 del control obtenido
en la sintesis de cADN con agua libre de nucleasas en un tubo eppendorf libre de
ARNsas. Posteriormente las preparaciones de las reacciones se realizaron de
acuerdo con la Tabla 7:

Tabla 7 Preparacion de reaccion de PCR. El volumen de cada componente es equivalente para una
reaccion.

Reaccién control
Reactivo GAPDH dilusién
1:1000
cADN 4 uL 1L
DreamTag PCR Master
Mix (2X) 9 12.5 pL 5 L
Primer 5’ forward 1L 0.2 uL
Primer 3’ reverse 1 uL 0.2 yL
Agua libre de nucleasas 6.5 3.6 yL
Volumen final 25 L 10 L

Se mezclo ligeramente cada reaccion para PCR.

Se colocaron los microtubos de cada reaccién dentro del termociclador PikoREAL
24 Thermo SCIENTIFIC y utilizando el programa PikoReal Software 2.2 se
programoé el protocolo de los ciclos de amplificacion como se describe en la Tabla
8.

Tabla 8 Protocolo de PCR para verificar la presencia del gen IFN-y en cultivos de HEK293
transducidos.

Paso Temperatura °C Tiempo Nurr.lero de
ciclos

!I)_es_,naturallzamon 95 5 min 1
inicial
Desnaturalizacién 95 30 seg
Alineamiento 60 30 seg 40
Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min 1
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En la Tabla 9 se presentan los ciclos de amplificacién realizados para la reaccion
control GAPDH.

Tabla 9 Protocolo de PCR amplificacion de control GAPDH.

Paso Temperatura °C Tiempo Nu:;;;osde
!D_es_naturallzamon 94 3 min 1
inicial
Desnaturalizaciéon 94 30 seg
Alineamiento 58 30 seg 35
Extension 72 45 seg
Extension final 72 5 min 1

Una vez obtenidos los productos de la amplificacion por PCR se corrieron en un gel
de agarosa al 1.5 % y TBE 0.5 % (ver anexo |), en buffer TBE 0.5 % (ver anexo Il)
a 80 Volts, 150 mA por 1 h y se reveld el gel con luz ultravioleta en equipo
transiluminador (Bio-Rad, ChemiDocXRS) utilizando el programa QuantityOne 4.6.4
para observar las bandas obtenidas.

8.13 Deteccion del IFN-y mediante Western Blot.

Para confirmar la produccion de la proteina IFN-y se utilizaron los sobrenadantes
obtenidos del apartado 8.10. La técnica de WB es ampliamente utilizada, siendo
una poderosa herramienta en ciencias de la salud y bioquimicas para detectar y
caracterizar una gran variedad de proteinas. La deteccidn de las proteinas se realiza
mediante una serie de incubaciones con conjugados de enzimas y anticuerpos muy
especificos que se blindan a la proteina y permiten la revelacién de bandas
correspondientes a la proteina de interés (Kurien & Scofield, 2006).

8.13.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para poder identificar el IFN-y secretado al medio por los cultivos infectados, se
realizd un gel de electroforesis de poliacrilamida en el cual se separoé la proteina de
acuerdo con su peso molecular.

El gel se realizé preparando un molde con ayuda del material para construccion de
geles Bio Rad. Para asegurar de no tener fugas en el molde, se utilizé etanol al 75%,
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se retird y dejo secar para la preparacion del gel. Posteriormente se siguio el
siguiente protocolo:

1.

Verter en el molde la solucion del gel resolutivo a una concentracion de 12.5
% (Tabla 10) preparada en un tubo eppendorf limpio. Tener cuidado de no
generar burbujas en el gel; para mantener la simetria del gel colocar etanol
al 75 % sobre la superficie. Utilizar el remanente como indicador de la
polimerizacion del gel.

Una vez polimerizado el gel, agregar la solucién para el gel espaciador-
concentrador 4% (Tabla 11) sin formar burbujas y colocar el peine para los
pozos de manera rapida y con cuidado. Utilizar el remanente como indicador
de la polimerizacion del gel.

Preparar las muestras para la carga del gel colocando en tubos estériles de
1.5 mL 15 pL del sobrenadante obtenido de las infecciones y agregar 15 pL
de Loadding buffer con beta mercaptoetanol. Incubar en el termoblock a 95
°C por 5 min.

Una vez construido el gel, montar en la camara de electroforesis y llenar con
buffer TGS 1X (anexo V).

Cargar los pozos con 30 uL de las muestras ya preparadas y correr la
electroforesis a 120 Volts, 250 mA por 1 h.

Se utilizé como marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (No. Cat SM1811) y como control positivo el estandar de IFN-y utilizado en
el ensayo de ELISA (Human IFN gamma, Platinum ELISA, BMS228, affymetrix
eBioscience, 114398000).

Tabla 10 Reactivos para la preparacion del gel resolutivo al 12.5 %. La preparacion de cada
componente se encuentra en el anexo lll.

Componente Cantidad
Lower Buffer 1.5 mL
Solucién de acrilamida 2.5mL
Agua tipo 1 2mL
TEMED 5L
Solucién 10 % de persulfato de amonio 20 pL
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Tabla 11 Reactivos para la preparacion del gel espaciador-concentrador al 4 %. La preparacion de
cada componente se encuentra en el anexo Ill.

Componente Cantidad
Upper Buffer 0.63mL
Solucién de acrilamida 0.33 mL
Agua tipo 1 1.54 mL
TEMED 2.5 L
Solucién 10 % de persulfato de amonio 12.5 pL

Una vez terminada la electroforesis se realizd la transferencia descrita
posteriormente.

8.13.2 Electrotransferencia en camara humeda.

Posterior a la electroforesis se realizé la inmovilizacion de las proteinas mediante la
transferencia de ellas a una membrana de nitrocelulosa. Para ello se realizé lo
siguiente:

1. Sumergir en buffer de transferencia frio (4 °C) (anexo V) perfectamente dos
esponjas, seis hojas de papel filtro y la membrana de nitrocelulosa.

2. Sobre la base para la transferencia colocar una esponja y poner tres papeles
filtros. Enseguida colocar con mucho cuidado el gel de poliacrilamida y
encima poner la membrana de nitrocelulosa cubriendo perfectamente el gel
(en estos dos ultimos pasos evitar la formacion de burbujas).

3. Posteriormente colocar los tres papeles filtros restantes y tapar con la
esponja. Para eliminar la formacién de burbujas, pasar con cuidado un rodillo
de adentro hacia afuera para su eliminacion y cerrar el sandwich formado
cerrando las bases para la transferencia.

4. El sandwich formado sigue el orden de acuerdo con la Figura 10.
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— Base para transferencia

— Esponia

—— Papel filtro

Membrana de nitroceluosa

—— Gel de poliacrilamida

— Papel filtro

— Esponja

— Base para transferencia

Figura 10 Diagrama del sandwich para la transferencia de proteinas.

5. Colocar el sandwich en la camara de electrotransferencia y llenar con buffer
de transferencia frio (4 °C) hasta donde lo indique la camara. Correr a 200
Volts y 328 mA por 1 h.

6. Al término de la transferencia tenir la membrana con rojo de Pounceu al 0.1
% a temperatura ambiente por 15 min para verificar que la transferencia de
proteinas haya sido exitosa.

7. Verificada la transferencia, lavar la membrana con solucion TBST 1X (ver
anexo |V) hasta destefiir la membrana completamente.

8. Al término, seguir con el paso bloqueo de la membrana e incubacion con los
anticuerpos.
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8.13.3 Bloqueo, incubacidn con anticuerpos y revelado de

membrana.

Al término de la transferencia de proteinas se realizé el bloqueo de la membrana
para su posterior revelado. El bloqueo se siguié de acuerdo con el siguiente
protocolo:

1.

Dentro de un recipiente, sumergir la membrana con 20 mL de solucién
bloqueadora (disolver en buffer TBST 1X lo equivalente al 5 % de leche
Svelty) e incubar a 4 °C toda la noche (el volumen de solucién bloqueadora
depende del tamafo del recipiente a incubar).

Al término del bloqueo, a temperatura ambiente y en agitacion constante
lavar por triplicado la membrana con buffer TBST 1X por 10 min.

Incubar la membrana por 2 h y en agitacién constante con el anticuerpo
primario Anti-interferon gamma antibody (abcam No. Cat.ab9657). Hacer una
dilucién 1:3 333 tomando del stock del anticuerpo para 12 mL de una solucién
de TBST 1X al 0.1 % de leche Svelty (solucién con anticuerpo a
concentracion de 150 ng/mL).

Lavar por triplicado a temperatura ambiente y en agitacién constante la
membrana con buffer TBST 1X por 10 min.

Incubar con el anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit igG antibody (H + L)
HRP conjugate (Merck Millipore No. Car. AP307P) por 2 h en agitacion
constante. Hacer una dilucion 1:5000 tomando del stock del anticuerpo para
10 mL de una solucién de TBST 1X (solucién con anticuerpo a concentracion
de 160 ng/mL).

Por triplicado lavar a temperatura ambiente y en agitacion constante la
membrana con buffer TBST 1X por 10 min. Retirar el exceso y mantener
himeda la membrana para su revelado.

En un tubo de centrifuga de 15 mL limpio, colocar 4 mL de solucion
luminol/potenciador y 4 mL de la solucién de perdxido Clarity™ Western ECL
Substrate (BIO-RAD No Cat. 170-5061), homogenizar perfectamente y verter
sobre la membrana.

Incubar con la solucién de revelado por 3 min manteniendo una pequena
agitacion para asegurar que la solucién cubra toda la membrana. Al término
revelar la membrana rapidamente o puede quemarse.

La membrana se revela por quimioluminiscencia en equipo transiluminador
(Bio-Rad, ChemiDocXRS) utilizando el programa QuantityOne 4.6.4.
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8.14 Obtencion del titulo viral por End Point Dilution.

