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1. RESUMEN

En las Ultimas décadas, el desarrollo de biofdrmacos producidos mediante el cultivo de
células animales ha crecido de manera exponencial debido a las posibilidades que
estos brindan en el fratamiento de enfermedades cronico/degenerativas e infecciosas.
Asi, el uso de diferentes sistemas de produccion sigue siendo materia de estudio, ya
que es necesario tener sistemas cuyas productividades sean competitivas que brinden

productos con la calidad y eficacia adecuadas a un costo aceptable.

Por ello, el andlisis de novedosas condiciones de cultivo tales como la microgravedad
es materia de estudio. El Rotating Cell Culture System (RCCS) en su modalidad de
biorreactor High Aspect Ratio Vessel (HARV) proporciona un entorno de
microgravedad simulada que ha permitido el establecimiento de modelos in vitro de
células de mamifero con aplicacion en el establecimiento de cultivos organotipicos,
modelos de interaccidn hospedero-patdgeno, evaluacion de nuevas dianas
terapéuticas, toxicologia y evaluacion de nuevos fdrmacos. La aplicacion de este
sistema en el campo de la produccidon de proteinas recombinantes y vectores virales
ha sido casi nula, y para nuestro conocimiento, este tfrabajo reporta por primera vez la
caracterizacion de cultivos de células HEK293 y la produccion de proteina
recombinante y vectores adenovirales en medio libre de suero bajo condiciones
simuladas de microgravedad en el biorreactor HARV frente a cultivos agitados en
gravedad terrestre. Los resultados muestran que los cultivos celulares HEK293 perciben
un porcentaje de gravedad minimo y mdximo verticales cuyos valores son [%g])

minimo= 0,153% (sentido descendente) y [%g] mdaximo= -0,053% (donde el signo
menos implica sentido contrario a la gravedad) considerando g=9,81 m/s2. El
crecimiento de las células no se vio afectado, sin embargo, se observaron efectos
celulares tales como la formacion de agregados en medio con suero y la generacion
de cultivo de células sin agregados en medio libre de suero. Asimismo, la optimizacion

del consumo de nutrimentos mejord principalmente en cultivos infectados. Finalmente,
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la produccion de proteina recombinante y vectores adenovirales se vio favorecida.
Dichos fendmenos fueron modelados matemdaticamente utilizando un enfoque de
ecuacion diferencial adaptable utilizando una red neuronal diferencial para poder

predecir comportamientos futuros como principio de la optimizacion del proceso.

Asi, se concluye que la microgravedad es un pardmetro que ha sido poco estudiado,
aunqgue ofrece ventajas en el cultivo de células HEK293 en la produccion de vectores
adenovirales y proteina recombinante, siendo a nuestro conocimiento, el primer

trabajo en el mundo que reporta este tipo de estudio.
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1.1 ABSTRACT

In recent decades, the development of biopharmaceuticals produced through animal
cell culture has grown exponentially due to the possibilities they offer in the treatment
of chronic/degenerative and infectious diseases. Therefore, the use of different
production systems remains a subject of study. So, it is necessary to have systems whose
productivities are competitive and provide products with the required quality and

efficacy at an acceptable cost.

Hence, the analysis of novel culture conditions such as microgravity is a subject of study.
The Rotating Cell Culture System (RCCS) in its High Aspect Ratfio Vessel (HARV)
bioreactor mode provides a simulated microgravity environment that has allowed the
establishment of in vifro models of mammalian cells with applications in the
establishment of organotypic cultures, host-pathogen interaction models, evaluation of
new therapeutic targets, toxicology, and assessment of new drugs. The application of
this system in the field of recombinant protein production and viral vector production
has been almost non-existent, and to our knowledge, this is the first work that reports the
characterization of HEK293 cell cultures and the production of recombinant protein and
adenoviral vectors in serum-free conditions under simulated microgravity in the HARV
bioreactor compared to stired cultures in Earth's gravity. The results show that HEK293
cell cultures perceive a minimum and maximum vertical gravity percentage, which
values are [%g] minimum = 0.153% (downward direction) and [%g] maximum = -
0.053% (where the minus sign implies the opposite direction of gravity), considering g =
9.81 m/s2. Cell growth was not affected in such a condition, however, cellular effects
such as aggregate formation were observed in serum-containing medium, and the
generation of aggregate-free cell cultures was observed in serum-free medium.
Additionally, nutrient consumption optimization improved mainly in infected cultures.
Finally, the production of recombinant protein and adenoviral vectors was favored.

These phenomena were mathematically modeled using an adaptable differential
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equation approach using a differential neural network to predict future behaviors as a

basis for process optimization.

Thus, it is concluded that even though microgravity is a parameter that has been little
studied, it offers advantages in the culture of HEK293 cells in the production of
adenoviral vectors and recombinant protein. To our knowledge this is the first work in

the world that reports this type of study.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Microgravedad

La Tierra genera un campo gravitacional que actia para atraer objetos con una fuerza
inversamente proporcional al cuadrado de la distancia entre el centro del objeto y el
cenfro mismo del planeta. La fuerza de gravedad se mide determinando la
aceleracién de un objeto sobre el que sdlo actiua la gravedad en la superficie de la
Tierra en la Tierrq, y se refiere como 1g o una gravedad terrestre. Esta aceleracion es
de aproximadamente 9,8 m/seg? (Huang et al.,, 2018a). Asi, la microgravedad, se
define como la fuerza que se imparte a un objeto donde la aceleracidon neta es muy
pequena del orden de 106 g, en comparacion con la producida fuerza de gravedad

el superficie de la Tierra (Higginson et al., 2016).

Por compendio se tiene la percepcidon que en el espacio la fuerza de gravedad es
inexistente. Si se deja caer un objeto en la Tierra, este caerd con una aceleracion de
9.8 m/seg? (1 g). Si el mismo objeto se deja caer por un astronauta en la Estacion
Espacial Internacional, este también cae; pero parece estar flotfando. Esto ocurre
debido a que el astronauta, el objeto y la estacion espacial estdn cayendo al mismo
tiempo, no hacia la tierra, alrededor de ella. Dado que caen ala misma velocidad dan
la percepcion de estar flotfando en un entforno comUnmente llamado gravedad cero
(0 g) o mds exactamente en un entorno de microgravedad (10¢ g)(DeFelice, 2015;
Ferranti et al., 2020).

La necesidad de la humanidad de elucidar cdmo se comporta la vida en el espacio,
ha significado la apertura de nuevas dreas de investigacion a los viajes espaciales, asi
como nuevas variables experimentales en la Tierra. El estudio de los organismos vy
células terrestres en el espacio representa una serie de retos a considerar, pero ofrece
condiciones poco frecuentes o inexistentes a nivel terrestre (Nickerson et al., 2016q).La
primera informacion relacionada a la microgravedad se publicd en 1951 por Haber H
y Gerathewohl SJ, quienes reportaron la fisica y fisicoquimica de dicho fendmeno
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(Haber & Gerathewonhl, 1951). Posteriormente, se presentd un avance del estudio de
ésta en humanos y animales completos donde se explicaba como influia la
microgravedad en sistemas de vuelos parabdlicos (Von Beckh, 1954). En la década de
los sesentas, se realizaron estudios relacionados con el sistema nervioso central y la
condicion de orientaciéon de humanos con la idea de conocer el comportamiento del
cuerpo humano bajo dicha condicidn (Reynolds, 1961). Todos estos estudios
conducian al entendimiento de los efectos que dicha condicidon causaba en el cuerpo
humano, observando en general efectos negativos tales como: reduccién de volumen
muscular, desorientacion, pérdida de densidad désea, diuresis, etc. (Lamb, 1964). Es
hasta 1965 cuando Pollard, establece de manera tedrica el estudio del efecto del
fendmeno de microgravedad sobre la célula, considerando que la distribucion de las
mitocondrias y de los nucleolos pudiera ser afectada por dicha condicion debido a
una polarizaciéon de las membranas (Pollard, 1965). Asimismo, se comienzan a realizar
experimentos bioldgicos satelitales por parte de Rusia principalmente (Sisakyan et al.,
1965) y el estudio con sistemas vivientes tales como amoebas, plantas,
microorganismos, insectos y tejidos de embriones, en donde se observa que en la
condicién de microgravedad los microorganismos aumentan su patogenicidad y
resistencia a los antibidticos (Tixador et al., 1985). Por lo anterior se establecid que los
seres humanos, microorganismos y cultivos de células animales presentan cambios

inducidos por influencia de la microgravedad.

2.1.2. Plataformas para generar microgravedad real (r-ug)

Se considera microgravedad real (r-ug) a aquella condicion de ingravidez llevada a
cabo en el espacio: la Estacion Espacial Internacional (ISS), fransbordador espacial o
laboratorios orbitales. Existen maneras en la Tierra para generar microgravedad real
con marcadas limitantes con respecto al tiempo de exposicion a un ambiente de
ingravidez, instalaciones como las torres de caida libre, cohetes de sondeo o los

aviones con vuelos parabdlicos (Hatzistergos et al., 2018; Kiss et al., 2019). En la Tabla 1
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se muestran el rango de gravedad alcanzado y el fiempo de exposicion que

proporcionan tanto los ambientes espaciales como los terrestres (Huang et al., 2018).

Tabla 1. Plataformas generadoras de microgravedad real. Modificado de Huang et al., 2018.

Instalacién Duracién Nivel de gravedad (g)
Torres de caida libre 2-9s 10-5-10-2
Vuelos parabdlicos 15-30's 10-3-10-2
Cohetes de sondeo 6-15 min. 10-4-10-3
Satélites/ transbordadores 1-2 meses 10-5-10-3
Estacion espacial permanente 10-6-10-5

Estacion Espacial Internacional (ISS). Los laboratorios de la ISS (Figura 1A) se han
convertido en la punta de lanza del estudio de r-ug hasta la fecha. La ISS proporciona
valores de ug en torno a 10-° g, aumentando periddicamente a 104 g durante la fase
de reimpulso una vez al mes. La estacion dispone de varias instalaciones que permiten
realizar experimentos bioldgicos. Europa cuenta con el "BIOLAB", en el laboratorio
europeo "Columbus", vy la instalacion auténoma "KUBIK". Estas instalaciones ofrecen
entornos ideales para numerosos experimentos bioldgicos con bacterias, hongos,
plantas y células de mamiferos. "KUBIK" es una instalacion relativamente sencilla que
proporciona 0-2 g y temperaturas entre 6 °C y 38 °C. Una variedad de contenedores
con hardware de experimentos disponibles se ajusta a estas instalaciones, con un
tiempo de funcionamiento de aproximadamente 18 anos de funcionamiento.
Asimismo, el "BIOLAB" dispone de una gran variedad de contenedores para
experimentos en funcion de las necesidades cientificas. Ademds de ug. el "BIOLAB"
ofrece una centrifuga para generar de 103 a 2 g en un entorno controlado (de 18 °C
a 40 °C, infercambio de gases y regulacion de la humedad del 60 al 90%) (Brungs, Egli,

Marcel, et al., 2016; Grimm, Schulz, Kriger, Cortés-Sanchez, et al., 2022).

Torres de caida libre. La torre de caida ZARM de Bremen es una instalacion europea
utilizada para experimentos en condicion de r-ug. Esta instalacion consta de un
contenedor cilindrico con una altura de 120 m, permitiendo en principio ~5 s de
microgravedad cuando un objeto se precipita en caida libre al vacio. La instalacion
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permite un modo catapulta, donde un objeto es lanzado desde la parte inferior,
modalidad que debido ala aceleracion permite generar un ambiente de r-ug proximo
alos 10 s. El valor de microgravedad alcanzando estd dentro del rango de 10-5-10-2
g. Los experimentos realizados en esta instalacion comprenden dreas como la
astrofisica, biologia, quimica, investigacion sobre la combustion, mecdnica de fluidos y

ciencia de los materiales (Figura 1D)(Gautier et al., 2020).

Vuelos parabdlicos. El principio de los vuelos parabdlicos se basa en una trayectoria
kepleriana (parabdlica) mediante el cual se crea un entorno de ingravidez al
compensar todas las fuerzas que actian sobre un objeto en el interior de un avién. Las
maniobras del piloto y la velocidad de vuelo estabilizardn una trayectoria kepleriana
balistica de caida libre para generar una fuerza centrifuga que contrarreste la fuerza
de gravedad inherente de la Tierra. Durante el vuelo se generan 31 pardbolas, para
cada pardbola existen dos periodos de hipergravedad con un rango de ~1.5a 1.8 g
con una duracion de 20 s antes y después de los 30 s de ug con un rango de ~102 g.
La NASA utiliza esta plataforma para probar hardware de vuelo que posteriormente se
utilizard en misiones espaciales (Figura 1C). Los vuelos parabdlicos permiten
experimentos de como se comportan los fluidos en microgravedad (difusion, ebullicion,
dindmica y estabilidad), biologia celular y desarrollo, aunque con la limitante del
tiempo de exposicion, fisiologia, biologia vegetal y la validacion de instrumentacion

para misiones espaciales (Pletser et al., 2015; Pletser & Pletser, 2020).

Cohetes de sondeo. Desde 1950 los cohetes de sondeo se han utilizado para
observaciones meteorologicas y estudios de la atmdsfera superior, permitiendo que la
carga Ufil pueda ser sometida a un ambiente de microgravedad en rango de 104 a
10-¢ g por aproximadamente 15 min. La limitante de esta plataforma es que durante el
lanzamiento se experimenta un periodo de hypergravedad de 8 g, lo que debe
considerarse cuando los experimentos incluyen muestras bioldgicas; asimismo se

experimenta con otro periodo de aceleracidon durante la reentrada del cohete a la
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atmosfera. Esta plataforma tiene su aplicacion en ciencias de los materiales, Biologia,

Fisica, y desarrollo de sistemas de lanzamiento (Figura 1E)(Ishizuka et al., 2018).

Figura 1. Plataformas que generan microgravedad real (r-y). A) Estacién Internacional Espacial ISS. B)
satélites orbitales (categoria CubeSat). C) Vuelos parabdlicos. D)Torres de caida Libre (ZARM). E) Cohetes
de sondeo. F) Transbordador espacial (NASA). Modificado de Ishizuka et al., 2018; Pletser & Pletser, 2020;
Gautier et al., 2020.
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2.2 Microgravedad simulada

La infraestructura necesaria para llevar a cabo misiones espaciales tripuladas y no
tripuladas con la finalidad de implementar protocolos de investigacion con el objetivo
de determinar cOmo responden los organismos vivos a la microgravedad es costosa y
con tiempos de preparacion bastantes amplios. Por tanto, el principal reto para utilizar
la condicion de microgravedad como herramienta de investigaciéon consistio en
implementar sistemas que puedan generar microgravedad en la Tierra y que puedan
ser puestos en marcha en laboratorios de investigacion. La microgravedad simulada
también se denomina microgravedad modelada, érbita de caida libre cercana a la
Tierra, simulador de micro peso o entorno de baja cizalladura; se aplica a aquel sistema
que proporciona un ambiente donde la suma de todas las aceleraciones
dependientes de la masa es igual o cercana a cero. Los sistemas que simulan ug en la
Tierra, denominados instalaciones en tierra, dificimente pueden sustituir a los
experimentos realizados en érbita en r-ug, pero si proporcionan informacidn similar y de
gran relevancia para el entendimiento de como se comporta la vida en esta condicion

(Grimm, Schulz, Kriger, Cortés-Sadnchez, et al., 2022; Li et al., 2015).

En los anos 50°s se hicieron los primeros intentos para lograr simular las condiciones de
microgravedad en la Tierra. Uno de los sistemas utilizados durante ese periodo era la
inmersion de organismos completos (cuerpos humanos entre ellos) en tanques de agua
o el estudio del posicionamiento horizontal del cuerpo, con la idea de estudiar dicha
condiciéon. A partir del ano de 1979, se empezaron a desarrollar tfrabajos que simulaban
las condiciones de microgravedad en ambiente terrestre, en principio se analizaba la
interaccion de fases sdlido-liquido en el espacio. Rodot et al. describieron el
comportamiento de esferas en contacto con particulas finitas en condiciones de
microgravedad simulada por inmersidon en un liquido de igual densidad; sus resultados
describian conclusiones relevantes sobre la formacidon de cristales en el espacio (Rodot
et al., 1979).

20

oratay;,
et &

Y AEM @&

wultad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ([e FC”W?C[C[‘[[ CONAHCYT Tecnoldgico

ESTADO DE MORELOS de Monterrey




2.2.1 Plataformas para generar microgravedad simulada (s-ug)

Se ha sugerido que el término “microgravedad simulada” debiese aplicarse a los
protocolos donde la direccién del vector de gravedad ha sufrido un cambio continuo
y constante, con el nivel de gravedad promediado cercano a cero junto con la
rotacion y el tiempo. De hecho, la microgravedad real no puede lograrse con un
simulador terrestre porque la magnitud del vector de gravedad de la Tierra no puede

modificarse, aunque si su efecto (Bradbury et al., 2020).

En la Tabla 2 se muestran las distintas plataformas que se utilizan para generar
microgravedad simulada, todas a excepcion de la levitacidon magnética utilizan el
principio de clinorotacion para poder igualar o anular el vector de gravedad, la
eleccion de la plataforma depende de las caracteristicas el experimento y del sistema
bioldgico (Bradbury et al., 2020; Zhang et al., 2017).

Tabla 2. Plataformas para generar microgravedad simulada. Modificada de Bradbury et al., 2020.

Instalaciones en tierra Efecto simulado Organismo Nivel de gravedad (g)
Clinostatos bidimensionales Efecto de Tejido vegetal <103

microgravedad

simulada
Mdquinas de Efecto de Tejido vegetal <104
posicionamiento aleatorio microgravedad
(RPM) (clinostatos 3D) simulada
Recipientes giratorios de Microgravedad Células humanas, células <103
alto aspecto (HARV) modelada de baja animales, bacterias y virus.

cizalladura
Sistema de cultivo celular Microgravedad Células humanas, células <103
rotatorio (RCCS) modelada de baja . . .

. animales, bacteriasy virus.

cizalladura
Aparato de levitacién Efecto de Protozoos y plantas. <102
diamagnética microgravedad

simulada

Clinostato Rotatorio. En un clinostato, el cultivo gira con el objetivo de que se disminuya
el vector de aceleracion de la fuerza de gravedad. Un Clinostato puede tener distintas
configuraciones en relacion con el nUmero de ejes de rotacion, la direcciéon vy la
velocidad de estos. En el clinostato con un eje de rotacion la direccion del vector de

gravedad es perpendicular (clinostatos 1-D o clinostatos 2-D) (Navran, 2008). Las
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muestras se posicionan cerca del eje de rotacion para mantener las aceleraciones
centrifugas lo mds reducidas posible, esto tiene como consecuencia que el didmetro
de los recipientes sea del rango de mm. Las particulas giran en trayectorias circulares,
el radio de las trayectorias depende de la velocidad de rotacion y de la diferencia de
densidad entre las particulas y el liquido circundante. La velocidad debe optimizarse;
velocidades bajas provocan sedimentacion, velocidades rdpidas provocan
centrifugacion. Al trasladar el principio a nivel celular, la célula percibe la tensidon y
presion a través de la interaccidon con los elementos citoesqueléticos y los canales
ibnicos mecanosensibles. En esta plataforma, los sistemas expuestos perciben la
microgravedad en un rango de 0,008 g a 0,018 g con un didmetro de mdx. 4 mm
durante una velocidad de rotacion de 60 rom (Trotter et al., 2015; H. Wang et al., 2016).
Los clinostatos se complementan con tecnologias desarrolladas especificamente para
el sistema como el desarrollo de microscopios de observacion (microscopio clinostato)
o cinética en linea (fotomultiplicador clinostat)(Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016)(Figura
2A).

Primeros estudios con clinostatos se centraron en la influencia de la microgravedad
simulada en cultivos de plantas, no obstante, los resultados no reflejaban un efecto
anfigravitatorio importante (Hoson et al., 1997; Navran, 2008). En 1992, Briegleb introdujo
el concepto de clinorotacion rapida para poder lograr una ingravidez funcional en

células individuales (Briegleb, 1992).

Mdquina de posicionamiento aleatorio 3D. Tiene las caracteristicas de un clinostato 2D,
pero con una mayor aleatorizacion direccional. Los cultivos celulares en este sistema
tienden a rotar aleatoriamente alrededor de 2 ejes. Este movimiento provoca una
reorientacion continua del vector de gravedad ejercido sobre el cultivo simulando
microgravedad, ya que el vector de gravedad se distribuye en todas direcciones. Lo
anterior se hace posible debido a que las RPM emplean 2 bastidores que giran
independientemente uno de otfro (Buken et al., 2019). La implementacién de técnicas

Opticas y de monitoreo en tfiempo real son necesarias para el andlisis del
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comportamiento de un cultivo celular en condiciones de microgravedad simulada. Sin
embargo, las RPM tienen la desventaja que dada la configuracion del equipo es
complicado implementar sistemas de monitoreo del cultivo mientras estd operando,
por lo que debe considerarse que el sistema no es aplicable para todas las condiciones
experimentales (Figura 2B)(Kopp et al., 2016). Existen evidencias de que el uso de las
RPM puede generar efectos mds cercanos a los efectos de la microgravedad real en
el espacio cuando giran lo suficientemente rapido como para que el organismo no
pueda percibir y experimentar el vector gravedad. Se ha observado que las plantas y
otros organismos superiores, son candidatos mds adecuados e ideales para las
investigaciones con RPM, lo que representa una ventaja importante sobre los
clinostatos 2D. Las RPM puede considerarse como un dispositivo mecdnico adicional
para reducir los efectos a largo plazo de la fuerza mecdnica de la gravedad. Debido
a la constante reorientacion de las muestras en el RPM, ya no se desencadenardn
respuestas intracelulares dependientes de la gravedad (Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016;
Ferranti et al., 2020; Huang et al., 2018) (Figura 2B).

