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1. RESUMEN.

Dado el éxito y la enorme demanda de las proteinas recombinantes terapéuticas, es
necesario desarrollar en nuestro pais nuevos sistemas de expresion y optimizar los
existentes para aumentar, a un costo rentable, la cantidad y calidad de dichos
medicamentos. En el caso de proteinas glicosiladas se ha utilizado mayoritariamente la
linea celular CHO (Células de Ovario de Hamster chino), sin embargo, dicha linea tiene la
desventaja de no glicosilar con el mismo patréon que el encontrado en las proteinas
humanas. Las células HEK293, por ser humanas, expresan proteinas con el mismo patrén
de glicosilacion que su contraparte natural y son también un excelente sistema de
expresion. La manipulacion de parametros basicos de cultivo celular como la densidad
celular (DC) y la multiplicidad de infeccion (MOI) pueden contribuir de manera sencilla a
optimizar dicho sistema de expresion. El objetivo del presente proyecto fue determinar el
efecto de infectar los cultivos de HEK293 con tres diferentes densidades celulares (0.6, 1.0
y 1.5 x 10° cel/mL) a tres diferentes MOI (0.1, 1 y 5), utilizando el sistema de expresion
HEK293/Ad5 y como proteina modelo IFN-y. Se analizo el efecto sobre la produccion de

IFN-y, el titulo viral producido, la proliferacion celular asi como el efecto sobre el consumo

de las principales fuentes de carbono y energia (glucosay glutamina) y la produccion de
metabolitos no deseados (lactato y glutamato). Una vez comparadas las productividades,
estos resultados serviran de base para determinar si el costo beneficio del proceso por este
sistema es adecuado para el analisis del patron de glicosilacion.

El mayor rendimiento de produccién de vectores adenovirales recombinantes (8.76 x108
pvi/mL), se obtuvo al infectar 0.6x10° cel/mL con una MOI de 5. La productividad maxima
de IFN-y se obtuvo con la combinacion de la densidad celular mas baja (0.6x10°® cel/mL)y
la MOI mas alta (5), bajo dichas condiciones y a las 120 horas post infeccion, la
concentracion maxima de proteina producida fue de 19.2 pg/mL. Asi se identificaron las
condiciones de infeccibn que resultan en los mayores rendimientos de adenovirus
infecciosos y de IFN-y humano producidos por las células HEK293.

Se pudo determinar que la combinacion de la densidad més baja utilizada (0.6x10°6 cel/mL)

conla MOI méas alta (5), y a las 120 horas post infeccion, son las condiciones que producen
las mayores cantidades IFN-y y vectores adenovirales, en el sistema HEK293/Ad5- IFN-y.
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ABSTRACT.

Given the success and enormous demand for therapeutic recombinant proteins, is
necessary to develop new expression systems in our country and optimize existing ones to
increase, at a cost-effective, the quantity and quality of said drugs.

In the case of glycosylated proteins, the CHO cell line (Chinese Hamster Ovary Cells) has
mostly been used, however, it has the disadvantage that does not glycosylate following the
same pattern found in human proteins.

HEK293 cells (Human embryonic kidney 293), are from human orig in, so they are able to
express proteins with the same glycosylation pattern as their natural counterparts and are
also an excellent expression system. Nevertheless, the main challenge is to get competitive
productivities compared to CHO cells, so in this work, an analysis of different parameters
was established to determine if it is possible to produce glycosylated gamma interferon in a
dimeric form. The manipulation of basic cell culture parameters such as cell density (DC)
and multiplicity of infection (MOI) can contribute in a simple way to optimize said expression
system.

In this way, the objective of this project was to determine the effect of infecting HEK293
cultures at three different cell densities (0.6, 1.0 and 1.5 x 10° cells / mL) with three different
MOI (0.1, 1 and 5), using the expression system HEK293/Ad5 and as protein model IFN-y.

We analyzed the effect on the IFN-y production, the produced viral title, the cell proliferation

as well as the effect on the consumption of the main sources of carbon and energy (glucose
and glutamine) and the production of unwanted metabolites (lactate and glutamate).

The highest production yield of recombinant adenoviral vectors (8.76 x 108 pvi/mL) was

obtained by infecting 0.6x10° cells/mL with an MOI of 5 and the maximum productivity of
IFN-y was obtained with the combination of the lowest cell density (0.6x10°8 cel / mL) and the

highest MOI (5), under these conditions and at 120 hours post infection, the maximum
concentration of protein produced it was 19.2 pg/mL.
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2. MARCO TEORICO.

2.1 Las proteinas como productos del mercado farmacéutico.

Las proteinas, los componentes basicos de la vida, son sintetizadas por todas las formas
vivas como parte de su metabolismo natural y desempefian un papel importante en la
sefalizacion celular, la respuesta inmune, la adhesion celular y el ciclo celular. Se producen
comercialmente en industrias con la ayuda de la ingenieria genética y la ingenieria de
proteinas, beneficiando a sectores importantes como la industria farmacéutica, la industria
de enzimasy la industria agricola. Los productos de estas industrias a su vez benefician los
campos de la medicina, el diagnostico, la alimentacion, la nutricion, los detergentes, los
textiles, el cuero, el papel, la pulpa, los polimeros y plasticos (Demain & Vaishnav, 2009).

Las proteinas recombinantes para uso farmaceéutico o biofarmacos son uno de los
productos méas prometedores de la biotecnologia farmacéutica y estdn ganando una
importancia creciente en la medicina, pues se espera que ayuden a curar enfermedades

gue todavia no son tratables.

2.2 Biofarmacos.

2.2.1 Nomenclatura.

En las Ultimas dos décadas, términos como ‘"biofarmacos" y "medicamentos
biotecnoldgicos” se han infiltrado en el vocabulario farmacéutico, y, aunque dichos términos

a menudo se sobreponen tienen diferentes significados.

Los Biofarmacos son el principio activo de un medicamento biotecnolégico. Son
compuestos terapéuticos producidos por técnicas de la biotecnologia moderna, es decir por
ingenieria genética, o por tecnologia de hibridomas en el casode anticuerpos monoclonales
de acuerdo con la legislaciébn mexicana. Un biofarmaco también es definido como " Una
sustancia farmacéutica a base de proteinas o acidos nucleicos utilizada para fines de
diagndstico terapéutico o in vivo, que se produce por medios distintos de la extraccion
directa de una fuente biologica nativa” (Walsh, 2002) . De acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-072-SSA1-2012, Etiquetado de medicamentos y de remedios herbolarios,
Biofarmaco, es “toda substancia que haya sido producida por biotecnologia molecular, que

tenga actividad farmacoldgica, que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas y



biolégicas y que relna las condiciones para ser empleada como principio activo de un

medicamento biotecnoldgico”.

Mientras que los Medicamentos Biotecnolédgicos se definen como " aquellos productos que
incluyen no solo macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos, sino también células
y tejidos completos; también definido como “ cualquier producto farmacéutico utilizado con
fines de diagnostico terapéutico o in vivo, que se produce total o parcialmente por medios
biotecnolégicos tradicionales o modernos” (Walsh, 2002).

Sin embargo, Articulo 222 Bis de la Ley General de Salud, considera que un medicamento
biotecnoldgico es toda sustancia que haya sido producida por biotecnologia molecular, que
tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en forma
farmacéutica, que se identifique como tal por su actividad farmacolégica y propiedades
fisicas, quimicas y biologicas. Los medicamentos biotecnologicos innovadores podran ser
referencia para los medicamentos biotecnolégicos no innovadores, a los cuales se les
denominara biocomparables. La Norma Oficial Mexicana NOM-072-SSA1-2012, Etiquetado
de medicamentos y de remedios herbolarios, Medicamento biotecnolégico, es toda
sustancia que haya sido producida por biotecnologia molecular, que tenga efecto

terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica, que se

identifiqgue como tal por su actividad farmacolégica y propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas.

2.2.2 Diferencias entre farmacos tradicionales y biotecnol6gicos.

La produccion de farmacos de sintesis quimica implica el uso de disolventes orgénicos,
altas temperaturas y presiones, a diferencia de la produccion biofarmacos donde se utilizan
sistemas bioldgicos (bacterias, levaduras, células animales o humanas, virus, animales
transgénicos o plantas). Las principales diferencias entre medicamentos de sintesis quimica
y de origen biotecnoldgico se muestran en la tabla 1 (Geigert, 2013).

John Geigert Presidente de BioPharmaceutical Quality
Solutions, y autor de “The Challenge of CMC
Regulatory Compliance for Biopharmaceuticals and
Other Biologics” dice que “Para que los sistemas vivos
produzcan un producto biolégico, el sistema de vida
debe mantenerse vivo, debe ser feliz y debe ser
saludable”.




Tabla 1. Diferencias entre medicamentos de sintesis quimica y de origen biotecnoldgico

Tipo de farmaco

Obtencion

Tradicionales
Sintesis quimica

Controlado y pocos pasos

Biofarmacos
Sintesis biologica

Muchos pasos criticos

Proceso de produccion N
criticos

Simple, homogénea, bien Compleja, heterogénea

Estructura del compuesto ]
caracterizada

Peso molecular Bajo (< 1 kDa) Alto (> 50 kDa)
Riesgo de inmunogenicidad Menor Mayor

Tomado de: (Lybecker, 2016).

2.2.3 El papel de las autoridades regulatorias.

Actualmente la biotecnologia farmacéutica ha tomado un mayor auge, lo que ha llevado a
las autoridades mexicanas y en el mundo a tomar cartas en materia de la regulacion.

2.2.3.1 Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration,
FDA).

La FDA representa a la autoridad reguladora estadounidense, cuyo objetivo es “proteger la
salud publica”. Al cumplir esta funcién, regula muchos productos y articulos de consumo,
como alimentos, suplementos nutricionales, farmacos: basados en sintesis quimica,
biolégicos y biofarmacos; suministro de sangre y productos sanguineos, cosmeéticos y
articulos de tocador, dispositivos médicos, etc.; cuyo valor anual total se estimaen 1 billon
de dodlares. EI trabajo de la FDA implica inspeccionar y regular casi 100,000
establecimientos en los Estados Unidos (o aquellos en el exterior que exportan productos
regulados para consumo estadounidense). Esta institucion obtiene la mayoria de sus
poderes legales de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FD & C, por
sus siglas en inglés). Esta legislacién se promulgé originalmente en 1930, pero ha sido

enmendada varias veces desde entonces.

La agencia interpreta y hace cumplir sus leyes por medio de publicaciones que incluyen:
"Directrices escritas”, "Cartas a la industria" y la Serie de documentos 'Puntos a considerar'.

Las principales actividades de aprobacién y regulacién de biofarmacos se llevan a cabo
principalmente por el Centro de Evaluacién e Investigacion de Medicamentos (CDER) Yy el
Centro de Evaluacion e Investigacion de Biologicos (CBER) (Walsh, 2007).



2.2.3.2. Normativas Europeas.

Enlos dltimos 10 a 15 afios, todos los paises integrantes de la Union Europea han adoptado
un conjunto sustancial de legislacion farmacéutica armonizada. Esto ha facilitado la
creacion de un sistemacomun a escala europea para la autorizacion y supervision posterior
de medicamentos. Para ello, fue fundamental la creacién de la Agencia Europea para la
Evaluacion de Medicamentos (European Medicines Evaluation Agency, EMEA). La EMEA,
gue comenzé a funcionar en febrero de 1995, se encarga de gestionar y coordinar el nuevo
sistema de aprobacién de medicamentos dentro de la Union Europea. Este nuevo sistema
de aprobacion proporciona la evaluacion de cualquier aplicacion de comercializacion de
nuevos productos a través de una de dos rutas; una ruta "centralizada" obligatoria para
todos los productos de la biotecnologia y una ruta "descentralizada”. Dentro de sus primeros
tres afios de funcionamiento, facilié la concesion de 52 autorizaciones de comercializacion
en toda Europa, de las cuales 23 fueron productos de biotecnologia. En general, la EMEA
se ha ganado la confianza tanto de la industria farmacéutica europea como de las diversas
autoridades reguladoras nacionales dentro de cada estado miembro de la UE (Walsh,
1995).

2.2.3.3. Registro de medicamentos en Japon.

Los japoneses son los mayores consumidores de productos farmacéuticos per capita en el
mundo. El Ministerio de Salud y Bienestar de Japdn tiene la responsabilidad general de
implementar la ley farmacéuticajaponesa. Dentro del departamento se encuentra la Oficina
de Asuntos Farmacéuticos (Pharmaceutical Affairs Bureau, PAB), que ejerce esta
autoridad. Hay tres pasos basicos en el proceso regulatorio japones:

La aprobacién (‘'shonin’) debe obtenerse para fabricar o importar un medicamento;
La obtencion de una licencia ('kyoka'); y
El establecimiento de un precio oficial para el medicamento.

El PAB lleva a cabo evaluaciones de dossier (conjunto de informaciones recopilados sobre

una persona o un asunto) de medicamentos, un proceso que normalmente lleva 18 meses.

Los requisitos y procesos de aprobacién para productos farmacéuticos (incluidos los
biofarmacos) son, en términos generales, bastante similares a los de los Estados Unidos.

Ademas, los japoneses normalmente insisten en que al menos algunos ensayos clinicos se

lleven a cabo en el propio Japon. Esta posicidén se adopta debido, a las diferencias en el



tamafio corporal y el metabolismo de los japoneses, en comparacion con los ciudadanos
estadounidenses y europeos. Ademas, la cantidad de ingrediente activo presente en las
drogas japonesas es menor que en muchas otras regiones del mundo. Por lo tanto, se
deben realizar ensayos para probar la eficacia del producto en las condiciones de uso
previstas en Japén (Walsh, 2007).

2.2.3.4. Regulacion en México.
El marco regulatorio sobre medicamentos biotecnolégicos ha recorrido un largo camino en
nuestro pais. A finales de la década de 1990, se introdujeron algunas reformas legales con

el fin de regular los medicamentos biotecnoldgicos innovadores, que para entonces ya
tenian varios afios en el mercado farmacéutico global.

En México se iniciaron formalmente, en 2007, diversos foros de discusion en el Congreso,
los cuales generaron que en el 2009 se realizara una nueva reforma a la Ley General de
Salud. Con dicha reforma se adicioné el articulo 222 bis, en el cual se establecieron las
bases o principios generales del mercado de medicamentos biotecnologicos de entrada
subsecuente en nuestro pais, a los cuales la ley denominé biocomparables. En febrero de
2015, La Secretaria de Salud, a través de la Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), dio a conocer la entrada en vigor la reforma a la Norma
Oficial Mexicana 257, con lo cual fueron aprobados para su uso en México los denominados
medicamentos biotecnolégicos de tercera generacion (Silva, 2012).

Dentro del Marco Legal vigente en México se encuentran las siguientes normas:

*NORMA Oficial Mexicana de EmergenciaNOM-EM-001-SSA1-2012, Medicamentos
biotecnoldgicos ysus biofarmacos. Buenas practicas de fabricacion.

*NORMA La Norma Oficial Mexicana NOM-072-SSA1-2012, Etiquetado de medicamentos yde
remedios herbolarios

*NORMA Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, Requisitos a que deben sujetarse |l os Terceros
Autorizados que realicen las pruebasde intercambiabilidad. Re quisitos para realizar los estudios
de biocomparabilidad.