Con la finalidad de determinar el numero de particulas infectivas por unidad de
volumen producidas en las infecciones virales realizadas en la seccién 8.10, se
realizd la cuantificacion del Ad5/IFN-y en los puntos a 120 h post infeccién. Se
cosecharon los pozos con un scrapper estéril y se recolectdé una suspension del
medio de cultivo con células y se le agreg6 al volumen el 20 % de una solucion de
sacarosa estéril saturada. Durante el ensayo se utiliz6 como control positivo de
infeccion un Ad5-Wild type (WT) y como control negativo de infeccidon células sin
infectar.

De un cultivo de células HEK293 al 10 % de SFB se sembraron 1X10* CV/100 uL
por pozo en placas estériles de 96 pozos, se monitorearon las placas hasta alcanzar
una confluencia del 80 % y se realiz6 la siguiente metodologia:

1. Realizar tres ciclos de descongelacion (37 °C) y congelacién (-80 °C) de los
viales para lisar las células y obtener la mayor cantidad de virus.

2. Preparar diluciones seriales del virus, tomando 10 yL del vial stock y diluir en
990 pyL de medio DMEM-F12 sin suero, teniendo una relacion 1:100.
Partiendo de ésta, realizar diluciones seriales 1:10 transfieriendo100 uL del
virus diluido en 900 pL de medio sin suero (un rango apropiado para el
ensayo es de 10-3-10-19).

3. Con una micropipeta multicanal retirar el medio de las placas de 96 pozos y
lavar con PBS todos los pozos (asegurar de no hacer dafo a la monocapa
celular).

4. Agregar 100 pyL en la primera fila en orden vertical para referirse al control
positivo, de la segunda fila hasta la décima fila llenar con las diluciones
seriadas partiendo de la de mayor concentracion hasta la de menor
concentracion (102 — 10") y dejar las Ultimas dos filas con medio
suplementado libre de virus. Seguir de acuerdo con la Figura 11.

5. Dejar incubar a 37°C, 5% de CO2 a una atmésfera humeda por dos horas,
retirar 20 yL de medio en los cultivos infectados y reponer con 20 uL de SFB
e incubar a 37°C, 5% de CO2 en una atmésfera himeda nuevamente hasta
finalizar el ensayo.
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Figura 11 Diagrama placa de 96 pozos. Fila 1 control positivo (C+), filas 2-10 serie de diluciones y
filas 10-11 controles negativos (C-).

6. Dejar el ensayo durante siete dias observando en microscopio cada pozo
marcando como positivos aquellos en donde el efecto citopatico (ECP) del
virus en las células sea visible, como ayuda usar los controles positivos y
negativos para diferenciar los pozos positivos, cdmo negativos de infeccion.

7. Una vez obtenidos los resultados, evaluar en una hoja de Excel por medio
del método descrito por Reed & Muench en 1938 y realizar la estadistica para
obtener el numero de particulas infectivas de Ad5/IFN-y

El ensayo es un indicador del titulo viral confiable sdlo si se cumplen las siguientes
condiciones:

Los pozos controles negativo no deben mostrar signos de ECP o inhibicion de
crecimiento.

Los pozos infectados con el virus menos diluido deben presentar todos ECP.

Los pozos infectados con el virus mas diluido deben ser ECP negativo.
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9 Resultados.

9.1 Morfologia celular en condiciones normales, suplementadas y
en disminucion de SFB.

Observar la morfologia es una técnica simple y directa utilizada para identificar un
cambio celular. Se pueden presentar cambios en la morfologia celular en respuesta
a diferentes condiciones de cultivo. Las HEK293 tienen un citoesqueleto
caracteristico y diferente a otros tipos celulares de origen normal o tumorigeno, el
cual no cambia al presentarse en suspensién y en adherencia como en otros tipos

celulares (Mohammad et al., 2015).

Para que las células puedan presentar una unién respecto a la superficie en donde
se encuentran, se requiere de la presencia de glicoproteinas y/o cationes divalentes
(Ca?* y Mg?*) asi como de proteinas de anclaje como la fibronectina que se
encuentra presente en suero las cuales ayudan a la adhesidn al sustrato y por ende

permite la proliferacion celular(Freshney, 2010; Masters, 2000).

La morfologia de las células HEK293 se caracteriza por presentar una forma de tipo
fibroblastica que se observé conforme se realizaban las adaptaciones a cada
concentracion de SFB mas la suplementacion con el ExCyte, la morfologia de las
células cambid en algunos casos. Esto se observa en la Figura 12, mostrando los
distintos cultivos de HEK293 después de tres pases de adaptacién en cada
suplementacién. Se tomé registro de la morfologia a las 24 h y 48 h de cultivo para
poder visualizar de mejor manera el crecimiento celular sin llegar al punto de
confluencia. La Figura 12A representa el control al 10 % de SFB, en éste se observa
la morfologia caracteristica de las células HEK293 teniendo una forma estrellada,

células interconectadas y creciendo en forma de monocapa sobre la superficie.
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Figura 12 Morfologia de células HEK293. A) 10 % SFB, B) 10 % SFB + ExCyte, C) 5 % SFB + ExCyte, D)
3% SFB + ExCyte con 1 X de ITS y 0.6 % de albumina, y E) 2 % SFB + ExCyte con 1 X de ITS y 0.6 % de
albumina, tomadas a 24 y 48 h tras haber cumplido tres pases de adaptacion.
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En las Figuras 12B y 12C el cambio en la morfologia aun no es perceptible teniendo
un crecimiento celular y una distribucién uniforme en monocapa manteniendo aun
su caracteristica forma estrellada; a pesar de que en la Figura 12C se representa
una disminucion del 50 % de SFB no hay variacion en la morfologia del cultivo con

respecto a las condiciones control con SFB.

En la figura 12D el cambio morfologico de las células es mas notorio debido a que
comienzan a pasar de forma expandida y estrellada a tener un aspecto un poco
redondo y alargado, en este cultivo se redujo la concentracion de SFB a 3% y se
suplemento con ExCyte/ITS/albumina. En el cultivo representado en el panel 12E,
donde la concentracion de SFB fue del 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina se puede
apreciar el mismo efecto en el cambio morfolégico debido a la disminucién de SFB,
concluyéndose que, la concentracion del SFB afecta directamente la morfologia
celular provocando ligeros cambios, en ambas condiciones algunas zonas
presentan el crecimiento de pequenas aglomeraciones debido una superposicion

entre las células.

9.2 Efecto en el crecimiento celular.

9.2.1 Cinética de crecimiento HEK293 en condiciones control,
suplementadas y con disminucion de SFB.

El crecimiento celular de las células HEK293 fue evaluado en medio DMEM-F12
con el suplemento ExCyte bajo condiciones de disminucion de SFB y como control
células con 10 % de SFB (ver apartado 8.4).

La tasa de crecimiento celular esta influenciada por muchos factores tales como la
temperatura, el pH, el suministro de oxigeno, COg2, etc. Al mantener estas
condiciones constantes, el crecimiento celular sélo se afecta por consecuencia de
la concentracion limitante de un sustrato o nutrimento del medio de cultivo; por

consiguiente, el factor limitante de este proyecto es el cambio en la suplementacién
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al afadir, disminuir y suplementar con SFB y ExCyte el medio DMEM-F12 para el
cultivo de células HEK293.

Se realiz6 la cinética de las células HEK293 (Figura 13) a 10 % de SFB, el cual se
usé como cultivo control para comparar los resultados con los cultivos

suplementados con ExCyte y con las respectivas disminuciones de SFB.

Cinética de crecimiento a 10% SFB

;ﬁz A B c o )
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1.80E+H06
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3.00EH)S
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Figura 13 Cinética de crecimiento de células HEK293 cultivo control en medio DMEM-F12 a 10 % de
SFB. Densidad celular inicial de 0.9X10°/mL cinética por 288 h de cultivo. Se identificaron las cuatro
etapas del crecimiento: A) fase Lag, B) fase exponencial, C) fase estacionaria y D) etapa de muerte.
Se muestra el promedio de tres conteos celulares de tres réplicas bioldgicas (n=3). Las barras
representan el error estdndar de las réplicas.

Dentro de la caracterizacion del cultivo de células HEK293 se monitored el
crecimiento celular, identificando las etapas de crecimiento perfectamente
delimitadas una de la otra.

La fase Lag se encuentra dentro de las primeras 24 h del cultivo, teniendo enseguida
un crecimiento en fase exponencial que permanece hasta las 120 h, en donde se
comienza a distinguir la formacion de una meseta correspondiente a la fase
estacionaria del cultivo que posteriormente tiene una caida cerca de las 240 h, etapa
en la que se distingue la fase de muerte; la maxima densidad celular obtenida fue
de 2.23X10°% CT/mL. De acuerdo con los datos obtenidos se calculé una velocidad
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especifica de crecimiento de 0.034 h-' y un tiempo de duplicacion (Td) de 20.4 h

(Figura 16) para este control.

Las adaptaciones del cultivo de células HEK293 se siguieron de acuerdo con las
especificaciones descritas por Merck Millipore mediante los procedimientos
desarrollados en las secciones 8.8 y 8.9. Cada una de las cinéticas de crecimiento
se realizaron por triplicado hasta 192 h de cultivo, haciendo conteo celular cada 24
h. En la Figura 14, se muestran las cinéticas de crecimiento realizadas después de
cumplir con tres pases de adaptacion. El cultivo A (10 % SFB y suplementacion con
ExCyte) demuestra entre las 24 h la etapa de latencia, en seguida el crecimiento
exponencial hasta las 72 h, a las 96 h presenta un recaida que posteriormente
pareciera regularizarse siendo posible causa un error en la toma de la alicuota para
realizar el conteo, a partir de las 120 h demuestra un crecimiento uniforme
perteneciente a la fase estacionaria manteniéndose hasta el final de la cinética; la
densidad celular maxima obtenida fue de 7.90X10° CT/mL (Figura 15), el
crecimiento disminuye un 67.36 % correspondiente a una densidad celular de
6.88X10° CV/mL. De acuerdo con el comportamiento presentado, la velocidad
especifica de crecimiento fue de 0.0297 h-' y un Td de 23.3 h (Figura 16). A pesar
de ser un cultivo en condiciones normales mas suplemento, los parametros cinéticos
muestran una disminucién de p del 12.6 % y un aumento en el Td del 14.5 %

respecto al cultivo control.