Levitacion magnética. A diferencia de los diversos tipos de clinostatos que intentan
aleatorizar el efecto de la gravedad anulando el vector de gravedad por efecto de la
rotacion, las fuerzas magnéticas contrarrestan la fuerza de la gravedad mediante un
gradiente magnético y de la susceptibilidad diamagnética del objeto. Este gradiente
existe en dos direcciones opuestas de tal manera que en un campo magnético
orientado verticalmente y el gradiente superior equilibra los efectos de la gravedad
sobre el material bioldgico. El polo opuesto del gradiente magnético también genera
una fuerza equivalente de 1g vy, por tanto, proporciona un equivalente de 2g (1g
atribuido al gradiente magnético ademds de la gravedad original). Aunque el efecto
de los gradientes magnéticos y las propiedades diamagnéticas del objeto levitado
equiliora el efecto de la gravedad; es decir, suspende de forma estable los objetos
bioldgicos en el espacio, es probable que el campo magnético fuerte ~15 Ty el

gradiente afecten al movimiento de los iones, alterando las condiciones fisioldgicas
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que afectan ala expresion génica (Herranz et al., 2012; Parfenov et al., 2020). Se debe
tomar en cuenta la complejidad del sistema ya que, el reducido espacio en el orificio
de un imdn, la necesidad de refrigerar los imanes manteniendo la temperatura
ambiente para las muestras bioldgicas. El fuerte campo magnético (1.400 T2/m) vy el
gradiente necesario también requieren sistemas magnéticos especializados cuyo
funcionamiento requiere de costos altos. Se necesita mds investigacion para
determinar qué sistemas imitan mejor las condiciones de gravedad reducidag,
especialmente para las plantas que ocupan un gran volumen vy, por tanto, se ven
afectadas por cualquier gradiente de condiciones rotacionales, inerciales o
magnéticas. Aun con las limitaciones de la plataforma, la capacidad de producir
fuerzas de gravedad parciales o incluso excesivas hace que los gradientes magnéticos
sean una alternativa en comparacion con las plataformas basadas en los clinostatos
(Sanavandi & Guo, 2021b). El atributo mds sobresaliente de los campos magnéticos de
alto gradiente es la capacidad de levitar con precisidon orgdnulos celulares, como los
estatolitos en raices, hipocdtilos, rizoides y pldntulas. También, se ha demostrado que la
levitacion magnética es un sustituto terrestre Util de la microgravedad en ofros sistemas
bioldgicos, como las células de osteoblastos, Drosophila melanogaster y bacterias (Kiss
et al., 2019; Sanavandi & Guo, 2021) (Figura 2C).

Recipientes de Pared Rotatoria (RWV). El Recipiente de Pared Rotatoria fue desarrollado
por la NASA vy se distribuye comercialmente como Sistema de Cultivo Celular Rotatorio
(RCCS) a través de Synthecon, Inc. (Houston, Texas)(Grimm et al., 2014). El diseno del
biorreactor RWV para generar microgravedad simulada se basa en el principio de que
los organos y tejidos funcionan en un ambiente tridimensional 3D. Este diseno
optimizado para cultivos en suspension se utiliza principalmente para el cultivo de
células en 3D que mantienen muchas caracteristicas especializadas de los tejidos in
vivo. EI RWV proporciona un ambiente de bajo cizallamiento con magnitudes menores
a 0,01 dinas/cm2. El microambiente proporcionado por el RWV permite que las células

formen agregados tridimensionales cuyo tamano depende de la densidad celular y de
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si se estd utilizando algun tipo de andamiaje alcanzando tamanos del rango de 20 um
a 1 ym (Barrila et al., 2010). El sistema consiste en un cilindro de hasta 20 cm de
didmetro, que gira continuamente perpendicular al vector de gravedad terrestre. El
RVW se utiliza para examinar las interacciones célula-célula y las cascadas de senales
subyacentes para dilucidar los fundamentos de la formacion de tejidos. Estudios
comparativos, por ejemplo, readlizados por Hammond et al. en 2018 revelaron
diferencias en las respuestas de la levadura en el RWV frente al RPM con respecto a los
cambios de expresion génica mediados por los promotores del estrés de cizalla, el
estado redox y la apoptosis. Los autores concluyeron que las fuerzas inducidas por el
posicionamiento aleatorio y la rotacion constante de la RWV son diferentes y distintas.
Este ejemplo también indica que es probable que las tensiones de cizallamiento
inducidas en la superficie de la membrana sean variables importantes que afectan a

la forma en que las células perciben la gravedad (T. Hammond et al., 2018) (Figura 2D).

2.2.4 Aplicaciones de la microgravedad simulada en el cultivo de células animales

Durante los Ultimos 40 anos, los programas de Biologia Espacial y Ciencias de la Vida
de la NASA han aportado conocimiento importante sobre el comportamiento de los
sistemas celulares a bordo de los vuelos espaciales. Se han observado adaptaciones
en los cambios de expresidn génica, cambios en la morfologia celular, locomocion,
senalizacion fransmembranal, metabolismo y asociacion celular (Navran, 2008). Los
diferentes enfoques que ofrece el establecimiento de protocolos de investigacion
basados en cultivos en microgravedad simulada se muestran en la Tabla 3. Dadas las
diferencias con base en la complejidad y funcionalidad, la eleccion del dispositivo y
del tipo de cultivo, depende directamente de la aplicacion. El estudio del cdncer es
una de las dreas con mds proyeccion en los protocolos que involucran sistemas de

microgravedad simulada.
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Figura 2. Plataformas para generar microgravedad simulada (s-ug). A) Clinostato 2-D. construida por el
Instituto de Medicina del centro Aeroespacial Alemdn (DLR), Instituto de Medicina Aeroespacial. B)
Mdaqguina de posicionamiento aleatorio (RPM) con una incubadora de CO:2 integrado, desarrollada por
el Instituto de Automatizacién, Universidad de Ciencias Aplicadas del Noroeste de Suiza. C) Levitacion
magnética. Sistema de imanes superconductores refrigerados para cristalizacién de proteinas en s-ug.
D) Recipientes de Pared Rotatoria (RWV). Biorreactor de microgravedad RWV desarrollado por la NASA.
Modificada de Kiss et al., 2019; Sanavandi & Guo, 2021; T. Hammond et al., 2018; Ferranti et al., 2020.
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Dado que los ambientes de s-ug proporcionan un entorno excepcional para el cultivo

celular y se ha demostrado que estimula cambios y procesos celulares que no podrian

lograrse en condiciones de gravedad terrestre. La informacién se ha obtenido a partir

de protocolos con células de cdncer de tiroides, mama y préstata, bajo r-ug en el

espacio o durante s-ug en sistemas terrestres. Los cultivos de células de cdncer son

capaces de diferenciarse en dos fenotipos distintos en condiciones ug: una poblacion

se mantiene como células adherentes situadas en el fondo del matraz de cultivo, y ofra

poblacién se agrega en esferoides multicelulares tridimensionales (Grimm et al., 2022).

Tabla 3. Investigacion basada en cultivos en microgravedad simulada.

Célula/Tejido Dispositivo Observaciones Referencia
Células de raton Clinostato Estudio de la formacidén del cuerpo  (Shinde et al., 2016)
(CGRS8) 2-D embrionario en células progenitoras

pluripotentes bajo clinorotacién.
Microcrustéceos (D. Clinostato La clinorotacion no induce (Fischer et al., 2016)
magna; D. cucullata,  2-D aceleracion en forma de turbulencia
H. ncongruens) sumergido a pequena escala, que puede ser
percibido por Daphnia. Desarrollo
embrionario normal.
A. thaliana (raices) Clinostato Compensacion de la sedimentacion  (H. Wang et al., 2016)
2-D de estatolitos y la subsiguiente
redistribucién de auxinas.
Células de RPM Formacién de esferoides, aumento de  (Warnke et al., 2016)
carcinoma de la liberacién de citocinas en el RPM y
tiroides humano (FTC- una disminucion en el
133) Clinostato.
Condrocitos RPM Cultivo sin andamiaje de condrocitos (Wehland, 2016)
humanos humanos durante 7 dia en RPM resultd
en formacion  de  esferoides,
acompanada de cambios en el
citoesqueleto.
Aorta porcina (PAEC) RPM Estudio de la muerte celular, genes (Morbidelli et al., 2005)
proapoptdticos (p53, FAS-L, BAX),
genes antiapoptdticos (Bcl-2).
Deterioro de la capacidad de
respuesta celular a los estimulos
exégenos.
Leucemia RPM 202 cadenas de  polipéptidos (Pietsch et al., 2011)
mielobldstica aguda diferentes identificadas
humana (ML-1) en comparacién con los controles a
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Linea celular de RPM Modelo de vias de sefalizacion (Melnik et al., 2019)
cdncer folicular de relacionado con diferentes procesos
tiroides humano (FTC- biolégicos, como la formacién de
133) esferoides in vitro y metdstasis in vivo.
Células progenitoras ~ RCCS Imitacién de la topologia del tejido (McNeill et al., 2018)
mesenquimales 6seo y senales osteogénicas.
derivadas de la
médula dsea Ensayos y andlisis de susceptibilidad a
humana (hMSC) fdrmacos sin la  necesidad de

implantacién en animales.
Células de insecto RCCS Evaluacidon de la expresion de (Joosten & Shuler, 2003)
(Sf-21) glicoproteinas en ambientes de

microgravedad simulada.
Células epiteliales RCCS Los injerfos trasplantados con CEA (Zafar et al., 2019)
amnidticas humanas demostraron ser mds lentos al rechazo
(CEA) en comparacién con islotes no

modificados.
Células progenitoras RCCS Expansibn o gran escala y (Srinivasan et al., 2018)
neurales humanas diferenciacién neuronal de los hNPCs.
(hNPC)
Células de cancerde RCCS Establecimiento de modelo de (Clejanetal., 2001)
préstata humano transduccién de senales, describe la
(DU-145) dindmica del crecimiento 3D en HARV

bajo condicién de microgravedad.
Aislado de células RCCS Evidencia de que la mecdnica del (Cowgeretal., 2017)
corficales renales cultivo en RCCS modula la expresion
humanas de proteinas en cultivos en suspension.
Células progenitoras ~ RCCS Generaciéon de cardiomiocitos a partir - (Rungarunlert et al., 2016)
de ratén de (PSC), aplicaciones, ensayos y
pluripotentes modelos para el desarrollo de
inducidas (iPSC) farmacos.
Aislados de RCCS Efectos de la microgravedad en los (Feger et al., 2016)
cardiomiocitos de procesos moleculares dentro del
rata neonatal entorno celular.
(NRCM)

(Moreno-Villanueva et al.,

Células RCCS Estudio el efecto de la falta de 2018)
mononucleares de gravedad en la proliferacién de
sangre periférica leucocitos, las respuestas de citocinas
(PBMC) y la produccion de anticuerpos.
Aislados de RCCS Aplicacion de HDF-mAM (Zheng et al., 2015)
fibroblastos de criopreservado como un sustituto
prepucio humano dérmico vivo para el tfratamiento de
neonatal Ulceras diabéticas y ofras heridas

crénicas en clinicas.
Tejido ovdrico de RCCS Modelo para la investigacion de los  (S. Zhang et al., 2017)

ratén

mecanismos involucrados en el
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desarrollo in vitro de ovocitos/

foliculos.
Gladndula RCCS Modelo potencial para la (Gaoetal, 2015)
submandibular de regeneracion de las  gldndulas
rata salivales mediante ingenieria tisular.
Células de cadncerde RCCS Desarrollo  de nuevos enfoques (Caccurietal., 2017)
seno humano (MDA- terapéuticos para tratar la metdstasis
MB-231) tumoral y cancerosa.
Macréfagos de ratdon  Levitacion Modelo del complejo Arp2 / 3, sintesis  (S. Wang et al., 2021)
RAW 264 magnética  del citoesqueleto y funcién inmune,
linea murina JAWS |l Levitacion Andlisis maduracién y la produccién  (Tackett et al., 2019)
DC magnética  de interleucina-6.

2.3 The Rotary Cell Culture System (RCCS). Synthecon, Inc

Como ya se ha mencionado, una de las estrategias para generar condiciones de
microgravedad simulada es la clinorotaciéon. Dicha técnica produce una rortacion
rapida que origina la neutralizacion de la sedimentacion. En el sistema una célula es
forzada a seguir una trayectoria circular cuyo radio estd definido por la velocidad de
rotacion. La rotaciéon rdpida da lugar a menos movimientos relativos en comparacion
con la rotacion lenta y a una velocidad excesivamente alta en las aceleraciones
centrifugas. En la Figura 3 se muestra como es que se comportarian las particulas
dependiendo la condicion: en la presencia del vector de gravedad éstas se
sedimentan; en r-ug las particulas se encuentran en caida libre constante en orbita con
la Tierra; mientras que en un sistema de s-ug las células anulan el vector de gravedad
siguiendo una trayectoria circular entrando en niveles de gravedad préximos a 103 g
(Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016)(Microgravity et al., 2018)(Vashi et al., 2023). Este

principio es el que rige los Recipientes de Pared Rotatoria (RCCS).

29

oratay;,
et &

R\
k/({m'u[rud

de Farmacia

AEM

Tecnoldgico
de Monterrey

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

CONAHCYT



/ A 4 ° ® ° w i @
/ A \". .'|l \ |'II x el — \'.
f w ® o L \L
J [ [ . . |I -

1 1 | , @
| G . . . | - f
\ ’f_; \ Y ;f | . - /
\\ / \ Q o P y \; , . ‘.
. ____,__/ b T R—— =
Distribucion no homogénea  Distribucion homogénea Clinorotacion
sedimentacion no sedimentacion no sedimentacion
a) b) C)

Figura 3. Esquema del comportamiento de un clinostato de rotacién rapida. a) En la Tierra, las particulas
se sedimentan. Las fuerzas de gravedad vy flotabilidad determinan la posicidon de las particulas. b) En
condiciones de microgravedad real (r-ug), las particulas se distribuirdn homogéneamente debido a una
condicion de 106 g. ¢) En microgravedad simulada (s-ug) la rotacion rdpida perpendicular al vector de
gravedad genera un movimiento circular de las particulas. Imagen modificada de Vashi et al., 2023.

El Recipiente de Pared Rotatoria fue desarrollado por la NASA y se distribuye
comercialmente como Sistema de Cultivo Celular Rotatorio (RCCS) a través de
Synthecon, Inc. (Houston, Texas)(Grimm et al., 2014). Este diseno optimizado para
cultivos en suspension se utiliza principalmente para el cultivo de células en 3D que
mantiene muchas caracteristicas especializadas de los tejidos in vivo. El RWV
proporciona un ambiente de bajo cizallamiento con magnitudes menores a 0,01
dinas/cm?2. El microambiente proporcionado por el RWV permite que las células formen
agregados tridimensionales cuyo tamano depende de la densidad celular y de si se
estd utilizando algun tipo de andamiaje alcanzando tamanos del rango de 20 um a1

mm (Barrila et al., 2010).
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EI RCCS se compone de un recipiente cilindrico con rotacion horizontal y un sistema de
oxigenacion coaxial, el recipiente se llena en su totalidad de medio de cultivo. Al rotar
el flujo de fluido se acopla a la pared del recipiente girando como un cuerpo sélido. El
nUcleo oxigenador es fijo y gira a la misma velocidad angular que la pared exterior,
creando asi un flujo laminar con una fuerza de corte minima. Los cultivos en este sistema
se mantienen en suspension por la resolucion de las fuerzas gravitacionales, centrifugas
y de Coriolis (Manley & Lelkes, 2006). El principal determinante de la velocidad de
sedimentaciéon es el tamano del agregado celular que, de acuerdo con la ecuacion
de Stokes, aumenta en proporcion al cuadrado del radio. El vector de sedimentacion
aumenta rdpidamente y es necesario aumentar la velocidad de rotacion del RCCS
para mantener los agregados en suspension y evitar colisiones con las paredes del
recipiente. Por tanto, deben establecerse los pardmetros de operacion para cada
protocolo de cultivo (T. G. Hammond & Hammond, 2017; Nickerson et al., 2003). Existen
dos disenos de RCCS diferentes: el vaso giratorio de alto aspecto (HARV) (Figura 4C); vy,
el vaso lateral de giro lento (STLV) (Figura 4B), que difieren en su sistema de oxigenacion.
Sin embargo, ambas configuraciones comparten el mismo principio de funcionamiento
(Barrila et al., 2010; SYNTHECON, 2019). El recipiente de pared giratoria proporciona
principios de funcionamiento fluidodindmicos caracterizados por: rotacion de cuerpo
solido alrededor de un eje horizontal que se caracteriza por la colocalizacion de células
y agregados de diferentes velocidades de sedimentacion, cizallamiento y turbulencia
del fluido 6ptimamente reducidos vy libre dominio espacial tridimensional y oxigenacion

por difusion (T. G. Hammond & Hammond, 2017; Vidyasekar et al., 2017).
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Figura 4. Microgravedad modelada de baja cizalladura. A) Sistema de cultivo celular rotativo (RCCS).
B) Recipientes de alta relacion de aspecto (HARV). C) Recipientes laterales de giro lento (STLV). Imagen
modificada de SYNTHECON, 2019.

El bajo corte de fluido también promueve la co-localizacién de particulas en el fluido y
conduce a la formacion de agregados celulares. Ademas, este entorno de bajo flujo
de fluido imita el flujo in vivo durante el desarrollo y, por lo tanto, promueve la
diferenciacion celular y crecimiento del cultivo en 3D. El desarrollo de agregados 3D se
mantiene en un estado de caida libre continuo, manteniendo al mismo ftiempo el
ambiente de baja fluidez-cizallamiento, permitiendo a las células establecer
estructuras complejas observadas in vivo. En el biorreactor RWV, la oxigenacion se
produce por la difusion de gases disueltos, proporcionando la oxigenacion necesaria
para formar agregados manteniendo el bajo flujo de fluido. Estas condiciones de

crecimiento permiten desarrollar ulfraestructuras organoftipicas que no estdn
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faciimente presentes en el cultivo de células en monocapa convencional y son
necesarias para avanzar en el desarrollo de células in vifro que efectivamente imitan
el tejido in vivo. Por ejemplo, las células epiteliales crecidas en el biorreactor expresan

proteinas de adhesidon, forman uniones estrechas (Gardner & Herbst-Kralovetz, 2016).

Las células que se cultivan en el biorreactor reflejan un fenotipo especifico. Por ejemplo,
las células epiteliales vaginales forman un estratificado de multiples capas, epitelio
escamoso, mientras que las células epiteliales endocervicales forman una sola capa
como se encuentra in vivo. Por lo tanto, refleja las caracteristicas micro anatémicas
auténticas del tejido de origen. En el caso de modelos de cdncer, por ejemplo, las
células MCF-7 ya no requieren la matriz extracelular para el crecimiento, se adhieren y
crecen en las perlas recubiertas de coldgeno, reflejando asi su fenotipo tumoral. Los
agregados completamente diferenciados pueden permanecer en el biorreactor, ser
recolectados para experimentos posteriores, incluyendo infecciones (Marrero et al.,
2009).

2.3.1 Parametros operativos y limites del funcionamiento de los recipientes de paredes
giratorias

T. G. Hommond y J. M. Hommond en el 2001 determinaron los principios de ingenieria
que permiten establecer cultivos en un ambiente de microgravedad simulada de bajo
cizallamiento. Los pardmetros de funcionamiento y limites de la funcidn de recipiente
de pared giratoria se describen en la Figura 5. El diagrama A define la velocidad
vectorial. Se muestran las fuerzas que actian sobre una particula bajo la influencia de
un fluido viscoso en rotacion. La sedimentacion inducida por la gravedad (Vs) puede
resolverse en componentes radiales (Vsr) y tangenciales (Vst) dirigidos hacia el interior.
También existe una velocidad de particula dirigida hacia el exterior debido a la fuerza
centrifuga (Vcr). El movimiento tangencial inducido por Coriolis (Vct) produce una
espiral de particulas en la corriente de fluido (Figura 5A). El diagrama B representa la

magnitud de la desviacion de las particulas a través de las lineas de corriente en el
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recipiente de pared giratoria. Obsérvese que larelacion entre la distorsion inducida por
la gravedad y las rotaciones por minuto es una funcidon exponencial inversa, mientras
que la desviacion debida a la fuerza centrifuga estd directamente relacionada de
forma lineal con las rotaciones por minuto (Figura 5B). El radio de la espiral inducida por
la fuerza de Coriolis a baja velocidad puede reducirse inicialmente aumentando la
velocidad de rotacion, pero degenera rapidamente hasta que los agregados celulares
se adhieren a la pared exterior a medida que aumenta la velocidad de rotaciéon. En la
Figura 5C se observa la trayectoria calculada de una particula en el recipiente de
pared giratoria en funcidn del tiempo en un marco de referencia estacionario,
observando que la particula se aproxima al estado estacionario asintdtico, a medida
que se aproxima al punto de equilibrio de las fuerzas centrifugas y de Coriolis. La
Trayectoria calculada del agregado de la célula del vaso de pared giratoria dibujada
en el marco de referencia giratorio se muestra en la Figura 5D (T. G. Hommond &
Hammond, 2001; Nickerson et al., 2016b).

2.4 Mecanotfransducion

La mecanobiologia estudia como las células, los tejidos y los drganos pueden detectar
y responder a senales mecdnicas para regular numerosos procesos bioldgicos, incluidos
el desarrollo, la diferenciacion, la fisiologia y las enfermedades. A nivel celular, las
senales mecdnicas de la matriz extracelular circundante (ECM) conftrolan la fisiologia
celular normal. Los procesos de mecanodeteccion y mecanotransduccion involucran
componentes infra y extracelulares como las integrinas, las proteinas ECM vy el
citoesqueleto (CSK). Las integrinas desempenan un papel fundamental en la
mecanodeteccion celular al conectar fisicamente el CSK al ECM que forma grupos

denominados "adherencias focales (FA)".