*NORMA Oficial Mexicana NOM-257-SSA1-2014, En materiade medicamentos biotecnoldgicos

*NORMA Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2015, Buenas practicasde fabricadonde
medicmentos.




2.2.4 Mercado.

2.2.4.1 Mercado Internacional

La empresa surcoreana Samsung es famosa por sus teléfonos, pero en 10 afios podria
serlo por sus biofarmacos, la decision de esta empresa quiza se deba a la proyeccion del
mercado de los medicamentos biotecnoldgicos, pues segun publicaciones de Bloomberg
Businessweek (revista empresarial enfocada a las grandes empresas), este mercado podria
superar los 223. 700 millones de délares para el 2021.

La industrializacion de las ciencias biomédicas se ha convertido en un componente
importante de la economia global. En los Estados Unidos, el sector biofarmacéutico
representa 854,000 empleos, $ 150 mil millones de ddlares en salarios, y el 3.8% de la
produccion total de este pais en 2014. Sin embargo, el capital de inversion en esta industria
ha aumentado y disminuido con el tiempo en respuesta a muchos factores, incluidos
avances cientificos preclinicos, datos de ensayos clinicos, cambios en la supervision
reguladora, reformas de la politica de salud, fijacion de precios y problemas de evaluacion
de tecnologia sanitaria, y otros cambios en el entorno econémico para el descubrimiento y
desarrollo de farmacos (Thakor et al., 2017).

2.2.4.2 Mercado Nacional.

Hace casi una década, la empresa de servicios tecnologicos de salud IMS Health
seleccion6 21 paises que describié como “Farmaemergentes” — paises en desarrollo con
industrias farmacéuticas con importancia creciente, entre los cuales se encontraba México.
Desde entonces, México ha crecido para convertirse en el segundo mercado farmacéutico
en América Latina después de Brasil, y el nimero 11 a nivel global (Posma & Flores, 2015).
En el 2017, México mantuvo el segundo lugar en el mercado de los biofarmacos a nivel
Latinoamérica después de Chile (Pugatch, 2017).

La necesidad de desarrollar nuevos productos y la presencia de un mercado local de

tamafo relevante presenta una gran oportunidad de crecimiento para la industria
biofarmacéutica de México (Figura 1).

México ha logrado crear la mayoria de las condiciones necesarias para desarrollar una
industria farmacéutica fuerte, impulsada por la biotecnologia. Sus ventajas naturales
(posicion geogréfica y una poblacion numerosa) se han combinado con un marco

regulatorio sdlido y buena infraestructura, lo que ha atraido un gran nimero de compafias



internacionales, asi como inversionistas y colaboradores, lo que permite que el pais esté
bien posicionado para consolidarse como una potencia en la produccion de biofarmacos en
los préximos cinco afios (Fuentes & Salieri, 2016).

Algunas de las condiciones necesarias para poner a México en el camino hacia una mayor
innovacion biofarmacéutica ya se cumplen. Sin embargo, se necesitan mas acciones para
fortalecer al ecosistema de innovacion, incluyendo incentivar la colaboracién entre los
sectores académico y privado, y aplicar las leyes de propiedad intelectual existentes
(Papovich, 1997; Pugatch, 2017).

Un obstéaculo significativo para el desarrollo de la industria biofarmacéutica es el complicado
y largo proceso de aprobacion de nuevos medicamentos. Es probable que los recortes al
presupuesto publico en salud vuelvan la penetracion de medicamentos innovadores adn
mas lenta. En ese caso México podria permanecer como un pais productor de medicinas
de bajo valor agregado, o desarrollarse como un pais generador de innovacion. La segunda
opcién generaria crecimiento econdmico sostenido, empleos para personal altamente
capacitado, y nuevas medicinas fabricadas a la medida de las necesidades especificas de
los mexicanos. La mayoria de las piezas del rompecabezas estan en su lugar —toca a la
actual generacion de servidores publicos completarlo (Fuentes & Salieri, 2016).

Medicamentos
bio-tegnoldgicos

65%

Industria
bio-farmacéutica Inversion en I+D

mutiaacional USS500m

2 5 para 2025

Companias con Incremento desde
operaciones USD 5160m
en México en 2015

para 2030

Proporcion de aplicaciones
para madicamentos
nuevos

Figura 1. La industria biofarmacéutica mexicana en nimeros

I+D: Investigacion y desarrollo.

Hasta el 2015, 25 companfiias biofarmacéuticas estaban operando en México, y se tiene previsto
que para el 2025 se inviertan 500 millones de ddlares en investigacion y desarrollo, mientras que
para el 2030 el 65% de los medicamentos seran de origen biolégico. Tomado de: Fuentes & Salieri,
2016.



2.2.4.3 Mercado Estatal
El estado de Morelos tiene comouna de sus areas de especializacion al sector farmacéutico
y Biofarmacéutico.

De acuerdo a la informacion proporcionada en la Adenda de Innovacion de Morelos —
CONACYT, 2016/03, México es uno de los principales centros manufactureros a nivel
internacional, en el pais tienen presencia 14 de las 15 compafilas mas importantes del
mundo. A nivel nacional, Morelos se sitta en el cuarto lugar respecto al nUmero de unidades
econdémicas dedicadas a este sector, registrando un total de 28. En el 2012 el impacto del
sector farmacéutico en el PIB (Producto Interno Bruto) nacional fue de 3.25% y de 11 % en
el PIB estatal. La participacion de éste en las actividades manufactureras en la entidad fue
de 8.9%, para ocupar un tercer lugar. En lo que se refiere al IEL (indice de Especializacion
Local), este &mbito tiene un valor de 3.6. los empleos generados en este rubro fueron 2743.

En Morelos se cuenta con un amplio ecosistema de innovacién en el sector farmacéutico y
Biofarmacéutico: 9 empresas inscritas en el RENIECYT (Registro Nacional de Instituciones
y Empresas Cientificas y Tecnolégicas), 9 Cl (Centros e Institutos de Investigacion publicos
nacionales), 5 IES (Instituciones de Educaciéon Superior publicas o privadas nacionales), 3
organismos intermedios y un parque tecnolégico. Su tematica principalmente gira en torno
a productos quimico — farmacéutico, (Figura 2).

Las condiciones de la industria farmacéutica en Morelos son favorables para la fabricacion
de materias primas y preparaciones farmacéuticas. Los puntos fuertes que respaldan al
sector Farmacéutico y Biofarmacéutico en Morelos de acuerdo a (CONACYT, 2016) son:

1. Lainfraestructura actual en el estado de Morelos es adecuada para brindar impulso
al sector

2. La posicién actual del sector farmacéutico (cuarto lugar en cuanto al nimero de
unidades econdmicas) representa un importante punto de partida.

3. El Gobierno del Estado tiene un gran interés en reactivar y apoyar este sector.



INSTITUCIONES DE EDUCACION SUPERIOR

UAEM Facultad de Farmacia Instituto  tecnolégico de estudios
Formacién de Superiores de Monterrey
capital humano UAEM Facultad de Ciencias Instituto tecnolégico de Zacatepec
especializado L.

Quimicas

Universidad Politécnica del Estado

de Morelos
CENTROS DE INVESTIGACION
B e UAEM-Farmacia INSP-CISP IMSS-CIBIS
conocimientoy
desarrollo UAEM-CEIB INSP-CISEI UNAM-IBT
tecnoldgico
UAEM-Medicina IPN-CEPROBI UNAM-CCG
Empresas RENIECYT
Farmoquimia Aqua Medica
Aplicacion Laboratorios imperiales Laboratorios Vanquish
Promotora Técnica Industrial Grupo Medifarma
Instituto de Investigacion en Gruindag International
Quimica Aplicada
Buckman Laboratories
Organismos Intermedios Parques tecnoldgicos
Soporte e SICyT INNOVACYT
intermediacién CEMITT
CCyTEM

Figura 2. Mapa del sistema de CTI del sector Farmacéutico y Biofarmacéutico en Morelos

CTI: Ciencia, Tecnologia e Innovacion, CEIB: Centro de Investigacion en Biotecnologia, INSP: Instituto
Nacional de Salud Publica, CISP: Centro de Investigacion en Salud Poblacional, CEPROBI: Centro de
Desarrollo de Productos Bi6ticos, CIBIS: Centro de Investigacién Biomédica del Sur, IBT: Instituto de
Biotecnologia, CCG: Centro de Ciencias Gendmicas, SICyT: Secretaria de Innovacion, Cienciay Tecnologia,
CEMITT: Consejo de CienciayTecnologia del Estado de Morelos, CCyTEM: Consejo de CienciayTecnologia
del Estado de Morelos, INNOVACYT: Parque Cientifico y Tecnolégico Morelos. Fuente: Revista de Innovacién
de Morelos, Resumen ejecutivo, CONACYT, 2016/03.
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2.3 Sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Biofarmacos como anticuerpos, sustitutos de productos sanguineos, vacunas, hormonas,
citocinas y una gran variedad de otros agentes terapéuticos se expresan en sistemas
biol6gicos, que van desde bacterias como E. coli, en la que se producen proteinas
estructuralmente simples; hasta levaduras, células de insecto y mamifero, que producen

proteinas con diversos niveles de complejidad estructural y funcional (Tabla 2) (Noguera &
Fermin, 2013).

La producciéon de altas cantidades de proteina recombinante se realiza normalmente
utilizando lineas celulares de expresion estable; sin embargo, la generacién de estas lineas
requiere de mucho tiempo, debido al largo proceso de selecciéon de clonas, a menudo
tomando hasta 12 meses (Wurm, 2004). Uno de los factores claves en la industria
biofarmacéutica es el tiempo, por ello se ha recurrido a la expresion génica transitoria
(TGE), la cual se ha convertido en una herramienta poderosa en la ultima década (Fliedl &
Kaisermayer, 2011).

Existe una gama de diferentes lineas celulares utilizadas para la TGE, como HEK293
(Human Embryonic Kidney), CHO (Chinese Hamster Ovary), las células CAP (CEVEC's
Amniocyte Production), que son una linea celular inmortalizada basada en amniocitos
humanos primarios y las células Vero, aisladas a partir de células epiteliales de rifion
extraidas de un mono verde africano, las mas utilizadas en la expresion transitoria son las

dos primeras, ambas lineas celulares con ventajas y desventajas, las que se muestran en
la tabla 3.
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Tabla 2. Sistemas de expresion usados en la expresion de proteinas recombinantes de
uso farmacéutico.

Sistema Ventajas Desventajas
Répida expresion de la proteina. No realiza modificaciones
Bajos costos de produccion. postraduccionales.
Bacterias . e .
E col Proceso simple de amplificacion. Las proteinas se producen en
. Coll
Altas producciones de proteina. cuerpos deinclusién.

Genéticamente bien caracterizados.

Las proteinas son glicosiladas con
distinto patrén que las expresadas

Levaduras Expresion moderadamente rapida.  por mamiferos.
P. pastoris y S. cerevisiae Realizan glicosilacion. Las glicoproteinas tienen unavida
media baja.

Sistema costoso.

Sistema costoso.

Expresion de proteinas Expresa glicoproteinas con
Células de Insecto moderadamente rapida. diferente patrén a las expresadas
Sf9, Sf21/baculovirus Realizan la glicosilacion. por mamiferos.

Altos niveles de expresion. Las proteinas pueden expresarse

como agregados intracelulares.
Sistema costoso.

, . Expresion moderadamente rapida.  EI DNA deinterés seinsertaen el
Células de mamifero

- Correcto plegamiento de las genomade la célulahospedera.
(expresion estable)
CHO (Chinese Hamster Ovary) proteinas. Se requiere mucho tiempo para
NSO (Mouse myeloma) Realizan glicosilacion. generarunalineaestable (6-12
meses).

Realizan modificaciones

4 . Sistema costoso.
Células de mamifero postraduccionales yplegamiento

(expresion transitoria) ) Expresan proteinas con diferentes
HEK293 (Human embryonic adecuado de la proteina. L
kidney) patrones de glicosilacion.

CHO (Chinese Hamster Ovary) El DNA deinterés noseinsertaen
el genomade la célulahospedera.

Tomado de: (Dumont, Euwart, Mei, Estes, & Kshirsagar, 2016; Schmidt, 2004; Sodoyer, 2004).
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Tabla 3. Ventajas y Desventajas de HEK293 y CHO

Linea
Ventajas Desventajas
celular
1. Bajorendimiento proteico comparado con
1. Lineacelularbienconociday ) )
i sistemas procariontes
caracterizada
Alto costo de cultivo
2. Realizan modificaciones
Afaden a la proteina estructuras de
CHO postraduccionales, como la glicosilacion ) ) ) .
glicanos potencialmente inmunogénicos,
3. Permite unarapida produccion de
. que puedenresultaren un aumento del
proteinas
) ) aclaramiento yla reduccion de la eficacia
4. Crecenen cultivos libres de suero )
delfarmaco
1. Se cultivan facilmente en medios libres
de suero
2. Altamente eficaces enla produccionde 1. Bajorendimiento proteico comparado con
HEK293 proteinas sistemas procariontes

Mayor tasa de eficacia de transfeccion 2. Alto costodel cultivo
4. Son capaces de producirun perfil de
glicanos similaral humano
Tomado de: (Croset et al., 2012; Zemella, Thoring, Hoffmeister, & Kubick, 2015).

2.4 HEK 293.

La linea celular HEK 293, derivada de células embrionarias de rifion humano, esta
transformada con fragmentos de ADN de adenovirus tipo 5; es decir, esta linea tiene
incorporada dentro de su cromosoma 19, laregién E1 del adenovirus (F. Graham & Smiley,
1977), por lo que es usada para la produccion de proteinas recombinantesy vectores virales
(Swiech, Picango-Castro, & Covas, 2012). HEK 293 es la linea celular predominante para
la expresion transitoria de proteinas recombinantes; lo que permite la produccion rapida de
estas proteinas (Baldi, Hacker, Adam, & Wurm, 2007); tiene la habilidad de crecer en
suspension en medio libre de suero (Durocher, Perret, & Kamen, 2002); y constituye una
atractiva plataforma para la expresion de proteinas recombinantes que requieren
modificaciones postraduccionales como la glicosilacion (Henry & Durocher, 2011).
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2.4.1 Vehiculo para la produccién de biofarmacos.

Hoy en dia, las células HEK293 son ampliamente utilizadas en varias areas y se han
convertido en un poderoso vehiculo y una nueva plataforma para la produccion de proteinas
terapéuticas reombinantes, vacunas, agentes anticancerigenos y vectores adenovirales
recombinantes (J. Hu et al., 2018).

Algunas razones para la eleccion de HEK293 como células huésped son:

(a) Tienen una alta eficacia de transfeccion usando los reactivos de transfeccion méas
comunes con grandes cantidades de proteinas recombinantes producidas (Dalton & Barton,
2014).

(b) Son las células hospederas ideales para cultivos en suspension a gran escala utilizados
en la fabricacion de proteinas de uso farmacéutico (Swiech et al., 2012).

(c) Tienen la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales y, al ser de origen

humano son capaces de producir proteinas mas similares a las que se sintetizan
naturalmente en humanos (Dumont et al., 2016).