En la Figura 14B se presenta la cinética de crecimiento correspondiente al medio
de cultivo con 5 % de SFB suplementado con ExCyte, la fase Lag se encuentra
dentro de las primeras 24 h seguido del crecimiento exponencial que tiene una
duracién hasta 120 h. Posteriormente, pasa a la fase estacionaria que comprende
desde las 140 h hasta el término de la cinética, la maxima densidad celular fue de
1.88X10% CT/mL (Figura 15) y de 1.83X10° CV/mL, lo que representa una
disminucion del crecimiento del 17.17 % respecto al cultivo a 10 % de SFB. De
acuerdo con el comportamiento del cultivo la u y Td fueron de 0.027 h-'y 25.6 h
(Figura 16).
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En los experimentos donde se redujo el SFB al 2 y 3% ademas de la suplementacion
con ExCyte se agregdé al medio el equivalente a 1X de ITS y 0.6% de albumina como
auxiliares en el crecimiento para cultivos bajos en suero tal y como lo recomienda

la hoja técnica del suplemento.

El comportamiento obtenido en la Figura 14C representa la concentracion a 3% SFB
+ ExCyte/ITS/albumina. El periodo lag se encuentra dentro las primeras 24-30 h, a
partir de las 48 h podemos observar el crecimiento exponencial hasta las 144 h y
posteriormente se forma la fase estacionaria dentro de las 168 y 192 h. La maxima
densidad celular encontrada fue de 1.66X10% CT/mL (Figura 15) y de 1.51X10°6
CVImL, lo que representa una disminucién del 31.7 % de la densidad celular
presentada en el cultivo a 10 % de SFB. Se obtuvo un tiempo de duplicacion celular
de 46.8 h y una p de 0.0148 h™' (Figura 16) con un incremento de Td del 129.7 % y

una baja en la velocidad especifica del 56.5 % respecto al cultivo control.

Finalmente, el crecimiento del cultivo Figura 14D, correspondiente a una
concentracion a 2% SFB + ExCyte/ITS/albumina y muestra un periodo lag dentro
las primeras 24-30 h, a partir de las 48 h se observa el crecimiento exponencial
hasta las 144 h y posteriormente entra a la fase estacionaria entre las 168 y 192 h.
En este cultivo la maxima densidad celular alcanzada fue de 1.38X10° CT/mL
(Figura 15) y de 1.38X108 CV/mL, obteniendo una disminucion del 37.55 % en
comparacion al cultivo a 10 % de SFB. De acuerdo con la Figura 16 el tiempo de
duplicacion celular fue de 49.5 hy la p de 0.014 h™', presentd un incremento de Td
del 142.9 % y una baja en la velocidad especifica del 58.8 % con respecto al cultivo

control.

En estos cultivos, a pesar de haber alcanzado una disminucién del 70 y 80 % de
SFB respecto a la suplementacion a 10 % SFB del control, la caida de la maxima
densidad celular es menor al 38 %. A pesar de que el crecimiento celular no es

equiparable tampoco demuestra una completa inhibicidon en el crecimiento.
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Velocidad especifica de crecimiento
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Figura 15 Pardmetros cinéticos obtenidos de los cultivos de células HEK293 en las distintas
suplementaciones del medio de cultivo DMEM-F12. Los valores obtenidos se encuentran en la parte
superior de las barras.

Comparacion de la concentracion celular toltal de cultivos de
células HEK293
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Figura 16 Comparacion entre las densidades celulares totales alcanzadas en los cultivos de células
HEK293 en medio DMEM-F12. Cultivos a 10 % SFB, 10 % SFB con suplemento ExCyte y disminuciones
de 2, 3, y 5 % de SFB con ExCyte. Adicionalmente en cultivos a 2 y 3 % de SFB se afiadio 1 X de ITS y
0.6 % de albumina. Se muestra el promedio de tres conteos celulares de tres réplicas bioldgicas (n=3).
Las barras representan el error estdndar de las réplicas.
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El crecimiento de los cultivos de células HEK293 demuestra una relacion con la
concentracion de SFB, ya que a menor concentracion de éste, la densidad celular y
M disminuyen, mientras que el tiempo de duplicacion aumenta, pero ¢ Como afecta
a la viabilidad celular? en la Figura 17 se representa el grafico del porcentaje de

viabilidad celular, obtenida a partir de las cinéticas de crecimiento hasta las 192 h.

La linea azul de la Figura 17 representa el comportamiento del cultivo control, con
una viabilidad en el rango del 94 % durante el monitoreo. El cultivo con 10 % SFB
mas suplemento ExCyte (barra de color naranja Figura 17) presenta una viabilidad
dentro del 92%.

El cultivo a 5% de SFB y suplemento ExCyte presenta un porcentaje de viabilidad
celular de un 97% (Figura 17) durante la evaluacion de todo el cultivo, demostrando
la viabilidad mas alta encontrada en todas las condiciones e incluso del control. Por
lo que una concentracion del 5 % de SFB mas ExCyte comienza a demostrar una
de las condiciones mas favorables en cuanto a disminucion de SFB y mantenimiento
de células HEK293.

El cultivo a concentracion de 3% + ExCyte/ITS/albumina (linea amarilla Figura 17)
y el cultivo a concentracion de 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina (linea azul fuerte
Figura 17) demostraron un porcentaje de viabilidad del 93% al término del
monitoreo. A pesar de registrar un deceso en el crecimiento celular, la viabilidad con
el medio fue buena, siendo muy similar a lo presentado en el cultivo control. La
adicion extra de los suplementos ITS y albumina compensan la disminucion de
componentes del suero fetal bovino que ayudan al transporte de nutrimentos para

el mantenimiento y crecimiento celular.
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Porcentaje de viabilidad en cultivos de células HEK293
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Figura 17 Porcentaje de viabilidad celular de cultivos de células HEK293 en condicion control de
cultivo a 10 % de SFB; adaptaciones a 10 % SFB + ExCyte; cultivos a concentraciones de 2, 3y 5 % de
SFB mds ExCyte, suplementando adicionalmente con 1 X de ITS y 0.6 % de albumina. Se muestra el
promedio de tres conteos celulares de tres replicas bioldgicas (n=3). Las barras representan el error
estdndar de las réplicas.
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9.3 Consumo metabdlico de los cultivos de células HEK293.

El crecimiento celular y el comportamiento metabodlico son caracteristicas que se
pueden relacionar entre si, debido a que el crecimiento celular y el régimen del
consumo de metabolitos pueden proporcionar una clara idea del estado de
aceptacion/rechazo del medio en las distintas condiciones de cultivo y comprobar si
el ambiente en el que se encontraron fue 6ptimo para su desarrollo (Finley &
Thompson, 2015).

9.3.1 Glucosa y Lactato.

La Figura 18 representa el comportamiento del consumo de glucosa de los cultivos
evaluados de HEK293. Los parametros se obtuvieron a partir de las cinéticas de
crecimiento hasta las 120 h. Todos los cultivos tuvieron una concentracion inicial de
glucosa de 3.16 g/L + 0.04. En todos los cultivos de HEK293 se observé que la
concentracion de glucosa disminuye conforme el ritmo del crecimiento celular y el
tiempo. Como era de esperarse, el consumo fue mas acelerado durante las fases
de crecimiento exponencial y se mantuvieron una vez que entraron en la fase

estacionaria.

El cultivo a 10 % de SFB presentd una concentracion de glucosa de 0.92 g/L al
término de la cinética, siendo la mas baja; en cuanto al cultivo a 10% de SFB +
ExCyte la concentracion fue de 1.32 g/L; vy, en el cultivo evaluado a 5 % de SFB +
ExCyte fue de 1.10 g/L. En cuanto al cultivo a 2% SFB + ExCyte/ITS/albumina la
concentracion residual de glucosa fue la mas alta con 1.54 g/L, mientras que el
cultivo a 3% SFB + ExCyte/ITS/albumina la concentracion final fue de 1.13 g/L;
ambos cultivos demostraron un consumo especifico de glucosa muy parecida
1.49x10" y 1.51x10""" g/cel*h respectivamente. De acuerdo con los resultados, el
cultivo que presentd el consumo especifico de glucosa mas alto fue una

suplementacién a 10% SFB + ExCyte y la mas baja fue el cultivo a 5 % de SFB +
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ExCyte (ver Tabla 12). En todos los casos se observa que la glucosa no fue el

nutrimento limitante.

Concentracion de glucosa HEK293

Concentracion de glucosa (g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (horas)
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3% SFB + Excyte —@—2% SFB + Excyte

Figura 18 Concentracion de glucosa de los cultivos de HEK293 con las distintas suplementaciones y
disminuciones de SFB evaluadas. Se muestra el promedio de tres lecturas de tres replicas bioldgicas
(n=3). Las barras de error representan el error estdndar de las replicas.

La produccién de lactato mostré un el incremento de acuerdo con el crecimiento
celular. Ninguno de los cultivos presentaron una concentracién igual o mayor a 20
mol que acuerdo con lo reportado causa inhibicidén del crecimiento en células
animales (Ozturk & Hu, 2006).