34

oy,
et &

Y AEM @&

wultad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ([e FC”W?C[C[‘[[ CONAHCYT Tecnoldgico

ESTADO DE MORELOS de Monterrey




o
|

=

w

Derivacién debida a la distorsién

inducida por la gravedad
@ Derivacion debida ala

fuerza centrifuga

YU lineade flujo

a

VS/-‘: ]

Trayectoria

de la particula
Ro

2x VsgwRo/G

Amplitud de derivacion inducida por la gravedad (cm) -
Derivacion centrifuga en una revolucién (cm)

Q 100
Rotaciones por minuto (rpm)

e
°
1

a0®

270

Figura 5. ParGmetros de funcionamiento y limites de la funcion de recipiente de pared giratoria. A)
Diagrama de velocidad vectorial. B) Diagrama de la magnitud de la desviacién de las particulas. C)
Trayectoria calculada de una particula en el recipiente de pared giratoria en funcién del tiempo en un
marco de referencia estacionario. D) Trayectoria calculada del agregado de la célula del vaso de
pared giratoria dibujada en el marco de referencia giratorio. Imagen modificada de Hammond vy
Hammond 202.
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Se sabe que las integrinas reclutan mds de 150 proteinas, incluidas las proteinas
adaptadoras de FA, las proteinas de transporte y las quinasas, a la red célula-ECM. El
ECM es una malla de proteinas compleja que proporciona el andamio para la
adhesion celular y el soporte mecdnico. El CSK consta de ftres tipos de flamentos de
proteinas; actina, microtUbulos y filamentos intermedios que permiten a las células
mantener su forma y resistencia mecdnica. Estos elementos eventualmente orquestan
varias cascadas de senalizacion aguas abagjo para determinar el destino y el
comportamiento de las células mediante la regulacion de la expresion génica (Jansen
et al., 2015; Kim, 2021).

La caracterizacion de respuesta celular a la carga mecdnica (gravedad) ha sido
ampliamente documentada, no asi, la respuesta que se produce cuando las células
se colocan en condiciones de descarga mecdnica(ingravidez). Las células expuestas
a un entorno de microgravedad presentan alteraciones de su forma, tamano, volumen
y adherencia celular. Estos cambios morfoldgicos reflejan modificaciones estructurales
del citoesqueleto, especificamente en los microtUbulos y los flamentos de actina (F-
actina), debido a las células perciben una disminucion de la gravedad vy, por tanto,

una descarga mecdnica(Thiel et al., 2019).

Se ha descrito como los ambientes de microgravedad real o simulada alteran la
transcripcion, traduccidn y organizacion de las proteinas citoesqueléticas. En la Figura
6 se describen las alteraciones morfoldgicas v fisioldgicas de las células en crecimiento
adherente después de la exposicion a la microgravedad. En las células adherentes, los
microtUbulos forman una disposicion de radiales asociadas al nUcleo de la célula,
mientras que las fibras de actina se anclan a la membrana celular. El filamento
intermedio forma una red alrededor del nicleo. En condicion de microgravedad los
microtUbulos se acortan y curvan, se observan menos fibras de actina, pero filamentos

intfermedios mds condensados (Bradbury et al., 2020).
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Figura 6. Alteraciones morfolégicas y fisiologicas de las células en crecimiento adherente después de la
exposicion a la microgravedad. Imagen modificada de Bradbury 2020.
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3. ANTECEDENTES
3.1 Células HEK293 como sistema de produccion de biofdrmacos

Las células HEK293 es la linea celular humana mds utilizada en la produccion de
biofdrmacos, debido a su capacidad para readlizar modificaciones post-
transduccionales completamente humanas. Estas células pueden cultivarse faciimente
en medios libres de suero y, aunque son de naturaleza adherente, pueden adaptarse
a cultivos en suspension. Ademdas, tienen una velocidad especifica de crecimiento
relativamente alta, son susceptibles a varios métodos de transfeccion, y son eficientes

en la produccion de proteinas (Dumont et al., 2016).

Se han desarrollado clonas de la linea celular HEK293 como: HEK293-H y 293-F para
mejorar sus caracteristicas con base en sus usos. Asi, la clona 293-H ha mejorado la
adherencia al cultivo en monocapa (cuando los medios suplementados con suero son
utilizados) en comparacion con otras lineas celulares. Otras clonas de las células
HEK293 incluyen la linea celular HEK293-T (293-T) y HEK293-EBNAT1. La primera contiene
el antigeno T del virus de simio 40T y es capaz de expresar altos titulos de vectores virales,
ésta se usa para la produccion de vectores retrovirales y lentivirales. Las células HEK293-
EBNAT expresan de forma estable el gen EBNA-1 del virus Epstein-Barr, controlado por
el promotor del citomegalovirus demostrando una mayor tasa de crecimiento y la
densidad celular mdaxima en relacion con las células HEK293 normales (Yamaguchi et
al., 2003).

Las células HEK293 se han utilizado para producir algunas vacunas y proteinas. Como
ejemplo se sabe que al menos cinco agentes terapéuticos producidos en células
HEK293 han sido aprobados por la FDA o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
para uso terapéutico en los Ultimos anos. Estos agentes son drotrecogina alfa (Xigris®;
Eli Lilly Corporation, Indianapolis, IN), proteina de fusion del factor recombinante IX Fc

(rFIXFc; Biogen, Cambridge, MA), proteina de fusidon del factor recombinante VIl Fc
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(rFVIIIFC; Biogen, Cambridge, MA), factor VI recombinante (humana-cl rhFVII;
NUWIQ®; Octapharma, Lachen, Suiza) y dulaglutide (TRULICITY®; Eli Lily, Indianapolis,
IN). Drotrecogina alfa es una proteina C activada recombinante que fue aprobada
por la FDA en 2001 y por la EMA en 2002 para el tfratamiento de pacientes con sepsis
grave. Las células HEK293 fueron elegidas para la produccion de la Drotrecogina alfa
debido a que su actividad requiere dos modificaciones post-trasduccionales, la
escision del propéptido y la y-carboxilacion de residuos de dcido glutdmico, que las

células CHO no pueden producir de manera adecuada (Ranieri et al., 2012).

rEVIIIFC y rFIXFc son proteinas de fusion recombinantes que fueron aprobadas por la
FDA en 2014 para el control y la prevencion de episodios hemorrdagicos, el manejo
perioperatorio y la profilaxis de rutina para prevenir o reducir la frecuencia de estos en
personas con hemofilia Ay B. Este biofdrmaco se produce en células HEK293-H donde
el proceso de cultivo por lote alimentado es robusto a escalas de 200, 2000 y 15 000
litros, con el potencial para un proceso de segunda generacion para alcanzar
densidades celulares aun mas altas, del orden de 3.5 x 107 cel/mL. Una modificacion
post-transduccional esencial para la actividad del FIX es gamma-carboxilacion de los
primeros 12 residuos de dacido glutdmico en el dominio Gla por la vitamina carboxilasa
y-glutamil K-dependiente. Esta modificacion facilita la unidén del FIX a las memibranas
de fosfolipidos. Se ha reportado que las células HEK293 tienen una mayor capacidad
para la y-carboxilacidn que células CHO. Ademds, FVIII contiene seis sitios de
sulfatacion de firosina potenciales, que son vitales para la funcionalidad del FVIll y la
union a factor de von Willebrand. Se ha reportado que el FVIIl expresado a partir de

lineas celulares humanas es completamente sulfatado (Peters et al., 2010).

El uso de células HEK293 infectadas con adenovirus recombinantes (sistema HEK293-
Adenovirus) que contengan el gen de la proteina (recombinante) con interés
farmacéutico, brinda una alternativa para la produccion de biofdrmacos con
glicosilacion idéntica a la que presenta las proteinas enddgenas del ser humano,

solucionando problemas tales como las reacciones adversas asociadas a la
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glicosilacion, estabilidad o funcion asociadas a modificaciones post fransduccionales
asegurando la seguridad y eficacia del biofdrmaco. Para mejorar la productividad de
este sistema se estudia la relacidon entre la concentracion de virus infectivos y las
células. Por ejemplo, estudios preliminares en nuestro laboratorio han demostrado que
a bajas multiplicidades de infeccion (MOI= particulas virales por célula) se favorece la
produccion de proteina recombinante. Ademds, generalmente se analizan el efecto
de diversos pardmetros de cultivo tales como pH, temperatura o concentracion de
oxigeno disuelto sobre el crecimiento y desarrollo de los cultivos; siendo en todos los
casos la condicidon de gravedad terrestre una constante. Sin embargo, considerando
lo analizado en la literatura con respecto a la produccidon de proteinas en condiciones
de microgravedad simulada con resultados interesantes, se abre un drea de
investigacion que involucra el desarrollo de procesos de produccion de proteinas

recombinantes bajo esta condicion.

En la Tabla 4 se muestran los productos basados en vectores virales terapéuticos
aprobados desde 2015 por la FDA producidos en células HEK293. La linea celular
HEK293 o sus derivados se utilizaron en la produccion de vectores virales. Con el
creciente nUmero de terapias celulares y génicas que se estdn desarrollando (Rittié et
al., 2019; Lapteva et al., 2020), se espera un crecimiento correspondiente en el uso de

HEK293 en la produccioén de vectores virales.

Asi, considerando las caracteristicas brindadas en la produccion de proteinas
recombinantes en células HEK293 tales como las glicosilaciones complejas, en este
proyecto se propone como un sistema de expresion transitoria para la expresion de la

proteina modelo IFN gamma.
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Tabla 4. Productos bioldgicos aprobados por la FDA producidos en HEK293 desde 2015. Modificado de
Tan 2021.

Producto Propiedades Aprobacion
NUWIQ® Factor antihemofilico recombinante 2015
Voretigene neparvovec Terapia génica RPES5 basada en AAV 2017
(Luxturna®)
Axicabtagene cilolucel Terapia CAR T dirigida por CD19 2017
(Yescarta®)
Tisagenlecleucel Terapia CAR T dirigida por CD19 2017
(Kymriah®)
Onasemnogene abeparvovec Terapéutica del gen SMN basado en 2019
(Zolgensma®) AAV
Lisocabtagene maraleucel Terapia CAR T dirigida por CD19 2021
(Breyanzi®)
Idecabtagene vicleucel Terapia CAR T dirigida por BCMA 2021
(Abecma®)

3.2 IFN gamma.

El IFN gamma es una glicoproteina homodimérica formada por dos subunidades de 21
a 24 KDa, ambas codificadas por el mismo gen y asociadas de forma no covalente. Es
una citocina de la familia IFN del tipo Il. Este fue originalmente descubierto como un
agente antiviral y se sabe que se produce por distintos tipos de células que conforman
al sistema inmune tales como CD4+, Th1, CD8+, linfocitos T citotoxicos, natural killers (NK)
natural killers T (NKT), y por las células presentadoras de antigeno (APC) como
macréfagos, células dendriticas y linfocitos B (van Boxel-Dezaire & Stark, 2007). IFN
gamma tiene una amplia gama de funciones celulares, activando vias de senalizacion

celular en la célula diana.

Todas las células del organismo poseen receptores especificos para el IFN gamma, por
lo que su efecto depende del tipo de célula. En linfocitos B, promueve la diferenciacion
y el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la expresion de moléculas de clase |l
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del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En los linfocitos T CD4+, estimula la
proliferacion de las células con subtipo TH1 y bloquea la de las células TH2,
favoreciendo la respuesta inmune especifica mediada por células. En los neutrdfilos y
en los linfocitos NK, desencadena el proceso de activacion, activando la respuesta
inmune inespecifica. En células endoteliales, el IFN gamma induce un aumento de la
expresion de selectinas en la superficie celular con el fin de facilitar la extravasacion de

linfocitos T del torrente sanguineo a tejidos (McLaren & Ramiji, 2009).

Sin embargo, aun con sus amplios efectos en varios tipos de células, el principal blanco
del IFN gamma son los monocitos/macréfagos, sobre los que actia como su principal
activador induciendo: la expresion de genes del MHC de clase II; promoviendo la
funciéon presentadora de antigeno de los macréfagos; induciendo la expresion de la
sintetasa del oxido nitrico inducible (iINOS); y, generando intermediarios reactivos del
oxigeno que aumentan la expresion de moléculas de adhesion y de receptores FcgRl
de alta afinidad, asi como la sintesis y secrecidén de citocinas, tales como TNF-q, IL-1b,
IL-6 e IL-12, y de componentes del complemento. La induccién de la sintesis de IL-12
representa un mecanismo de retroalimentacion positivo en el contexto de la
inmunidad especifica mediada por células, ya que esta interleucina actia como un
potente inductor de la proliferacion de linfocitos T CD4+ del subtipo TH1 (Bililau &
Matthys, 2009).

El IFN gamma puede ejecutar directamente efectos anti proliferativos en una amplia
variedad de tumores. El desarrollo de tumores sélidos requiere de la formacion vasos
sanguineos para crecer; este proceso se denomina angiogénesis. Existen moléculas
proangiogénicas producidas por los tumores como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Sin embargo, la
induccion de quimiocinas como IP-10 en células tratadas con IFN gamma ejerce
actividad antfi-angiogénica bloqueando la neovascularizacion del tumor. Otras
quimiocinas anti-angiogénicas inducidas por IFN gamma son MIG e |-TAC, las cuales

son gquimioatrayentes de células T y NK que se infiliran en el tumor, también se ha
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determinado que la IL-12 activa la produccion de IFN gamma para inducir la secrecion
de quimiocinas (Rodriguez-Vita & Lawrence, 2010). Las citocinas han sido ampliamente
estudiadas por su capacidad inmunoestimulante; esta capacidad las hace moléculas
terapéuticas atractivas para fratar diversas enfermedades. Dentro de este grupo se
encuentra el IFN gamma (Costa et al., 2014). Las funciones inmunoestimulantes del IFN
gamma han sido aplicadas para tratar diversas enfermedades, una de ellas es la
enfermedad granulomatosa créonica , la cual ha sido tratada mediante la
administracion de IFN gamma recombinante inframuscular o intravenosa (Obeid &
Bauvois, 2006). El uso de IFN gamma como agente inmunomodulador y apoptdtico ha
sido exitoso en modelos experimentales y en pacientes con diferentes enfermedades
(Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del INF gamma recombinante en modelos experimentales. El INF gamma, es una
molécula inmunomoduladora que puede ser usada para tratar diversas enfermedades.

Modelo Enfermedad Efecto Referencia

In vitro Hepatitis By C Eficiente para suprimir la (Ughachukwu et al., 2016)
replicacién viral.

In vitro Diabetes meliitus tipo | Contribuye a la destruccion (Meenakshi et al., 2016)
de las células beta por la
produccién de oxido nitrico.

Ratones Infecciones bacterianas Aumenta la activacién de (Pereiro et al., 2016)
macréfagos y reduce la

intensidad de la infeccion.

Ratones Infecciones parasitarias Confiere resistencia a la (Lykens et al., 2010)
infeccioén.
Ratones Tumores inducidos con Regresidn tumoral (Mauldin et al., 2016)

células tumorales.
Humanos  Enfermedades Mejoria de signos y sinfomas.  (Briend et al., 2017)

pulmonares
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3.5 Adenovirus

Los adenovirus humanos estdn asociados con enfermedades de |as vias respiratorias,
ojos e intestino. Tipos especificos de adenovirus causan enfermedades en el tracto
urinario, higado, amigdalas y/o adenoides. Las infecciones por adenovirus pueden ser
asinfomdticas, pero también pueden ser letales, especialmente en individuos

inmunocomprometidos.

El viridon (20-100 nm de espesor) carece de una envoltura lipidica e incluye una cadena
de ADN de doble cadena que contiene 35,000 — 37,000 pares de bases. La cdpside
icosaédrica se construye principalmente a partir de proteinas de hexdn, proteinas de
base pentdnica y proteinas de fibra. Estas proteinas encapsulan el ADN viral y se
mantienen unidas principalmente por la proteina llla (pllla), la proteina IX (pIX) y otras
proteinas de anclaje. En cada una de las 12 esquinas, la proteina de base pentdnica
ancla la fibra que sobresale al viridn. Las fres proteinas de la cdpside estdn involucradas

durante su adhesidon y/o entrada en las células hospederas (Reddy & Nemerow, 2014).

Las principales ventajas de los vectores adenovirales son: pueden producirse en titulos
virales altos sin comprometer la produccion; fransducen eficientemente células en
divisidon y en reposo; tienen un comportamiento episomal permaneciendo de manera
independiente en el nucleo. Se observa que, en varios casos, el éxito del uso de
vectores adenovirales ha sido moderado, principalmente debido a la mala
transduccion, causada en parte por la respuesta inmune innata y/o preexistentes que
eliminan de la circulacion los vectores basados en Ad5 administrados por via
infravenosa y, en parte, por la ineficacia de la orientacion vectorial. Se han hecho
intentos por evadir la respuesta inmune usando vectores "gutless" o vectores blindados
con polietilenglicol. La ineficacia de los vectores basados en AdS se debe
principalmente a la unidn con moléculas del hospedero, como los factores de
coagulacion, que dirigen rdpidamente el vector hacia las células hepdticas. Esta y

otras interacciones entre las moléculas del hospedero y el adenovirus explican, al
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menos en parte, el tropismo de los adenovirus silvestres y sus homologos recombinantes
(Xiang et al., 2015).

Los adenovirus son el vector mas utilizado en ensayos clinicos: cdncer en la prostata,
pulmones, cabeza y cuello, sangre, piel, sistema nervioso central, ovarios, mama,
rinones, y otros tipos de células/tejido, asi como para tratar enfermedades
cardiovasculares: enfermedades de las arterias, angina e isquemia. Finalmente, los
adenovirus también se utilizan como vectores de vacunas para tratar o prevenir

infecciones (Arnberg, 2012).

El éxito de los vectores adenovirales (en su mayoria derivados del Ad5 humano) se ha
mejorado con el tiempo debido a las modificaciones genéticas que se han realizado
en su genoma. Para establecer la seguridad en el uso, las primeras modificaciones se
hicieron eliminando los genes esenciales de replicacion viral. Los adenovirus de primera
generacion son aquéllos a los que se les ha deletado los genes reguladores Elay E1b
e los primeros factores reguladores transcripcionales que se producen durante el ciclo
de replicacion viral. La eliminacion de estos genes dio lugar a los adenovirus con una
capacidad inicial de clonacién de transgénesis de 5.2 kb buscando mejorar el sistema
y aumentar la capacidad de clonacién y continuar disminuyendo la capacidad de
replicacion viral. La segunda generacion describe vectores en los que se eliminaron
genes no estructurales (E2/E3/E4) ademds del gen E1 original ausente en los vectores
de primera generacion. Si bien la segunda generaciéon de vectores demostré una
mayor capacidad de clonacidon y una reduccion de la citotoxicidad, aun asi,
desencadenaron respuesta inmune in vivo que dio lugar a la reduccion de la

transgénesis (Lee et al., 2017).

Se desarrolld una tercera generacion de AdVs, denominados vectores adenovirales de
alta capacidad (HC-AdVs), también conocidos como “gutless” o AdVs dependientes
de ayudantes (HD-AdVs). El HC-AdV es despojado de todas las secuencias de
codificacion viral, resultando en un vector con sélo 50 y 30 ITRs ademds de una senal

de empaqguetado, proporcionando asi una mayor capacidad para las secuencias de
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clonacion fransgénica (36 kb). La estructura de la HC-AdV minimiza la citotoxicidad, lo
que permite la expresion prolongada de genes terapéuticos, lo que convierte a la HC-

AdV en el AdV mds prometedor para su uso en terapia génica (Fernandes et al., 2015).

Actualmente, en el mercado ya se encuentran productos provenientes de vectores
adenovirales para terapia génica. Gendicine es el primer biofdrmaco autorizado para
utilizarse como agente en terapia génica para el tratamiento del cancer (Su et al.,
2015). Es un adenovirus humano serotipo 5, modificado genéticamente, en el que se
ha eliminado la regién E1 sustituyéndola por el gen que codifica el gen supresor de
tumores p53. Este adenovirus ha sido aprobado para el fratamiento del carcinoma de
células escamosas de la cabeza y el cuello en China. También se encuentra en ensayos
clinicos para el fratamiento de varios otros tipos de cdncer. Se compone de particulas
viricas Ad5-p53 recombinantes, de replicacion incompetente, que se basan en
adenovirus de serotipo 5 en el cual la region E1 ha sido sustituida por el cDNA del gen

supresor humano de tipo salvaje de tumores p53 (Chen et al., 2014).

3.6 Redes neuronales artificiales para el modelamiento de cultivos celulares

Las Redes Neuronales Artificiales (RNA) se inspiran en las interconexiones bioldgicas de
las neuronas del cerebro. Estas originalmente tenian como objetivo comprender el
funcionamiento del cerebro y del sistema nervioso modelando matemdticamente la
transferencia de senales entre grupos neuronas, culminando los modelos matematicos
simplificados de una neurona artificial. El uso de las RNA se ha ampliado rdpidamente,
construyendo redes computacionales de neuronas artificiales con el objetivo abstracto
de imitar la capacidad humana de "aprender' a partir de datos de entrenamiento
para crear asociaciones generalizadas que permitieran clasificar correctamente datos
de prueba. Dado que las RNA no podian comparar su complejidad con Las redes
neuronales bioldgicas se determind usar el prefijo “artificial” (Berg & Nystrom, 2018;
Mendez et al., 2019).
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La RNA mds comun es la red neuronal feed-forward. La red estd representada por
multiples capas de neuronas basado en proyecciones (Figura 7). Estas capas
neuronales incluyen una capa de entrada, una o mds capas ocultas y una capa de
salida, con neuronas conectadas por pesos sindpticos. Cada neurona representa una
funcidon de transferencia que consta de dos pasos secuenciales. En primer lugar, una
funciéon de suma calcula la suma ponderada de las neuronas de entrada compensada
por un valor constante (sesgo). En segundo lugar, una funcién de activacion transforma
las sumas utilizando una transformacién lineal o no lineal (como la tangente hiperbdlica
y la sigmoidal). Durante el entrenamiento del modelo de RNA, los pesos enfre cada
capa de neuronas se optimizan iterativamente en un ciclo de dos fases: propagacion
hacia delante a través de la red, tras lo cual se calcula un término de error basado en
la diferencia entre los resultados objetivo y los reales, y retropropagacion para ajustar
los pesos (Berg & Nystrdm, 2018; Gupta et al., 2003; Mendez et al., 2019). Este método
Unico de optimizacion de los pardmetros del modelo utilizado para las RNA se
denomina retropropagacion, conceptualmente sencillo, permite la flexibilidad de las
estructuras de las RNA, de una a multiples capas ocultas, estas Ultimas denominadas

redes neuronales profundas o aprendizaje profundo (Wong et al., 2018).