(d) Son una herramienta factible para la produccién de biofarmacos, debido a su alta tasa
de crecimiento, metabolismo eficiente y flexible, y manipulacion genética (Roman et al.,
2016).

(e) Las células HEK293 son células embrionarias de rifion humano, con caracteristicas
similares a las neuronas y se usa comunmente como un modelo para el descubrimiento de
nuevas drogas y pruebas de toxicidad (Amarouch, Syam, & Abriel, 2013; Eglen & Reisine,
2011; Mesnage, Bernay, & Séralini, 2013).

La primera proteina terapéutica recombinante producida en HEK293 y, que recibid
aprobacién en 2001 por la FDA y en 2002 por la EMA para el tratamiento de pacientes con
sepsis fue Drotrecogin alfa (Xigris ®). Posteriormente, los Estados Unidos y la Unién
Europea aprobaron 4 nuevos productos biofarmacéuticos derivados de células HEK293 con
fines terapéuticos: efmoroctocogalfa (Eloctate ®), human-cl rhFVIIl (Nuwig ® ), eftrnonacog
alfa (Alprolix ®), and dulaglutide (Trulicity ™) (Dumontet al., 2016; Swiech, Pican¢o-Castro,
& Covas, 2017).
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2.4.2 Metabolismo de HEK 293 en la produccion de vectores virales y proteinas
recombinantes.

Cada sistema “virus/célula” tiene demandas especificas, que implican un gran nimero de
desafios para alcanzar altos rendimiento de produccion de virus y proteinas recombinantes.
Todos estos desafios estan relacionados con el concepto de "mantener o mejorar la
fisiologia celular a lo largo del proceso de produccion”, que esta estrechamente relacionado
con el estado metabdlico de la célula, las producciones de desechos metabdlicos se pueden
determinar a partir la cuantificacion de las concentraciones de metabolitos (Petiot,
Cuperlovic-Culf, Shen, Kamen, & et al, 2015).

Células transformadas como HEK 293 consumen cantidades de glucosa y glutamina
superiores a las necesarias para satisfacer sus necesidades de energia y biosintesis, lo que
resulta en una acumulacionde grandes cantidades de lactato y amoniaco en el medio. Esto,
a su vez, tiene un efecto negativo en el crecimiento celular, la productividad celular y la
calidad del producto (Andersen & Goochee, 1994; Ozturk, Riley, & Palsson, 1992; Ryll,
Valley, & Wagner, 1994).

Se han desarrollo de modelos computacionales de redes metabdlicas o “analisis de flujo
metabdlico” (MFA), que permiten determinar la conversién del conocimiento biolégico en un
formato matematico y el calculo posterior de estados fisiolégicos para abordar una variedad
de preguntas cientificas y aplicadas, permitiendo determinar el grado de participaciéon de
diferentes vias en los procesos metabdlicos y funciones celulares, un ejemplo de este tipo
de modelo computacional es Recon 2 (Thiele et al., 2013). En el 2014, el equipo de Stefanie
Dietmair, utilizé Recon 2 para el andlisis de flujo de las células HEK 293, los resultados
mostraban que las células HEK 293 catabolizaban activamente la alanina, aunque
tipicamente la glutamina se considera como una fuente de energia principal con alanina
como subproducto solamente (Nadeau et al., 2000). Aunque Dietmair et al, concluyeron que
Recon 2 es una base de datos de reacciones del metabolismo humano altamente precisa,
sus analisis todavia estan restringidos por las limitaciones de los métodos de produccion
convencionales de proteinas recombinantes (Quek et al., 2014).
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2.4.3 Expresion transitoria en HEK 293.

Las células transfectadas transitoriamente expresan un gen extrafio por un periodo de
tiempo finito, generalmente de varios dias, después del cual el transgen se pierde a través
de la division celular; es decir, el gen no se integra al genoma de las células transfectadas
o transducidas. La expresion transitoria ha ganado popularidad durante la Gltima década ya
gue acorta los plazos para la produccion de proteinas recombinantes (Fliedl & Kaisermayer,
2011), y es de gran utilidad para el estudio de los elementos que regulan la expresion de
genes o cuando es importante tener resultados experimentales dentro de un corto periodo
de tiempo (Novelli, 2000).

Diferentes lineas celulares se utilizan para la transfeccion transitoria de genes, la
predominante es HEK293, debido a su mayor tasa de eficacia de transfecciény expresion
de proteinas (Derouazi et al., 2004; Galbraith, Tait, Racher, Birch, & James, 2006; Preuss,
Connor, & Vogel, 2000).

Existen diversas estrategias de transfeccion, las cuales se clasifican en métodos fisicos,
guimicos y virales. La eleccion del protocolo depende del tipo de célula.

En los métodos virales se utilizan virus no replicativos o defectivos, es decir, el genoma viral
se modifica de tal manera que se interfiere con el ciclo de vida viral, por lo tanto, se requiere
una linea celular productora especifica para proporcionar la transcomplementacion y
superar la modificacion y permitir la produccion viral (Kovesdi & Hedley, 2010). De hecho,
el Adenovirus tipo 5 (Ad 5) se ha convertido en los sistemas de vectores mas utilizados para
administrar genes terapéuticos en ensayos clinicos de terapia génica humana y para la
produccion de proteinas recombinantes (Ferreira, Ferreira, Carrondo, & Alves, 2005).
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2.5 Adenovirus.

Los adenovirus humanos mejor caracterizados y mas utilizados en terapia génica son los
Ad tipo 2 y 5, ambos pertenecientes al subgrupo C. Los Adenovirus tipo 5 (Ad5) de tipo
silvestre pueden replicarse en numerosos tipos de tejidos, pero para utilizar vectores de Ad
con fines terapéuticos sugenoma requiere de cierta modificacion;en particular si el genoma
viral se modifica de tal manera que el ciclo de vida viral sea interferido, se requiere una
linea celular productora especifica para proporcionar complementacion, superar la
modificacion y permitir la produccion viral; tal es el caso de la linea celular HEK 293 utilizada
para los vectores adenovirales de primera generacion (Kovesdi & Hedley, 2010).

2.5.1 Estructuray organizacion del genoma del Adenovirus.

La estructura del virion adenoviral consiste en un cédpside icosaédrica sin cubierta con un
diametro de entre 70- 100 nm, se caracteriza por no poseer cubierta externa. La capside
esta constituida por tres proteinas principales: hexén (ll), base de penton (ll) y fibra
nodulada (IV), junto con una serie de otras proteinas menores , VI, VI, IX, llla y Va2 (figura
4y Tabla 5) (Stewart, Fuller, & Burnett, 1993).

El genoma del virus es de ADN bicatenario lineal con una proteina terminal (TP) unida
covalentemente a las terminaciones 5', que tienen repeticiones terminales invertidas (ITRs)
(Rekosh, Russell, Bellet, & Robinson, 1977). EI ADN del virus esta intimamente asociado
con la proteina VIl altamente basicay un péptido pequefio denominado mu (i) (Anderson,
Young, & Flint, 1989). Otra proteina, la V, se empaqueta con este complejo ADN-proteina
y parece proporcionar un enlace estructural a la capside a través de la proteina VI
(Matthews & Russell, 1995). El virus también contiene una proteasa (Pr), que es necesaria
para el procesamiento de algunas de las proteinas estructurales y para producir virus
infecciosos maduros (Weber, 1976; Webster, Russell, Talbot, Russel, & Kemp, 1989).
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Figura 3. Representacion esquemética de la estructura de adenovirus 5.

Representacion esquematica de la estructura adenoviral basada en microscopia crio-electronica
y la cristalografia. La estructura de los adenovirus esta constituida por una capside icosaédrica
que se compone de tres elementos principales: hexén situado en las caras y los bordes de la
capside; base pentén ubicada en los 12 \értices y las fibras unidas a la base de pentdn. Otros
componentes menores: llla, VI, VIl y IX también estan asociados con la capside. En su interior se
encuentra la proteasa de \iribn que desempefia un papel \ital en el ensamblaje del virion y el
genoma de ADN de doble hebra asociado con cinco polipéptidos: proteina terminal (TP), V, VII,
Muy IVa2. Adaptada de (Giberson, Davidson, & Parks, 2012).



Tabla 4. Proteinas Adenovirales. Localizacion y funcién

Proteina

Il (Hexén)

Il (Pentdn)

IV (Fibra)

Illa

Va2

Vi

Vil

VII

Mu ()

Proteasa

Proteina
Terminal
(TP)

Localizaciony funcion
Unidad estructural principal de la capside.
240 hexones forman la capside.
12 pentones forman la capside.
Se compone por el pentén base y la fibra, interactia con integrinas para
iniciar el proceso de internalizacion.
Responsable de la interaccion con diversos receptores (CAR, CDA46,
oligosacaridos que contienen acido sialico.
Es la proteina de unién mas grande en la capside. Se sabe que desempefia
un papelenel ensamblaje yla maduracion viral.
Interacciona con las proteinas llla, VI, VIl y IX para estabilizarla capside o
conectar la capside exterior con el complejo ADN-proteina.
Se asociaconlaproteina VI, el hexén y tambiéncon el ADN.
Se localiza en la superficie interior de la capside, en las proximidades del

genomaviral.

Se relaciona con las proteinas Vy VI para estabilizar la interaccion entre
hexones.

Ayuda a estabilizar el virién.

Se empaqueta con el complejo ADN-proteina del Ad, se cree que forma una
envoltura que rodea el complejo de proteina VIl — ADN y sirve como enlace
entre el ADN vy la capside interna.

Interactia con las proteinas V, VI y VIl para estabilizar los hexones y
vincularlos con otros hexones.

Interactta con los pentones.

Esta proteina se condensa y compacta el ADN, para facilitar su
empagquetado dentro de las limitaciones de la capside.

Se cree que puede estar involucrada en la compactacion y relajacion del
ADN viral. Ensamblaydesensambla la particula adenoviral.

Cataliza el procesamiento mutarrotacional de 6 proteinas (llla, VI, VI, VI,
M, TP), paso esencial para la produccion de particulas adenovirales

infecciosas.

Esta unida covalentemente a los extremos de ADN viral y puede facilitar la
circularizacion del genoma viral. Junto con la polimerasa codificada por el

virus dan inicio a la replicacion del ADN viral. Funciona como iniciador, a

partir del 3'OH

Tomado de: (FlintJane S, 2001).
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2.5.2 Ciclo de replicacion del adenovirus.

El ciclo infectivo de los adenovirus se divide en dos
fases. La primera fase o fase temprana incluye la
entrada del virus en la célula hospedera, el transporte
del genoma viral al nucleo y la transcripcion (Russell,
2007). Los sucesos tempranos modulan las funciones
de la célula facilitando la replicacion del genoma viral

Células permisivas

Para replicarse, un virus debe
obtener acceso a una célula
permisiva, es decir, una célula que
permitira la replicacion del virus.

Para los virus que se unen a la

y el inicio de la expresion de los genes tardios. La superficie de la célula huésped

: : como el primer paso en la
segunda fase o fase tardia la constituye los procesos P P

posteriores a la replicacion y termina con el nfeceion, la celula debe tener el
ensamblaje de las proteinas estructurales y la

maduracion del virus infectivo en el nucleo. La

infeccion adenoviral finaliza con la lisis celular y liberacion de nuevas particulas
adenovirales. La primera fase suele requerir, en células permisivas, entre 6 y 8 horas,
mientras que la fase tardia suele ser mas répida liberando particulas virales entre 4y 6
horas. El genoma adenoviral se puede dividir en dos regiones, dependiendo de que su
transcripcién sea anterior o posterior a la replicacion del mismo; la region de transcripcion
temprana, dividida en las regiones E1, E2, E3 y E4 y las regiones transcripcion tardia
denominadas L1 a L5 (codifican para las proteinas estructurales) (F. L. Graham & Prevec,
1991; Saha, Wong, & Parks, 2014).

La adsorcion del virus a la célula diana esta mediada por la unién entre la protuberancia de
la fibra adenoviral y receptores situados en la superficie de la membrana celular. El principal
receptor para el subgrupo C de adenovirus es el receptor del Virus Coxsakie B/Adenovirus
(CAR) (Bergelson, Cunningham, Hong, Horwitz, & Crowell, 1997). Ademas de CAR, el
dominio a2 de la cadena pesada de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (MHCI) también se ha descrito como un correceptor para la

adsorcion del adenovirus (Hong, Karayan, Tournier, Curiel, & Boulanger, 1997).

Después de la interaccion de la fibra adenoviral con sus receptores, tiene lugar la
internalizacion de la particula viral por un proceso de endocitosis mediada por receptor. El
proceso de internalizacién esta promovido por la interaccion directa entre un motivo RGD
(arginina-glicina-acido aspartico), que queda expuesto en la base pentona del adenovirus,

y, las integrinas celulares que contienen la cadena aV, principalmente avB3y av35, actian
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también como receptores de internalizacion (Bergelson, 1999; Li, Stupack, Bokoch, &
Nemerow, 1998; Li, Stupack, Klemke, Cheresh, & Nemerow, 1998). Una vez en el interior
del endosoma, en un proceso mediado por la base pentona y bajo pH, la membrana
endosomal se degrada y el endosoma se lisa liberando su contenido al citosol (Seth,
Willingham, & Pastan, 1984). El virion es desensamblado por etapas durante el proceso de
internalizacion y transporte al nicleo. Al parecer la proteasa codificada por el virus permite
la desorganizacion de la cdpside adenoviral por protedlisis de la proteina estructural V1. El
virién, parcialmente desensamblado, es transportado hasta la membrana nuclear y el
genoma viral es introducido en el nicleo a través del poro nuclear; este proceso estaria
mediado por la asociacion del «core» viral (genoma mas TP, VI, V y u) y requiere la
participacion de dineina y microtubulos. La transcripcion, replicacion y encapsidacion del
genoma del adenovirus tienen lugar en el nicleo de la célula infectada y comienza con la
transcripcion de los genes tempranos (Greber et al., 1997; Greber, Webster, Weber, &
Helenius, 1996).

Después de la replicacion del DNA VIRAL comienza la fase de transcripcion tardia. En ese
momento practicamente todas las proteinas de la célula infectada dejan de ser traducidas
debido a la actividad de los productos de E1y E4. La transcripcion tardia esta controlada
por el MLP (Mayor Late Promoter)y da lugar a 5 transcritos (L1-L5) por procesos de splicing.
L1-L5 codifican las proteinas estructuralesy las proteinas necesarias para la encapsidacion
del genoma viral y para la maduracion de los viriones. También se expresa la proteina IX
gue contribuye a la estabilidad del adenovirus y a la eficiencia de encapsidacion del genoma
viral completo. El proceso de encapsidacion esta dirigido por la presencia en el genoma
adenoviral de la sefial de empaquetamiento situada en el extremo izquierdo (W) y que

consiste en una serie secuenciasricas en A-T (Hearing, Samulski, Wishart, & Shenk, 1987).

La produccion de viriones continla durante 40 horas tras la internalizacion, y esta
acompafada de importantes cambios en la estructuray la permeabilidad nuclear, facilitando
la salida del virus con la lisis celular (Figura 5) (Rao, Perez, & White, 1996; Tollefson, Scaria,
et al., 1996; Tollefson, Ryerse, Scaria, Hermiston, & Wold, 1996).
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Figura 4. Ciclo infectivo del Adenovirus y via de Replicacion.