La concentracion final de lactato obtenida para el cultivo a 10% de SFB fue de 1.03
g/L y en la suplementacion con 10% de SFB + ExCyte fue de 1.32 g/L. La
disminucion de 5 % de SFB + ExCyte produjo una concentracién de lactato de 1.09
g/L. Para los cultivos a 2 y 3% de SFB + ExCyte/ITS/albumina las concentraciones
de lactato fueron de 1.16 y 1.13 g/L respectivamente. En cuanto a la produccion
especifica de lactato (ver Tabla 12) los valores fueron de 1.06X10"" y 1.12x10-""

g/cel*h, siendo los valores mas bajos registrados. El cultivo suplementado con 10%
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de SFB + ExCyte presentd la velocidad especifica de produccion mas alta siendo
de 3.15X10" g/cel*h (Tabla 12). Todos los cultivos independientemente de la
suplementacién con ExCyte producen cantidades similares de lactato por célula,
aunque el rendimiento con respecto a la glucosa es ligeramente mayor en el cultivo
control y en el de 5% de SFB, situacion que puede presentarse por la adaptacion

del metabolismo celular a la carencia de SFB.

Concentracion de lactato HEK293
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Figura 19 Concentracion de lactato de los cultivos de HEK293 con las distintas suplementaciones
y disminuciones de SFB evaluadas. Se muestra el promedio de tres lecturas de tres replicas
bioldgicas (n=3). Las barras representan el error estdandar de las réplicas.
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Tabla 12 Comparacion de pardmetros de consumo de nutrimentos y formacion de lactato y

glutamato en cultivos de HEK293 a distintas suplementaciones en medio DMEM-F12.

Parametros metabdlicos

Parametro 10% SFB | 10% SFB + 5% SFB + 3% SFB + 2% SFB +
ExCyte ExCyte ExCyte ExCyte

gGlucosa (g/cel*h) | 2.32E-11 4.23E-11 1.42E-11 1.51E-11 1.50E-11
glLactato (g/cel*h) 2.61E-11 3.15E-11 1.64E-11 1.06E-11 1.12E-11
YLac/Glu g (g/g) 1.126 0.745 1.155 0.703 0.747
gGlutamina 3.72E-12 5.79E-12 2.49E-12 3.66E-12 4 .41E-12
(g/cel*h)

gGlutamato 7.53E-13 2.48E-13 1.63E-13 1.82E-13 1.47E-13
(g/cel*h)

YGluto/Glut (g/g) 0.203 0.043 0.065 0.050 0.033

9.3.2 Glutamina y glutamato.

La glutamina y el glutamato tienen un papel importante en el cultivo y metabolismo
de células de mamifero; debido a que la glutamina es una fuente de energia y
precursora de pirimidas, purinas y NAD+, ademas que va de la mano junto con el
metabolismo de nitrégeno, su descenso es debido tanto al consumo por las células
cémo por su descomposicion (Quek et al., 2010). La conversion de glutamato se
origina por accién de la enzima glutaminasa activada por fosfato que desamina la
glutamina en la mitocondria y origina la liberacidén de glutamato, éste puede donar
su grupo amino para la sintesis de nuevos aminoacidos (prolina y ornitina)
(Newsholme et al., 2003;0zturk & Hu, 2006), por lo que ambos juegan un papel en

el cultivo de células animales.

Todos los cultivos tuvieron una concentracion inicial de glutamina de 0.37 + 0.0072
g/L, el consumo presentado fue de acuerdo con el crecimiento y tiempo de cultivo,

donde el consumo era mas notorio durante la fase exponencial.
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En la Figura 20 se muestra el consumo de glutamina de los cultivos de HEK293
evaluados. En el cultivo a 10% de SFB la concentracién residual fue de 0.036 g/L y
en cultivo con suplementacion de 10% de SFB + ExCyte el valor fue de 0.110 g/L.
El cultivo con la disminucion de 5% de SFB + ExCyte la concentracion fue de 0.029
g/L y en los cultivos con disminucion a 2 y 3% de SFB + ExCyte/ITS/albumina las
concentraciones fueron de 0.014 y 0.032 g/L respectivamente. La velocidad
especifica de consumo presentada en los cultivos en orden de menor a mayor fue
la siguiente: 5% de SFB + ExCyte, 3% de SFB + ExCyte/ITS/albumina, 10% de SFB,
2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina y el cultivo a 10% de SFB + ExCyte siendo el de
mayor consumo (ver Tabla 12). Aqui se observa que este compuesto llegé a valores
muy bajos, aunque no limitantes en todos los cultivos, con excepcion del de 10 %

SFB + ExCyte, lo que pudo ocasionar el desencadenamiento de muerte.

Concentracion de glutamina HEK293
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Figura 20 Concentracion de glutamina de los cultivos de HEK293 con las distintas
suplementaciones y disminuciones de SFB evaluadas. Se muestra el promedio de tres lecturas de
tres replicas bioldgicas (n=3). Las barras representan el error estdndar de las réplicas.

En cuanto al glutamato, la concentracién inicial fue de 0.0077 + 0.0008 g/L,

posteriormente todos los cultivos presentaron una produccién entre las 24 y 48 h de
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cultivo (Figura 21) que posteriormente empezaron a consumir. El cultivo a 10% de
SFB presenta un consumo de glutamato mas rapido, seguido del cultivo a 10% SFB
+ ExCyte, 3% de SFB + ExCyte/ITS/albumina, 5% de SFB + ExCyte y el cultivo con
2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina fue el mas bajo (ver Tabla 12). En cuanto a la
tasa de rendimiento de produccion de glutamato por glutamina consumida el cultivo
a 10% de SFB fue el mas alto y el mas bajo fue el cultivo a 2% de SFB +
ExCyte/ITS/albumina.

Concentracion de glutamato HEK293
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Figura 21 Concentracion de glutamina de los cultivos de HEK293 con las distintas suplementaciones
y disminuciones de SFB evaluadas. Se muestra el promedio de tres lecturas de tres réplicas
biolégicas (n=3). Las barras de error representan el error estandar de las réplicas.
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9.4 Efecto de la suplementacion de ExCyte en la produccion de
vectores adenovirales y proteina recombinante.

Una vez adaptadas las células a las diferentes concentraciones de SFB y al
suplemento ExCyte, se realizaron las respectivas infecciones para las dos
condiciones extremas: 10% de SFB y 2% SFB + ExCyte/ITS/albumina, utilizando la
densidad celular y la multiplicidad de infeccién (MOI) reportadas en el trabajo de
tesis de la M.F. Concepcion Sosa en 2018 quién establecié que, la produccion del
vector Ad5/IFN-y e interferon gamma recombinante se obtienen en mayor cantidad
empleando una densidad celular de 0.6X10% CV/mL y una MOI de 5, es decir que
de acuerdo con cada célula se transducen cinco particulas virales infectivas; las

infecciones se realizaron de acuerdo con el apartado 8.10.

9.4.1 Morfologia de cultivos de HEK293 infectados con Ad5/IFN-y.

Al realizar la cinética de infeccion se documento la morfologia celular durante todo

el proceso de infeccidn, antes y cada 24 h post infeccidon hasta su término a 120 h.

En la Figura 22 se muestra la morfologia celular del cultivo control de células
HEK293 a 10% de SFB. Antes de la infeccidén la morfologia celular demuestra un
crecimiento en forma de monocapa sobre toda la superficie del pozo. A partir de las
72 h post infecciodn, el efecto citopatico causado por el Ad5/IFN-y se hace notorio,
formando un cumulo de células que adquiere una forma parecida a un racimo de
uvas que es caracteristico de la transduccién del adenovirus tipo 5. Durante la
infeccion viral el efecto provocado por el adenovirus es mas notorio, presentando
pequenas placas liticas, causando levemente el desprendimiento de la monocapa
celular a 120 h.
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Figura 22 Morfologia de la monocapa celular en cinética de infeccion de HEK293 en medio de cultivo
DMEM-F12 a 10 % de SFB. Objetivo a 10 X. Infeccidn con Ad5/IFN-y a una MOI de 5 en una densidad
celular inicial de 0.6X10° CV/mL. Las flechas muestran las zonas liticas y el efecto citopdtico.

La Figura 23 representa el cultivo de HEK293 en medio DMEM-F12 a 2% de SFB
suplementado con ExCyte. Se documentoé el cultivo antes de realizar la infeccion y
cada 24 h post infeccion hasta su cosecha a las 120 h. El crecimiento celular no
llega a cubrir toda la superficie del pozo debido dos factores: el tiempo de
duplicacion celular en esta condicidon es mayor en comparacion al cultivo control y
por otro lado, el proceso de infeccion decrece la proliferacion celular. El efecto de la

replicacion viral se observa un poco a las 48 h, sin embargo, pasadas las 72 h es
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donde el efecto citopatico es mas evidente. Durante la infeccidén, se presentd la
formacion de placas liticas en la monocapa y desprendimiento de células, siendo
mas evidente a las 120 h. A pesar de ser la condicion mas critica en disminucién de
SFB, de acuerdo con la viabilidad celular la replicacion del virus se llevo

eficientemente de acuerdo a la morfologia de las placas.

Figura 23 Morfologia de la monocapa celular en cinética de infeccion de HEK293 en medio de
cultivo DMEM-F12 a 2 % de SFB + ExCyte + 1X ITS + albumina. Objetivo a 10 X. Infeccion con
Ad5/IFN-y a una MOI de 5 en una densidad celular inicial de 0.6X10° CV/mL. Las flechas muestran
las zonas liticas y el efecto citopdtico.
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9.4.2 Infeccidon de cultivos de HEK293 a 10% SFB y 2% SFB +
ExCyte/ITS/albimina.