Los cultivos de células animales se caracterizan por comportamientos no lineales muy
complejos, dificiimente simulados mediante modelos analiticos. Las Redes Neuronales
Arfificiales, si bien son modelos de caja negra, poseen capacidades de aprendizaje y
generalizacion que podrian conducir a mejores resultados. La implementacion de un
enfoque computacional novedoso, algoritmos de aprendizaje automdatico, incluido el
perceptron multicapa (MLP) como red neuronal artificial (RNA) y la regresion de vector
de soporte (SVR), para modelar procesos que implican el crecimiento celular y su
metabolismo resultan en una herramienta con gran potencial en la produccion de
biofdrmacos. Las RNA son ampliamente utilizadas en la ciencia de los materiales, pero
también se utilizan en estudios bioldgicos y médicos. Por ejemplo, Antonakoudis y

colaboradores establecieron una metodologia combinada de un modelo metabdlico
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estequiométrico de células CHO y una red neuronal artificial que describe el proceso

de glicosilacion de la proteina recombinante (Antonakoudis et al., 2021).

Capa de Capa Capa
entrada oculta de salida

Funciones de activacién comunes
Linear: f(x) =x

Logistico (sigmoide): f(x) = #
Tanh: f(x) = tanh(x) = %
Paso unitario:f (x) = [lll :;i i g

Unidad lineal rectificada: f(x) = {; gi i g

Figura 7. Representacion grdfica de una RNA. Cada circulo representa una neurona en cada capa, y las
flechas representan el peso sindptico entre la salida de una neurona y la entrada de otra neurona. Cada
neurona representa una funcidn de fransferencia simple dividida en dos etapas: la suma de las entradas
seguida de una funcidn de activaciéon. Imagen modificada de Mendez et al., 2019.
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4. JUSTIFICACION

Los biofdrmacos como proteinas terapéuticas son fundamentales en el tratamiento
de una amplia variedad de trastornos cronico-degenerativos y representan un alto
costo en la salud publica. Existe evidencia de que el uso de lineas celulares humanas,
como las células HEK293 ofrecen ventajas significativas, tales modificaciones post-
transducciones consistentes con proteinas enddgenas al organismo por lo que su uso
ofrece un menor riesgo de eventos adversos como la inmunogenicidad al ser
administradas en pacientes. Sin embargo, las productividades que a la fecha se
obtienen con este sistema son limitadas, por lo que el andilisis de diferentes pardmetros
de cultivo es indispensable para la mejora de estos. El surgimiento de nuevos sistemas
de cultivo en microgravedad simulada proporciona un drea de estudio en relacion
con la produccion de biofdrmacos en estas condiciones. Por ello, es necesario
profundizar en el papel que juega la microgravedad en la produccion de
biofdrmacos novedosos como son las proteinas recombinantes y los vectores

adenovirales utilizando un sistema de expresion transitorio en células HEK293.

5. HIPOTESIS

La microgravedad simulada mejora el desarrollo del cultivo de células, la produccidon
de proteinas recombinantes y de vectores adenovirales en el sistema HEK293-

Adenovirus en comparacion a aqguellos desarrollados en gravedad terrestre.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la microgravedad simulada y terrestre en el sistema transitorio de

produ

andlisi

ccion de proteinas recombinantes HEK293-Adenovirus/INF gamma mediante el

s de la productividad del cultivo y de la calidad y eficacia de la proteina

recombinante y del vector adenoviral para proponer nuevas estrategias de

mejoramiento de cultivo.

7. OBJ

UNIVERSIDAD AUTONOMA
ESTADO DE MORELOS

ETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar experimentalmente la condicidon de microgravedad simulada en el
sistema HARV para establecer las condiciones de operacion adecuadas para
el cultivo celular.

Caracterizar el crecimiento de células HEK293 en cultivos sin infectar e
infectados con vectores adenovirales que expresen IFN gamma, en ambientes
con gravedad terrestre y microgravedad simulada, para determinar cudl es la
mejor condicion de cultivo.

Cuantificar la expresion de la proteina de IFN gamma por ELISA, en ambientes
con gravedad terrestre y en microgravedad simulada, para determinar si la
condicién de microgravedad simulada favorece la expresion de IFN gamma.
Cuantificar la produccion de vectores adenovirales que expresan IFN gamma
mediante la determinacion de particulas infectivas para para determinar si la
condicion de microgravedad simulada favorece la produccion de vectores
adenovirales.

Cuantificar metabolitos y subproductos por medio del analizador biogquimico
(YSI) para establecer las cinéticas de consumo y produccion comparando los
rendimientos especificos en microgravedad y en gravedad terrestre.
Implementar un método de redes neuronales artificiales para modelar
matemdaticamente los dataos experimentales obtenidos en condicion de

gravedad terrestre y microgravedad simulada.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El sistema rotatorio de cultivo celular (RCCS)
High Aspect Ratic autoclavable Vessel (HARV)

4

Caracterizacion del bicrreactor HARV.
Determinacion de los parametros de operacion.

Determinacion del % de gravedad del sisterma.

2

Caracterizacion del crecimiento en cultivos de
células HEK293 en condicion terrestre (g) v

microgravedad simulada..

3

Caracterizacion de cultivos de células HEK293 en

infectados con Ad5/INF-y en condicién terrestre

(g) y microgravedad simulada (ug).

4

Andlisis de la produccion de particulas virales,

interferon gama y metabolitos.

4

'/ Andlisis de los resultados.

i Implementacion de un método de modelado

matematico de los resultados

. (redes neuronales diferenciales)
LTI

Figura 8. Estrategia experimental.
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8.1 Cultivo de células HEK293

La linea celular de rindn embrionario humano (HEK293) se obtuvo de la coleccidon de
cultivos ATCC (n° de catdlogo ATCC CRL-1573). Inicialmente, las células HEK293 se
cultivaron en DMEM F12 (Gibco, n® de catdlogo 12500062) y un 10% de FBS (byProducts
Batch n° FBS19003, n° de catdlogo 90020); a continuacidn, se adaptaron al medio Excell
293 sin suero (Sigma, n° de catdlogo 14571C) suplementado con 4 mM de glutamina
(Sigma, n° de catdlogo G8540). Las células se incubaron a 37°C, 5% de CO2y 95% de

humedad.

8.2 El sistema rotatorio de cultivo celular (RCCS)

La condicion de microgravedad se simuld en un sistema de cultivo celular rotatorio
(RCCS-1), tipo High aspect ratio autoclavable vessel (HARV) (Houston, Texas 77054
EE.UU.). El dispositivo tiene un didmetro de 99.06 mm, una profundidad de 6.33 mm y
un volumen total de 50 mL. La velocidad de rotacion para los cultivos de células
HEK293 se determind en 25 rpm, la operacion del sistema se realizd dentro de una
incubadora (Thermo Fisher Modelo Serie 3 con camisa de agua) a 37°C, 5% COzy 95%

de hUmedad en un laboratorio BSL2.

8.3 Evaluacion de las condiciones de microgravedad en el montaje experimental

Las condiciones de microgravedad durante los experimentos se evaluaron mediante
un enfoque de procesamiento de imdgenes. Se grabaron las trayectorias de los
esferoides de células HEK293 en el interior del reactor para estimar el componente de
gravedad resultante durante la rotacion. Se utilizé una cdmara de video CCD
integrada (POXXXJS2-3, 13 megapixeles) de un teléfono movil (Huaweii Psmart) para
registrar las trayectorias de los esferoides. La cdmara y el reactor se colocaron dentro

de la cabina de bioseguridad, a 0,3 metros de distancia y perpendicularmente al
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plano de la imagen. El biorreactor se cargd con células HEK293 tenidas con colorante
violeta cristal a una densidad de 2x10° células/mL en un volumen de 50 mL de medio
de cultivo, en condiciones de 5, 10, 15, 25 y 30 rom. Los experimentos se grabaron y
los videos se guardaron en formato MP4 para procesarlos sin conexion. La
representacion esquemdtica de las tfrayectorias se muestra en la Figura 1.
Posteriormente, los videos se descompusieron en fotogramas (archivos de imagen,
formato jpg), de acuerdo con la resolucion temporal de la cdmara a un intervalo de
un tercio de segundo (1/3 s) entre ellos. Los elementos de cada imagen se escalaron
a las dimensiones reales en el marco del biorreactor; se tomo el radio de 9.96 cm del
biorreactor para establecer la relacidon pixel/cm. Para realizar este proceso se utilizo el
software de codigo abierto Kinovea 0.8.15 e Imagel 1.53. En cada fotograma, se
identificaron manualmente los centros esferoidales correspondientes vy, a
continuacion, se registrd la trayectoria de cada punto a lo largo de cada ciclo con
un par de coordenadas en la imagen etiquetadas como C_i (x(n), y(n)), donde C_i
corresponde al centro geométrico del esferoide i-€simo y x(n), y(n) corresponden a las
coordenadas en cada fotograma n-ésimo, dadas en metros. Se selecciond una
trayectoria completa durante una revolucidon para determinar la velocidad lineal
media en cada fotograma v(n) y la aceleracion (a(n)), dadas por las siguientes
relaciones para la coordenada x v_x=( x(n)-x(n-1))/(t(n)-t(n-1)), y a_x=( v_x (n)-v_x (n-
1))/(t(n)-t(n-1)), donde t(n) y t(n-1) corresponden al tiempo registrado para la captura
de n fotogramas y el fotograma anterior (n-1), expresiones andlogas se utilizaron para
la determinacion de la componente v_y (n) y a_y (n). Se calcularon la magnitud y la
direccion de v(n) y a(n) y se representaron vectorialmente sobre el plano de la
imagen. Para estimar la fraccion de aceleracion de la gravedad sobre cada esferoide
en cada fofograma n se realizd el siguiente cdlculo fraccion de gravedad (n) = (a_Y
(n)*100) /(-g) donde g=9,81 m/s2.
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8.4 Caracterizacion del cultivo de células HEK293 en condiciones de microgravedad
simulada (HARV) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en matraz agitado)

Cultivo celular. La cinética de crecimiento de HEK293 se establecio en un enforno de
microgravedad simulada utilizando 50 mL de medio Excell293 libre de suero con un
indculo de 2x10° células/mL, y se mantuvo a 37 °C, 5% COg; la velocidad de rotacion
del HARV fue de 25 rom en todos los experimentos. Estos cultivos se compararon con
cultivos de células HEK293 en gravedad terrestre considerando el matraz agitado a
100 rom en una incubadora con agitador orbital con un volumen de 50 mL de medio
Excell293 libre de suero con un inéculo inicial de 2x105 células/mL con una velocidad
de rotacion de 25 rpm a 37 °C y 5% CO:a.

Recuento celular y viabilidad. Se determinaron las células totales y viables por mL
mediante la técnica de exclusion con azul fripano (Gibco, Cat. no. 15250061;
Freshney, 2010).

Medicion de nutrientes. La glucosa, la glutaming, el lactato y el glutamato se midieron

en un analizador bioguimico YSI (YSI modelo 2900).

8.5 Cinética de infeccion por IFN gamma-adenovirus 5

Cultivos de células HEK293 en ambientes de gravedad terrestre y microgravedad
fueron infectados por IFN gamma-adenovirus 5 utilizando una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 5 y una densidad celular de 0.6x10¢ cél/mL, dichas condiciones
fueron previamente establecidas por (Sosa 2016) observdndose que los mejores titulos
se obtuvieron con estos valores de densidad celular y multiplicidad de infeccién. La
expresion de IFN gamma vy los fitulos de adenovirus se muestrearon alas 72 h, 96 hy
120 h. Los sobrenadantes se almacenaron a -20°C, los pellets secos a -80°C para su

posterior andlisis. La expresion de IFN gamma se midié mediante el kit ELISA platino
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(Invitrogen BMS228). El titulo de adenovirus se determind por el método de Reed vy
Muench(Ramakrishnan, 2016) (Ramakrishnan, 2016).

8.6 Identificacion dindmica no paramétrica mediante redes neuronales diferenciales

Hipotesis de identificacion y conjunto de datos experimentales. Para la identificacion
no paramétrica del proceso, el sistema de cultivo celular en condiciones de
funcionamiento por lotes (sin flujo de entrada) se representd mediante la clase generall
de sistemas no lineales continuos, establecidos por el siguiente conjunto de ecuaciones

diferenciales ordinarias:

FO = fx@) +£©) (1)
dt
donde x(t) € R™, es el vector de estado en el fiempo t 2tpcon una condicién inicial dada
x(ty). En el caso particular de la cinética de crecimiento: x(t) € R® para experimentos
no infectados, y x(t) € R7 para el experimento infectado, con componentes x,(t)=
concentracion celular [célula/mL], x,(t)=produccion viral [ufp/mL] y x5 (t)=produccion
de IFN, en el momento t actual. &(t) € R™ es un vector aditivo acotado de ruido
determinista que afecta al vector de estado y que considera el posible ruido
experimental. Los valores experimentales de cada variable en el vector de estado
x(t) € R™ donde se registran fuera de linea y se preprocesan mediante regresion
polindbmica de ajuste simple para construir un conjunto de datos de series temporales
continuas. Este conjunto de datos se utiliza para estimar el modelo dindmico dado por

ecuaciones diferenciales adaptables como se describe a continuacion.

Estructura de modelado de las redes neuronales diferenciales. El siguiente enfoque se
basd en la metodologia presentada en Gradilla-Herndndez et al., (2020). Una Red
Neuronal Diferencial (DNN) es una ecuacion diferencial no lineal adaptativa utilizada
para aproximar el lado derecho f(x(t)) del sistema (1), dicha aproximacion depende

de los pardmetros variables en el tiempo (pesos, W(t)) que deben ser ajustados por una
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ley de aprendizaje concreta. Este conjunto de ecuaciones diferenciales consta de dos
partes: una secciéon lineal representada por una matriz de Hurwitz A € R™™ con
componentes constantes, y una seccidén no lineal adaptable con multiplicadores de
funciones sigmoidales variables en el tiempo o(x(t)) (vector de funciones de

activacion), esto es:

az@®) _ AZ(t) + W(t)a(x(t)) (2)

dt

Donde X € R" es el vector de estado estimado por la DNN, A € R™™, W € R™P, g(-) €
RP*1, Tanto los pardmetros constantes como los variables en el tiempo deben ajustarse
adecuadamente para garantizar una aproximacion correcta al estado entre x(t)y X(t).
La matriz W (t) proporciona la capacidad de adaptacion de la DNN y viene dada por

la solucion del siguiente conjunto de ecuaciones diferenciales:

WO - (2 PAR(D), 2(t ~ h(©)aT(2() + 2K PR () (3)
(3)QR(0), £(t — h(t)) = 28(t — h(t)) + W(t)a( Z(t))

Donde &: = 2(t)-x(t) es el error de identificacion W(t) = W(t) — Wparaun W, k > 0 es la

tasa de adaptacién y P es una matriz con las siguientes caracteristicas: P € R™",P = PT,

El conjunto de pardmetros del identificador DNN para experimentos no infectados
(x(t) € R®) se selecciona como: matriz lineal estable A = —0.03 x I5*° la matriz de pesos

adaptable como matriz diagonal:
Wy (6) = [wy1(€) 000 0;0w,,(£) 000;00ws3(t) 00; 000w,,(t)0; 0000 wss(t)],
y el vector de funciones sigmoides

a(2(8)) = [01(2,(1) 02(%2(D)) 05(R3(t)) 04 (24(D)) , 0, (R(t))].  entonces la  estructura

particular de identificacion no paramétrica (modelo dindmico) estd dada por:
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003 0 0 0 0 %O wa® 0 0o o 0 q[oE®)
0 —003 0 0 0 % 0 wy(®) 0 0 0 |[[o2(%()))
= 0 0 —003 0 0 ||z%@®|+] o0 0 ws(t) O 0 Jlos(Zs(®N| 4)
0 0 0 —-0.03 0 X4(0) 0 0 0 wy(t) 0 0,(,(1))
0o 0o o o0 —003g ) o 0o 0o 0 wssOlg(z.(0)

Esta estructura también se amplia para el caso de experimentos infectados a
dimensiones propias (x(t) € R?). El modelo obtenido tras el ajuste de (4) es un conjunto
de ecuaciones diferenciales ordinarias que representan la tasa de cambio de cada
variable considerada en el proceso. Es importante senalar que este enfoque no es un
andlisis de regresion estdtico a lo largo del tiempo, sino un modelo dindmico y

adaptable en cualquier t.

8.7 Estadistica

Los experimentos se realizaron por triplicado (n=3) y se calculd la media. El porcentaje
de gravedad se calculd a partir de los marcos de tres experimentos independientes (3
cultivos en el biorreactor HARV). Las barras de error representan la desviacion estdndar
para cada condicion. Cada variable se aproxima mediante regresion polindmica
simple para crear una serie temporal continua de datos y se fijo un criterio de bondad
de ajuste superior a 0,95. La estructura de la funcion polindmica no se tiene en cuenta

en el andlisis y se utiliza exclusivamente como generador de datos confinuos.

57

&/‘(wu[rud A E M

de Farmacia

CONAHCYT Tecnoldgico

de Monterrey



9. RESULTADOS.

9.1 Establecimiento de los pardmetros de operacion del dispositivo de microgravedad
simulada HARV

Para establecer los pardmetros iniciales de operacion del sistema de microgravedad
simulada High Aspect Ratio Vessel (HARV) se utilizaron valores previomente reportados
en la literatura (REF) para posteriormente corroborarlos con resultados experimentales.
Utilizando el moédulo de dindmica de fluidos computacional (CFD) del programa
COMSOL Multiphysics se midio la distribucion de la tension de cizallamiento en el
interior del HARV utilizando un estudio de flujo monofdsico laminar con base a la
viscosidad del medio de cultivo DMEM F12. Las revoluciones de operacion del sistema
reportadas van de 10 a 30 rom dependiendo el tipo de célula, del uso de
microacarreadores o de andamios de anclaje (Kwon, Devarakonda, Sankovic, &
Banerjee, 2008). El estudio se realizd a 10 rom y 20 rpm con valores de viscosidad de
0.69 cP y una densidad de 0.9933 g/cm3 a 37 °C. La Figura 8 muestra la resolucion del
estudio, observando un valor de 20x10-%5 dPa para la velocidad de 10 rom y 10x10+4
dPa para 20 rom. La diferencia observada de casi un orden de magnitud indica que
a mayores revoluciones por minuto mayor la fuerza de cizallamiento en las paredes

internas del recipiente de cultivo.

Posteriormente, se realizd un andlisis de los vectores de velocidad de flujo a diferentes
rom en el sistema HARV (Figura 9A). La velocidad de los vectores es medida en mm/s
y se observa que a 5y 10 rom dichos vectores no se distribuyen uniformemente y
tienden a colisionar con las paredes del recipiente. Para el rango de velocidades de
rotacion de 15-25 rpm estos vectores se equilibran mads eficientemente, no asi, para los
valores de 30 rom donde se observa mayor estrés hidrodindmico donde los vectores

de velocidad se concentran mds cerca de las paredes internas del HARV.
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Figura 9 . Simulacién de cultivo del dispositivo HARV. A) Andlisis de dindmica de fluidos computacional
(CFD) para los valores de 10 rom y 20 rpm B) Trazado de particulas para los valores de 10 rpm y 20 rpm
para particulas de 50 um (azul) 100 um (verde) y 200 um (rojo).

El establecimiento de un modelo de simulacion del biorreactor HARV utilizando la
dindmica de fluidos (CFD), el frazado de particulas y la determinacion de la velocidad
de los vectores de flujo fue demostrado experimentalmente en la Figura 9, donde se
montd un experimento utilizando como fluido 50 mL de agua destilada y como fase

solida particulas de silica gel con un tamano de 66 a 200 um, las cuales fueron tenidas

con cristal violeta; con una densidad masa correspondiente a 2x10% cel/mL para
poder observar el posicionamiento de las particulas. La Figura 9A representa la
direccion tedrica representada por vectores del experimento para cada velocidad
de rotacion. Como se observa en la figura 9B, a 5 rom las particulas se mantienen en
la pared del recipiente siendo esta velocidad de rotacion insuficiente para distribuir
las particulas en el total del sistema; lo mismo ocurre a 10 rom, pues la mayor parte de

las particulas se encuentra en la misma posicion. A 15 rom las particulas comienzan a
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distribuirse al centro del recipiente y en 25 rom se observa que una proporcion
importante se encuentra rotando en equilibrio hacia el centro del HARV. Si bien a la
velocidad 30 rom las particulas se encuentran rotando éstas se alejan del centro y se
mantienen mds cerca de las paredes, con lo que se observd en la simulacion donde

existe un mayor estrés hidrodindmico lo que podria afectar la viabilidad de los cultivos.

La Figura 9C representa el experimento donde se colocaron 2x1 0° cel/mL de células
HEK293 tenidas con cristal violeta en 50 mL de medio de cultivo libre de suero y se
procedié a monitorear el comportamiento a diferentes rom. Las velocidades de 5rpm
y 10 rom muestran nuevamente no ser suficientes para poder mantener al centro del
recipiente las células, aun a 15 rom no se aprecia que las células se dispersen
adecuadamente. 25rom esla velocidad de rotacion que mejor mantiene las células
enrotacion al centro delrecipiente y a 30 rom la velocidad aleja las células del centro

exponiéndolas a un mayor estrés hidrodindmico.

Lo anterior demuestra que el rango de operacion de velocidades de rotacion es del
rango de 15 rom a 25 rom permitiendo que las células roten al centro alcanzando el
equilibrio de la fuerza de Coriolis, centrifuga y una fuerza gravitacional reducida

cumpliendo con las condiciones de un ambiente de microgravedad simulada.
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Figura 10. Establecimiento de las velocidades de rotacion para el cultivo de células HEK293 en el biorreactor HARV para simular
una condicion de microgravedad. A) Andlisis de los vectores de velocidad de flujo B) Biorreactor HARV, fase liquida: agua
destilada, fase sélida: silica gel tenida con cristal violeta C) Biorreactor HARV fase liquida: medio de cultivo libre de suero, fase

sélida: células HEK293 densidad celular: 2x10° cel/mL.
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Figura 11. Determinacién del porcentaje de gravedad de células HEK293 bajo CMS. A) Trazado de la trayectoria de las células HEK293 a partir
del procesamiento digital de fotogramas a una velocidad de agitacién de 25 rom. B) Vector de velocidad del esferoide de células HEK293.
El valor calculado para la velocidad fue v=0.0160£0.0257 m/s. C) Vector de aceleracién del esferoide celular HEK293. El valor calculado para
la aceleracion fue de 0.0366+0.0204 m/s2. La metodologia aplicada permitié calcular el % de gravedad percibido por las células HEK293 en
el sistema de cultivo HARV con un valor de %g= 0.0092+0,1175 %.
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9.2 Medicion del pardmetro de microgravedad

El procesado de las imdgenes obtenidas a partir del registro de la tfrayectoria del
esferoide de células HEK293 en medio DMEM F12 10% SFB a 25 rpom permitio
calcular los paradmetros del vector velocidad, el vector aceleracion y la fraccion
de gravedad para 7 fotogramas que componen la trayectoria del esferoide en
el sistema HARV. En la Figura 10, se observa que la trayectoria del esferoide tiende
a ser circular, patréon que se repite durante cada ciclo.