El ciclo de replicacion de adenovirus se divide en dos etapas: fase temprana y fase tardia. La fase
temprana expresa las proteinas reguladoras que funcionan para activar otros genes del virus, para
evitar la muerte prematura de las células infectadas y para alterar la expresion de las proteinas
hospederas y asi evtar la sintesis de su ADN. Una vez que los componentes para la replicacion
del ADN viral estan listos, la fase tardia puede comenzar. El promotor tardio principal (MLP) media
la transcripcion de genes de \irus tardios que codifican las proteinas estructurales virales y las
proteinas para la maduraciéon de particulas virales. El virus se ensambla en su virién y se libera
para infectar otras células mediante lisis celular inducida por virus. Adaptada de (Waye & Sing,
2010).



2.5.3 Vectores adenovirales de primera generacion.

Existen vectores terapéuticos de Ad5 no replicativos (o deficientes en la replicacion), ya que
en su genoma se encuentran eliminadas regiones que les proporcionan espacio para
cassette de expresion de genes alternativos o transgenes; en el caso de los vectores
adenovirales de primera generacion se les ha eliminado de su genoma la regiéon E1 a
menudo en combinacién con la region E3, con una capacidad de transgen de
aproximadamente 6 Kb. La region E1 codifica proteinas necesarias para la expresion de
genes tempranos y tardios, implicados en la iniciacién del ciclo viral. Por tanto, cuando la
region E1 se sustituye por un cassette de expresion para producir el producto génico, se
requiere una linea celular productora que contiene secuencias E1 de adenovirus para
complementar esta region; tal es el caso de las células HEK 293. La region E3, codifica
productos que contrarrestan los mecanismos de defensa del hospedero (Kovesdi & Hedley,
2010) (Figura 6).

E1A E1B  MLP E3
L > L1 L2 L3 L4 > L5
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Figura 5. Estructura del genoma del adenovirus 5

Se muestra la estructura del genoma del Adenovirus tipo 5, asi como las correspondientes
estructuras de los genomas de los vectores adenovirales de primera generacion. Los ITR se
muestran en cuadros negros, W indica la sefal de empaquetamiento, las flechas negras indican

los genes tempranos vy las grises los tardios. Adaptada de (Kovesdi & Hedley, 2010).

22



2.6 Mejoramiento de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes
terapéuticas.

El reto para la industria farmacéutica de produccion de proteinas terapéuticas
(biofarmacéutica) de segunda y tercera generacién es conseguir producir proteinas
terapéuticas -tanto biocomparables como innovadoras- seguras y eficaces, a costos
competitivos y en tiempos relativamente cortos. Es conditio sine qua non el trabajo
multidisciplinario de las ciencias biologicas, exactas e ingenierias para conseguir
bioprocesos robustos y rentables; que cuenten con estrategias innovadoras de ingenieria
de bioprocesos durante las etapas de produccién del biofarmaco (Upstream) como es la
etapa de cultivo celular; pero también durante las etapas de purificacion, acondicionamiento
y formulacién (Downstream) (Baldi et al., 2007).

Existen también sistemas de expresion de proteinas recombinantes -tan longevos como los
usados convencionalmente en la actualidad- que presentan ventajas sobre estos ultimos
(sobre todo en términos de calidad del producto) pero que se han restringido para fines
como la produccién de vacunas. Dichos sistemas de expresion, como es el caso particular
del sistemade expresion HEK 293/Adenovirus tipo 5 de primera generacion (HEK 293/Ad5)
y modelo de estudio del presente proyecto requieren de su estudio y caracterizacion desde
una éptica de sistema de expresion de proteinas recombinantes terapéuticas glicosiladas.
Para dicho fin, el estudio del efecto de pardmetros basicos de cultivo como la densidad
celular (DC) y la Multiplicidad de Infeccién (MOI) sobre el titulo y perfil de glicosilacion de
una glicoproteina con potencial terapéutico son requisito fundamental.

Mediante un enfoque que involucré tanto la biologia como la ingenieria (bioingenieria), en
el presente proyecto se determiné el efecto de, la densidad celular (DC)y la Multiplicidad
de Infeccién (MOI) sobre el titulo de produccién de la proteina de interés, para este caso
Interferon gamma humano (IFN-y) y el titulo adenovirus producido mediante el sistema de

expresion HEK 293/Adenovirus tipo 5 de primera generacion (HEK 293/Ad5).

La produccion de proteinas recombinantes en dicho sistemase realiza en un proceso de
dos etapas; inicialmente, se cultivan las células HEK 293 hasta obtener la concentracion
celular deseada, posteriormente, se agrega un volumen del stock de (Ad5) que contiene el

transgen de interés, y del que se conoce su titulo viral.
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Para producir las proteinas recombinantes de interés es necesario un proceso de infeccion
viral, que consiste en la introduccion de material genético (ADN o ARN) extrafio en una
célula eucariota, usando en este caso el virus que se replicara en la célula hospedera. Sin
embargo, existe medios quimicos, fisicos que también se usan para introducir el material
genético (Tabla 6). La transfeccion es el uso de un agente quimico o fisico para introducir
material genético a una célula (Figura 7) (Kim & Eberwine, 2010).

2.6.1 Transduccioén
El método mas comunmente utilizado en la investigacion clinica es transfeccion mediada
por virus, también conocida como transduccion (Pfeifer & Verma, 2001).

La transduccion es altamente eficiente y es facil para lograr la expresion transgénica
sostenible in vivodebido a la naturaleza viral de la integracion en el genoma del hospedero.

Los principales inconvenientes de la transduccion son la inmunogenicidad y la citotoxicidad.
La introduccioén de un vector viral puede causar una reaccion inflamatoria y una mutacion
insercional, porque los vectores virales se integran aleatoriamente en el genoma del
hospedero, lo que puede alterar los genes supresores de tumores, activar oncogenes 0
interrumpir los genes (Woods et al., 2003)

Otra desventaja de este método es que un paquete de virus tiene un espacio limitado para
gue un gen extrafio mantenga la infectividad. Por estas razones, se han realizado muchos
esfuerzos para desarrollar métodos de transfeccion no virales a pesar de que la transfeccion
mediada por virus es altamente efectiva y facil de usar (Kim & Eberwine, 2010).

La transduccion se clasifica en transduccion transitoria y transduccion estable, durante la
transduccién transitoria, el gen de interés no se integra con el genoma de la célula
hospedera y se expresa temporalmente dentro de ella durante un corto plazo mientras que,
en transduccion estable, el gen de interés se integra con el genoma de la célula hospedera
y se mantiene a largo plazo en varias generaciones (Kim & Eberwine, 2010).
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2.6.1.2 Transduccion transitoria.

La transduccion transitoria es un método bien establecido para expresar rapidamente
proteinas recombinantes de células de mamiferos. La aceleracién de la actividad en el
desarrollo de biofarmacos, la demanda de reactivos basados en proteinas, la investigacion
de vacunas y las grandes iniciativas en estudios estructurales y funcionales de proteinas
han impulsado la necesidad de generar cantidades moderadas a altas de proteinas
recombinantes y otras macromoléculas de una manera flexible y rapida. El progreso en los
ultimos 10 a 15 afios ha demostrado que la transduccion transitoria se pueden ampliar de
forma confiable y facil para manejar de mililitros a decenas de litros de cultivos en
suspension de células y obtener de miligramos a gramos de proteina recombinante en un
proceso que solo requiere de dias a semanas (Chiou et al., 2014).

La naturaleza misma de la transduccién transitoria requiere que las lineas celulares
utilizadas para este fin sean altamente transfectables y capaces de mantener altos niveles
de expresion génica. La capacidad de crecer y mantener una alta viabilidad celular en el
cultivo en suspension también es importante para conferir una mayor facilidad de manejo,
expansion del stock y escalabilidad, otro rasgo que deben mantener las lineas celulares es
gue no deben replicarse demasiado rapido, ya que el rapido crecimiento de las células
después de la transduccion puede afectar negativamente la expresion debido a la pérdida
del plasmido transducido durante la replicacion. Las multiples divisiones pueden dar como
resultado células de progenie que ya no contienen suficiente plasmido para mantener la
expresion. El alto crecimiento también agota mas rdpidamente los nutrientes en los medios
y desvia mucha de la energia de la célula a la division en lugar de a la expresion (Pham,
Kamen, & Durocher, 2006).

Las células HEK293 poseen algunas de las caracteristicas mas ideales para el trabajo de
expresion transitoria, ya que se adaptan bien al cultivo en suspension, son altamente
transfectables y tienen tasas de crecimiento relativamente bajas.

Por el contrario, las células de ovario de hamster chino (CHO), aunque también se adaptan
bien al cultivo en suspension, son mas dificiles de transfectar y crecen mucho mas
rapidamente, con tiempos de duplicacion de 16-19 h, en comparaciéon con las 23-29 h
exhibidas por HEK293 (Chiou et al., 2014).
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Tabla 5. Clasificacion de los Métodos de transfeccion

Método Ventajas

) ) Alta eficiencia
Mediado por virus

Facil de usar
Quimico:
Polimero catidnico Gran variedad de productos
Fosfato de calcio disponibles comercialmente

Lipido cationico

Principio simple y sencillo
Fusuco: L . L
) ) Reubicacion fisica de acidos
Biobalistica . ;
o L nucleicos enlacélula
Microinyeccion directa )
» No es necesario un vector
Electroporacion ) )
Menos dependiente del tipo y
Irradiacion laser .
condicién de la célula

Tomado de: (Kim & Eberwine, 2010).

Desventajas
Peligro potencial para el personal del
laboratorio
Inmunogenicidad
Toxicidad quimica para algunos tipos de
células
Eficacia de transfeccidn variable por tipo
de célulaocondicién
Es dificil dirigirse alas células especificas
Necesitainstrumentos especiales
Los Acidos nucleicos estan wlnerables
Exige habilidad del experimentador

Procedimiento laborioso
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Ejemplos

Herpes simplex
Adenovirus
Adenoasociados
Fosfato de calcio
DEAE-dextrana
Lipofectina
Lipofectina

Micro-aguja
Punta de AFM Pistolade
genes Nucleofector Amaxa,



2.6.3 Transduccion estable.

Las lineas celulares estables sobre expresan la proteina de interés de manera uniforme e
indefinida, lo que permite que el proceso sea reproducible y se puede escalar faciimente;
sin embargo, el establecimiento de lineas celulares estables requiere un tiempo y esfuerzo
sustancial en comparacién con los procesos de transduccion transitoria (Bussow, 2015).

Para la transduccién estable, el material genético introducido, generalmente tienen un gen
marcador de seleccién que se integra en el genoma de la célula hospedera y sostiene la
expresion del transgen incluso después de que las células del huésped se repliquen
(Glover, Lipps, & Jans, 2005). Por lo tanto, las células que recibieron un transgén activo
integrado en el genoma deben seleccionarse mediante un marcador. La resistencia a los
antibiéticos se usa comunmente, pero puede ser un gen reportero no confiable para la
expresion transgénica uniforme de alto nivel (Kaufman et al., 2008).

La proteina verde fluorescente (GFP) es una alternativa util. Las células que integran de
manera estable un vector de expresion de GFP se identifican directamente por
fluorescencia intracelular y se puede aislar mediante clasificacién de células FACS
preparativa (Mancia et al., 2004).

Las lineas HEK293 y CHO son excelentes células hospederas para la produccién estable

de proteinas de mamifero con modificaciones postraduccionales apropiadas (AlImo & Love,
2014).
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A. Transfeccion estable B. Transfeccidn transitoria
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Figura 6. Transfeccién Estable y Transitoria

(A). Transfeccién estable. EI ADN extrafio (onda roja) se envia al nlcleo por el paso a través de las
membranas celulares y nucleares. EI ADN extrafio se integra en el genoma de la célula hospedera
(onda negra) y se expresa de forma sostenible.

(B). Transfeccion transitoria. EI ADN extrafio se envia al ndcleo, pero no esta integrado en el
genoma. El ARNm extrafio (onda azul) también se envia al citosol, donde se traduce. Los
hexagonos son proteinas expresadas a partir de acidos nucleicos transfectados. Las flechas negras
indican la administracién de acidos nucleicos extrafios. Maodificado de (Kim & Eberwine, 2010).
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3. ANTECEDENTES.

El control de las condiciones y el entorno de cultivo son importantes para producir productos
celulares, ya sean virus, anticuerpos o proteinas recombinantes. Sin embargo, también es
importante darse cuenta de que las condiciones especfificas del cultivo pueden afectar la
glicosilacion del producto independientemente de las caracteristicas de la linea celular.
Durante el transcurso de un cultivo por lotes, el consumo de nutrientes y la acumulacion de
productos cambian el entorno celular generalmente de una manera que puede disminuir
gradualmente el grado de glicosilacion de las proteinas a lo largo del tiempo (Jenkins &
Curling, 1994).

Algunos de los parametros que han demostrado afectar las estructuras de las glicoproteinas
son: la Multiplicidad de infeccion (MOI), la densidad celular (DC), el tiempo de infeccion, el
tiempo de cosechay el método de cultivo (Nadeau & Kamen, 2003), que estan relacionados
con la concentracion de nutrientes, oxigeno disuelto y pH (Restelli & Butler, 2002).

La estrategia de produccion de proteinas recombinantes en el sistema HEK293/Ad5-IFN-y
se basa en la manipulacion de la concentracion celular y la multiplicidad de infeccion (MOI),

estas variables estan interrelacionadas, se manipulan faciimente y tienen un impacto
significativo en los rendimientos obtenidos (Y. Hu & Bentley, 2001).

3.1 Densidad celular (DC).

La densidad celular se refiere al nimero de células por unidad de volumen. A menudo se
denota como células viables, que es el nUmero de células vivas por unidad de volumen, y
esta determinada por la integridad de su membrana (Browne & Al-Rubeai, 2011; Walker,
2013).

La densidad celular es uno de los parametros mas relevantes en el cultivo de células de
mamifero y esto se debe al hecho de que todas las etapas del cultivo celular se basan en
una determinacion precisa de la densidad celular, desde el establecimiento de una simple
rutina de subcultivo, hasta en el cultivo de células para una estrategia de control de
procesos para la produccién comercial (Konstantinov, 1996).

Se han desarrollado diferentes estrategias para determinar la densidad celular (Tabla 7),
siendo uno de los primeros métodos para evaluar la viabilidad celular es el método exclusion
de azul de Tripano (Evans & Schulemann, 1914), que se basa en la permeabilidad
dependiente de la integridad de la membrana celular. Las células viables tienen una
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membrana celular intacta y, por lo tanto, pueden excluir en colorante y aparecen sin tefiir
bajo el microscopio. Sin embargo, en el caso de las células muertas (con membranas
celulares comprometidas), ya no son capaces de controlar el paso de macromoléculas,
toman el colorante y en consecuencia se ven de color azul bajo la luz del microscopio
(Walker, 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos por Cadena et al (2015), se observé que tanto los
métodos manuales como los automatizados son adecuados para realizar recuentos de
células viables. En general, mostraron resultados similares en todas las caracteristicas
evaluadas (exactitud, precision, linealidad y rango). El método manual continda siendo el
mas empleado debido a la calidad de sus resultados y bajo costo, sin embargo; requiere un
cierto grado de experiencia del analista.