La densidad celular maxima alcanzada en ambos cultivos fue a las 48 h post
infeccion , en el cultivo a 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina la densidad fue de
1.56X108 CV/mL, mientras que en el cultivo control la densidad registrada fue de
1.76X108 CV/mL; a partir de las 72 h la concentracién celular disminuyo
gradualmente en ambos cultivos con una concentracion celular de 1.65X108 CV/mL
para el control y de 1.54X10% CV/mL en la disminucién a 2% de SFB. Al término de
la cinética de infeccion (120 h) la densidad celular para el control fue de 1.64X10°
CV/mL y de 1.27X108 CV/mL para el cultivo a 2% de SFB (Figura 24). La importancia
de una densidad celular y una MOI optimizada, es debido a que la infeccion del
adenovirus es bastante rapida y litica, por lo que, si la densidad celular no es
adecuada a la MO, las células trataran de obtener mas energia para soportar la
produccion viral aumentando el estrés celular, ademas de que a mayor cantidad de

particulas virales la lisis aumenta (Altaras et al., 2005).

Cinética de infeccion
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Figura 24 Cinética de infeccion de células HEK293, cultivo control a 10 % de SFB y cultivo a 2 % SFB
mds suplemento ExCyte. La densidad celular inicial fue de 0.6X10° CV/mL, la infeccién se realizé
con el Ad5/IFN-y a una MOI de 5. La infeccion se monitoreé hasta las 120 h. Las barras de error
representan el error estandar de las réplicas (n=2).
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9.4.3 Viabilidad celular post infeccion en cultivos de HEK293:
condicion normal de crecimiento vs disminucion a 2% SFB +
ExCyte/ITS/albimina.

Como uno de los pasos en la evaluacion de los cultivos de HEK293 suplementados
con ExCyte, se realizd6 una infeccibn en un cultivo a 2% de SFB +
ExCyte/ITS/albumina, registrando el porcentaje de viabilidad obtenido después de
la infeccidn. El suplemento ExCyte tiene la capacidad de mejorar la produccion de
proteina recombinante en cultivos celulares por lo que se determiné a estudiar su
desempefio ante una infeccion sobre la produccion viral y la produccion de proteina
recombinante. El ensayo se realizé en una placa estéril de 6 pozos a una densidad

celular inicial 0.6X108 CV/mL por pozo y una infecciéon con el Ad5/IFN-y a MOI 5.

Las particulas virales son ensambladas intra celularmente y debido a la naturaleza
litica de la propagacion del adenovirus, la lisis celular es inducia después de la
produccion de las particulas virales. Como resultado, la concentracion celular y la
viabilidad disminuyen conforme a liberacion de las particulas virales al

sobrenadante.

Los porcentajes de viabilidad (Figura 25) de los cultivos control (células HEK293 a
10% SFB) y a 2% SFB mas suplemento ExCyte fueron arriba del 90 % dentro de
las 48 h post infeccion; la disminucién de la viabilidad comenzé a partir de las 72 h,
tiempo en el cual el efecto citopatico del virus comenz6 a ser notorio; al término de
la infeccidn la viabilidad en el cultivo control y en el cultivo con disminucion de SFB
y suplementacion mostraron una viabilidad del 81 y 79 % respectivamente, por lo
que el estrés presentado en las células por la propagacion viral y la produccién de

proteina recombinante excretada al medio resulté ser menor a lo esperado.

85




Viabilidad celular post infeccion

100
9

8

7

6

5

4 W 10% sfb

3 2% SFB + Excyte
2

1

0
24 48 72 96 120

Tiempo post infeccién (horas)

% Viabilidad
O O O O O O O o

o

Figura 25 Viabilidad de cinética de infeccion de cultivos de células HEK293. Cultivo control a 10%
SFB y cultivo a evaluar con 2% SFB + ExCyte + 1 X de ITS y 0.6 % de albumina. Las barras de error
representan el error estdndar de las réplicas (n=2).
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9.5 Consumo metabolico de HEK293 en infecciones con Ad5/IFN-
V.

La replicacion viral induce cambios en la fisiologia celular y en el metabolismo, por

ello la célula trabaja mas de lo normal con la posibilidad de necesitar mayor energia.

Concentracion glucosa/lactato infecciones
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Figura 26 Concentracion de glucosas y lactato en infecciones de cultivos de células HEK293 a 10 %
de SFB y a 2 % de SFB + ExCyte/ITS/albumina. Se muestra el promedio de tres lecturas de dos
replicas bioldgicas (n=2). Las barras representan el error estdndar de las réplicas.

El consumo de glucosa durante las infecciones de los cultivos de HEK293 a 10% de
SFB y a 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina tienen un comportamiento estable
respecto al tiempo al igual que la produccién de lactato (Figura 26). El cultivo a 2%
SFB obtuvo una concentracion final de glucosa de 1.01 g/L mayor en comparacion
del cultivo a 10% SFB de 0.61 g/L, de igual manera el cultivo a 10% de SFB presentd
la velocidad especifica de consumo de glucosa mas alta 3.23X10-"" g/cel*h (Tabla
13). El cultivo a 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina obtuvo la mayor concentracion
de lactato con 1.29 g/L mientras que el cultivo a 10% de SFB fue de 1.15 g/L. De
acuerdo con los resultados de rendimiento, el cultivo a 2% de SFB +

ExCyte/ITS/albumina presentd una velocidad de produccion especifica de lactato
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de 2.75X10'" g/cel*h siendo ligeramente mayor a la presentada por el cultivo a 10%
de SFB de 2.71X10"" g/cel*h (Tabla 13). Mientras que el cultivo a 10% de SFB
exhibié un mayor rendimiento de aprovechamiento de glucosa para generar lactato
(YLac/aiu) en comparacion del cultivo con la disminucion de SFB (ver Tabla 13). De
acuerdo con los parametros obtenidos en cuanto a produccion de glutamato, se
infiere que el incremento aparente en la concentracion de lactato del cultivo a 2%
de SFB + ExCyte/ITS/albumina también puede deberse a una produccion de lactato
por medio de la oxidacion de la glutamina durante la glutamindlisis y no sélo debido

al metabolismo de la glucosa (Butler & Butler, 2004).
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Figura 27 Concentracion de glutamina y glutamato en infecciones de cultivos de células HEK293 a
10 % de SFB y a 2 % de SFB + ExCyte/ITS/albumina. Se muestra el promedio de tres lecturas de dos
replicas bioldgicas (n=2). Las barras representan el error estdndar de las réplicas.

Por otra parte, el consumo de glutamina y glutamato dentro de los cultivos disminuyé
conforme al tiempo. La concentracion de glutamina residual fue de 0.055 g/L para
el cultivo a 10% de SFB y de 0.030 g/L para el cultivo con la disminucion de 2% de
SFB + ExCyte/ITS/albumina (Figura 27). El cultivo a 10% presenté una velocidad
de consumo de glutamina de 3.27X10-'2 g/cel*h siendo ligeramente menor a la

presentada en el cultivo con la disminucién de SFB la cual fue de 4.37X10'2 g/cel*h
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(Tabla 13). Por otra parte, el cultivo que presenté la menor concentracion de
glutamato fue el cultivo a 10% de SFB con 0.0026 g/L en contraste del cultivo a 2%
de SFB + ExCyte/ITS/albumina con 0.0033 g/L, de igual manera fue el cultivo a 10%
de SFB el que presentd el mayor consumo de glutamato con valor de 9.36X10-'3
g/cel*h mientras que el cultivo a disminucion de SFB presentdé un consumo de
3.49X10-13 g/cel*h (Tabla 13). El cultivo a 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina obtuvo
un mayor aprovechamiento de glutamato por glutamina consumida (YGiutGiun) con
un valor de 0.080 (g/g). En todos los casos, no se observd ningun nutrimento

limitante en el proceso infectivo durante las 120 h.

Tabla 13 Comparacion de pardmetros de consumo de nutrimentos y formacion de lactato y
glutamato en cultivos infectados con Ad5/IFN-y de HEK293 a 10% de SFB y 2% de SFB +
ExCyte/ITS/albumina en medio DMEM-F12.

Parametros metabdlicos

Parametro 10% SFB | 2% SFB + ExCyte
gGlucosa (g/cel*h) 3.23E-11 2.98E-11
glactato (g/cel*h) 2.71E-11 2.75E-11
YLac/Gluc 0.838 0.921
gGlutamina (g/cel*h) 3.27E-12 4.37E-12
gGlutamato (g/cel*h) 9.36E-13 3.49E-13
YGlut/Glun 0.286 0.080

9.6 Produccion de vectores adenovirales.

Para conocer el numero de particulas virales infectivas (PVI/mL) se realizé el
protocolo descrito en el apartado 8.15 para la técnica de End Point Dilution a 120 h
post infeccidn en placas de 96 pozos sembradas con HEK293 para las condiciones
de cultivo con 10% de SFB y con 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina.

Se monitored la monocapa celular y al término de 7 dias post infeccion bajo el

microscopio se marcaron aquellos pozos en donde el efecto citopatico producido
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por el vector Ad5/IFN-y fuera visible. En la Figura 28 se muestran ejemplos de las

monocapas celulares a microscopio después de la infeccion y a cada dilucion.

Los titulos virales obtenidos a las 120 h se muestran en la Figura 29 donde el titulo
obtenido en el cultivo control fue de 6.04X107 PVI/mL vy el cultivo a 2% de SFB +
ExCyte/ITS/albumina presentd un titulo menor de 4.32X107 PVI/mL. A pesar de esto
y de acuerdo con el apartado 10.4.2 la densidad celular es mayor en cultivos de
10% de SFB y por ende el numero de células que son infectadas es mayor a

comparacion del cultivo a 2% SFB y ExCyte.

Figura 28 Determinacion del numero de particulas virales infectivas de cultivos al 10% SFB 'y 2% SFB
+ ExCyte/ITS/Albumina a 120 h. Las fotografias muestran la morfologia de células HEK293 a 7 dias
después de infeccion a distintas diluciones del virus; el control negativo son células HEK293 sin
infectar; como control positivo de infeccion se uso el virus Wild type (WT). Se realizaron diluciones
seriadas de 103 a 10!
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de las réplicas (n=2).
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9.7 Deteccion y produccion de interferon gamma.