La velocidad (V) del esferoide calculada fue de 0,0160+0,0257 m/s (Tabla 6) con
una aceleracion (A) de 0.0366+0.0204 m/s2 (Tabla7). Considerando la
aceleracioén en el gje y los valores minimo y méximo fueron a_(y minimum)=-0.015
m/s2 y a_(y maximum)=0.0052 m/s2 (el signo menos indica direccion hacia
abajo), el porcentaje de gravedad de esta aceleracion vertical minima vy
mdaxima percibida por las células HEK293 en el sistema de cultivo HARV fueron |
%g)] _minimum=0.153% (direccidn hacia abagjo) y [%g] _maximum=-0.053%
(donde el signo menos implica direccion contraria a la gravedad), ésta es la
fraccion de gravedad considerando g=9.81 m/s2 . El efecto de la gravedad es
minimo en direccion descendente, compensado por el sistema rotacional
(Figura 10).

Tabla 6. Componentes X, Y, magnitud y direccidn del vector de velocidad.

Vx (m/s) Vy (m/s) V] V()
-0.010024122 -0.006682748 0.012047495 213.6900675
0.00390128 -0.014954906 0.015455394 -75.37912601
0.018205973 -0.00585192 0.019123348 -17.81888891
0.01365448 0.005201707 0.014611727 20.85445804
0.007152347 0.014954%906 0.016577252 64.44003483
-0.01755576 0.005201707 0.018310173 163.4956386
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Tabla 7. Componentes X, Y, magnitud y direccién del vector de aceleracion.

AX (m/s2) Ay (m/s?) [Al A (%)
0.037636222 -0.014954906 0.040498573 -21.67060095
0.038661333 -0.00585192 0.039101709 -8.607161635
-0.012301333 0.005201707 0.013355918 157.0785811
-0.017573333 0.014954%906 0.023075339 139.6022167
-0.066778666 0.005201707 0.066980952 175.5459542

Tabla 8. Porcentaje de gravedad presentado en cada cuadro para el esferoide.

Cuadro Tiempo(s) x coordenada (m) y coordenada (m) % Gravedad
1 0 0.12365757 0.05605489
2 0.36 0.120048886 0.053649101
3 0.73 0.121492359 0.048115786 0.152445529
4 1.1 0.128228569 0.045950575 0.059652598
5 1.47 0.133280727 0.047875207 -0.053024532
6 1.84 0.135927095 0.053408522 -0.152445529
7 221 0.129431464 0.055333154 -0.053024532
)
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9.3 Caracterizacion de cultivos de células HEK293 en condiciones de microgravedad
simulada (HARV, 25 rom; CMS) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en
matraz agitado, 100 rom: CGT)

Se compard el crecimiento de cultivos de células HEK293 en medio Excell 293 sin suero
bajo CMS a 25 rom y CGT en matraces agitados a 100 rom's y se muestra en la Figura
11A. La tasa de crecimiento especifico para el CMS fue de 0.0221 h-' con un tiempo de
duplicacion de 31 h, y la tasa de crecimiento especifico fue de 0,0247 h-' con un tiempo
de duplicacion de 28 h para el CGT. La viabilidad celular para los cultivos en CMS fue
del 86% = 4% y para el CGT (matraz agitado) la viabilidad fue del 80%+ 2% a las 144 h.
Se observa que la condicidon de microgravedad no afecta al desarrollo del cultivo. Los
valores calculados de tiempo de duplicacion para ambas condiciones se encuentran
dentro del rango reportado de 24 h a 56 h para la linea celular HEK293 en medio Excell
293 libre de suero en condiciones de gravedad terrestre (Lorenzo et al., 2019; Romdan et
al.,, 2018). Los valores de tiempo de duplicacion entre CMS (28 h) y CGT (31 h) no
difieren significativamente por lo que se puede afimar que la condicion de
funcionamiento a 25 rom's del HARV no impacta negativamente en el crecimiento y
viabilidad de las células HEK293(Figura 11A. La eleccion de cultivos en agitacion de
células HEK293 en suspensién como control de gravedad del suelo se debe a que Estas
son las condiciones de cultivo estdndar para la produccidon de proteinas
recombinantes (Chin et al., 2019). No es posible utilizar las mismas velocidades en
condiciones terrestres y de microgravedad debido a que dichos valores no son
comparables, y tampoco son opfimos para el desarrollo del cultivo. Las células
cultivadas en matraces agitados necesitan una velocidad de 100 rom como condicion
Sptima para la aireacion del cultivo y la transferencia de masa (Chahal et al., 2014;
L'Abbé et al., 2018) mientras que las células en el biorreactor HARV necesitan una
velocidad de operacion de 25 rom para generar la condicidn de microgravedad
simulada, que se determinaron en el presente frabagjo siguiendo los criterios

establecidos por Nickerson para bacterias y particulas (Nickerson et al., 2003).
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Figura 12. Crecimiento de cultivos celulares HEK293. A) Cinética de crecimiento de cultivos de células HEK293 en medio libre de suero
bajo CMS y CGT. El tiempo de duplicacion (dt) de los cultivos en ug fue de 31 h, frente a las 28 h del CGT en matraz agitado. B)
Estimacién del crecimiento de cultivos de células HEK293 utilizando una DNN a partir de datos experimentales. C) Estimacién de las
productividades de crecimiento celular para CMS y CGT calculadas a partir del enfoque DNN. Las productividades mdximas de

crecimiento celular se observan entre 48 y 72 h, tras lo cual se observa una disminucidén de la tasa de crecimiento en ambas
condiciones.
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La figura 11B muestra la identificacion del proceso por la DNN, la integracion de la
estructura (4) y la ley de adaptacion (3), permiten representar la ecuacion diferencial
estimada que gobierna el comportamiento de la variable x_1 (t)= concentracion
celular [célula/mL]. Para ambas condiciones experimentales, el error cuadrdtico de
identificacion (estimaciéon DNN vs. datos experimentales) se determind sobre el tiempo
completo siendo inferior al 5% para ambos casos. Esto confirma la adaptacion y la
capacidad de la DNN para modelizar con precision esta variable. Se obtuvieron
resultados y calidad de aproximacion equivalentes para el conjunto completo de
variables del vector de estado en todas las condiciones experimentales. La Figura 11C
muestra las productividades de crecimiento (célula/ml*h) para ambas condiciones
calculadas mediante la aproximacion DNN (2). Tanto el CMS como el CGT comienzan
a aumentar su tasa de crecimiento a las 24 h, observdndose un crecimiento maximo
entfre las 48 y 72 h y, a partir de ese momento, se produce una disminucion de dicho
valor. Después de 120 h, se observa un aumento de la productividad del crecimiento
bajo CMS con respecto al CGT. Cabe destacar que no existen valores de referencia
para cultivos celulares HEK293 en ambientes de microgravedad, por lo que se

consideraron como referencia los valores reportados para CGT en medio libre de suero.
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9.3 Morfologia de cultivos de células HEK293 en condiciones de microgravedad
simulada (HARV, 25 rom; CMS) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en
matraz agitado, 100 rom: CGT)

Los cambios morfolégicos de los cultivos de células HEK293 en medio libre de suero
Excell 293 alas 48 h, 96 h y 144 h se muestran en la Figura 12. Los cultivos de células
HEK293 en medio libre de suero en CGT en cultivo estatico utilizando matraces T se
adhieren al sustrato, mostrando una morfologia tipica de un cultivo dependiente de
anclaje: formacion de una matriz extracelular y células de forma irregular y alargada
(Freshney, 2010) (Figura 12A). Los cultivos en suspension en matraz agitado bajo CGT
se presentan en la Figura 12B. Como se observa, el cultivo tiende a formar agregados.
Esta morfologia ya se ha descrito en la descripcion del proceso de adaptacion de
cultivos celulares HEK293 dependientes de anclaje a cultivos en suspension (Figura 12B)
(Malm et al., 2020). En CMS, las células presentan la morfologia tipica de un cultivo en

suspensidon homogéneo, y no se observan agregados celulares (Figura 12C).
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Figura 13. Figura 12. Morfologia de los cultivos de células HEK293 a las 48 h, 96 h y 144 h. A) Cultivo
estdtico de células HEK293 en medio libre de suero bajo CGT 20x. La barra de escala corresponde a 200
micras (rojo). B) Cultivo de células HEK293 en matraz agitado en medio libre de suero bajo CGT. La barra
de escala corresponde a 100 micras (rojo). C) Cultivo de células HEK293 en medio libre de suero en
biorreactor HARV bajo CMS. La barra de escala corresponde a 200 micras (rojo). Se observa un cambio
morfoldgico evidente. EI CMS en el biorreactor HARV de suero permite el desarrollo de cultivos en
suspension donde las células son esféricas sin formacidon de agregados. El CGT en cultivos estdticos
favorece la adhesién celular mientras que en cultivos en matraces agitados se observa la formacién de
agregados celulares.
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9.4 Produccion de Ad5/INF-y y de IFN gamma (INF-y)

Para analizar la produccion de vectores adenovirales y proteina recombinante, se
infectaron cultivos de células HEK293 utilizando una multiplicidad de infeccidon (MOI) de
5y una densidad celular de 0.6x10¢ células/mL en medio libre de suero en CMS y CGT.
Como se muestra en la Figura 13A, el titulo viral a las 72 h post-infeccion fue de 92.31x101!
PFU/mL y 92.17x10? PFU/mL respectivamente, lo que supone un incremento de 101,5
veces para CMS. Como se observo, los porcentajes de viabilidad celular fueron
mayores en CMS que en el caso de CGT. La identificacidon mediante la estructura DNN
aplicada a la produccidon de particulas adenovirales converge a los datos
experimentales, con un error inferior al 5% a lo largo del tiempo de identificacion. Se
observa una mayor produccion en el CMS (Figura 13B). El cdlculo de las tasas de
produccion volumétrica a partir del modelo de la red neuronal diferencial (DNN)
muestra que en las primeras 24 h la produccion de particulas adenovirales comienza
en el CMS, el cultivo en el HARV favorecid la produccion alcanzando el valor maximo
a las 84. 8 h (0,16 UFP/mL*h), mientras que para el CGT se observa a las 99 h (0,15
UFP/mL*h). Ambas condiciones inician una desaceleracion de la produccion mads
tarde, alas 96 h (Figura 13C).
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Figura 14. Produccion de Ad5/inf-y en células HEK293 bajo CMS. A) Titulo de particulas virales infecciosas determinado por dilucién de
punto final a las 72 h post-infeccidon y % de viabilidad. B) Estimacién del titulo viral mediante red neuronal diferencial (DNN) en cultivos
de células HEK293 a partir de datos experimentales. C). Tasa de produccién volumétrica de particulas adenovirales. La produccién de
particulas adenovirales comienza tras 24 h post-infeccidon en ambas condiciones. El CMS favorecié la produccién del vector viral
mediante dos valores exponenciales que reflejan el valor en la tasa de produccién volumétrica cuyo valor méximo se alcanzé a las

81,1 h en comparacién con el valor del CGT de 96 h post-infeccién.
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Figura 15. Produccién de IFN gamma recombinante en células HEK293. A) Concentracién de IFN gamma recombinante determinada a partir de los
sobrenadantes alas 72, 96y 120 h. B) Aproximacién DNN de la concentracion de IFN gamma recombinante con corresponder a la observada en los
datos experimentales. C) Tasas de produccién volumétrica de IFN gamma. Se observa que el CMS predice una mayor tasa de produccion
volumétrica en el CMS (hasta 0,11 pg/mL*h para el cultivo HARV a las 120 h post infeccién) en comparacién con los valores del CGT (hasta 0,01

pg/mL*h para el matraz agitador). Como se ha observado, no se obtuvieron diferencias significativas de concentraciéon entre ambas condiciones,
pero existe una tendencia a aumentar la produccion de proteina recombinante en el caso del CMS.
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Ademds, se realizd la identificacion y cuantificacion del IFN gamma para demostrar si la
produccion de proteina recombinante también se veia afectada por la CMS. Las
concentraciones de IFN gamma determinadas a partir de los sobrenadantes a las 72, 96 y
120 h se muestran en la Figura 14A. La concentracion de IFN gamma fue de 9,53 pg/mL a
las 120 h para el CMS, mientras que dicho valor fue de 8,72 pg/mL para el CGT; esto
demuestra que no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
condiciones. La baja expresion del transgén se atribuye al hecho de que el HEK293/Ad5 estd
dirigido principalmente a la producciéon del vector adenoviral. Elenfoque DNN conrespecto
a la produccion de IFN gamma se corresponde con los datos experimentales. Las tasas de
produccion volumétrica de IFN gamma mantienen un valor mdximo a las 120 h (0,11
pg/mL*h) en CMSy (0,01 pg/MI*h) en CGT. Existe una mayor tendencia a aumentar el valor
en el caso de CMS que en el caso de CGT (Figura 14C).

9.5 Consumo de nutrientes y produccion de subproductos

La Tabla 9 muestra las tasas especificas de consumo de glucosa y glutamina, asi como las
tasas especificas de produccion de lactato y glutamato de los cultivos de células HEK293 en
CMS y CGT, que se calcularon en la fase exponencial de los cultivos. Tanto en CMS como en
CGT, no existen diferencias drdasticas en las tasas especificas de consumo de glucosa (gsGlu)
y glutamina (gsGIn). Estas tasas de consumo de glucosa y glutamina concuerdan con otros
valores reportados para células HEK293 en medio comercial libre de suero (Emma & Kamen,
2013). Las producciones de lactato y glutamato se encontraron entre los valores previamente
reportados y sin diferencias significativas entre las dos condiciones. Sin embargo, en el caso
de los cultivos infectados utilizando el vector viral Ad5/y-inf el consumo de glucosa disminuye
en CMS (569.79 £ 28.20 pg/cel*h), observdndose que la tasa de consumo especifico de
glucosa es 2 veces menor que en el caso de CGT (1111.11 £ 35.30 pg/cel*h), provocando un
aumento de la captaciéon de nutrientes por parte de las células. El consumo especifico de
glutamina es mayor en CMS que en CGT. Este resultado se refleja en la tasa especifica de

consumo de glutamina (4000.00 + 70.77 pg/cel*h), mientras que en los cultivos CGT, la tasa



especifica de consumo de glutamina es de 495.43 + 56.50 pg/cel*h, es decir, unas 8 veces
mas. La tasa de formacion de lactato (gplac) muestra una diferencia siendo menor en CGT
con un valor de 283.34 + 40.40 pg/cel*h en comparacion con la tasa de formaciéon de lactato
en CMS de 817.77 = 89.80 pg/cel*h. Esto estd relacionado con el hecho de que las células
HEK293 presentan una co-metabolizacidon de glucosa y lactato, donde el lactato es
transportado al citosol y oxidado por las mitocondrias para generar piruvato dando lugar a
un metabolismo celular mds eficiente (Martinez-Monge et al., 2019). Este modelo metabdlico
no parece verse afectado por la CMS. Para las tasas de produccion de glutamato (gpE) se
observa una relacion con el consumo de glutamina 95.01 £ 21.20 pg/cel*h para CMS y 39.82

*+ 19.50 pg/cel*h lo que explica la diferencia observada entre CMS y CGT.

Tabla 9. Tasas especificas de consumo de nutrientes de glucosa y glutamina y tasas especificas de
produccién de lactato y glutamato bajo CMS y CGT de cultivos de células HEK293.

Cultivo qsGlu (pg/cel*h) qsGin(pg/cel*h) gpLac(pg/cel*h) qprE(pg/cel*h)
HARV (CMS) 666,22 + 28,20 239.11£14.10 115.08+£14.50 23.32+10.70
Frasco agitado 536.19£14.10 239.08+21.2 142.43+£12.20 19.22+8.30
(CGT)

HARV 569.79+28.20 4000.00+70.77 817.77489.80 95.01£21.20
Ad5/inf-y (CMS)

Frasco agitado 1111.11£35.30 495.43156.50 283.34+40.40 39.82+ 19.50
Ad5/inf-y (GC)
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10. DISCUSION.

La generacion de microgravedad simulada en condiciones terrestres ha sido un reto
desde el diseno de diversos dispositivos en la década de 1950. Una de las preguntas
qgue muchos investigadores se hacen es si dichos dispositivos garantizan la generacion
de tal condicién por lo que un punto critico de este proyecto era demostrar en primera
instancia que el sistema de micro gravedad simulada utilizado, HARV era capaz de
generar la condicion de microgravedad de manera reproducible en los experimentos.
Por ello, se realizd la caracterizacion de dicho sistema y los resultados demostraron que
los porcentajes de gravedad verticales minimo y mdaximo percibidos por las células
HEK293 en el sistema de cultivo HARV fueron [%g] _minimum= 0.153% (direcciéon
descendente) y [%g] _maximum= -0.053% (donde el signo menos implica direccion
contraria a la gravedad), ésta es la fraccion de gravedad considerando g=9.81 m/s?,
dando un valor especifico de .015 m/s2. El efecto de la gravedad es minimo en
direccion descendente compensando el sistema rotacional. La comparacion entre los
resultados obtenidos a partir de experimentos realizados en la gravedad inherente de
la Tierra y los realizados en microgravedad "real” (ISS, vuelos espaciales tripulados y no
tripulados) o microgravedad simulada (recipientes de paredes giratorias, clinostatos y
mAaquinas rpm) permite observar la respuesta bioldgica de las células en un entorno de
microgravedad. La magnitud notificada a la que pueden observarse los efectos de la
microgravedad oscila entre 10-2 y 10-¢ g (Brungs et al., 2016; Chao & Das, 2015;
Nickerson et al., 2016a; Wuest et al.,, 2015). Cabe mencionar que el principio de
operacion del biorreactor HARV es la clinorrotacion, una estrategia experimental para
simular microgravedad en la Tierra. En la clinorrotacion el cultivo celular se coloca en
un dispositivo rotatorio que gira lentamente (HARV), lo que genera una fuerza que
contrarresta parcialmente la gravedad terrestre. Si bien, la clinorrotacion no logra
eliminar completamente la gravedad, es una herramienta novedosa para simular
condiciones de microgravedad, especialmente cuando no es posible establecer
protocolos de cultivo celular en el espacio (Mansour et al., 2023). Los sistemas que

generan microgravedad simulada por clinorotacién han utilizado para investigar como
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la microgravedad afecta a diversos organismos vy sistemas bioldgicos como se refiere

en la Tabla 3.

Se observa que el cultivo de células HEK293 en medio Excell 293 sin suero bajo CMS a
25 rom no impacta en el crecimiento ni en la viabilidad del cultivo con respecto a la
CGT en matraces agitados a 100 rom’s. Los tiempos de duplicacion calculados para
la CMS fueron de 31 hy 28 h para la CGT, dicha diferencia de 3 h se atribuye a un
proceso de adaptacion de las células HEK293 a la condicidon de microgravedad
simulada en el biorreactor HARV. La viabilidad celular para los cultivos en CMS fue del
86% t 4% y para el CGT la viabilidad fue del 80%* 2% a las 144 h, y se considera que
este tiempo representa el final del cultivo donde los nutrimentos como la glucosa han
descendido considerablemente y aumentado la concentracion de metabolitos como
el lactato, lo cual es normal en el cultivo estdndar de las células HEK293. Los cultivos
de células animales en condiciones de microgravedad simulada pueden mostrar una
disminucion en su tasa de crecimiento, crecer mds rdpido o mantener tasas de
crecimiento similares a las de la gravedad terrestre (Vashi et al., 2023). Se ha reportado
que estas diferencias pueden deberse a la adaptacion de las células a un entorno de
microgravedad. A la fecha, no se fienen datos reportados de células HEK293 con
relacion ala caracterizacion del crecimiento en medios libres de suero o la produccion
de biofdrmacos en CMS. Los reportes de células HEK293 en CMS incluyen estudios
relacionados con la respuesta celular a esta condicidn. Ryu y colaboradores
concluyeron que la microgravedad simulada contribuye a la induccion de la
autofagia mediante la regulacion de AMPK en células HEK293 en clinostato 3D (Ryu et
al., 2014). Se ha establecido la relacion entre la apoptosis y la activacion de los canales
de potasio sensibles al calcio en cultivos de células HEK293 en condiciones de
microgravedad simulada, con el propdsito de desarrollar un modelo para el
entendimiento de enfermedades cardiovasculares (Xie & Xie, 2014). Los resultados
obtenidos en cuanto a crecimiento y viabilidad muestran que la CMS tiene amplias
aplicaciones en la mejora del cultivo de células de mamifero, esta condicion ayuda a

obtener cultivos en suspension homogéneos de una manera mas fdcil y rapida.
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Los cambios morfoldgicos observados en CMS y CGT en medio libre de suero Excell293
evidencian como las células en microgravedad simulada se adoptan caracteristicas
de un cultivo en suspension de manera mds optima que en condiciones estdndar de
cultivo en matraces agitados. Este fendmeno aun no estd reportado para células
HEK293 y podria ser una excelente herramienta para promover la generacion de
cultivos en suspension homogéneos. Hasta ahora, una de las principales aplicaciones
del sistema de cultivo celular rotatorio (RCCS) ha sido la provisidon de condiciones para
establecer cultivos celulares dificiles, como las células progenitoras, demostrando que
la viabilidad y la morfologia celular no se ven afectadas en tales condiciones (Kaya et
al., 2017; Navran, 2008).