Se ha establecido que, en diferentes sistemas biologicos, especialmente en células
animales, la produccién de proteina recombinante disminuye con el incremento de la
densidad celular, incrementa el consumo de nutrientes y el oxigeno del cultivo. Esto se
refiere a menudo como el "efecto de densidad celular’, que consiste en la reduccién de la
productividad especifica a medida que aumenta la concentracion celular; mientras que el
uso de bajas concentraciones ocasiona que las células infectadas no continden su
crecimiento (Palomares & Chavez-Pefa, 2010). Por ello, en cultivos de células de
mamiferos que producen proteinas terapéuticas, la viabilidad Optima es esencial para
prolongar la duracién del cultivo y mantener la calidad del producto (Ferreira et al., 2005;
Henry, Perrier, & Kamen, 2005).

Para lograr una buena productividad de proteina recombinante algunos estudios
demuestran que se pueden usar densidades entre 0.3 y 0.5 x 10° cel/ mL (Yamada et al.,
2009), y que infecciones con densidades entre 1y 2 x 10° cel /mL requieren un reemplazo
de medio a las 24 horas post infeccion (p.i). (Garnier, Cété, Nadeau, Kamen, & Massie,
1994).
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Tabla 6. Métodos para determinar la densidad celular

Método

Exclusiéon de azul de
Tripano

(Hemocitometro)

Exclusion de azul de
Tripano

(Automatizado)

Impedancia Eléctrica

Capacitancia

Microscopia

Ventajas

Desventajas

Métodos basados en colorantes

Permite realizar pruebas rapidas
y directas.

Método econdémico.

Ensayo rentable
Evita la variabilidad del proceso

manual.

Se emplea mucho tiempo.
Estd sujeto a la variacién inter-
usuario en funcion del grado de
experiencia del analista.

Alta inversion inicial en equipos

Los errores sistematicos pueden ser

causados por ajustes en el equipo.

Métodos que no se basan en colorantes

Andlisis rapido

Es posible analizar varias
muestras en corto tiempo, lo que
disminuye el error estadistico

Sin impacto en la viabilidad por
causa de colorantes

potencialmente citotéxicos.

Medicion en linea, sin contacto.
Posible analisis in situ.

Sin impacto en la viabilidad por
causa de colorantes

potencialmente citotéxicos.

Muestreo de datos \Visuales
libres en tiempo real

Sin impacto en la viabilidad por
causa de colorantes

potencialmente citotéxicos.

Tomado de: (Al-Rubeai, 2015).
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Debido a que el andlisis de las
células se realiza mediante el
examen de una sefal eléctrica, no
directo

es posible un control

(Visualizacién) de los ewventos
medidos, esto puede conducir a la
mala interpretaciéon causada por
agregados y/o desechos).

Al ser un andlisis que no se basa en
imégenes, necesita una correlacion
de datos espectroscopicos con
mediciones de biomasa fuera de
linea.

Opel et al. (2010)

variaciones dependientes de la fase

reportaron

de crecimiento .

Los algoritmos de andlisis de
imagenes deben adaptarse a

especies de células especificas.



3.2 Multiplicidad de infeccion (MOI).

MOI es un término muy usado en la virologia desde
su uso original por Max Delbruck y sus colegas hace
unos 60 afos. En ese momento, se us6 como un
término para describir la relaciéon de los fagos T4 y
bacterias en una suspension agitada con el fin de
calcular el numero promedio de viriones que
infectaban cada célula. El propdsito era definir la
concentracion relativa de virus y bacterias que
conduciria a un nimero controlado de infecciones por
bacteria. MOI es un parametro que refleja la relacion
entre el numero de particulas virales infectivas
iniciales y la concentracién de células (Ellis &
Delbruck, 1939). Se ha reconocido que el rendimiento
de un sistema de expresion basado en virus depende
fuertemente de estarelacion (Edwige Dormond et al.,
2008). Para determinar la MOI es necesario conocer
el titulo del stock viral, es decir, cuantificar los virus de
un volumen especffico.

Los métodos de medicion de MOI e pueden agrupar

Efecto  citopatico (ECP) o
Cytopathic effec (CPE)

Las alteraciones entre virus vy
células susceptibles en cultivo de
tejidos a menudo resultan en
alteraciones celulares
denominadas efectos citopaticos.
Estos incluyen cambios
morfologicos y fisiologicos que
resultan en metabolismo alterado
y en detencion o estimulacion de la
multiplicidad celular. Los cambios
adicionales  descritos en las
células infectadas con adenovirus
incluyen dilatacion vy distorsion
nuclear, contraccién citoplasmica
y desprendimiento de células, que
se agrupan para formar racimos

de uvas (Pereira, 1962).

en general en cuatro categorias: (a) determinacion de niveles de infectividad, (b) medir la

presencia o funcion de proteinas virales, (c) detectar la presencia de acido nucleico viral o

marcador dentro del genoma viral y (d) contabilizar particulas virales fisicas (Tabla 8)

(Heider & Metzner, 2014).

Los métodos para determinar los niveles virales incluyen:

e La determinacién de efectos citopaticos tales como la formaciéon de placas y

ensayos de dosis infectivas de cultivo de tejidos o dosis efectiva 50 (TCID 50), que

determina la concentracién a la cual el virus es capaz de infectar el 50% del cultivo.

e Elanalisis de particulas virales individuales ha sido remitido durante mucho tiempo

al microscopio electronico. Recientemente, el progreso técnico en el campo de la

microscopia y la adaptacion de aplicaciones desarrolladas originalmente para su

uso en nanotecnologia se cruzé con los usos en virologia e hizo mas factible el

andlisis cuantitativo de particulas virales individuales como entidades fisicas.
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Algunas de estas tecnologias incluyen a la citometria de flujo (Brussaard, Marie, &
Bratbak, 2000; Ferris et al., 2011), y microscopia de fuerza atdbmica (Ohnesorge et
al., 1997) entre otras.

e En los ensayos de hemaglutinacion se tienen virus en solucion y se agregan
eritrocitos. El virus puede interactuar con las células sanguineas y formar una
estructura reticular como consecuencia de la aglutinacion de los eritrocitos. Las
metodologias seroldgicas también miden la presencia de antigenos virales, aunque
indirectamente (Heider & Metzner, 2014). En general, el uso de la tecnologia de
anticuerpos ha tenido un gran impacto en la cuantificacion de virus, como la técnica
de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA), ya que se logran alta especificidad y
sensibilidad, sin embargo, la rigurosidad de los enfoques ELISA para la
cuantificacion del virus puede considerarse baja, ya que el elemento viral medido
no estd necesariamente ligado a una particula virica (Boer, Back, & Osterhaus,
1990; Heider & Metzner, 2014).

e El advenimiento de las técnicas moleculares, especialmente la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), también ha dejado su huella en la cuantificacion de las
particulas virales. Tanto los niveles de ARN comode ADN se pueden medir usando
PCR cuantitativas. La cuantificacion absoluta (es decir, nimeros de copias o
nameros de particulas) puede obtenerse a partir de datos crudos relativos usando
diluciones estandar de ADN vector o ARN. La PCR también puede usarse para
cuantificar los niveles de proteina. Sin embargo, la rigurosidad de estas técnicas
también puede considerarse baja, ya que el elemento viral medido -en este caso el
acido nucleico- no es necesariamente parte del virus (infeccioso o no) y los calculos
pueden sobreestimar significativamente el nimero de particulas presentes (Heider
& Metzner, 2014; Roldao, Oliveira, Carrondo, & Alves, 2009).

Existe cierta restriccion para las técnicas que cuantifican proteinas virales, acidos
nucleicos o particulas virales, ya que el elemento viral medido, no es necesariamente
parte de un viridn infeccioso, y los calculos pueden sobreestimar significativamente el
numero de particulas presentes (Heider & Metzner, 2014).
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Tabla 7. Métodos de cuantificacion del virus. La tabla resume algunos de los métodos
mas comunes utilizados para la cuantificacion del virus.

Categoria Método Tiempo de Exactitud Comentarios
resultados
Infectividad Ensayo de placa Dias Alta El virus debe replicarse en
TCID50 Dias Alta cultivo
Proteina ELISA Horas Baja El elemento viral medido no
Hemaglutinacién Horas Baja necesariamente estaligado a

las particulas virales

Acidos qPCR Horas Baja El elemento viral medido no
nucleicos necesariamente estaligado a
las particulas virales

Particula Citometria de flujo Minutos — horas Media La preparacién de lamuestra
Microscopia influye en los resultados
electrénica

Tomado de: (Heider & Metzner, 2014; Virocyt, 2013).

La cuantificacion viral representa un paso importante en multiples puntos en la produccion
de proteinas recombinantes, estudios de los mecanismos de infeccion viral y desarrollo y
fabricacion de vacunas. La determinacion exacta de la concentracion viral permite que las
infecciones viricas se normalicen con precision y los procesos de expansion viral se
supervisen, optimicen y alteren para obtener rendimientos maximos.

Estudios realizados por Yamada et al (2009), examinaron la produccion de vectores
adenovirales con infecciones a baja y alta multiplicidad. En el caso de la infecciéon a una
baja MOI (< 1), s6lo una pequefia proporcion de células se infecta inicialmente con la
adicidn del stock viral. Las células no infectadas se infectaran después de que las células
inicialmente infectadas comiencen a liberar la progenie del virus (infeccion secundaria). Por
lo tanto, para una produccion eficiente de vectores de adenovirus por infeccién de baja
multiplicidad, se requieren tiempos de cultivo mas largos para que todas las células se
infecten y se complete la replicacion del virus. A una alta MOI (> 5), esencialmente todas
las células se infectaran tras la adicion del stock viral, y la infeccion resultante sera
sincrénica (Yamada et al., 2009).

A MOI mayores de 5, el 100% de la poblacion es infectada con el virus recombinante
adicionado al cultivo. En consecuencia, el virus toma el control de la célula, promueve la
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sintesis de sus proteinas y evita la sintesis de las proteinas celulares (O’Reilly, Miller, &

Luckow, 1994; Palomares, Estrada-Mondaca, & Ramirez, 2006).

3.3 Interferon gammahumano (IFN-y).

De acuerdo al articulo 81 Bis del Reglamento de Insumos para la Salud (RIS) se considera
gue un biofarmaco es toda substancia que haya sido producida por biotecnologia molecular,
gue tenga actividad farmacolégica, que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas y que relna las condiciones para ser empleada como principio activo de un
medicamento biotecnolégico.

En 1957, Isaacs y Lindenmann descubrieron una sustancia que protegia a las células in
vitro de la infeccidn viral, ellos la denominaron interferon. Hoy se sabe que ésta es una
familia de proteinas con actividad antiviral secretadas en respuesta a diferentes estimulos,

constituyéndose en las primeras citocinas descritas y utilizadas terapéuticamente (Isaacs &
Lindenmann, 1957).

En humanos, el gen del IFN-y se localiza en el cromosoma 12 (12924.1, region

cromosomal), su secuencia fue reportada por primera vez en 1982 por Gray y Goeddel.
ARos después, en 1995 Young Yy colaboradores reportaron que el IFN-y es codificado por

un solo gen conformado por cuatro intrones Yy tres exones (P. Gray & Goedel, 1982; Naylor
et al., 1983; Young & Hardy, 1995).

El IFN-y o interferdn tipo Il, es una citocina producida principalmente por linfocitos T CD4+,

CD8+ en respuesta al reconocimiento antigénico y por células Natural Killers (NK) al

identificar componentes de los microorganismos o por la presenciade IL-12 (Muruve, 2004).

El IFN-y humano es sintetizado como una proteina precursora de 166 aminoacidos (aa), los
primeros 23 aa corresponden a una secuencia sefial. Durante la biosintesis del IFN-y, los
péptidos son N-glicosilados en la Asparagina-25 y Asparagina-97 (Ahmed, Burkhart,
Mujtaba, Subramaniam, & Johnson, 2003; Rinderknecht, O’Connor, & Rodriguez, 1984;
Sareneva, Pirhonen, Cantell, & Julkunen, 1995), los residuos de glicano que se encuentran
en Asparagina-25 juegan un papel importante en la resistencia a proteasas tales como la
catepsina G, la elastasay la plasmita. Por lo tanto, una adecuada glicosilacion aumenta el

tiempo de vida media del IFN-y biolégicamente activo en la circulacion, la cual corresponde

a un homodimero estabilizado por fuerzas no covalentes, y con un peso molecular
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aproximado de 50 kDa (Sareneva, 1995 et al; Schroder, Hertzog, Ravasi, & Hume, 2004).
Se ha demostrado que la IFN-y nativo derivado de linfocitos T esta heterogéneamente
glicosilado, que dan como resultado moléculas de IFN-y de diferentes masas moleculares,
16.7 kDa para las estructuras no glicosiladas, 20 kDa para el IFN-y con un sitio de
glicosilacién y 24 con 2 sitios de glicosilacién, con una considerable variacion en las

estructuras de carbohidratos (> 30 formas diferentes) (Sareneva, Martz, T6l6, Roepstorff,
& Julkunen, 1996).

Algunos de los productos aprobados por la FDA son IMUKIN® y ACTIMMUNE®, los cuales
estan designados para el tratamiento de la enfermedad granulomatosa crénica para
disminuir la gravedad y el nUmero de infecciones en pacientes; contra la osteopetrosis
maligna para posponer la progresion de la enfermedad. También se ha demostrado que
ACTIMMUNE es efectivo contra una amplia variedad de enfermedades, incluyendo cancer,
tuberculosis (infecciones por Mycobacterium avium complex), fibrosis pulmonar idiopética,
fibrosis quistica, esclerodermia, infecciones fungicas invasivas, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos, como leucemia, en el tratamiento de la osteopetrosis congénita, en el
tratamiento contra infecciones fungicas en pacientes con trasplante de rifion (Armstrong-
James et al., 2010; Miller, Maher, Young, & et al, 2009); sin embargo, estos biofarmacos
son expresados en Escherichia coli y se refieren solo al monémero.

Sistemas de expresion utilizados para la produccion del Interferébn gamma (Figura 8)

Enla década de 1980, e IFN-y se producia exponiendo los linfocitos T humanos a estimulos
mitogénicos o traduciendo ARNm en oocitos, lo que daba como resultado una baja
expresion y actividad del IFN-y. Hubo una serie de problemas con la purificacion debido a
la formacién de agregados citoplasmicos a los que se les denomina cuerpos de inclusion,
gue provocaba costosos procesos de desnaturalizacion (Arbabi et al., 2003).

Con el desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante, el cDNA del IFN-y fue clonado con
éxito y expresado en E. colien 1982 (P. W. Gray et al., 1982). E. coli es uno de los sistemas
de expresién mas utilizados para la produccion de proteinas heterélogas debido a su simple
requerimiento de nutrientes, alta tasa de crecimiento, a su fisiologia y genética molecular
bien entendida (Babaeipour, Shojaosadati, Khalilzadeh, Maghsoudi, & Farnoud, 2010). Sin
embargo, este sistema de expresion presenta algunas limitaciones, como son:

1) EIlIFN-y recombinante forma cuerpos de inclusién intracelulares insolubles en E.

coli, en los que la proteina se desnaturaliza parcial o totalmente; complicando
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su purificacion porque se requiere un paso de desnaturalizacion/
renaturalizacion (Petrov, Nacheva, & lvanov, 2010).