Una vez observado el efecto del virus en las infecciones de los cultivos, el siguiente

paso fue asegurar que efectivamente el gen del IFN-y se estuviera transcribiendo y

por ende la proteina se estuviera produciendo, por lo que se realizé la deteccidn de

la produccién de interferon gamma humano a los tiempos a 72 h y 120 h post

infeccion.

9.7.1 RT-PCR de células HEK293 infectadas con Ad5/IFN-y.

Para afirmar que el gen de IFN-y se estaba transcribiendo en los cultivos infectados,
se realiz6 la medicidn de los de los mensajeros (MARN), identificandolos mediante

la técnica de rt-PCR en punto final empleando el ARN extraido de los pellets

celulares infectados.
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Figura 30 Identificacion de los mARN de IFN-y en
cultivos infectados a 10 % de SFB 'y 2 % SFB +
ExCyte a 72 y 120 h post infeccion. Electroforesis
en gel de 1.5% de agarosa (80 Voltz, 150 mA por
1 h), en el carril 1 se muestra el marcador de peso
molecular (O°GeneRuler 100 pb ADN Ladder Plus),
carril 2 control positivo de reaccion de RT-PCR
(gen GAPDH 496 pb), carril 3 control positivo del
gen IFN-y (pVAX/ IFN-y), carril 4 control negativo
(células HEK293 sin infectar), carriles 5y 6 cultivos
HEK293 2 % SFB + ExCyte a 72 y 120 h post
infeccion, carriles 7 y 8 cultivos HEK293 10 % SFB
a 72y 120 h post infeccion. A 120 pb se demuestra
la banda correspondiente al mARN de IFN- y.
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En la Figura 30 se muestra la deteccién de los transcritos para la proteina de IFN-y
y acorde a lo presentado en la tesis de maestria por Nadia Romero (2014), en la
region correspondiente a los 120 pb se observa la presencia de los mARN para la
proteina en los carriles 5 a 8 pertenecientes a los cultivos infectados con vector
AdS5/IFN-y; en el carril 3 se encuentra el control positivo en donde se observan unas
bandas debido a la presencia del plasmido que contiene el gen de IFN-y; para
aseverar que la reaccion de retro transcripcion y PCR se llevé adecuadamente el
gen de control GAPDH con un peso de 496 pb es empleado en la reaccion vy
observado en el carril 2. Ademas; como control para garantizar que los cultivos de
células HEK293 no producen por si mismas los mensajeros para este gene, en el
carril 4 se muestra el resultado de células sin infectar, por lo que no presenta una
sefal de banda garantizando que la expresion del IFN-y es debido a la transduccion
de vector Ad5/IFN-y.

9.7.2 Deteccion de la produccion de la proteina IFN-y por WB.

Ya que se garantizé la transduccidon del vector Ad5/IFN-y y que realmente los
cultivos de HEK293 en las distintas suplementaciones con 10% de SFB y 2% de
SFB + ExCyte/ITS/albumina transcribian el gen para la produccion de la proteina,
se realizd su deteccion mediante un Western Blot en condicion desnaturalizante y

reductora.

De acuerdo con la Figura 31, en el sobrenadante obtenido de los cultivos infectados
con el Ad5/IFN-y (M1. M2, M3 Y M4) se identifico la proteina interferbn gamma
glicosilado dentro un peso aproximado de 25 kDa. Esto corrobora la produccién del
IFN-y por el vector construido por Nadia Romero (2014); en el carril C+ con el
interferon de referencia se distinguen dos formas, una banda en el rango de los 25
kDa y otra banda en el rango de los 15-16 kDa, cabe resaltar que es un estandar

proveniente de bacteria en forma de mondémero.
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Figura 31 Western Blot de sobrenadante de células infectadas con Ad5/IFN-y. MP: Marcador de peso
molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder), C+: control positivo IFN-y de referencia
(affymetrix eBioscience), sobrenadante de células sin infectar como controles negativos (C-), carriles
M1y M2 cultivos HEK293 2 % SFB + ExCyte a 72 y 120 h post infeccidn, carriles M3 y M4 cultivos
HEK293 10 % SFB a 72 y 120 h post infeccion.
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10 Discusion.

El cultivo de células animales es uno de los sistemas mas empleados dentro del
sector farmacéutico, para el disefio de una gran variedad ensayos in vitro que
permiten el estudio del comportamiento de nuevas moléculas terapéuticas, la
inocuidad de los excipientes para la fabricacion de un medicamento, la evaluacién
en la interaccion celular de nuevos materiales para uso en medicina y para la
produccion de diversas vacunas y biofarmacos (en su mayoria proteinas
recombinantes) (Amelian et al., 2017; Eskes et al., 2017). En la industria
farmacéutica, las lineas celulares animales como: CHO, BHK, NSO, SP2/0,
HEK293, HT-1080 y en menor caso PER.C6 son las mas usados para la produccion
de proteinas recombinantes, con productos ya en el mercado y otros estando en

desarrollo clinico en fase 1 (Kantardjieff & Zhou, 2014; Dumont et al., 2016).

El medio de cultivo es de suma importancia para la proliferacion, mantenimiento y
correcto funcionamiento celular en condiciones in vitro; teniendo un gran impacto en
la calidad y en el rendimiento del cultivo de células animales. Desde su desarrollo
inicial hasta el dia de hoy, el medio de cultivo ha tenido varias mejoras ofreciendo
una amplia variedad y propiedades especificas que permiten el crecimiento celular
de casi todo tipo de células. Uno de los aditivos mas empleados para la
suplementacion del medio de cultivo es el suero fetal bovino (SFB), el cual brinda
de una gran cantidad de moléculas que promueven la proliferacion celular, sin
embargo, la diversidad en calidad (dependiente del lote), precio (la demanda es
mayor a la oferta), seguridad (por su origen animal y el riesgo de contaminacién de
moléculas perjudiciales para el humano), conflictos éticos por la forma de obtencién,
entre otras, son las razones por las que se ha decido optar por otra opcion. Por ello,
han sido desarrollados y probados diversos aditivos para suplementar el medio
basal que puedan conferir los mismos beneficios del SFB, sin embargo, aun no se
encuentra uno que pueda reemplazarlo completamente (Gstraunthaler et al., 2013;
Hemeda et al., 2014; Yao & Asayama, 2017).
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Con base en los argumentos anteriores, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
comportamiento del cultivo de células HEK293 empleando el suplemento ExCyte.
Debido a las caracteristicas del ExCyte reportadas en la seccion 3.4.2, el
suplemento ayuda al cultivo celular, promoviendo el crecimiento y ayudando en la
produccion de proteinas recombinantes. Ademas de permitir la reduccion de la
concentracion de SFB, bajando los costos en formulacion del medio manteniendo
la calidad del mismo. Se seleccion6 la linea celular HEK293 debido a sus
caracteristicas como sistema productor transitorio, ademas de ser una propuesta
como plataforma de produccion de interferéon gamma como proteina recombinante.
Con la construccion molecular del vector Ad5/IFN-y por Nadia Romero (2014) y
posteriormente a los resultados reportados por Concepcion Sosa (2018) en donde
una infeccion a MOI 5 del vector Ad5/IFN-y y a una densidad celular de 0.6X10°
CV/mL de HEK293 la produccién de proteina fue mayor a 120 h; por lo que, estos
datos fueron tomados como base para evaluar el desempefio del suplemento

ExCyte para la produccion de vectores adenovirales y proteina recombinante.

Como parte de la evaluacion de los cultivos suplementados se observo la morfologia
celular de las células HEK293 en cada condiciéon (Figura 12) durante las 24 y 48 h
de crecimiento. Los cultivos a 10% SFB, 10% SFB mas suplemento ExCyte y 5%
SFB mas suplemento ExCyte presentaron la morfologia caracteristica de las
HEK293 con forma estrellada e interconectadas unas con otras semejando a células
neuronales creciendo en forma de monocapa sobre el sustrato. Los cultivos con
disminucién a 2 y 3% de SFB mas ExCyte/ITS/albumina presentaron una morfologia
estrellada, en algunos casos mas ovalada y un poco alargadas. Se ha reportado el
efecto en la morfologia celular aunada a la disminuciéon a 2% de SFB en medio
DMEM-F12 en cultivos de células estromales adiposas por Chua (2013), en dénde
las células presentaron alargamiento aplanado celular y un volumen citoplasmico
relativamente grande a comparacién de los cultivos suplementados a 10% de SFB.
El crecimiento sobre la superficie fue menor debido a que el tiempo de duplicacion
de ambos cultivos es mayor a los demas, por lo que se observan algunos espacios
vacios sobre el sustrato evitando la interaccion célula-célula. Esta unién es llevada

a cabo por moléculas de adhesién celular (CAMs por sus siglas en inglés)
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permitiendo a través de esta interaccion la comunicacion celular, el intercambio de
informacion y la proliferaciéon celular, ademas de interconectarse junto a
componentes de la matriz extracelular como colageno, laminina, fibronectina
(siendo éstas las responsables al anclaje al sustrato) favoreciendo la adhesion
celular (Lodish et al., 2016).

Los cultivos a 10% SFB y ExCyte presentaron un comportamiento distinto a los
demas, los parametros cinéticos no fueron comparables con los cultivos a 10% de
SFB (u 0.0297 h*' y un Td de 23.3 h) y el porcentaje de viabilidad encontrado fue
del 92%, la densidad celular maxima alcanzada en el cultivo fue 67.36 % menos
que los controles. La acumulacion de metabolitos toxicos (produccién de lactato) no
llegd a una concentracion significativa como para afectar el crecimiento celular, sin
embargo, presentd el mayor consumo especifico de glucosa, produccién de lactato
y consumo especifico de glutamina entre los cultivos evaluados. De acuerdo con los
datos presentados, se infiere que el cultivo aun permanecia en un estado de
adaptacién, por lo que no se encontraban estables metabdlicamente, y

posiblemente los pases realizados para la adaptacion no fueron suficientes.