Por otra parte, la manera de entender los cambios bioldgicos de las células en el
ambiente de microgravedad es por medio del fendmeno de la mecanotransduccion.
Este explica los cambios que se producen en las células en entornos de microgravedad
real y microgravedad simulada. Las células convierten los estimulos mecdnicos en
senales bioguimicas mediante la activacion de cascadas de senalizacion. Se ha
propuesto que la fuerza gravitatoria desempena un papel crucial en la regulacion de
la homeostasis celular y fisular mediante la induccion de tensiones mecdnicas
experimentadas a nivel celular. Se ha informado de que los cambios morfoldgicos mds
evidentes de las células animales cultivadas en CMS son las alteraciones de la forma,
el tamano, el volumen vy las propiedades de adhesion de las células (Buken et al., 2019;
Corydon et al., 2016; Mann et al., 2019). Estos cambios morfoldgicos se tfraducen en
alteraciones en la transcripcioén, transduccion y organizacion del citoesqueleto celular,

principalmente asociado a microtUbulos y filamentos de actina. (Bradbury et al., 2020).

Con respecto a la produccion de Ad5/INF-y y de la proteina modelo IFN gamma (INF-
Y), se observa que el sistema transitorio HEK293-Adenovirus es mds eficiente
produciendo las particulas virales que el INF-y. El titulo viral a las 72 h post-infeccion fue
de 92.31x10"" PFU/mL para la CMS y 92.17x10° PFU/mL para la CGT, lo que supone un

incremento de 101.5 veces para CMS. La concentracion de IFN gamma determinada
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alas 120 h fue de 9,53 pg/mL para el CMS, mientras que para la CGT EL valor fue de
8.72 pg/mL para el CGT, no observando una diferencia significativa entre ambos
valores. Aunque no se dispone de datos especificos en otros reportes sobre la
produccion de adenovirus bajo CMS, se ha informado de que en algunos casos las
condiciones de microgravedad favorecen la infectividad y el ensamblaje de la
cdapside del virus de Epstein-Barr, norovirus humana, virus de la hepatitis E vy
citomegalovirus humano (Brinley et al., 2013; Radtke y Herbst-Kralovetz, 2012). Estas
observaciones son consistentes con los resultados presentados en este trabagjo vy
apoyan la aseveracion de que el CMS mds el uso de un medio quimicamente definido
promueve una condicion favorable para producir particulas infectivas de vectores
adenovirales. Con respecto a la produccion de proteinas recombinantes en CMS la
informacidn es limitada, lo reportado no incluye células de mamifero. En 2015 Huangfu
y colaboradores reportaron que la microgravedad simulada tuvo un impacto positivo
en las productividades de las enzimas reporteras PGUS expresadas en Pichia pastoris
recombinante, con aumentos de aproximadamente 2.46 veces en los rendimientos
especificos de PGUS (Huangfu et al., 2015). En 2012 se reportdé un aumento de la
expresion de aminooxidasa sensible a la semicarbazida en E. coli BL21 en condiciones
de microgravedad simulada, en comparaciéon con la gravedad normal (Y. Zhang et
al., 2012). Otro factor a considerar es la cristalizacion de proteinas, dcidos nucleicos,
nucleosomas, subunidades ribosdémicas o virus, en un entorno de microgravedad real
y simulada que se ha descrito puede dar como resultado cristales con defectos
menores en comparacion con los cristales formados bajo la gravedad normal de la
Tierra, teniendo como resultado un cabio positivo en la funciéon bioldgica (McPherson
& Delucas, 2015).

Hablando de la eficiencia del cultivo en condiciones de micrograveda, Las tasas
especificas de consumo de glucosa y glutamina, asi como las tasas especificas de
produccion de lactato y glutamato en los cultivos de células HEK293 en CMS y CGT, no
muestran diferencias significativas que sugieran que la CMS tenga un impacto en el

metabolismo celular. Estas tasas de consumo de glucosa y glutamina son consistentes
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con valores previamente reportados para células HEK293 en medio comercial liore de
suero, segun lo descrito por Kamen 2013 (Emma & Kamen, 2013). Dado que no existen
datos bibliogrdficos disponibles sobre cultivos de células HEK293 en medio libre de suero
bajo condiciones de microgravedad real o simulada, se utilizaron los valores de
gravedad normales reportados como referencia. Sin embargo, en el caso de los
cultivos infectados utilizando el vector viral Ad5/INF-y el consumo de glucosa disminuye
en CMS 2 veces en comparacion con la condiciéon a CGT, provocando un aumento
de la captacion de nutrientes por parte de las células mds eficiente. El consumo
especifico de glutamina es mayor en CMS, 8 veces mds con respecto a CGT. La tasa
de formacién de lactato (gplLac) muestra una diferencia siendo menor en CGT. Esto
estd relacionado con el hecho de que las células HEK293 presentan una co-
metabolizacién de glucosa y lactato, donde el lactato es transportado al citosol y
oxidado por las mitocondrias para generar piruvato dando lugar a un metabolismo
celular mds eficiente (Martinez-Monge et al., 2019). Como se menciona anteriormente,
los cambios observados en el consumo y produccion de metabolitos son mds evidentes
en los cultivos infectados en CMS. Se ha descrito el efecto de la microgravedad real y
la microgravedad simulada sobre el metabolismo celular, que incluye aumento en el
metabolismo de los carbohidratos, cambio en el rango del consumo del rango del
sustrato de carbono y cambio en el metabolismo de los aminodcidos que se tfraduce
en un mayor estrés oxidativo. Es importante mencionar que la respuesta ala
microgravedad no es universal, ya que distintos tipos de células tienen distintas
repuestas al mismo tipo de stress (lwase et al., 2020; Najrana & Sanchez-Esteban, 2016;
Sharma & Curtis, 2022).

Ahora bien, para conocer el comportamiento de los cultivos, los procesos complejos
como el bioproceso HARV se modelan matemdticamente tradicionalmente
basdndose en balances de materia y relaciones cinéticas; este enfoque crece
rapidamente en supuestos que deben considerarse para mantener el nUmero de
pardmetros implicados en las ecuaciones en un nUmero acotado. Una vez derivado el

modelo, cada pardmetro propuesto debe ser calculado; esto implica un conjunto
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extra de experimentos adicionales para validarlos, situacion que en condiciones
prdcticas no es factible debido al consumo de tiempo y al constante cambio en las
condiciones reales, especialmente el control y optimizacion del proceso, en este
proyecto la condicion de microgravedad es un factor adicional para considerar
(Sutskever et al., 2013). Esta situacion se evita mediante la estrategia de adaptacion
de redes neuronales diferenciales. En este estudio se ha implementado un sistema de
ecuaciones diferenciales ordinarias artificiales como estrategia para modelar
(identificacion dindmica) el comportamiento del cultivo por lotes de células animales;
con esto se generd un modelo que puede ser utilizado en aplicaciones de control; Este
es el primer resultado y la base para proponer un futuro esquema de optimizacion,
aungue esto implicard cambios en el esquema experimental, estableciendo una
enfrada de conftrol, es decir un modo de operacion alimentado por lotes o continuo.
La estrategia de modelado basada en redes neuronales diferenciales ha demostrado
que puede aproximar eficientemente las variables involucradas en el proceso,
convirtiéndose asi en una alternativa para obtener una representacion de un proceso

complejo, como el implementado, para implementaciones prdcticas.

En este trabajo se presenta Unicamente la identificacion (modelado) del sistema batch
sin integrar una estrategia de control, lo que implicaria que un esquema fed-batch o
un esquema de cultivo contfinuo con una entrada de control. Sin embargo, una vez
que se dispone del esquema de identificacidén basado en redes neuronales
diferenciales, se dispone de una estructura artificial para proponer un controlador. Una
opcidon para este tipo de procesos es el control modelo-predictivo, donde el modelo
del sistema compromete las ecuaciones diferenciales de la red neuronal diferencial.
Esta estrategia permite predecir la respuesta en un horizonte temporal definido para
resolver el control 6ptimo a partir del estado actual del sistema dado por el modelo de

la red neuronal diferencial.
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11. CONCLUSION

En conclusion, el presente trabajo muestra resultados consistentes con la hipotesis
planteada. La condicion de microgravedad simulada no impacta en el crecimiento y
la viabilidad de células HEK293 en medio libre de suero, sin embargo, supone un
incremento de 101.5 veces el titulo viral de AdS/INF-y con respecto a la CGT. Con
respecto al consumo de metabolitos y generacion de productos los cambios mds
notables fueron en los cultivos infectados con Ad5/INF-y donde el consumo de glucosa
en CMS es 2 veces menor que en CGT, la Glutamina se consume 8 veces mds en CMS,
y de acuerdo con el titulo viral obtenido se concluye un impacto positivo en el
aprovechamiento de los sustratos en CMS. El enfoque de red neuronal diferencial
aplicado permite generar un modelo no paramétrico describe en tiempo continuo los
datos experimentales del cultivo de células HEK293 en CMS frente a los datos de

cultivos en CGT.

Asi, el presente trabagjo se erige como pionero en el campo de la produccion de
biofdrmacos en condiciones de microgravedad simulada. La falta de informacion
previa en esta drea resalta la relevancia de los resultados encontrados en este trabajo
y su potencial impacto en la industria de la biotecnologia. Los resultados también
indican que la CMS tiene un amplio espectro de aplicaciones en la mejora del cultivo
de células de mamifero, como la obtencidn de cultivos en suspension homogéneos de
manera mas eficiente y répida. La aplicaciéon de protocolos que incluyan la CMS abre
nuevas perspectivas para la produccion eficiente de biofdrmacos, lo que puede tener

un impacto significativo en la industria de la salud y la medicina.
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12. PERSPECTIVAS

Caracterizar la producciéon de INF gamma en un sistema de expresion estable
(células HEK293/INFgamma, células CHO/INF gamma en condiciéon de
microgravedad simulada, para establecer si esta condicion favorece la
produccion de INF-y.

Profundizar en la ventaja que ofrece el sistema de microgravedad simulada
para adaptar cultivos adherentes a cultivos en suspension en linajes celulares
que han sido dificiles de adaptar en suspensidbn como las células MDCK en la
producciéon de vacunas de uso veterinario.

Profundizar en el establecimiento de modelos de cultivos fridimensionales en
condiciones de microgravedad simulada, para establecer modelos de estudio
relacionados con enfermedades como el cdncer.

Realizar la Protedmica de cultivos en condicion de microgravedad simulada vs

microgravedad terrestre, para identificar la expresion a la alta y a la baja de
genes implicados en la produccion de proteinas recombinantes.
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1. Introduction
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HEK293 cells are the common system to produce adenoviral vectors for vectorized vaccines and gene therapy products. Therefore,
the improvement of this type of cell culture is highly relevant nowadays. Furthermore, the high aspect ratio vessel (HARV)
biorcactor provides a simulated microgravity condition (SMGC) which allows the establishment of in vitro models of
marnmalian cells, The present work is aimed at showing the characterization of HEK293 cell cultures in serum-free medium
under SMGC and to identify a set of adaptable time differential equations from experimental data through a nenparametric
mathematical medeling using differential neural networks (DNN). Results showed that the HARV bioreactor enables to obtain
a gravity percentage cqual to [%g] _maxinuum = —0.053% (where niinus sign implics against the gravity direction). In addition,
the characterization of HEK293 culture under SMGC revealed that such condition favored the production of infective viral
particles as well as the uptake of basic nutrients such as glucose and glutamine, but the cell concentration was not significantly
affected. As shown, these results contribute to improve the adenoviral vector production, and the DNN analysis is useful to model
the kinetic changes and to build the foundations for control strategies and optimization of adenoviral production in further studies.

production titers {up to 10'* VP/mL}, high tropism of infec-
Lion, episomal genome inte the host cell, and high immunoge-

Human embryonic kidney 293 (HEK293) cells are the com-
mon system for adenovirus production. This type of cells has
been used since 1977 [1] due to the fact that they were cloned
with the E1 region of Ad5, so they allow the propagation of
nonreplicative adenoviruses and other types of viral vectors
[2]. These cells originally were grown as adherenl cells, but
nowaclays, there are different clones that grow in suspension
cultures, and their use has been increased for the preduction
of biopharmaceuticals and gene therapy vectors [3]. In addi-
tion, adenoviral vectors as gene delivery systems have interest-
ing characteristics such as relative easy manipulation, high

nicity [4]. Currently, the HEK293/adenovirus system is a key
element in the production novel vaccines against various
infectious agents such as SARS-CoV-2 [5-7].

In another hand, during the early 19805, the National
Aeronautics and Space Administration (NASA) started to
develop bioprocesses using mammalian cell culture in space
and studying the microgravity environment (10 * to 10 ®g).
Some advantages demonstrated by such environment were
that the absence of gravity-driven convection reduced the
hydrodynamic shear stress and decrease of hydrostatic pres-
sure as well as a significant decrease on cell sedimentation [8,
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9]. To create microgravity conditions, NASA developed the
patented rotating wall vessel (RWV) bioreactor by Synthe-
con Inc., which is a rotary cell culture system (RCCS) that
simulates microgravity. The high aspect ratio vessel (HARV)
is one of the RCCS designs. HARV is a device that allows
establishing an experimental setup where there is not a con-
sistent gravitational field. HARV design allows the establish-
ment of in vitro models of mammalian cells. Furthermore, it
can be applied in the implementation of organotypic cul-
tures, host-pathogen interaction models, evaluation of new
therapeutic targets, toxicology, and evaluation of new drugs
[10-12]. Microgravity devices have allowed the establish-
ment of cultures for cell therapy protocols focused on opti-
mizing stem cell cultures [13] and understanding and
identifying therapeutic targets for diseases such as cancer
[14] and the generation of three-dimensional cultures on
the development of new drugs in tissue engineering [15].

In addition, mathematical modeling and validation of
coupled cell motion, nutrient transport, and cell culture
kinetics are still a challenge for rotating and nonrotating bio-
reactors used for mammalian cell culture [16]. In this regard,
the dynamic system identification approach is a reliable
alternative to build a mathematical model from observed
input-output datasets [17]. System identification theory
deals with the problem of extracting governing equations
from experimental data because it considers that data are
abundant whereas models often remain elusive [18]. The
identification procedure is characterized by three main com-
ponents: the dataset, the set of candidate models, and the
estimation method [19]. Particularly, differential neural net-
works (DNN) have been successfully implemented for non-
parametric identification of highly nonlinear bieprocess. In
this context, this work presents the effect of SMGC on the
production of adenoviral vectors using HEK293 cells, as well
as the implementation of DNN for the nonparametric iden-
tification of this process and an input-output modeling cre-
ated by this set of adaptive differential equations, which
model the kinetic changes and allow to propose new control
strategies to optimize the adenoviral vector production in
further studies. So, the characterization described in this
work is of great impertance in order to improve the knowl-
edge of biopharmaceutical-producing cultures.

2. Methodology

2.1. HEK293 Cells. Human embryonic kidney cell line
(HEK293) was obtained from the ATCC (ATCC catalog
no. CRL-1573). Initially, HEK293 cells were cultured in
DMEM F12 (Gibco, catalog no. 12500062) and 10% FBS
(ByProducts Batch No. FBS19003, catalog no. 90020), and
then, such cells were adapted to Excell 293 serum-free
medium (Sigma, catalog no. 14571C} and supplemented
with 4mM of glutamine (Sigma, catalog no. G8540}). Cells
were incubated at 37°C, 5% CO,, and 95% humidity in an
Eppendorf® New Brunswick™ S41i incubator.

2.2. Type 5 Adenoviral Vector{Gamma Interferon (AdS[y-inf)
Stock. Nonreplicative adenoviral vector type 5 that expresses
gamma interferon (AdS/y-inf) was generated in the Labora-
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tory 7 of Faculty of Pharmacy at the Autonomous University
of the State of Morelos, Mexico [20]. Briefly, the Adeno-X™
Expression System1 kit (Clontech cat. no. PT3414-1} was used
for the molecular construction of Ad5/y-inf gamma. Amplifi-
cation was done by 6 consecutive passages reaching a viral titer
stock of 3.6 x 10" PFU/mL. The viral titer was determined by
the endpoint dilution method [21].

2.3. The Rotary Cell Culture System- (RCCS-) HARV. The
microgravity condition was simulated in a rotating cell cul-
ture system (RCCS-1), type high aspect ratio autoclavable
vessel (HARV) (Houston, Texas 77054, USA). Such a device
has a diameter of 99.06 mm, a depth of 6.33 mm, and a total
volume of 50mL. The extra volume of culture medium
(approximately 10 mL} was used to remove air from the sys-
tem which is removed with the syringes from the filling
ports. The rotation speed for HEK293 cell cultures was
finally determined as 25 rpm (as shown in the results). Oper-
ation of the HARV system was done inside of an incubator
(Thermo Fisher Model Series 3 water jacketed} at 37°C, 5%
CO,, and 95% humidity in a BSL2 laboratory.

2.4. Assessment of Microgravity Conditions in  the
Experimental Setup. Microgravity conditions during the
experiments were evaluated by an image processing
approach. Trajectories of HEK293 cell spheroids inside the
bioreactor were recorded to estimate the resultant gravity
component during rotation. An embedded CCD video
camera (POXXX]JS2-3, 13 megapixels) of a cellular phone
(Huawei P smart) was implemented to register the spheroid’s
trajectories. The camera and the bioreactor were pesitioned
inside the biosafety cabinet, 30 cm apart and perpendicular
to the image plane. Experiments were recorded, and videos
were saved in mp4 format to be processed offline. The sche-
matic representation of trajectories is shown in Figure 1. Later,
videos were decomposed into frames (jpg format), according
to the camera’s time resolution to an interval of one-third of
a second (1/3s) between them. A 9.96 cm radius was chosen
in order to establish the pixel/cm ratio. Open-source software
Kinovea 0.8.15 and Image] 1.53 were used to perform this pro-
cess. In each frame, the trajectory of this point through each
cycle was registered with a pair of coordinates on the image
labeled as C,{x(n), y(n)), whete C; corresponds to the geo-
metric center of the ith spheroid and x(n), y(n) correspond
to the coordinates on each nth frame in meters. The coordi-
nates of a complete trajectory during one revolution were used
to determine the average linear velocity v{n) and acceleration
a(n) at each frame. These variables are given by the following
functions depending on x coordinates and on time, where ¢ (#)
and t{n—1) correspond to the time registered during the n
and the previous (n — 1) frame: v, =x(n) —x{n —1)/t(n) — ¢t
{(n—1),and a, =v,{n) = v,(n—1)/t(n) - t(n — 1). Analogous
expressions were used for the determination of components
v,{n) and a,(n). The magnitude and direction of v(n) and a
{n) were calculated and depicted in their vectorial representa-
tion over the image plane. To estimate the fraction of gravity
acceleration over each spheroid at each n frame, the following
calculation was performed: gravity fraction (n) = (ay(n) =

100)/—g, where g = 9.81m/s*,
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F1Gure 1: Determination of HEK293 cell gravity percentage under SMGC. (a) Trajectory plot of HEK293 cells taken from digital processing
of photograms at an agitation speed of 25 rpm. (b) Representation of velocity vector of the HEK293 cell spheroid. The calculated average

value for velocity vector magnitude was [v] = vi:ui =0.016m/s S.D. 0.0026m/s. (c) Representation of acceleration vector of the

HEK293 cell spheroid. The calculated average value for the acceleration vector magnitude was |a|= \/;g7;§=0.0355 m/s> SD.

0.0204 m/s>. Considering acceleration on y-axis, minimum and maximum values were Ay minimam = —0.015 m/s” and %y masimum = 0-0052 mys?
(minus sign indicates downward direction); the percentage of gravity of this minimum and maximum vertical acceleration perceived by the
HEK293 cells in the HARV culture system were %g, ;.. = 0.153% (downward direction) and %g,,.... = —0.053% (where minus sign
implies against the gravity direction); this is the fraction of gravity considering g=9.81 m/s>. The effect of gravity is minimum in the
downward direction, compensated for the rotational system.

2.5. HEK293 Cell Culture Characterization under Simulated 2% 10° cells/fmL and maintained at 37°C and 5% CO,;
Microgravity Conditions (HARV: SMGC) and under Earth’s ~ HARV rotation speed was 25rpm in all the experiments.
Gravity Conditions (Shake Flask Cultures: EGC). HEK293 These cell cultures were compared to the ones of HEK293
cell culture growth kinetics were established in SMGC using  in EGC using 250 mL shaken flasks (using 50 mL of culture
50 mL of Excell 293 serum-free medium with an inoculum of ~ medium) at 100rpm into an orbital shaker incubator
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(Eppendorf® New Brunswick™ S41i) with a volume of 50 mL
of Excell 293 serum-free medium with an initial ineculum of
2% 10% cells/mL at 37°C and 5% CO,.

2.5.1. Cell Counting and Viability. The amount of total and
viable cells per mL was determined by the trypan blue
(Gibco, catalog no. 15250061} exclusion technique [22].

2.5.2. Nutrient Measuremnent. Glucose, glutamine, lactate,
and glutamate were measured on a YSI biochemical analyzer
(YSI model 2900).

2.6. Adsly-inf Infection Kinetics. HEK293 cell cultures at
SMGC and EGC were infected by the recombinant vector
Ad5/y-inf using a multiplicity of infection (MOI} of 5 and
a cell density of 0.6 x 10% cell/mL; such conditions were pre-
viously established by Sosa-Garcia [23]. y-Intetferon (y-inf)
expression and adenovirus titers were sampled at 72 h, 96 h,
and 120 h. Supernatants were stored at -20°C and dry pellets
at -80°C fot subsequent analysis using protease inhibitor. y-
inf expression was measured by the ELISA platinum kit
(Invitrogen BMS228). Adenovirus titer was determined by
the Reed and Muench method [21].

2.7. Nonparametric Dynamic Identification by Differential
Neural Networks

2.7.1. Identification Assumptions and Experimental Dataset.
For the nonparametric identification of the process, the cell
culture system in a batch operating condition (no input
flow) was represented by the general class of centinuous
nonlinear systems, set out by the following set of ordinary
differential equations:

P _ fetey + 860 )

where x() € R" is the state vector at time ¢ > #,, with a given
initial condition x(#,). In the particular case of kinetic of
growth, x(#) € R® for noninfected experiments, and x() €
R” for the infected experiment, with the following compo-
nents: x,(t) is the cell concentration (cell/mL), x,(t) is the
viral production (PFU/mL), and x,(¢) is the interferon pro-
duction, at current time t. The £{t)€ R" is an additive
bounded vector of deterministic noise affecting the state vec-
tor which considers the possible experimental noise. Exper-
imental values of each variable in state vector x(t) € R”
were registered offline and preprocessed by simple fitting
polynomial regression to build a continuous time-series
dataset. This dataset is used to estimate the dynamic model
given by adaptive differential equations as it is described
below.