2) Los sistemas de expresion bacterianos no son capaces de realizar la
glicosilacién, dando como resultado un IFN-y recombinante no glicosilado que
tiene una vida media mas corta en la circulacion sanguinea en comparacion con
IFN-y nativo (Bocci et al.,, 1985; Sareneva, Cantell, Pyhala, Pirhonen, &
Julkunen, 1993).

3) La produccion de proteinas recombinantes en E. coli, suele estar acompafiada

de impurezas comoendotoxinas y acidos nucleicos que contaminan el producto,
(Mohammadian-Mosaabadi et al., 2007; Rojas et al., 2010).

Investigaciones de (Wang et al., 2014) dijeron haber sobre expresado el IFN-y en la
levadura P. pastoris, pero mas tarde (Prabhu, Veeranki, & Dsilva, 2016; Razaghi, Tan, et

al., 2016) demostraron la irreproducibilidad de esos resultados, ya que los rendimientos
logrados no fueron competitivos con E. coli (Tabla 9).
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Figura 7. Resumen de sistemas de expresion de Interferon gamma.

El IFN-y recombinante se utiliza como un biofarmaco y tiene un potencial para ser utilizado
como inmunoterapéutico contra el cancer. A nivel industrial se produce en Escherichia coli,
comercialmente se conoce con las marcas Imukin® y Actimmune®. La eleccién del sistema de
expresion afecta el patron de glicosilacion y la estructura del IFN-y, lo que posteriormente afecta
su tiempo de vida media y actividad. Las plataformas de produccion basadas en células de
mamiferos producen una glicosilacion similar a la proteina enddgena, por lo que diferentes
investigadores han centrado sus estudios en mejorar la produccioén en estos sistemas. Imagen
adaptada de (Razaghi, Owens, & Heimann, 2016).



Tabla 8. Efecto del sistema de expresion sobre la producciéon de IFN-y

Produccion Pesomolecular Referencia

Sistema de Expresion

(mglL) (KDa)
Glandula mamaria de raton 23 x10° s (Bagis etal., 2011)
(Mus spp.) 350- 570 (Lagutinetal., 1999)
Células de ovario de hamster chino 15 . (McClain, 2010)
(CHO) (Cricetulussp.)
Spodoptera spp./ Baculovirus 2 18 -23 (Chenetal., 2011)
Bacillus sp. 2-20 17 (Rojas etal., 2010)
Leishmania sp. 9.5 17 (Davoudi et al., 2011)

(Razaghi, Tan, et al.,
o i 1-16x103 *
Pichia pastoris 2016)
300 15 (Wang etal., 2014)

Arroz (Chenetal.,, 2004)
(Oryzeasativa) 17 x 103 24 -27
E. coli 1700 17 (Huangetal., 2013)

* Dato no publicado, Modificado de: (Razaghi, Owens, & Heimann, 2016)

Para el presente proyecto se utilizé un vector adenoviral que expresa Interferon gamma
humano (pAdenoINF-y), el cual fue construido por Romero-Martinez (2014). En este trabajo

se reportan lo resultados que comprueban la generacion del vector adenoviral de primera
generacion en cuatro etapas:

e Construccién del vector pShuttlelFN-y: esta construccion fue necesaria para la
escisiondel cassette de expresion que contiene los sitios PI-Sce/l-Ceul, el promotor
del citomegalovirus (CMV) y la secuencia de interés INF-y.

e La segunda etapa fue la ligacion del cassette de expresion en el DNA lineal del
adenovirus, que, de igual manera, contenia los sitios PI-Sce/l-Ceul.

e La tercera etapa consistio en la transfeccion de células HEK 293 con el vector
adenoviral recombinante linealizado para la produccién de particulas adenovirales
recombinantes. Romero-Martinez, mediante RT-PCR comprob6 que las células
HEK 293 infectadas con los adenovirus recombinantes expresaron transcritos del
IFN-y, y corrobor6 mediante Western blot que las células HEK 293 infectadas con

las particulas recombinantes secretaron el IFN-y al medio de cultivo.
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e Finalmente, la cuarta etapa consisti6 en la amplificacion del vector adenoviral

obtenido en el pase cero por medio de infecciones subsecuentes en células HEK
293 hasta obtener un titulo de 1.57x10° PFU/mL.

Asi, considerando que las células HEK293 son humanas y capaces de producir
proteinas con las glicosilaciones adecuadas, en este proyecto se sientan las bases
para el estudio de un sistema de expresion transitorio en el cual las células HEK293
puedan ser infectadas con el Ad5/INF-y y producir una proteina humana recombinante

con caracteristicas totalmente humanas.
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4. JUSTIFICACION.

Elmercado actual de los biofarmacos esta aumentando constantemente, de hecho, tan solo
en el periodo de 2010-2014 los biofarmacos producidos en células de mamifero alcanzaron
un 60%, comparado con un 40% de productos aprobados y producidos por otros sistemas
de expresién, como bacterias y levaduras. Por ello, la necesidad de continuar mejorando y
desarrollando sistemas de expresion para la obtencion de proteinas recombinantes sigue
siendo materia de estudio, basados en parametros basicos de cultivo celular como son la
multiplicidad de infecciéon (MOI) y la densidad celular. Si bien, la principal linea productora
de proteinas recombinantes es la linea CHO, este sistema no glicosila con el mismo patrén
de las proteinas humanas, por lo que se convierte en un reto poder determinar si las células
HEK293, que son de origen humano serian un adecuado sistema de produccion de
biofarmacos para posteriormente analizar el patrén de glicosilacion que ofrecen. Por lo
tanto, se propone analizar el sistema de expresion HEK293/Ad5IFN-y como productor

alternativo de proteinas recombinantes.

5. HIPOTESIS.

La densidad celular y multiplicidad de infeccion influyen de manera directa la produccion de
IFN-y en el sistema productor transitorio HEK293/Ad5.

6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto de la Multiplicidad de Infeccion y la Densidad Celular, sobre el
metabolismo celular, la produccién de IFN-y y el titulo adenoviral usando el sistema de
expresion transitorio HEK293/Ad5.
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6.2 Objetivos especificos.

¢ Realizar cinética de crecimientoy perfil de metabolitos para caracterizar la linea
HEK293

e Evaluar el efecto de diferentes densidades celulares y MOI sobre las infecciones de
células HEK293 para producir el IFN-y.

e Evaluar la produccién de IFN-y y del vector adenoviral en cada infeccion para

determinar las condiciones 6ptimas de produccion.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

cCinética de crecimiento

*Determinacion del TD y u

«Titulo Viral por medio
de la tecnica de End
Point Dilution

Caracterizacion de
HEK?293

Cinéticas deinfeccion

Matriz experimental

MOI

Densidad celular 0.1 | 1 5

0.6x 106 cel/mL 5 dias de cinética
. Se realizaron en placas de 6 pozos
1.0 x 10° cel/mL 3 repeticiones
1.5 x 106 cel/mL Se recolecto pellety sobrenadante
Evaluacidonde:

Concentracion celular Cuantificacion de glucosa, lactato,
viable (Azul de tripano) glutamato, glutamina (YSI)

Produccién de IFN-y (rt-PCR, Produccioén del titulo viral
WB, WLISA) (End Point Dilution)

Establecimiento de lamejorcondicion de
produccion de la matrizexprerimental




8. MATERIALES Y METODOS.

Para cumplir con los objetivos establecidos se utilizaron un conjunto de técnicas que
ayudaron a establecer los efectos de la DC y la MOI sobre la produccion de IFN-y y de
vectores adenovirales. Se realizé una cinética de crecimiento de la linea HEK293 para
determinar su tiempo de duplicacién (TD) y velocidad maxima de crecimiento (). En la
matriz experimental se establecieron las combinaciones y condiciones de infeccion a
evaluar. Los pellets se utilizaron para determinar el numero de células viables por medio de
la técnica de exclusion con azul de tripano; y el sobrenadante para determinar el consumo
de glucosay glutamina, y la produccion de lactato y glutamato, los que se analizaron en el
equipo YSI 2200. Por medio de la técnica End Point Dilution, se determind el titulo viral del
stock de adenovirus utilizado, asi como el titulo de los vectores adenovirales obtenidos en
la matriz experimental desarrollada. Finalmente se realiz6 un Western Blot para confirmar

la presencia del IFN-y. La produccion de IFN-y se determind por la técnica de ELISA.

8.1. Linea celular.

La linea celular que se utilizé en este trabajo fue HEK293 (Human embryonic kidney)
adquirida en ATCC (CRL-1573) la cual es proveniente de rifion de embrién humano. Esta
fue conservada en nitrgeno liquido a -196°C hasta su uso.

8.2 Medios de cultivo.

8.2.1. Medio de cultivo con suero fetal bovino.

El medio de cultivo utilizado fue D-MEM/F-12 (GIBCO No. 12500) suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB) estéril, de la marca Fetal Bovine Serum, Biowest S1650-500,

el cual fue desactivado por calentamiento a 56°C por 50 min. Este se distribuy6 en alicuotas
de 50 mL las cuales se mantuvieron congeladas a -20°C hasta su uso.

La preparacion del medio de cultivo se realizé mediante la siguiente metodologia:

1. Se disolvio el contenido de un sobre de D-MEM/F-12 (GIBCO) en 900 mL de agua estéril
para el caso de la concentracion al 10% de SFB, homogenizando perfectamente.

2. El medio estaba suplementado con 4 mM de glutamina.

3. Se agregaron al medio 2.438 g de NaHCOs y 3.576 g de HEPES de acuerdo a la .
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4. Se ajusto el pH a 7.2 en un potenciémetro calibrado y se afor6 a1 L.

5. Se filtr6 el medio en una unidad de filtraciébn con una membrana de tamafio de poro 0.2
pum (Life Sciences, 74588M) estéril.

6. El medio filtrado se alicuoté en frascos estériles y rotulados con el nombre del medio,
marcay lote.

7. Se realizaron pruebas de esterilidad a cada frasco de medio de cultivo fresco de la
siguiente manera:

En tubos de vidrio de 10 mL estériles con tapa de rosca y previamente identificados se
coloc6 1 mL de medio de cultivo recién preparado Y filtrado y, 1 mL de caldo nutritivo. Estos

se incubaron a 37°C, por 72 horas, y cada 24 horas se revisaban para descartar posible
contaminacion.

8. Los frascos con medio de cultivo para células animales se mantuvieron en refrigeracion
a4°C.

8.3 Cultivo y mantenimiento celular.

Los cultivos estaticos de células HEK293 se mantuvieron en frascos T (CORNING) de 25
cm?y 75 cm? a 37°C, 5% de COz, atmésfera himeda, con un volumen de medio D-MEM/F-
12 de 5y 15 mL respectivamente.

8.3.1 Cultivo celular.
1. El proceso se iniciaba con una inspeccién bajo el microscopio invertido de contraste de

fases. Se observaba la confluencia celular con objetivos de 10x, 20x y 40x, el proceso de
subcultivo se realizaba cuando la confluencia era mayor al 80%.

El cultivo de células siempre se realiz6 en la campana de flujo laminar nivel de bioseguridad
II.

2. Con una pipeta estéril se retir6 el medio de cultivo de la caja T25.

3. Para realizar un lavado de la monocapa celular se agregé 1 mL de PBS 1x (estéril y

filtrado), seretird el PBS y desechd. Este paso esta disefiado para eliminar trazas de suero
gue inhibirian la accién de la tripsina.
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4. Se agregaron 1.5 mL de una solucion de Tripsina-EDTA 0.25% (SIGMA, 8L0784) para
asegurar que la monocapa estuviera completamente cubierta.

5. La caja T seincubd por 4 minutos a 37°C y 5% de COo..
6. Se agreg6 medio para detener la reaccion de la tripsina diluyéndola.

7. Se dispersaron las células por pipeteo repetido suave, se paso la suspension a un tubo
de 15 mLy se centrifugd a 900 rpm/5 min.

8. Se retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 5 mL de medio D-MEM/F-12 al
10% SFB.

9. Esta solucién se coloco en la caja T25, se anot6 la fecha de subcultivo, nUmero de pase
y linea celular sobre la caja.

10. Al final se volvié a observar a microscopio la morfologia celular presentada al momento
del subcultivo.

11. De acuerdo con el tipo de experimento, las células se ajustaron a la concentracion
deseaday seincubaron a 37°C, 5% de CO..

Nota: El conteo celular con azul de tripano se realiz6é después de cada subcultivo.

8.3.2 Conteo celular mediante la técnica de exclusion con azul de tripano.
En este procedimiento, una suspension de células es mezclada con una soluciéon de azul
tripano antes de ser observada bajo el microscopio haciendo uso de un hemocitometro de

Neubauer. El protocolo utilizado en el conteo celular fue:

1. Se preparé una solucion de azul de tripano al 10% con PBS 1x.

2. Se limpio6 la camara de Neubauer con agua y alcohol, se seco bien con papel.
3. El cubre objetos se acomodo en el centro de la camara.

4. Se inici6 con una dilucion 1:2, realizada en un tubo eppendorf limpio, se homogeniz6
completamente la solucion con suaves pipeteos.

5. Se colocaron 10 pL de esta mezcla en la camara de Neubauer y se observo a
microscopio.
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6. Se contaron entre 30 y 200 células vivas (refringentes, no coloreadas) y muertas (opacas
y coloreadas de azul) en diez cuadrantes.

7. Cuando el conteo sobrepasaba las 200 células, se realizaron diluciones mas altas y
repitieron los pasos anteriores hasta contar entre 30 y 200 células.

9. Los conteos se realizaron por triplicado y se sacé el promedio.
La concentracion de células en la suspension se calculd6 mediante la siguiente formula:

Para las células totales por mililitro (CT/mL):

CT _ nct
mL~ #de cuadrantes

(1x10*)(FD)

Para las células viables por mililitro (CV/mL):

cv _ ncv
mL ~ #de cuadrantes

(1x10*)(FD)

Para el porcentaje de viabilidad:

CV/ml

% de viabilidad = CT /ml

x 100

Donde nct: promedio de células totales contabilizadas (vivas y muertas)
ncv: promedio de células vivas contabilizadas
# de cuadrantes: nimero de cuadrantes en los que se contaron las células
1x10*: Factor de la camara de Neubauer

FD: factor de dilucion de la mezcla de células y azul de tripano

8.3.3 Generacion del banco celular HEK293.
La linea celular HEK293 se conservo en nitrogeno liquido a -196°C hasta su uso. Se inicid

a partir del vial ATCC CRL-1573 pase 17 y se utilizé hasta el pase 33 en cultivos estaticos
de medio D-MEM/F-12 al 10% SFB.
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Durante la criopreservacion se pueden generar cristales de agua en el interior de la célula
y producir un choque osmaticoal disminuir el contenido intracelular de ésta, por lo que, para
disminuir el dafio celular durante la criopreservacion, la velocidad de congelacién debe
tener un alto régimen de control de temperatura y debe usarse un criopreservador. El
criopreservador utilizado en este trabajo fue el Dimetilsulféxido (DMSO) (SIGMA). El
protocolo de congelamiento es una modificacién de lo reportado en O’Reilly et al., 1994,
describiéndose a continuacion:

1. Los crioviales se rotularon con los siguientes datos: linea celular, pasaje, No. de células
y fecha, nombre de la persona que realiz6 el proceso.