Los cultivos a 5% de SFB y ExCyte presentaron una p 0.027 h' y un tiempo de
duplicacién de 25.6 h. A pesar de tener una disminucioén del 17.7% de CV/mL
respecto a los controles, el porcentaje de viabilidad fue el mas alto de entre todos
los cultivos. De acuerdo a lo reportado por Tavira-Montalvan (2014) quién analizé
los parametros cinéticos, los cultivos de HEK293 a 5% de SFB tuvieron una yy Td
de 0.014 h''y 49.51 h, por lo que en este trabajo, el cultivo de HEK293 a 5% SFB'y
suplemento ExCyte demuestra una eficiencia en el crecimiento celular en contraste
de una disminucioén a 5% de SFB sin suplementar. Metabdlicamente hablando, se
obtuvo un consumo especifico de glucosa y de glutamina mas bajo, sin embargo, el
aprovechamiento de glucosa para generar lactato (Yviac/ciuc) fue el mayor. Algunos
estudios han utilizado 5% de SFB como la concentracion 6ptima para mejorar el
crecimiento celular y mediante la adicion suplemento celular CB5 (cell boost 5 por
sus siglas en inglés) lograron una mejor eficiencia para la produccion de particulas

virales (Liste-Calleja et al., 2014). Entre los cultivos evaluados, el suplementado a
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5% de SFB + ExCyte parece ser la suplementacion que mejor se adapta para el

mantenimiento celular sin hacer un gran sacrificio en cuanto a densidad celular.

Los tiempos de duplicacion de los cultivos a 2% y 3% de SFB mas
ExCyte/ITS/albumina fueron de 49.5 y 46.8 h, por lo que el crecimiento es mas lento
a lo presentado en los controles con un tq de 20.4 h. La densidad celular fue menor
a los cultivos de 5% de SFB mas ExCyte y al control, sin embargo, el porcentaje de
viabilidad celular presentada en ambos cultivos fue del 93% casi la misma a un
cultivo con suplementacién al 10% SFB. Ambos cultivos presentaron un
comportamiento metabdlico muy parecido (consumo de glucosa y produccion de
lactato) obteniendo los parametros mas bajos. Al presentar una disminucion alta de
SFB se empledé una suplementacion extra para compensar el déficit nutrimental
como es el ITS y la albumina tal y como lo recomienda la hoja de informacion del
suplemento concordando a lo reportado para un cultivo en condiciones bajas en
suero. EI ITS es una mezcla de insulina, transferrina y selenio; cada uno cumple
una funcién para el mantenimiento celular; la insulina ayuda en el transporte de
glucosa y aminoacidos a la célula; la transferrina es una proteina acarreadora de
hierro ayudando a la célula a mantener la homeostasis regulando la absorcion de
hierro; el selenio presentado comunmente como selenito de sodio sirve como
cofactor de enzimas dependientes de selenio, que catalizan el metabolismo y la
renovacion de glutatién. La albumina es una proteina acarreadora de una variedad
de substancias incluyendo lipidos ademas de tener efecto neutralizador de toxinas
y antioxidantes (Gstraunthaler, 2003; Yao & Asayama, 2017). La adicion de estos
suplementos se hace usualmente para tratar de reemplazar la carencia de SFB,
generalmente en la formulacién de medios libres de suero (Butler & Butler, 2004).
Estos cultivos a pesar de haber alcanzado una disminucion del 70 y 80 % de SFB y
una disminucién de la densidad celular cerca del 38 % respecto a la suplementacion
a 10% SFB del control, no demostraron una completa inhibicion en el crecimiento

por lo que cabe la posibilidad que el modelo se adapte en otro linaje celular.

Posteriormente, como parte de la evaluacion de los cultivos de HEK293

suplementados con ExCyte, se realiz6é una infeccion con el vector Ad5/IFN-y a una
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MOI de 5 en una densidad de 0.6X10% CV/mL. En la busqueda para la optimizacion
en la produccion de vectores adenovirales, primero se define y evalua un medio
para el crecimiento celular. Durante la fase de infeccion y cultivo de virus, la tasa de
consumo especifico de varios componentes del medio (como la glucosa y los
aminoacidos) aumenta y debe tenerse en cuenta al definir la formulacion del medio.
(Altaras et al., 2005). Los parametros obtenidos por Concepcion-Sosa (2018)
demostraron obtener una mayor cantidad del vector AdS/IFN-y y una mayor
concentracion de IFN-y, por lo que sirvieron como base para evaluar si el
suplemento ExCyte podria mejorar estos parametros. Los resultados obtenidos
usando la disminucién mas baja de SFB demuestran un panorama sobre la
participacion de ExCyte para el cultivo celular bajo la formulacion de medio evaluada
y para la obtencion de vectores adenovirales y produccién transitoria de proteina

recombinante.

De acuerdo con las figuras 24 y 25, la infeccion con el vector Ad5/IFN-y fue exitosa
tanto en los cultivos al 2% de SFB/ExCyte/ITS/albumina, asi como en los cultivos a
10% de SFB, presentando placas liticas y el agrupamiento en forma de racimo de
uvas que es caracteristico de una infeccion con adenovirus. Dentro la cinética de
infeccion se observa que en ambos cultivos el crecimiento y el porcentaje de
viabilidad no fue gravemente afectado, y la disminucion de estos parametros fue
gradual conforme el tiempo de infeccién. La determinaciéon de una MOI asegura que
las células estén infectadas con un niumero adecuado de particulas virales para una
maxima productividad del virus, debido a que las infecciones con adenovirus son
bastante rapidas y liticas, una MOI alta puede ocasionar lisis celular rapida
afectando el ciclo viral y por ende la disminucion en la produccién (Altaras et al.,
2005). Se tiene reportado que el ciclo de produccion del adenovirus, la replicacion
de ADN viral se lleva aproximadamente dentro 10-24 h post infeccién y el
ensamblaje del virus y empaquetamiento ocurre aproximadamente entre las 20—48

h post infeccidn (Altaras et al., 2005).

En cuanto al comportamiento metabdlico que experimentaron los cultivos infectados
con el vector Ad5/IFN-y, ambos cultivos (10% de SFB y 2% de SFB +
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ExCyte/ITS/albumina) presentaron un consumo de glucosa, glutamina, glutamato y
produccion de lactato muy parecidos. Ninguno de los cultivos presentd un completo
consumo de glucosa, glutamina y glutamato, por lo que los nutrimentos no fueron el
factor limitante para la produccion en el cultivo. La principal hipdtesis que se tiene
detras del efecto de la densidad celular en un sistema productor es que el
agotamiento de nutrientes y la acumulacion de metabolitos dificulta el metabolismo
celular y los hace incapaces de soportar la produccion viral a altas densidades
celulares, por lo que para mejorar la productividad y la eliminacion de metabolitos
téxicos, los sistemas de perfusion han sido de gran estudio (Silva et al., 2010). Los
principales cambios encontrados de un cultivo sin infectar y uno infectado, fueron el
incremento del consumo de glucosa y la produccion de lactato, mientras que el
consumo de glutamina y glutamato no presentaron grandes cambios. Una
particularidad para destacar del comportamiento metabdlico presentado en el
experimento fue el cambio de las vias metabdlicas para la obtencion de
subproductos, tal fue el caso del cultivo infectado a 2% de SFB +
ExCyte/ITS/albumina, el cual se cree que obtuvo un incremento de la concentracion
de lactato sin ser glucosa la fuente principal de su obtenciéon pudiendo ser
responsable la glutamina debido a su oxidacidon durante la glutamindlisis,
demostrando la importancia de monitorear los flujos metabdlicos como estudio para

el comportamiento celular.

La produccion de particulas virales se cuantificé a 120 h post infeccion, el cultivo
control tuvo una produccion de 6.04X107 PVI/mL siendo mayor en comparacion al
cultivo a 2% de SFB + ExCyte/ITS/albumina con 4.32X107 PVI/mL sufriendo una
disminucion del 28.5%. En el caso control, el titulo viral no es parecido al presentado
por Concepcion Sosa (2018) por lo que esta variacion en el titulo viral puede ser
debido a una posible degradacion del virus por las condiciones del medio o por la
descongelacion/congelacion de los viales para recuperar la mayor cantidad de virus
intra celulares (Altaras et al., 2005) siendo el caso de los viales a 120 h, en donde
no se pudo realizar adecuadamente el ultimo ciclo de congelacion a -80 °C debido
a problemas con el ultra congelador y se congelé a -20 °C. De igual manera se

sugiere un especial cuidado de una posible agregacion viral ligado a la estabilidad
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del virus, debido a que pueden ser irreversibles y como consecuencia pérdida de la
infectividad (Silva et al., 2010). De acuerdo a lo reportado, ExCyte tiene la capacidad
de mejorar la produccion de proteinas recombinantes, sin embargo, esto puede
depender de la linea celular empleada (Zeghari et al., 1996) y no se tiene registro
del desempefio de produccion de proteina empleando un sistema transitorio como
un vector adenoviral. La busqueda para mejorar la produccidon de vectores
adenovirales ha llevado a: la evaluacion de distintos medios de cultivos (conocidos
por mejorar la transfecccion en células HEK293) y distintas combinaciones de
suplementaciones que puedan mejorar la produccion (Liste-Calleja et al., 2014;
Fang et al., 2016); el control de parametros que influyen en la cantidad y la calidad
de la produccion viral (linea celular, infeccion viral, condiciones de crecimiento y tipo
de produccion), obteniendo mejores titulos virales de Ad5 a temperatura de 35° C
para células en anclaje y 37° C para suspension con una productividad significativa
en cultivos a pH 7.2 (Silva et al., 2010; Altaras et al., 2005); asi como el desarrollo
de sistemas por perfusibn que aumentan la productividad y la concentracién a

emplear (Kamen & Henry, 2004; Vellinga et al., 2014).