2.7.2. Differential Neural Network Modeling Structure. The
following approach was based on the methodology pre-
sented in Gradilla-Hernéndez et al. [24]. A differential neu-
tal netwotk (DNN) is an adaptive nonlinear differential
equation used to approximate the right-hand side f(x(#))
of the system (1) such approximation depends on the
time-varying parameters (weights, W(¢)) which must be

BioMed Research International

adjusted by a concrete learning law. This set of differential
equations involves two parts: a linear section represented
by a Hurwitz matrix A€ R™" with constant components
and an adaptable nonlinear section with time-variable sig-
moid functions multipliers o(x(t)) (vector of activation
functions}); this is

O ;.
— = AX() + W(H)o(® (1)), 2

whereX € R” is the estimated state vector by the DNN, A €
R0 W e R, and o(-) € R The constant parameters as
well as the time-varying parameters should be properly
adjusted to guarantee a correct state approximation between
x(t) and %(t). Matrix W(t) provides the adaptive capacity of
the DNN and is given by the solution of the following set of
differential equatiens:

dv:;(t) = —(2k) T POR(1), R(t— h(t))o  (R(1)) + (k)T PW (L),

Q(R(1), 3(t — h(£)) = 26(¢ — h(8)) + W(Do(2(6),

(3)

where 8 =%{t)—x(t) is the identification error, W(t)=
W(t)- W for a given W, k>0 is the adaptation rate,
and P is a matrix with the following characteristics: P ¢
R P=PT,

The set of parameters for the DNN identifier for nonin-
fected experiments (x(t) € R®) is selected as linear stable
matrix A =-0.03 x>, the adaptable weight matrix as a
diagonal array W, (#) =[w;{1) 0000;0w,, (1) 000;00way
(t)00;000w,,(£)0;0000w,;(t)], and the vector of
sigmoid functions o(X{t)) = [o,(%,(t)) 0,(%,(1)) o5 (Z5(1))
04(%,(1)),0,(%,(£))]; then, the particular nonparametric
identification structure (dynamic model) is given by

[ %) T
dt
) 00 0 0 © 0 { () w
dt { 0 003 0 0 0 ()
a5 | _ . 5
l=p e 0 om0 0 L (6)
409 0 0 0 -003 0 %(6)
ar 6 o o o -003]|xzm
A2y (1)
| ~a |
"wu(t) o o 0 0 o & (0) "
0 wn(H) 0 0 0 o & (1))
" 0 0 wy(f 0 0 ‘ ‘73("3@))‘
0 0 0 wyfn) O a4 (Z(0))
0 0 0 0 w(®) | | oy(& 0 ))

This structure is also extended for the infected experi-
ments case to proper dimensions (x(f)€R’). The given
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model after the adjustment of (4) is a set of ordinary differ-
ential equation representing the rate of change for every var-
iable considered in the process. It is important to remark
that this approach is not a static regression analysis over
the time, but a dynamic and adaptable model at any ¢.

2.8, Statistics. Experiments were performed by triplicate
(n=3), and the mean was calculated. Percentage gravity
was calculated from frames of three independent experi-
ments (3 cultures in the HARV bioreactor}. The error bars
represent the standard deviation for each condition. Fach
variable is approximated by simple polynomial regression
to create a continuous time series of data, and a correlation
coefficient criterion of greater than 0.95 was set. The struc-
ture of the polynomial function is not considered in the
analysis and is used exclusively as a continuous data
generator.

3. Results and Discussion

3.1. Assessment of the Microgravity Experimental Condition.
The processing of obtained images from the recording of the
spheroid trajectory of HEK293 cells in DMEM F12 10% SFB
medium at 25 rpm allowed the calculation of velocity vector
parameters, the acceleration vector, and the gravity frac-
tion for 7 frames that make up the spheroid trajectory in
the HARV system. In Figure 1, it is observed that the
spheroid trajectory tends to be circular, a pattern that is
repeated during each cycle. The velocity (V) of the calcu-
lated spheroid was 0.0160 + 0.0257 m/s with an accelera-
tion (A) of 0.0366 +0.0204 m/s>. Considering acceleration
on y-axis, minimum and maximum values were
Oy i = —0-015m/s” and a0 =0.0052 ms
(minus sign indicates downward direction), the percentage
of gravity of this minimum and maximum vertical acceler-
ation perceived by the HEK293 cells in the HARV culture
system were %g.o . = 0.153% (downward direction)
and 98, vimum = —0.053% (where minus sign implies
against the gravity direction), and this is the fraction of
gravity considering g=9.81 m/s”. The effect of gravity is
minimum in the downward direction, compensated for
the rotational system. The comparison between results
obtained from experiments performed in Earth’s inherent
gravity and the ones performed in “true” microgravity
(1SS, manned and unmanned spaceflight) or simulated
microgravity (rotating walled vessels, clinostats, and rpm
machines) allows to observe the biological response of cells
in a microgravity environment. The reported magnitude at
which microgravity effects can be observed is in the range
of 107 to 10°g [8, 9, 25, 26].

3.2. HEK293 Cell Culture Characterization under Simulated
Microgravity Conditions (HARV, 25 rpmy; SMGC) and under
Earth’s Gravity Conditions (Shake Flask Cultures,

1001pm: EGC)

3.2.1. 293HEK Cell Growth. The growth of HEK293 cell cul-
tures in Excell 293 medium without serum under SMGC at
25 rpm and EGC in shaken flasks at 100 rpm was compared

and is shown in Figure 2(a), A. Specific growth rate for
SMGC was 0.0221 h™" with a doubling time of 31 h, and spe-
cific growth rate was 0.0247 h™* with a doubling time of 28 h
for the EGC. Cell viability for cultures in SMGC was 86%
+ 4%, and for EGC (shaken flask}, the viability was 80% +

2% at 144 h. As shown, it is observed that the microgravity
condition does not affect the culture development. The cal-
culated values for doubling time for both conditions are
within the reported range of 24 h to 56 h for the HEK293 cell
line in Excell 293 serum-free medium in Earth’s gravity con-
ditions [27, 28]. Doubling time values between SMGC and
EGC do not differ significantly, so it can be asserted that
the 25rpm operating condition of the HARV does not neg-
atively impact the growth and viability of HEK293 cells. As
we explained before, the choice of shaking cultures of
HEK?293 cells in suspension as ground gravity control is
due to the fact that these are the standard culture conditions
for recombinant protein production [29]. It is not possible to
use the same speeds at greund and microgravity conditions
due to the fact that such values are not comparable, and they
are not either optimal for culture development. Cells grown
in shaken flasks need a speed of 100rpm as optimal condi-
tion for culture aeration and mass transfer [30, 31] while
cells in the HARV bioreactor need an operating speed of
25rpm to generate the simulated microgravity condition,
which was determined in the present work (highlight) fol-
lowing the criteria established by Nickerson et al. for bacteria
and particles [32].

Figure 2(a), B shows the process identification by the
DNN, the integration of the structure (4), and the adaptation
law (3), which allow to represent the estimated differential
equation governing the behavior of the variable x, (r) = cell
concentration (cell/mL). For both experimental conditions,
the quadratic identification error (DNN estimation vs.
experimental data} was determined over the complete time
being less than 5% for both cases. This confirms the adapta-
tion and the capacity of the DNN to accurately model this
varfable. Equivalent results and quality of approximation
were obtained for the complete set of state vector variables
in all the experimental conditions. Figure 2(a), C shows the
growth productivities (cell/mL*h} for both conditions calcu-
lated by the DNN approach (2). Both the SMGC and EGC
begin to increase their growth rate at 24 h, maximum growth
was observed between 48 and 72 h, and from then on, there
is a decrease in such a value. After 120h, there is an increase
in the growth productivity under SMGC with respect to the
EGC. As reported previously by Lorenzo et al. [27], cell via-
bility remains above 80% at 144 h, and the doubling time is
within what is reported in the literature of HEK293 cell cul-
tures in commercial serum-free media for recombinant pro-
tein production processes. It should be noted that there are
no reference values for HEK293 cell cultures in microgravity
environments, so the values reported for EGC in a serum-
free medium were considered as a reference.

Complex processes such as the HARV bioprocess are
traditionally modeled based on matetial balances and kinetic
relationships; this approach grows rapidly in assumptions
that must be considered to keep the number of parameters
involved in the equations in a bounded number. Once the
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F1Gure 2: (a) Growth of HEK293 cell culture under SMGC. (A) Growth kinetics of HEK293 cell cultures in the serum-free medium under
SMGC and EGC. The doubling time (dt) for pig cultures was 31 h compared to 28h for EGC in the shake flask. (B) Estimation of HEK293
cell culture growth using a DNN from experimental data. (C) Estimation of cell growth productivities for SMGC and EGC calculated from
the DNN approach. Maximum cell growth productivities are observed between 48 and 72h, after which a decrease in growth rate is observed
for both conditions. (b) Morphology of HEK293 cell cultures at 48h, 96h, and 144h 20x. (A} Static HEK293 cell culture in serum-free
medium under EGC 20x. Scale bar corresponds to 200 microns (red). (B) HEK293 cell culture in the shake flask in the serum-free
medium under EGC. Scale bar corresponds to 100 microns (red). (C) HEK293 cell culture in serum-free medium in HARV bioreactor
under SMGC. The scale bar corresponds to 200 microns (red). An evident morphological change is observed. SMGC in the serum
HARV bioreactor allows the development of suspension cultures where the cells are spherical without aggregate formation. The EGC in
static cultures promotes cell adhesion while in shaken flask cultures the formation of cell aggregates is observed.
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F1GURE 3: Production of Ad5/g-inf in 293HEK cells under SMGC. (a) Titer of infectious viral particles determined by end-point dilution at
72h postinfection and % of viability. (b) Estimation of viral titer by a differential neural network (DNN) in HEK293 cell cultures from
experimental data. (¢). Volumetric production rate of adenoviral particles. As previously reported, the production of adenoviral particles
starts after 24h postinfection in both conditions. The SMGC favored the viral vector production by two exponential values reflecting the
value in the volumetric production rate which maximum value was reached at 81.1h in comparison to the EGC value of 96 h postinfection.

model is derived, each proposed parameter must be calcu-
lated, and this implies an extra set of additional experiments
to validate them, a situation that in practical conditions is
not feasible due to the time consumption and the constant
change in real conditions, especially if we pursue the control
and optimization of the process; in our case, the micrograv-
ity condition is an additional factor to be considered. This
situation is avoided through the adaptation strategy of differ-
ential neural networks. In this study, an artificial ordinary
differential equation system has been implemented as a
strategy to model (dynamic identification) the behavior of
batch culture of animal cells; with this, we have generated
a model that can be used in control applications; this is the
first result and the base to prepose a future optimization
scheme, although this will imply changes in the experimen-
tal scheme; setting a control input, it means a fed-batch or
continuous operation mode. The modeling strategy based
on differential neural networks has proven that it can effi-
ciently approximate the variables involved in the process,
thereby becoming an alternative to obtain a representation
of a complex process, such as the one implemented, for prac-

tical implementations. In this work, we present only the
identification (modeling) of the batch system without inte-
grating a control strategy, which would imply a fed-batch
scheme or a continuous culture scheme to have a control
input. However, once the identification scheme based on dif-
ferential neural networks is available, there is an artificial
structure to propose a controller. An option for this type
of process is model-predictive control, where the system
model compromises the differentfal equations of the differ-
ential neural network. This strategy allows for predicting
the response in a defined time horizon to solve the optimal
control based on the system’s current state given by the dif-
ferential neural network model.

The morphological changes of HEK293 cell cultures in
Excell 293 serum-free medium cultures at 48h, 96h, and
144h are shown in Figure 2(b). HEK293 cell cultures in
serum-free medium in EGC at static culture using T-flasks
adhere to the substrate, showing a typical morphology of an
anchorage-dependent culture: formation of an extracellular
matrix and irregularly and elongated shaped cells [20]
(Figure 2(b), A). Suspension cultures in the shake flask under
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Ficure 4: Production of recombinant gamma interferon in 293HEK cells under SMGC. (a) Recombinant gamma interferon concentration
determined from supernatants at 72, 96, and 120h. (b) DNN approach of recombinant gamma interferon concentration with corresponds to
the observed experimental data. (c) Gamma interferon volumetric production rates. It is observed that the SMGC predicts a higher
volumetric production rate at SMGC (up to 0.11 pg/mL*h for the HARV culture at 120h postinfection) compared to the EGC values (up
to 0.01 pg/mL*h for the shake flask). As observed, no significant difference in concentration was obtained between both conditions, but
there is a trend to increase the recombinant protein production in the case SMGC.

EGC are presented in Figure 2(b), B. As observed, the culture
tends to form aggregates. This morphology has already been
reported in the description of the process of adaptation of
anchorage-dependent HEK293 cell cultures to suspension cul-
tures (Figure 2(b}, B} [3]. In SMGC, cells present the typical
morphology of a homogeneous suspension culture, and no cell
aggregates are observed (Figure 2(b}), C). This phenomenon is
the first time to be reported to our knowledge, and it could be
an excellent tool to promote the generation of homogeneous
suspension cultures. Until now, one of the main applications
of the rotary cell culture system (RCCS) has been the provision
of conditions to establish difficult cell cultures such as stem
cells, showing that cell viability and morphology are not
affected in such conditions [33, 34].

In principle, the phenomenon of mechanotransduction
explains the changes in cells in real microgravity and simu-
lated microgravity environments. Cells convert mechanical
stimuli into biochemical signals by activating signaling cas-
cades. It has been proposed that gravitational force plays a
crucial role in the regulation of cellular and tissue homeosta-
sis by inducing mechanical stresses experienced at the cellu-
lar level. It has been reported that the most evident
morphological changes of cultured animal cells in SMGC

are alterations in cell shape, size, volume, and adhesion
properties [35-37]. These morphological changes translate
into alterations in transcription, transduction, and organiza-
tion of the cellular cytoskeleton, mainly associated with
microtubules and actin filaments [38].

3.3. Ad5ly-inf and Gamma Interferon Production. To ana-
lyze the preduction of adenoviral vectors and recombinant
protein, HEK293 cell cultures were infected using a multi-
plicity of infectien (MOI) of 5 and a cell density of 0.6 x
10° cells/mL in serum-free medium at SMGC and EGC. As
shown in Figure 3(a), viral titer at 72h postinfection was
9.31x 10" PFU/mL and 9.17 x 10° PFU/mL, respectively,
which means an increase of 1015 times for SMGC. As
observed, the percentage of cell viability was higher at SMGC
than in the case of EGC. The identification by the DNN struc-
ture applied to the production of adenoviral particles con-
verges to the experimental data, with an error less than 5%
over the identification time. A higher production at the SMGC
(Figure 3(b)) is observed. The calculation of volumettic pro-
duction rates from the DNN network shows that within the
first 24 h, the production of adenoviral particles starts at the
SMGC, and the culture in the HARV favored the production
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TasLe 1: Specific nutrient consumption rates of glucose and glutamine and specific production rates of lactate and glutamate under SMGC

and EGC of HEK293 cell cultures.

Culture condition qsGlu (pg/cel*h) qsGln (pg/cel*h) gpLac (pgicel*h) qpE (pg/cel*h)
HARV (SMGC) 666.22 £28.20 239.11 £14.10 115.08 + 14.50 23.32+10.70
Shaken flask (EGC) 536.19+14.10 239.08 £21.2 14243+ 12.20 19.22£8.30

HARV/AdS5/g-inf (SMGC) 569.79 £ 28.20 4000.00 £70.77 817.77 £ 89.80 95.01 £21.20
Shaken flask/Ad5/g-inf (GC) 1111.11 £ 35.30 495.43 + 56.50 283.34 + 40.40 39.82£19.50

reaching the maximum value at 84.8h (0.16 PFU/mL"h),
while for the EGC, it is observed at 99h (0.15 PFU/mL*h).
Both conditions begin a deceleration of production later at
96 h (Figure 3(c}). Although specific data on adenovirus pro-
duction under SMGC are not available, it has been reported
that in some cases, microgravity conditions favor the infectiv-
ity and capsid assembly of Epstein-Barr virus, human noro-
virus, hepatitts E virus, and human cytomegalovirus [12, 39].
These observations are consistent with the results presented
in this work and support the asseveration that SMGC plus
the use of a chemically defined medium promotes a favorable
condition to produce infective adenoviral vector particles.

In addition, the identification and quantification of
gamma interferon were performed to demonstrate if the
recombinant protein production was also affected by the
SMGC. Gamma interferon concentrations determined from
supernatants at 72, 96, and 120 h are shown in Figure 4(a).
The concentration of gamma interferon was 9.53 pg/mlL at
120h for SMGC, while such a value was 8.72pg/mL for
EGC; this shows that there was not a statistically significant
difference between both conditions. The low transgene expres-
sion is attributed to the fact that the HEK293/Ad5 is mainly
directed to the adenoviral vector production. DNN approach
with respect to gamma interferon production corresponds to
the experimental data. The gamma interferon volumetric pro-
duction rates maintain a maximum value of 0.11 pg/mL*h) in
SMGC and 0.01 pg/mL*h in EGC at 120h for both cases.
There is a higher trend to increase the value in the case of
SMGC than in the case of EGC (Figure 4(b)).

3.4. Nutrient Consumption and By-Product Production.
Table 1 shows the specific rates of glucose and glutamine con-
sumption, as well as the specific rates of lactate and glutamate
production of HEK293 cell cultures in SMGC and EGC, which
were calculated in the exponential phase of the cultures. In
both SMGC and EGC, there are ne drastic differences in the
specific rates of glucose (qsGlu) and glutamine (qsGln) con-
sumption. These glucose and glutamine consumption rates
agree with other values reported for HEK293 cells in commer-
cial serum-free medium [40]. Lactate and glutamate produc-
tions were found to be between previously reported values
and without significant differences between the two condi-
tions. However, in the case of cultures infected using the viral
vector Ad5/y-inf, glucose consumption decreases in SMGC
(569.79 + 28.20 pg/cel*h), and the rate of specific glucese con-
sumption was observed to be 2-fold lower than in the case of
EGC (1111.11 £ 35.30 pg/cel*h), causing an enhancement of
nutrient uptake by the cells. The specific glutamine consump-
tion is higher in SMGC than in EGC. This result is reflected in

the specific rate of glutamine consumption (4000.00 + 70.77
pg/cel* h), while in EGC cultures, the specific rate of glutamine
consumption is 495.43 + 56.50 pg/cel*h, i.e, about 8 times
more. The lactate formation rate (qpLac} shows a difference
being lower in EGC with a value of 283.34 + 40.40 pg/cel*h
compared to the lactate formation rate in SMGC of 817.77
+ 89.80 pgfcel*h. This is related to the fact that HEK293 cells
present a cometabolisation of glucose and lactate, where lac-
tate is transported to the cytosol and oxidised by mitochondria
to generate pyruvate resulting in a meore efficient cellular
metabolism [41]. This metabolic model does not appear to
be affected by SMGC. For glutamate production rates (qpE),
a relationship with glutamine consumption is observed 95.01
+21.20 pgfcel*h for SMGC and 39.82 + 19.50 pg/cel h which
explains the difference observed between SMGC and EGC.

4, Conclusion

The percentages of gravity minimum and maximum vertical
perceived by the HEK293 cells in the HARV culture system
were [%g]-minimum =0.153% (downward direction) and
[%g]_maximum = -0.053% (where minus sign implies
against the gravity direction), and this is the fraction of grav-
ity considering g =9.81 m/s®. The effect of gravity is mini-
mum in the downward direction, compensated for the
rotational system. This condition generates benefits in the
production of infective adenoviral particles, an order of
magnitude above that observed in EGC and a better utiliza-
tion of the nutrients in the culture medium. The applied dif-
ferential neural network approach allows te generate a
nonparametric model that converges to the dynamic process
behavior. This set of adaptive differential equations allows to
describe in continuous time the experimental data from the
HEK293 cell culture in SMGC versus the data from cultures
in EGC. Furthermore, it will allow us to propose a control
strategy to optimize the process based on this modeling
approach. The results obtained from these experimental sets
show that SMGC has broad applications regarding the
improvement of mammalian cell culture because it has been
shown that this condition helps to get homogenous suspen-
sion cultures in an easier and faster way. In addition, the use
of SMGC opens up doors to other possibilities such as viral
vector production, which, nowadays, is a novel field in cell
technology that should be more deeply explored; generation
of esferoids as 3D models for nonclinical experimental
models to evaluate the effect of different active pharmaceuti-
cal compounds; interactien of cells in a 3D models; and
model development for cancer studies among other interest-
ing applications.

102



10

Data Availability

Data is available on request. Carlos A. Tavira Montalvdn is
authorized to share data information about kinetics and cell
calculation. His contact information is carlos.taviramo-
n@uaem.edumx. Alejandro Garcia-Gonzalez is authorized
to share data information about math modeling. His contact
information is alexgargo@tec.mx.

Disclosure

We declare that this manuscript is original, has not been
published before, and is not currently being considered for
publication elsewhere.

Conflicts of Interest

Carlos A. Tavira-Montalvan, Alejandro Garcia-Gonzalez, and
Angélica Meneses-Acosta declare no conflict of interests.

Authors’ Contributions

The corresponding author confirms that the manuscript has
been read and approved for submission by all the named
authors. Carlos A. Tavira-Montalvan developed the experi-
mental work, the analysis and discussion of results, and the
writing of this manuscript. Alejandro Garcia-Gonzalez con-
tributed to the DNN establishment and mathematical analy-
sis as well as the financial support for this publication.
Angélica Meneses- Acosta contributed the original idea, con-
ceptualization, result discussion, and conclusion as well as
the revision of this work.

Acknowledgments

This work was supported by the Consejo Nacional de Cien-
cia y Tecnologia México (CONACyT) and Agencia Espacial
Mexicana (SCT, México). Dr. Meneses-Acosta thanks the
CONACYT-AEM-2015 Project (262872) for their financial
support used in the development of this project. Carlos
Tavira thanks the CONACYT’s graduate scholarship pro-
gram (no. 668180). Facilities and equipment were supported
by the INFR-2014 Project (226271). We thank Dr. Sergio
Alcald Alcald and Dr. Jose Antonio Serrato Pérez for their
valuable comments.