La produccién del interferobn gamma en los cultivos infectados se identificd
exitosamente por medio de un RT-PCR. Se observo la presencia de los mARN del
IFN-y a 120 pb confirmando la transcripcién para la producciéon de la proteina. De
acuerdo con el Western Blot, se identificaron las bandas con un peso aproximado
de 25 kDa, por lo que se sugiere que el IFN-y producido cuenta con glicosilaciones
en las asparaginas 25y 95 (en el carril control, la segunda banda en el rango de 15-
16 kDa pertenece a un IFN-y sin ninguna glicosilacion de acuerdo a la literatura)
(Hooker & James, 1998; Mata-Espinosa & Hernandez-Pando, 2008). La
glicosilacion juega un papel importante en la farmacocinética y la inmunogenecidad
de un biofarmaco, estos son afectados por los grupos glicanos afadidos durante los
cambios postraduccionales de la proteina siendo dependientes del tipo de célula
hospedera. Es por ello que la seleccion de la linea celular debe adecuarse al tipo
de proteina a producir y garantizar la efectividad de la misma (Bohm et al., 2015;
Goh & Ng, 2018; Lalonde & Durocher, 2017). Estudios demuestran el empleo de

una construccién adenovirus/IFN-y via intratumoral e intralesional como futura
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herramienta en inmunoterapia (Dummer et al., 2004; Liu et al., 2004; Wu et al.,
2009). De acuerdo con los resultados anteriores se demuestra que en cultivos de
HEK293 infectados con el vector Ad5/IFN-y a 10% de SFB y 2% de SFB +

ExCyte/ITS/albumina producen IFN-y como proteina recombinante.

Si bien, una suplementacién con ExCyte y una disminucién de SFB no es
equiparable a una suplementacion a 10% de SFB, es un hecho que ayuda en el
mantenimiento celular, permitiendo disminuir la cantidad de SFB empleado
comunmente y la probabilidad de nuevas suplementaciones para el cultivo de
células HEK293 en medio DMEM-F12. Sin embrago, se debe de tener en cuenta
que la respuesta al suplemento puede cambiar de acuerdo con el tipo celular, por lo
que los resultados pueden variar y ser aun beneficiosos en otros cultivos celulares.
A pesar de esto el suplemento puede ser una opcion para el desarrollo o sustitucion
de SFB en diversos ensayos con células animales que pudiera mejorar las
variaciones del ensayo al disminuir la cantidad de moléculas presentes en el medio
por medio de la disminucion de SFB en el medio de cultivo u obtener un modelo con

una mejor reproducibilidad.
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11 Conclusion.

Los cultivos celulares de HEK293 a disminuciones de SFB y suplementacion con
ExCyte fueron: una baja no mayor al 38 % en la densidad celular y la variacion de
los parametros cinéticos (u y Td) encontrados. Si bien, el efecto del suplemento
ExCyte en el cultivo de HEK293 no mejoré el crecimiento celular, tampoco presento
inhibicion total del crecimiento en los cultivos evaluados, permitiendo la posibilidad
de disminuir la concentracion de SFB para el cultivo de HEK293, sin elevar la
produccion de metabolitos toéxicos ni el consumo total de los nutrimentos. En cuanto
a produccién, el suplemento es capaz de soportar el estrés que implica la
produccion viral y proteina recombinante, permitiendo la produccidon en cultivos

celulares en la condicion mas critica de disminucién de 2 % de SFB + ExCyte.

11.1 Conclusiones particulares.

Si bien no hay mejora en la concentracion celular respecto al control, la viabilidad
celular no se ve comprometida a cada disminucién de SFB cuando se utiliza el

suplemento ExCyte.

El numero de pases de adaptacion dentro del medio suplementado puede tener una

relacion en la respuesta del cultivo celular.

Medio de cultivo a 5% de SFB mas ExCyte presenta las mejores condiciones de
cultivo de HEK293 con so6lo un decrecimiento del 17.17% de la densidad celular
comparada al control.

Disminuciones a 2 y 3% de SFB suplementadas con ExCyte presentan un retraso
en el tiempo de duplicacion y disminucién en la densidad celular, sin embrago el
porcentaje de viabilidad es mayor a 90% y no hay inhibicibn completa en la

proliferacion celular.
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El efecto del ExCyte en cultivos a 2% SFB infectados con Ad5/IFN-y permite una
produccion transitoria para la generacion de vectores adenovirales y proteina

recombinante.

12 Perspectivas.

o Estudio del cultivo de HEK293 en cultivo y produccion utilizando medio libre
de suero y suplemento ExCyte.

o Evaluar el efecto del suplemento ExCyte en cultivos en suspension.
o Escalamiento de cultivos suplementados con ExCyte.

o Empleo de otro sustituto de SFB en cultivos de HEK293 con la finalidad de
reducir costos de suplementacion.

o Disefio de un método de purificacion y caracterizacion de la proteina
recombinante IFN-y producida por el vector Ad5/IFN-y.
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14 Anexos.

Preparacion gel de agarosa.

Para el gel a 1.5% de agarosa empleado para la separacion de fragmentos de ADN
se realizo el siguiente procedimiento:

1. Pesar 0.375 g de agarosa y disolver en un matraz con 24.5 mL de buffer TBE
0-5X a una temperatura alrededor de 100 °C.

2. Una vez disuelta la agarosa y la solucion se encuentre a una temperatura
alrededor de 35 °C (calor tolerable al contacto con el antebrazo) afiadir 1 puL
de bromuro de etidio (10 mg/mL) y homogenizar

3. Verter inmediatamente antes de empezar la gelificacion sobre el soporte con
el peine en la camara de electroforesis (evitar la formacion de burbujas en el
gel) y esperar a que gelifique completamente.

NOTA: utilizar guantes y desechar apropiadamente la punta que tenido contacto
con el bromuro de etidio. El matraz y el soporte que estuvieron en contacto con
la solucion del gel deberan ser de uso exclusivo para la preparacién de geles
con bromuro de etidio.

Preparacion de buffer TBE.

e Buffer TBE concentraciéon 10X
Disolver 27 g de Tris base, 13.75 g de acido boérico y10 mL de EDTA 0.5 M a
un aforo de 250 mL de agua tipo 1. El pH del buffer stock tendra un pH
aproximado de 8.3.

o Buffer para electroforesis TBE concentraciéon 0.5X
Disolver 5 mL de buffer TBE 10X en 95 mL de agua tipo 1 por cada 100 mL
de buffer para electroforesis.

Soluciones para preparar gel de poliacrilamida para electroforesis
(SDS-PAGE).

e Lower buffer (1.5 M Tris + 0.4 % SDS).
Disolver 18.17 g de Tris en 50 mL de agua tipo 1 y agregar 2 mL de SDS al
20 %.
Ajustar pH a 8.8 con HCI concentrado y aforar hasta 100 mL.
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Upper buffer (0.5 M Tris + 0.4 % SDS).

Disolver 6.06 g de Tris en 50 mL de agua tipo 1y agregar 2 mL de SDS al 20
%.

Ajustar pH a 6.8 con HCI concentrado y aforar hasta 100 mL.

Solucién de acrilamida (Acrilamida 30 %: 0.8 % Bis- Acrilamida).
Disolver 49.5 g de acrilamida (BIO-RAD No. Cat. 161-0100) y 1.32 g de bis-
acrilamida (BIO-RAD No. Cat. 161.0200) en un volumen final de 165 mL de
agua tipo 1.

NOTA: Utilizar guantes, bata cerrada, cubre bocas y lentes de seguridad al
manipular los reactivos debido a su alta toxicidad, de preferencia cubrir la
zona de trabajo con papel destraza, al finalizar la preparacion desechar
adecuadamente el papel empleado y descontaminar la zona de trabajo.

Solucién de persulfato de amonio.
Disolver 0.1 g de persulfato de amonio (BIO-RAD No. Cat. 161.0700) en 1
mL de agua tipo 1.

Preparacion de buffer y soluciones para Western Blot.

10X SDS running buffer TGS concentraciéon 10X.
1. Disolver 30.3 g de Tris base, 144.4 g de glicina, 10 g de SDS en un
volumen final de 1 L de agua tipo 1.
2. Parapreparar 1 L de SDS running buffer TGS concentracién 1X, tomar
100 mL del concentrado 10X y diluir con 900 mL de agua tipo 1.

Buffer de transferencia 1X.
En 500 mL de agua tipo 1 disolver 28.8 g de glicina, 6.04 g de tris base y
anadir 200 ml de metanol, llevar el aforo a un volumen final de 2 L.

Buffer TBS concentracion 10X.
1. Disolver 24.23 g de Tris HCI, 80.06 g de NaCl en 800 mL de agua tipo
1, ajustar el pH de la solucién a 7.6 y aforar hasta 1 L de buffer.
2. Para preparar 1 L de buffer TBS concentracion 1X, tomar 100 mL del
concentrado 10Xy diluir con 900 mL de agua tipo 1

TBST 1X.
Tomar 100 mL de TBS 10X, agregar 1 mL de Tween 20y llevar el aforo hasta
1L.
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“No he fracasado. He encontrado

10 000 maneras
funcionan’.

Thomas A. Edison

que

no

En este lugar perdemos demasiado
tiempo mirando hacia atras. Camina
hacia el futuro. Abriendo nuevas
puertas y probando cosas nuevas, sé
curioso... porque nuestra curiosidad
siempre nos conduce por nuevos
caminos.

Walt Disney