References

[1] F.L. Graham, I. Smiley, W. C. Russell, and R. Nairn, “Charac-

teristics of a human cell line transformed by DNA from

human adenovirus type 5 Journal of General Virology,

vol. 36, no. L, pp. 59-72, 1977.

S. Singh, R. Kumar, and B. Agrawal, “Adenoviral vector-based

vaccines and gene therapies: current status and future pros-

pects,” in Adenoviruses, p. 10, IntechOpen, 2019.

[3] M. Malm, R. Saghaleyni, M. Lundqvist et al., “Evolution from
adherent to suspension: systems biology of HEK293 cell line
development,” Scientific Reports, vol. 10, no. 1, article 18996,
2020.

[2

BioMed Research International

[4] T. D. Rubin, T. V. Nguyen, K. L. Allen, K. Ayasoufi, and M. A.
Barry, “Comparison of gene delivery to the kidney by adenovi-
rus, adeno-associated virus, and lentiviral vectors after intrave-
nous and direct kidney injections,” Human Gene Therapy,
vol. 30, no. 12, pp. 1559-1571, 2019.

[5] D. Y. Logunov, L V. Dolzhikova, D. V. Shcheblyakov et al.,
“Safety and efficacy of an rAd26 and rAd5 vector-based heter-
ologous prime-boost COVID-19 vaccine: an interim analysis
ofa randomised controlled phase 3 trial in Russia,” The Lancet,
vol. 397, no. 10275, pp. 6§71-681, 2021.

[6] M. Voysey, S. A. Costa Clemens, S. A. Madhi et al., “Single-
dose administration and the influence of the timing of the
booster dose on immunogenicity and efficacy of ChAdOx1
nCoV-19 (AZD1222) vaccine: a pooled analysis of four rando-
mised trials,” The Lancet, vol. 397, no. 10277, pp. 881-891,
2021.

[7] F. C. Zhu, X. H. Guan, Y. H. Li et al,, “Immunogenicity and
safety of a recombinant adenovirus type-5-vectored COVID-
19 vaccine in healthy adults aged 18 years or older: a rando-
mised, double-blind, placebo-controlled, phase 2 trial,” The
Lancet, vol. 396, no. 10249, pp. 479-488, 2020.

[8] C.A.Nickerson, N. R. Pellis, and C. M. Ott, Effect of Spaceflight
and Spaceflight Analogue Culture on Huwman and Microbial
Cells: Novel Insights into Disease Mechanisms, Springer, 2016.

[9] 8. L. Wuest, 8. Richard, §. Kopp, D. Grimm, and M. Egli, “Sim-
ulated microgravity: critical review on the use of random posi-
tioning machines for mammalian cell culture,” BioMed
Research International, vol. 2015, Article ID 971474, 8 pages,
2015.

[10] M. Devarasetty, E. Wang, S. Soker, and A. Skardal, “Mesenchy-
mal stem cells support growth and organization of host-liver
colorectal-tumor organoids and possibly resistance to chemo-
therapy,” Biofabrication, vol. 9, no. 2, p. 021002, 2017,

[11] M. Moreno-Villanueva, A. H. Feiveson, S. Krieger et al., “Syn-
ergistic effects of weightlessness, isoproterenol, and radiation
on DNA damage response and cytokine production in
immune cells,” Infernational Journal of Molecular Sciences,
vol. 19, no. 11, p. 3689, 2018.

[12] A. L. Radtke and M. M. Herbst-Kralovetz, “Culturing and
applications of rotating wall vessel bioreactor derived 3D epi-
thelial cell models,” journal of Visualized Experiments,
vol. 62, 2012.

[13] X.Lei, Y. Cao, Y. Zhang et al,, “Effect of microgravity on pro-
liferation and differentiation of embryonic stem cells in an
automated culturing system during the TZ-1 space mission,”
Cell Proliferation, vol. 51, no. 5, article e12466, 2018.

[14] D. Grimm, H. Schulz, M. Kriiger et al., “The fight against can-
cer by microgravity: the multicellular spheroid as a metastasis
model,” Infernational Journal of Molecular Sciences, vol. 23,
no. 6, 2022,

[15] Y.Li, L. He, S. Pan et al,, “Three-dimensional simulated micro-
gravity culture improves the proliferation and odontogenic
differentiation of dental pulp stem cell in PLGA scaffolds
implanted in mice,” Molecular Medicine Reports, vol. 15,
no. 2, pp. 873878, 2017.

[16] D. Selisteanu, D. Endrescu, V. Georgeanu, and M. Roman,
“Mammalian cell culture process for monoclonal antibody
production: Nonlinear modelling and parameter estimation,”
BioMed Research International, vol. 2015, Article ID 598721,
16 pages, 2015.

[17] L. Ljung, “Perspectives on system identification,” Annual
Reviews in Control, vol. 34, no. 1, pp. 1-12, 2010.

103



BioMed Research International

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

K. Kaheman, J. N. Kutz, and S. L. Brunton, “SINDy-PI: a
robust algorithm for parallel implicit sparse identification of
nonlinear dynamics,” Proceedings of the Royal Society A,
vol. 476, no. 2242, p. 20200279, 2020.

J. $choukens and L. Ljung, “Nonlinear system identification: a
user-oriented road map,” IEEE Control Systems, vol. 39, no. 6,
pp. 28-99, 2018,

M. N. Romero, Construccidn y evaluacion de vectores molecu-
lares que expresen interferén gamma en células humanas como
potencial  ftratamiento  inmunoestimulador, Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, 2015.

M. A. Ramakrishnan, “Determination of 50% endpoint titer
using a simple formula,” Psychological Bulletin, vol. 6, no. 1,
pp. 27-28, 1909

R. L Freshney, Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique and Specialized Applications, John Wiley & Sons,
2010.

C. Sosa-Garcla, Optimizacién del sistema de expresion
HEK293/AD5-IFN-gamma humano mediante el manejo de la
densidad celular y la sultiplicidad de infeccién, Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, 2018.

M. S Gradilla-Hernédndez, A. Garcia-Gonzilez, A. Gschaedler
et al,, “Applying differential neural networks to characterize
microbial interactions in an ex vivo gastrointestinal gut simu-
lator,” Processes, vol. 8, p. 593, 2020.

S. Brungs, M. Egli, S. L. Wuest et al,, “Facilities for Simulation
of Microgravity in the ESA Ground-Based Facility Pro-
gramme,” Microgravity Science and Technology, vol. 28,
no. 3, pp. 191-203, 2016.

T. C. Chao and D. B. Das, “Numerical simulation of coupled
cell motion and nutrient transport in NASA’s rotating bioreac-
tor,” Chemical Engineering Journal, vol. 259, pp. 961-971,
2015.

E. Lorenzo, L. Méndez, E. Rodriguez et al., “Plasticity of the
HEK-293 cells, related to the culture media, as platform to pro-
duce a subunit vaccine against classical swine fever virus,”
AMB Express, vol. 9, no. 1, p. 139, 2019.

R. Romén, M. Farras, M. Camps et al,, “Effect of continuous
feeding of CO2 and pH in cell concentration and product titers
in hIFNy producing HEK293 cells: Induced metabolic shift for
concomitant consumption of glucose and lactate,” Journal of
Biotechnology, vol. 287, no. October, pp. 68-73, 2018.

C. L. Chin, J. B. Goh, H. Srinivasan et al., “A human expression
system based on HEK293 for the stable production of recom-
binant erythropoietin,” Scientific Reports, vol. 9, no. 1, 2019.

P. S. Chahal, E. Schulze, R. Tran, . Montes, and A. A. Kamen,
“Production of adeno-associated virus (AAV) serotypes by
transient transfection of HEK293 cell suspension cultures for
gene delivery,” Journal of Virological Methods, vol. 196,
pp. 163-173, 2014.

D. L’Abbé, L. Bisson, C. Gervais, E. Grazzini, and Y. Durocher,
“Transient gene expression in suspension HEK293-EBNA1
cells,” Methods in Molecular Biology, vol. 1850, pp. 1-16,2018.
C. A. Nickerson, C. M. Ott, J. W. Wilson et al., “Low-shear
modeled microgravity: a global environmental regulatory sig-
nal affecting bacterial gene expression, physiology, and patho-
genesis,” Journal of Microbiological Methods, vol. 54, no. 1,
pp. 1-11, 2003

K. D. Kaya, T. DiStefano, L. Gieser et al., “Accelerated and
improved differentiation of retinal organoids from pluripotent

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

11

stem cells in rotating-wall vessel bioreactors,” Stem Cell
Reports, vol. 10, no. 1, pp. 300-313, 2018.

S. Navran, “The application of low shear modeled micrograv-
ity to 3-D cell biology and tissue engineering,” Biotechnology
Annual Review, vol. 14, no. 8, pp. 275-296, 2008.

C. Buken, J. Sahana, T.J. Corydon et al., “Morphological and
molecular changes in juvenile normal human fibroblasts
exposed to simulated microgravity,” Scientific Reports, vol. 9,
no. 1, 2019.

T.J. Corydon, V. Mann, L. Slumstrup et al., “Reduced expres-
sion of cytoskeletal and extracellular matrix genes in human
adult retinal pigment epithelium cells exposed to simulated
microgravity,” Cellular Physiology and Biochemistry, vol. 40,
no. 1-2, pp. 1-17, 2016.

V. Mann, D. Grimm, T. J. Corydon et al,, “Changes in human
foetal osteoblasts exposed to the random positioning machine
and bone construct tissue engineering,” Infernational Journal
of Molecular Sciences, vol. 20, no. &, p. 1357, 2019.

P. Bradbury, H. Wu, J. U. Choi et al., “Modeling the impact of
microgravity at the cellular level: implications for human dis-
ease,” Fronfiers in Cell and Developmental Biology, vol. 8, 2020

A. A. Brinley, C. A. Theriot, M. Nelman-Gonzalez et al.,
“Characterization of Epstein-Barr virus reactivation in a mod-
eled spaceflight system,” Journal of Cellular Biochemistry,
vol. 114, no. 3, pp. 616-624, 2013.

P. Emma and A. Kamen, “Real-time monitoring of influenza
virus production kinetics in HEK293 cell cultures,” Biotechsnol-
ogy Progress, vol. 29, no. 1, pp- 275-284, 2013.

L. Martinez-Monge, J. Albiol, M. Lecina et al., “Metabolic flux
balance analysis during lactate and glucose concomitant con-
sumption in HEK293 cell cultures,” Biotechnology and Bioen-
gineering, vol. 116, no. 2, pp. 388-404, 2019,

104



a polymers

12.2 Articulos publicados como coautor durante el Programa de Doctorado

ey

Arfide

Melanin Nanoparticles Obtained from Preformed Recombinant
Melanin by Bottom-Up and Top-Down Approaches

Sergio Alcali-Alcala '), José Eduardo Casarrubias-Anacieto !, Maximiliane Mondragén-Guillén 2,
Carlos Alberto Tawira-Montalvan 2, Marcos Bonilla-Hemindez !, Diana Lizbeth Gomez-Galicia ?,
Guillerme Gosset %07 and Angélica Meneses-A costa 2

e 3]
Citation: Aleali-Aleald,5.;
Clissarrabiae Adachen, | E;
Mhorulragin-Guilkin, M
Tawirs Montalvan, A
Beatalli Fheriinckes, BL;
Catetrecs- Cialicia, TLL; G, G
Bt Anaty, A Mo Lantin
Misreapartich: s Ctetairnnl frum
Pacuuritin] Fascuninbrinnd Melirin by
Epim-LIp anud Tip: D A ppmsictus
Folymers 173, 15, 2181 hitpec
i oy L T esbyin | SHIFIEL

Acaduetnic Bilitons Ardonio b
Buorners Lisjaca, Cuis fiian
Viikersa Barragin, Fsperaniea Corbi
vy, Addridn Eefurio- B,
Cliari Thegach Sdrockuze e

Fhehora Felyuinas

Fuewsivirk 17 Manch 2023
Fuwisusck: 15 May 2021

Acplct 16 May 2023
Publut: 19 My H02%

3 8

o —
Copyright © W23 by the authors
Lassisn: MIFL Bissd Swibhrland
Thas actich: = il ofsd aoee artich:
destrileted wicker e Golic o
conultioses of the Creative Comsicoss
Attribation (00 BY) B (hitgse /
izl ConTfecsoa cong T Sy £

AL

' Labsratario di Investigacitn en Temalogla Farwaciutics, Facultad de Farmacia, Universidad Aotdnoma del
Estado die Momlos, Cuernevacs G272209, Mﬂm]uldnmcl:nyn;]ﬂ]ﬂmm EA-A)

?  Labaratorio de Bioternaologia Farmaodatica, Facultad de Farmacia, Universidad Auténoma del Estado de
Morelos, Coemavam 62204, Momlos, Mecio

1 Farmacia Hospitalaria, Facultad de Farmacia, Universidad Autnoma del Estade de Marelos,
Coermavaca 67009, Mo los, Moaco

4 Departarenio de Ingenieria Calular y Bioctilisis, Instituto de Biokecnologia, Universidad Nadanal
Auntbnoma de Mévicon, Coemavacs 67008, Mom ey, Meaco

*  Comespondence angelica_mene ses@uaern moc; Tal - +52-FF730S7000 fext. 3366)

Abstract Melanin is an insoluble, amorphous polymer that forms planar sheets that aggregate
naturally to create colloidal partickes with several biological functions. Based on this, here, a pre-
formed ecombinant melanin (PEM) was utilized as the polymeric mw makerial fo generabe ne-
combinant melanin nanoparticles (RMNPs). These nanoparticles wer prepared wsing bothom-up
(manocrystallization—NC, and double emulion—solvent evaporation—DE) and fop-dom (high-
pressure homogenization—HF) manufacturing approaches. The partick size, Z-polential, identity,
stability, morphology, and solid-stake properties wem evaluated. EMNFE biocompatibility was de-
termined in human embryogenic kidrey (HEK293) and buman epidermal keratinocyte (HEKn)
cell linea. EMNPs prepared by NC reached a particle gize of 245.9 + 31.5 nm and a Z-potential of
—22 + 156 mV; 253.1 £ 306 nm and —39.2 + (.56 mV compared to that obtained by DE, as well
as KMNFs of 3022 + 9.9 nm and —38.6 £ 225 mV wsing HF. Spherical and solid nanostructunes
in the botbom-up approaches wem observed; however, they were an irmgular shape with a wide
size distribution when the HP method was applied. Infrared (IR) spectra showed no changes in the
chemical structuse of the melanin afier the manufacturing process but did exhibit an amorphous
crystal marrangement according to calorimetric and FXED analysis. All EMNPs presented long:
stability in an aqueous suspension and resistance to being sterilized by wet steam and ultraviolet
{UV) radiation. Finally, cytotoxicity assays showed that EMNFs am safe up o 100 pg/ ml. These
findings open new possibilities for obtaining me lanin nanoparticles with potential applications in
drmg delivery, tissue engineering, diagnosis, and sun protection, among others.

Ke,'ln?mi.t me:lanin Ilanﬁpm:bcles, pteﬁmtedmcnmhdmluthmh; nm'locryi-‘t.ul.hzulion; hig:h-
P homogenization; double emulsion-sclvent evaporation

L Introduction

Melanin is an irregular, amorphous polymer of high molecular weight, generated by
the exidative polymerization of various indole and phenolic compounds such as L-tyrosine
or levodopa (L-DOPA), which forms graphite-like planar sheets that aggregate naturally in
a hierarchal fashion to form colloidal structures that can reach diameters of hundreds of
nanometers [1]. The physical properties that make melanin unique are its light-absorbing
ability, chemical resistance, electrical conductivity, and its low or null solubility in organic
solvents or acidic aqueous media [1,2]. This natural polymeric pigment is distributed in
all taxa of nature in compact granules integrated into the cytoplasm of different cells such

Polymers M2, 15, 2381 hitps: (/ doi org, 10,3380/ polym] 5102381
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ABSTRACT

The synthesis of thrae new miwed chelae copper ﬂ]}ﬂlﬂleﬂm Lttt dumm:[mmjm O-05(sah)} B reponad,
@-aland
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Hgnd, while the primary lgand in any e e e,
1. Introduction gold, vanadinm, iron, thodinm, titanium, gallinm, nickel, rinc, copper,

Metal based dmgs offer some advantages over purdy @rbon based
organic compoamnds, ez the presence of charge may influence their
soluhbility properties, the ocmrmence of different oxdation states of the
metal frequently allows their particdpation i bickogical redor pro-
e, the partially filled metal d shell generaies particular electonic
and magnetic properties, and different coordination genmetries allow
for strucimral modifications. In addition, in metal complexes the ther-
modynamic and/or kinstic stahility can be varied depending on the
ligamas [1-4].

Ome of the most stndied diseswe is @noer and medicinal inorgamic
chemisiry have besn a field that has fomsed, e5., on the devel opment
of new metal-hased res gent 25 therapeutic and diagnosis agens of that
human dissase. The last decades have winessed a significant number of
metal complexes hased on elements such 2 arsenic, antimomy, bismuth,

* Corresponading amther.
E-mell adedores jadome i aeomomy (1 Escalante).

ittpe Adnd oorg, 01 06§ Gea 20201 19542

and platimum 25 new therapeutic and diagnosis agents [5.6]. In this
regand, Cisplatin and its derivatives are sill among the most widely
employed metal-based drugs for cancer restment, bot unforunatehy
present toxicity [7]. In ander to reduce the adverss effecs of platimm-
oontaining metal based dmgs, the nse of componds hesed on essential
metal elements has been mggested [8-10). In this context, copper
complexes have been widely sindied in terms of their capahility to be
usad in @neer therapy [11].

Caginpeinas® [4.9] are mixed chelate copper (1) complexes with the
general formula [Col. "L HATNO;, whene L' & the primary Hgand {in-
dispensahle for the biokogical activity) comesponding o 2an aromatic
diimine-type ligand (N—N) and L s the secondary ligand required for
completion of the coordination sphere. The semndary ligand & fre-
quenfly 2 bidentate c-aminoacidate (N—0) or oxygen-only donaor
{0—0) compound {Scheme 1L
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promoter by AP-1 transcription factor in cervical
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Abstract

Background: Gene expression profiles have demonstrated that miR-21 expression is altered in almost all types of
cancers and it has been classified as an oncogenic microRNA, Persistent HPY infection is the rmain eticlogic agent

in cervical cancer and induces genetic instability, including disruption of microRNA gene expression, In the present
stucly, we analyzed the underlying mechanism of how AP-1 transcription factor can active miR-21 gene expressionin
cervical cancer cells.

Methods: To identify that c-Fos and c-Jun regulate the expression of miR-21 we perforrned RT-qPCR and western
blot assays. We analyzed the interaction of AP-1 with miR-21 promoter by EMSA and ChiP assays and determined the
mechanism of its regulation by reporter construct plasmids, We identified the nuclear translocation of c-Fos and c-Jun
by immunofluorescence microscopy assays.

Results: We deronstrated that c-Fos and c-Jun proteins are expressed and regulate the expression of miR-21in
cervical cancer cells. DNA sequence analysis revealed the presence of AP-1 DNA-binding sites in the hurnan miR-21
promoter region, EMSA analyses confirmed the interactions of the miR-21 upstream transcription factor AP-1.ChIP
assays further showed the binding of c-Fos to AP-1 sequences from the miR-21 core promoter in vivo. Functional
analysis of AP-1 sequences of miR-21 in reporter plasmids demenstrated that these sequences increase the miR-21
promoter activation.

Conclusions: Our findings suggest a physical interaction and functional cooperation between AP-1 transcription fac-
tor in the miR-21 promoter and ray explain the effect of AP-1 on miR-21 gene expression in cervical cancer cells.

Keywords: AP-1, Cervical cancer, HPY, miR-21
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12.4 Participacion en congresos

ENCUENTRO DE ESTUDIANTES q
DE POSGRADO EN FARMACIA s @ﬁﬁ%m

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

La Facultad de Farmaciaatraves de la Secretaria de Investigacion, la Jefatura de
Posgrado y el Consejo Estudiantil de Posgrado

Otorga la presente

CONSTANCIA
Al: M.F. Carlos Alberto Tavira Montalvan

Por su participacién como ASISTENTE

en el T4vo. Encuentro de Estudiantes de Posgrado en Farmacia

Celebrado de forma virtual el 27 de noviembre del 2020, Cuernavaca, Morelos

Dr. Efrén Hernandez Baltazar Dr. Sergio Alcala Alcala
Director Jefe de Posgrado
Facultad de Farmacia Coordinador Comité Organizador

12.4.1 Nacionales
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A través de la Facultad de Farmacia
EsTADO DE MORELOS

Qno.u.rm...u m.n_ mvh..mhmb te:

CONSTANCIA

Wi Rodnigucy Agudan, Yoanna Garcia-Liges, Gantss 4, Tavna-Montalodn,
Angitica Mencscs-reosta. y Unicl 4. Sénchey-Pacheco.

Por su participacion en la presentacion del cartel titulado “GENERATION OF STABLE
CELL LINES THAT PRODUCE RECOMBINANT GAMMA INTERFERON BY
CLONAL SELECTION USING CHO-S/ PCDNA3/IFN-gamma AS A RANDOM

F

@u@.

NTEGRATION SYSTEM?” en el 13° Encuentro de Estudiantes de Posgrado en Farmacia.
o
A A
. <,

Cuernavaca, Morelos a 21 de noviembre del 2019.
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5° forsreatle
Dr. @m@b Hernandez Baltazar
@b %%. Director de la Facultad de Farmacia
e >
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12.4.2. Internacionales

| VIRTUAL CONGRISS *

: * *
o 7| 19.10 | « *

| 222.10| Frva*

This is to certify that the abstract entitled

Evaluation of fransduced cultures of MCF-7 cells with a first-generation adenowviral vector
expressing the caspase-3 gene as a model for breast cincer.

PO2E

by the following authors

C A Tawira-Mantalvan, O Peralta-Zarggoza, A Meneses-Acosta

was presented at the

ESGCT Collaborative Virtual Congress 19-22 October 2021

Hildegard Biining ESGCT President
on behalf of the ESGCT Board
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e

Dr. Alvaro _.n:u Rodriguez

Presidente de lo Comision de
Pramios de o SMBE

Ledn, Guanajuato 28 de junio 2019

L
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