2. Se siguio el protocolo de cultivo celular hasta el punto de retirar el sobrenadante después
de la centrifugacion.

3. Se preparé el medio de congelacion: 10% DMSO + 90% de medio D-MEM/F-12
suplementado con 20% de SFB.

4. Se resuspendio el pellet celular en un 1 mL de la solucién de congelacion.

5. Sellenaron las crioviales hasta % del volumen total de ésta (siempre se dejé una cadmara

de aire) y se cerraron cuidando no tocar la boca del criovial.

6. Se colocaron los crioviales a —70°C antes de su almacenamiento en nitrogeno liquido.

8.4 Cinéticas de crecimiento en cultivo estético de las células HEK293.

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en cultivos estaticos en medio D-MEM/F-12 (10%
de SFB). Estas se montaron en placas de 6 pozos con un volumen total de 2 mL, partiendo
de un indculo inicial de 2 x 10° cel/mL. La cinética se sigui6 durante 8 dias. Cada condicion
se hizo por triplicado vy, los pozos se disgregaron cada 24 horas. Todo el material que tuvo
contacto con las muestras se encontraba estéril.

8.4.1. Recoleccion de las muestras.
1. Se observo la confluencia celular con el microscopio invertido de contraste de fases con
objetivos de 10x, 20x y 40x.

2. Se retiraron los sobrenadantes de los pozos correspondientes con puntas y micropipeta
de 1000 pL y se recolectaron en tubos de 15 mL, se centrifugaron a 900 rpm/ 5 minutos.
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3. Los sobrenadantes centrifugados se recuperaron en tubos eppendorf de 1 mL,

previamente identificados con la linea celular, fecha, y nombre del experimento.

4. Los tapetes celulares de cada pozo se lavaron con 500 pL de PBS 1X estéril y filtrado,
después de 30 segundos se retird y desechd.

5. Se disgregaron las células con 500 pL de una solucién de Tripsina-EDTA 0.25% (SIGMA,
8L0O784) y se incubaron por 4 minutos a 37°C. Pasado este tiempo se sacaron las placas
de la incubadora y se paré la reaccion de tripsinizacion con 500 pyL de medio para
destripsinizar (medio RPMI).

6. Esta mezcla se retir6 de cada pozo y se coloc6 en el mismo tubo de 15 mL donde se
centrifugdé el sobrenadante, con la finalidad de asegurar que tanto células vivas como
muertas se utilizaran para todos los ensayos.

7. Los tubos se centrifugaron a 900 rpm/5 minutos. Después de la centrifugacion, se

desecho el sobrenadante y se recuperé el pellet celular en tubos eppendorf de 1 mL,
previamente identificados con la linea celular, fecha, y nombre del experimento.

8. Los sobrenadantes y pellets se guardaron a -80°C hasta su andlisis.

8.5 Determinacion del titulo viral.

Con la finalidad de cuantificar las particulas virales infectivas del stock de Ad5/IFN-Y se
empled la técnica de End Point Dilution (punto final de dilucion). Estatécnica se basa en la
realizacion de una serie de diluciones a partir de un stock viral, que se incuba en cultivos
celulares. Después de cierto tiempo se determiné de manera visual el efecto citopatico. A
partir de este efecto se calcul6 la cantidad de particulas virales infectivas /mL mediante un
programa estadistico. Esta determinacion se realiz6 de acuerdo con el siguiente protocolo:
1. En dos placas de 96 pozos se sembraron 20,000 células de HEK293 en un volumen final
de 100 pL en medio D-MEM/F-12 (10% de SFB) por pozo.

2. Una vez alcanzada la confluencia del 85%, se procedi6 a realizar diluciones seriadas del
stockdel vector Ad5/IFN-Y de la sexta amplificaciony del stock Ad5/WT tal como se muestra

a continuacion:
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D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 DI0O D11l DiZz Di3 Di4 Di5
10t 10® 10° 10* 10° 10° 10" 10® 10° 10 10" 10 10® 10“ 10"

Vol. 10 10 10 10 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Dilucién del de de de de de de de de de de de de de de
(uL) Stock DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 Di4
Viral
Vol.de

DMEM/F12 90 90 90 90 90 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900
Sin suero

(pL)

3. Posteriormente, se procedio retirar todo el medio y lavar la placa con PBS 1X, cuidando
de no tocar la monocapa celular.
4. Finalmente, se agregaron en cada placa 100 uL de las diluciones preparadas siguiendo

la tabla que a continuacion se muestra:

Cwl D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 Ctrl
(+) ©)

En la columna de control positivo se usaron células HEK293 infectadas con Ad5/WT; las
columnas D fueron pozos de células HEK293 infectadas con las diluciones del vector
Ad5/IFN-Y'; la columna de control negativo fueron pozos de células HEK293 sin infectar.
La placa se incub6 a 37°C a una concentracion de COz, por 7 dias. En el dia 4 se agregaron
50 pL de medio D-MEM/F-12 suplementado al 10% de SFB.

5. Al término de los 7 dias los pocillos de cada placa se observaron bajo el microscopio
para determinar siexistia efecto citopatico en ellos. Se tomé el dato como positivo (+) para

la presencia de efecto citopatico y negativo (-) para su ausencia.
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6. Después de observar cada pozo los resultados se procesaron en una hoja de calculo,

para conocer el titulo viral en pvi/mL.

8.6 Cinéticas de infeccion.
Las cinéticas de infeccion se realizaron en cultivos estaticos en medio D-MEM/F-12 (10%
de SFB), donde se montaron placas de 6 pozos con un volumen de medio de 2 mL, se

sigui6 la matriz experimental planteada a continuacion:

MOI

01 |1 5
Densidad celular
0.6x 10° cel/mL

1.0 x 106 cel/mL
1.5 x 108 cel/mL

Cada experimento se realizé por triplicado y los pozos se disgregaron cada 24 horas
durante 5 dias.

8.6.1 Procedimiento para montar las cinéticas de infeccion.
Células cultivadas en cajas T25 o T75 se disgregaron y contaron por la técnica de azul de
tripano, se obtuvo la viabilidad celular y se realizaron los siguientes célculos para poder

inocular cada placa de 6 pozos con la densidad correspondiente:

cel

(Wml) (y m)
- jcel
ml

X(ml) =

Donde
Wml: Volumen final de las 3 placas (36 mL)

l . . .
Y%: Densidad requerida para el experimento

Z %: Viabilidad de la suspension de células utilizada
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Xml: mL de la suspensién de células contada

1. El volumen requerido de células se afor6 a 36 mL con medio D-MEM/F-12 (10% SFB) en
un tubo de 50 mLy se homogeniz6 con una pipeta.

2. Se colocaron 2 mL de esta suspension en los pozos de cada placa, previamente
identificada con fecha, linea celular y densidad.

3. Se taparon las cajas y se les coloco en un extremo una tira pequefia de cinta adhesiva
para evitar que al manipular las placas se abrieran.

4. Cada pozo se observd a microscopio.

8.6.2 Proceso de infeccion.
Las placas previamente inoculadas se infectaron de la siguiente manera:
1. Se realiz6 la dilucién viral utilizando el titulo que se obtuvo por el método de End Point

Dilution, Los célculos se realizaron de la siguiente manera:

Sabiendo que la MOI corresponde al numero de pvi,

cel pvi

#—xMO) ——» —
ml ml

Donde

# :n—ell: corresponde a la densidad celular a infectar
(MOI): Multiplicidad de infeccion utilizada para esa densidad

% : Particulas virales infectivas que corresponden a esa MOI

El volumen del stock de Ad5/IFN-y que se tomé para la infeccion a la MOI correspondiente

se determind con los siguientes calculos:

Donde:

2 ml: Volumen por pozo
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p”;: pvi correspondientes a la MOI a infectar

a —
m,

b 2% Titulo viral
ml
Xml: mL que se deben tomar del stock viral para infectar a la correspondiente MOI (si la

cantidad es muy pequeifia transformar a ).

Estos mL se multiplicaron por el nimero de pozos a infectar. Teniendo estos datos se

realiz6 la diluciéon del stock viral:

En un tubo de 50 mL se colocaron 27 mL de medio D-MEM/F-12 libre de SFB. Con una
micropipeta se colocaron los mL o L del stock viral obtenidos por los calculos anteriores y

se resuspendieron con una pipeta, teniendo cuidado de no formar burbujas.

2. Se retird el medio de las células y se lavaron con 500 uL de PBS 1X (estéril y filtrado).
3. Se agregaron 1.8 mL de la dilucién viral a cada pozo, excepto los controles, a estos se
les agreg6 1.8 mL de medio D-MEM/F-12 libre de SFB.

4. Se coloco la tapa a cada placa y se identificé con la MOI a la que se infecto.

5. Se homogenizé el medio con suaves movimientos circulares y se incubaron a 37°C, 5%
de COa.

6. Tres horas después de la infeccion, se agregaron a cada pozo 0.2 mL de SFB, y se
homogenizé con suaves movimientos circulares.

7. Las placas se incubaron a 37°C, 5% de CO.-.

8. Cada 24 horas se recolectaron sobrenadantes y pellets como se indica en el apartado
7.4.1. Recoleccion de las muestras. Los tubos eppendorf se identificaron previamente con

fecha, densidad celular, MOI, tiempo de recoleccién y experimento.

8.7 Conteo celular de las cinéticas de infeccion.

El conteo celular de las cinéticas de infeccidén se realiz6 de acuerdo al apartado 7.3.3
Conteo celular mediante la técnica de exclusion con azul de tripano.

8.8 Cuantificacion de metabolitos.
Existen varios sistemas comerciales disponibles, para la cuantificacion de metabolitos; por
ejemplo; BioProfile Flex (Nova Biomedical, Waltham, USA), CedexBio (Roche Diagnostics,
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Mannheim, Germany) o YSI (YSI, Yellow Springs Instruments; Yellow Springs, USA). Los

tres analizadores son, entre otros, capaces de determinar las concentraciones de glucosa,
L-glutamina, lactato y amoniaco en soluciones acuosas.

El estado metabdlico de las cinéticas de infeccion se caracterizé en cuanto al consumo de
glucosa y glutamina, y la produccion de lactato y glutamato, utilizando un analizador
bioquimico (YSI 2200), que se basa en principios enzimaticos. El analizador tiene sondas
equipadas con una membrana de tres capas, que contiene enzimas inmovilizadas en la
capa media.

Se analizaron los sobrenadantes de cada condicion de infeccion.
1. Las muestras fueron sacadas de su resguardo de -80°C.

2. Se descongelaron a temperatura ambiente.

3. Se centrifugaron a 3000 rpm/10 min.

4. En un tubo eppendorf nuevo y previamente identificado, se alicuotaron 50 pL de cada
muestra.

5. Las muestras se analizaron en el YSI 2200, los datos obtenidos se graficaron y se

realizaron calculos de velocidad de consumoy produccion de cada metabolito.

8.9 Western Blot de IFN-y de los sobrenadantes.

Western Blot es una técnica analitica, ampliamente utilizada, para el estudio de proteinas,
este método que fue descrito por primera vez por Towbin, et. al en 1979, permite la
deteccion de una sola proteina dentro de una muestra bioldgica, esta especificidad de se
logra mediante la utilizacion de un anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo Unico de

la proteina de interés.

Con la técnica de Western Blot se puede estimar el tamafio de una proteina, confirmar la
presencia de modificaciones postraduccionales como la fosforilacion o la glicosilacion y ser
utilizado para comparar cuantitativamente los niveles de proteina entre muestras.

Esta técnica permite transferir las proteinas de un gel de poliacrilamida a una membrana
absorbente, siendo las proteinas transferidas a la membrana una copia exacta del gel

donde han sido separadas por electroforesis. Esta membrana es incubada con dos
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anticuerpos; el anticuerpo primario se une a las proteinas de la membrana, mientras que el
anticuerpo secundario se une al anticuerpo primario. Una vez terminado el tiempo de
incubacién, se afiade un fluoréforo (peroxidasa de rdbano), el cual emitird una luz que
nosotros vemos en forma de bandas (las cuales corresponden a las proteinas) (Jensen,
2012; Kurien & Scofield, 2006; Towbin, Staehelin, & Gordon, 1979).

8.9.1 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE).
La identificacion del IFN-y secretado al medio de cultivo por las células infectadas, serealizd

por una separacion de proteinas mediante SDS-PAGE. Se utilizé un gel prefabricado marca
BIO-RAD Mini- PROTEAN® TGX™ (4 — 20%).

1. Las muestras fueron sacadas de su resguardo de -80°C y se descongelaron a

temperatura ambiente. Se centrifugaron a 3000 rpm/10 min, se alicuotaron 50 pL de cada
muestra en tubos eppendorf nuevos y previamente identificados.

2. En otros tubos eppendorf nuevos y previamente identificados se colocaron 7.5 pL de
cada muestra, incluyendo el control negativo y se les agregaron 7.5 pL de Loading Buffer
2x con beta mercaptoetanol, para un volumen final de 15 pL.

3. Para el control positivo, se colocaron 5 pL del estandar de IFNy utilizado para el ELISA
(Human IFN gamma, Platinum ELISA, BMS228, affymetrix eBioscience, 114398000), 7.5

uL Loading Buffer 2x con beta mercaptoetanol y 2.5 uL de PBS 1x (estéril y filtrado).
Volumen final 15 pL.

4. Las muestras y controles se colocaron en el termoblock por 5 minutos a 95°C.

5. Transcurridos los 5 minutos, las muestras se centrifugaron por unos segundos y se
cargaron en el gel, se mezclaronlos 15 pL de cada muestray 3 pL del marcador de peso
molecular. Las condiciones usadas fueron las siguientes: 200 V/ 1 hora.

8.9.2 Electrotransferencia en camara himeda.

Después del SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Comparative Proteomics Kits | and II: Protein
Profiler Module and Western Blot Module #1662850EDU).
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1. Para comprobar la transferencia de proteinas, la membrana de nitrocelulosa se colocé
en un recipiente y se tifid con rojo Ponceau por 20 min en agitacion. Se lavd con buffer
TBST 1x hasta quitar el colorante.

2. La membrana se bloguedé incubéandola toda la noche con leche Svelty al 5% en
temperatura de refrigeracion.

8.9.3 Incubacién con anticuerpos.
1. Al dia siguiente se retir6 la leche y la membrana se enjuagd con 10 mL de TBST 1x (3
lavados de 10 minutos cada uno).

2. Se agrego el anticuerpo primario anti-IFN-y Gene Tex GTX100452 (lg G policlonal de

conejo) al recipiente que contenia la membrana, y se incubd por una hora en agitacion
constante y a temperatura ambiente. El anticuerpo se preparé de la siguiente manera: 5 mL
de TBST 1x con 0.1 % de leche y 5 pl del anticuerpo.

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se desechd la solucion con el primer

anticuerpo y la membrana se lavo tres veces por 10 minutos con el buffer TBST 1x.

4. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario Gt XRblgG (H+L) Millipore
AP132A (lg G policlonal anti conejo de cabra) y se incubd por una hora en agitacion
constante y a temperatura ambiente. El anticuerpo se prepar6 de la siguiente manera: 5 mL
de TBST 1x y 2 pl del anticuerpo.

5. Transcurrido el tiempo de incubacion se desechd la solucion con el segundo anticuerpo
y la membrana se lavo tres veces por 10 minutos con el buffer TBST 1X.

6. Posteriormente se revelo la membrana con los reactivos Clarity™ Western ECI Substrate
de BIO-RAD.

8.10 ELISA del IFN-y.
La técnica ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) es una técnica en la cual un antigeno inmovilizado se

detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable, como cambio de color o algun otro.
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8.10.1 Procedimiento de ELISA IFN-y
El IFN-y de los sobrenadantes se cuantifico con el kitHuman IFN gamma, Platinum ELISA,

BMS228, affymetrix eBioscience el protocolo que se siguié se menciona a continuacion:

Las muestras fueron sacadas de su resguardo de -80°C y se descongelaron a temperatura

ambiente. Se centrifugaron a 3000 rpm/10 min, se alicuotaron 50 pL de cada muestra en
tubos eppendorf nuevos y previamente identificados.

Antes de iniciar con el protocolo de ELISA se realizaron las diluciones de los buffer y
Estandar a utilizar, de acuerdo a las tablas incluidas en el protocolo de la técnica.

Posteriormente se llevd a cabo el siguiente procedimiento:
1. Se determin6 el nimero de tiras de micropocillos necesarias de acuerdo a la Tabla 10.

2. Se lavaron los micropocillos dos veces con 400 uL de buffer de Lavado, esto con ayuda
de una micropipeta multicanal y, se desechd el buffer de lavado.

Tabla 9. Guia para montar la placa de ELISA

1 2 3 4
A Estandar 1 (100.0 pg/mL) Estandar 1 (100.0 pg/mL) Muestra 1 Muestra 1
B Estandar 2 (50.0 pg/mL) Estandar 2 (50.0 pg/mL) Muestra 2 Muestra 2
C Estandar 3 (25.0 pg/mL) Estandar 3 (25.0 pg/mL) Muestra 3 Muestra 3
D Estandar 4 (12.5 pg/mL) Estandar 4 (12.5 pg/mL) Muestra 4 Muestra 4
E Estandar 5 (6.3 pg/mL) Estandar 5 (6.3 pg/mL) Muestra 5 Muestra 5
F Estandar 6 (3.1 pg/mL) Estandar 6 (3.1 pg/mL) Muestra 6 Muestra 6
G Estandar 7 (1.6 pg/mL) Estandar 7 (1.6 pg/mL) Muestra 7 Muestra 7
H Blanco Blanco Muestra 8 Muestra 8

3. Se agreg6 en cada pozo destinado a la curva estandar, la dilucién del mismo (letra A-G).
4. Se afadieron 100 uL de Diluyente de muestra, a los pocillos identificados como Blanco.
5. Se afiadieron 50 pL de Diluyente de muestra a los pocillos identificados como Muestra.
6. Se afadieron 50 uL de muestra, a los pocillos de Muestra designados.

Todas las muestras, estandar y blancos se analizaron por duplicado, de acuerdo a las
indicaciones de la técnica.
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7. Se preparo el conjugado de Biotina y se afiadieron 50 uL a todos los pocillos.

8. Se cubrieron los pocillos con la pelicula adhesiva y se incubaron 2 horas a temperatura
ambiente (18 ° a 25 °C) a 400 rpm.

9. Se preparo la Estreptavidina-HRP.

10. Se removié la pelicula adhesiva, se vaciaron y lavaron los pocillos 3 veces con 400 pL
del tampon de lavado.

11. Se anadieron 100 pL de Estreptavidina-HRP diluida a todos los pocillos, incluyendo los
blancos.

12. Se cubrieron las tiras de pocillos con la pelicula adhesiva y se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente (18 ° a 25 °C) a 400 rpm.

13. Se removi6 la pelicula adhesiva, se vaciaron y lavaron los pocillos 3 veces con 400 pL
del tampdn de lavado.

14. Se afiadieron 100 pL de solucion de sustrato TMB a todos los pocillos.

15. Se cubrieron los pocillos con papel aluminio, para evitar la exposicion directa conla luz
y seincubaron aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente (18 ° a 25 °C) a 400
rpm.

16. La solucién de parada se agregd cuando la DO (densidad 6ptica) del estandar 1 se
encuentro entre 0.9-0.95 a 620 nm.

17. Se afadieron 100 pL de solucién de parada a todos los pocillos.

18. Se ley6 la absorbancia de cada pocillo usando a 450 nm.

8.10.2 Calculo de resultados.

- Se calcularon los valores medios de absorbancia para cada duplicado de estandar y
muestras.

- Se cre6 una curva estandar trazando la absorbancia media para cada concentracion
estandar en ordenadas frente a la concentracion de IFN-y humano en abscisas y se graficé

una curva que mejor se ajusto a través de los puntos del grafico.
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- Para determinar la concentraciénde IFN-y humano circulante para cada muestra, se utilizé

la ecuacion de la recta.

- Las muestras se diluyeron 1: 2 (50 pl de muestra + 50 pl de Diluyente de muestra) y la

concentracion leida de la curva estandar se multiplico por el factor de dilucion (2X).
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9. RESULTADOS.

9.1 Morfologiay cinética de crecimiento de la linea celular HEK293.

9.1.1 Morfologia de HEK293 en cultivos estaticos.

La caracterizacion del cultivo se realiz6 a diferentes niveles, empezando por la morfologia
de lalinea celular. Comose muestraen la Figura 9, los cultivos estaticos de células HEK293
en medio D-MEM/F-12 al 10% de SFB, presentan morfologia de tipo fibroblastica donde las
células adoptan formas irregulares o fusiformes ya que crecen adheridas a la superficie
tratada de cajas T debido a que estas células producen proteinas de adhesion formando

una red proteica 0 monocapa de células; ésta es la razén por la que se usa un agente
proteolitico (Tripsina) para disgregar la monocapa y permitir el subcultivo.

invertido (10x). Cultivo estatico en medio D-MEM/F-12 al 10% de

Morfologia de cultivos de células HEK293 \istas en microscopio
SFB.

9.1.2 Cinética de Crecimiento.

Se realizo la cinética de crecimiento de la linea celular HEK293 en cultivos estéaticos con
medio D-MEM/F-12 al 10% de SFB, pase 20. Como se puede observar en la gréfica 1, la
curva tiene una duracion de 8 dias, en los cuales la viabilidad llegd hasta un minimo de
42% durante el Ultimo dia; se observa que la fase lag tiene una duracion de 48 horas, la
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fase exponencial 72 horas y la fase estacionaria 24 horas. La velocidad especffica de
crecimiento (U) calculada fue de 0.027 h' que corresponde a un tiempo de duplicacion de
25.45 h, y la maxima concentracion celular fue de 2.63 x10° cel/mL, obtenida a las 120

horas.
Cinetica de Crecimiento de HEK293
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Grafica 1. Cinética de crecimiento de la linea celular HEK293

La Gréfica corresponde a la Cinética de crecimiento de la linea celular HEK293 en cultivo estatico
en DMEM/F12 (10% SFB), la linea azul corresponde a las células viables/mL, la linea roja al %
de viabilidad, las barras corresponden a la desviacion estandar. Los experimentos se realizaron
por triplicado.

La p obtenida en este trabajo (0.027 ht) concuerda con lo reportado por (Tavira, 2014),
quien establecio que al utilizar un pase 39, su velocidad especifica de crecimiento (L)
corresponde a 0.028 h.



9.2 Determinacion del titulo del stock adenoviral.

La determinacion del titulo viral se realizé por la técnica de End Point Dilution (punto final
de dilucion) que consiste en realizar una serie de diluciones a partir de un stock viral, las
cuales se incuban en cultivos celulares de la linea HEK293. El nimero de cultivos infectados
se determina de manera visual, se busca el efecto citopatico en cada dilucién, y a partir de
este efecto se calcula mediante un programa estadistico la cantidad de particulas virales
infectivas por mL. El efecto citopatico por lo general, consiste en aumento de volumen,

redondeamiento y agregacion de las células afectadas en racimos como de uvas, que se

puede apreciar en la Figura 10.

Efecto citopatico presentado en los pozos:
D6: Dilucién 1x 108

D7: Dilucién 1x 107

D8: Dilucién 1x 108

D9: Dilucién 1x 10°

D10: Dilucién 1x 1010

C -: Control Negativo (células sin infectar),
C+: Control Positivo (células infectadas con Ad WT).
Microsconpio invertido 10x.

Figura 9. End Point Dilution. Determinacion del titulo viral del stock Ad5/IFNY'.

En la Figura 10, se observa la morfologia de diferentes diluciones usadas para obtener el
titulo viral del stock Ad5/IFN-y, se puede apreciar que a mayor dilucion menor es el efecto

citopatico observado. De acuerdo al andlisis estadistico realizado mediante el método de



Reed and Muench (Reed & Muench, 1958), el titulo viral que se obtuvo para el AdenolFN-
y fue de 5.5 x10 1° pvi/mL,

9.3 Cinéticas de Infeccion.

Una vez conocidas las células y establecido el titulo viral, se establecié la matriz
experimental que inicialmente generd un total de 9 combinaciones de las variables a
evaluar, segun se describe en la Figura 11. Una vez infectados los cultivos, se colectaron
muestras cada 24 horas y se realizaron andlisis para detectar diferencias en el crecimiento
celular, evaluacion del metabolismo celular, generacion de adenovirus y produccion de
proteina, causadas por las condiciones de cultivo e infeccion utilizadas.

Variablesindependientes Variablesdependientes

*Densidad celular (DC)
nl= 0.6 x 10° cel/mL

n2= 1.0 x 108 cel/mL _
n3= 1.5 x 108 cel/mL EE— Sistema

Titulo viral

Produccién de IFN-y

EMetaboIismo celular

HEK293/Ad5IFN-
*Multiplicidad de infeccion (MOI) / Y

nl= 0.1 pvi / cel :
n2= 1 pvi / cel

n3=5 pvi / cel

Figura 10. Variables dependientes e independientes de la matriz experimental

9.3.1 Efectode la MOl y la DC sobre la viabilidad.

En las gréficas 2,3 y 4 se muestran las cinéticas de infeccion a densidades 0.6 x10°, 1 x10°
y 1.5 x108 cel/mL, respectivamente. En ellas se puede observar que, las infecciones
utilizando la MOI mas pequefia (0.1), permiten un mayor crecimiento celular; mientras que,
al infectar los cultivos con la MOI mas alta (5), la concentracién celular viable alcanzada es
la mas baja. En la tabla 11 se muestran los mayores rendimientos de las células viables

obtenidas en cada cinética de infeccion, estos se obtuvieron a las 48 horas post infeccion

(p.i.).



Tabla 10. Rendimientos de la concentracion celular viable obtenida a las 48 horas p.i.

Densidad celular viable (cel/mL)

MOl
0.6 1 15
0.1 2.85x10% +/-2.27x10°>  2.78 X106 +/- 4.16 x 10° 3.08 x10° +/- 6.69 x 10
2.10 X106 +/- 3.17 x 10° 1.97 x10° +/- 3.13 x10° 1.79 x10° +/- 5.42 x 10*
1.80 x108 +/- 2.28 x 10° 1.91 x108 +/- 1.95 x 10° 1.78 x108 +/- 7.54x 104

Se puede observar que la MOI més adecuada para permitir un crecimiento celular es la méas
baja, es decir 0.1, y que la maxima concentracion celular viable se alcanza a las 48 horas
p.i.; resultados que concuerdan con lo reportado por (Yamada et al., 2009). También se

puede observar que conforme aumenta la DC, la diferencia de células viables entre las
infecciones con MOI 1y 5 se hacen menores.

0.6 x 10° cel/mL
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Gréfica 2. Cinética de infeccion a densidad 0.6x106 cel/mL

En esta grafica se puede apreciar el efecto de la MOI sobre la concentracién celular viable,
se infectaron 0.6x106 cel/mL a MOI 0.1, 1y 5, los experimentos se realizaron en placas de 6
pozos y se recolecto el pellet celular cada 24 horas. Las barras representan la desviacion
estandar de los experimentos que se realizaron por triplicado.
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1.0 x 108 cel/mL
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Gréfica 3. Cinética de infeccion a densidad 1x106 cel/mL

En esta grafica se puede apreciar el efecto de la MOI sobre la concentracién celular viable,
se infectaron 1 x10° cel/mL a MOI 0.1, 1 y 5, los experimentos se realizaron en placas de 6
pozos y se recolectd el pellet celular cada 24 horas. Las barras representan la desviacion
estandar de los experimentos que se realizaron por triplicado.

En las gréficas anteriores (2,3 y4), se puede observar el efecto que ejercen la MOl y la DC
sobre el crecimiento celular de HEK293 durante el proceso de infeccion, pues la
concentracion celular viable disminuye a un intervalo de tiempo menor cuando se utilizan la
MOI de 1 y 5 en combinacién con las densidades de 1 x 10° cel/mLy 1.5 x 108 cel/mL, es
decir, que con las infecciones con densidad 0.6 x 10° cel/mLy MOI 0.1, la concentracion
celular viable comienza a decrecer a las 96 horas p.i.; a MOI 1 decrece alas 72 horas y a
MOI 5 a las 48 horas. Las infecciones con densidad 1 x 10° cel/mL y MOI 0.1, la
concentracion celular viable comienza a decrecer drasticamente a las 72 horas p.i.; a MOI
1 decrece alas 48 horas y a MOI 5 a las 48 horas. Las infecciones con densidad 1.5 x 108
cel/mLy MOI 0.1, la concentracion celular viable comienza a decrecer marcadamente a las
48 horas p.i.; a MOI 1 decrece a las 48 horas y a MOI 5 a las 48 horas. Estos tiempos son
importantes porque son los puntos de maxima viabilidad de células infectadas que podrian
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ser cosechadas y para proximos estudios estas maximas viabilidades podrian usarse de
referencia para un reemplazo de medio.

Se observo también que a las 48 horas p.i, las células infectadas alcanzan su maxima
concentracion celular viable, que decrece gradualmente durante el proceso de
experimentacion, la disminucién drastica de la DC después de las 48 horas puede deberse
al hecho de que la mayoria de las células comenzaron a liberar los vectores adenovirales
al medio acompafiados por algunos compuestos intracelulares como las enzimas
proteoliticas, que afectan a las células vecinas de la monocapa, esto en combinacién con
la acumulacién de productos del metabolismo celular en el medio, pueden causar la
disminucion de la DC (Kamen & Henry, 2004).

1.5 X 10° cel/mL

3.50E+06
3.00E+06
2.50E+06

2.00E+06

CV/mL

1.50E+06
1.00E+06
5.00E+05

0.00E+00
0 24 48 72 96 120

TIEMPO (H)

—4—MO0I0.1 —e— MOI1 —&— MOIS5

Gréfica 4. Cinética de infeccion a densidad 1.5 x10° cel/mL

En la gréfica se puede observar que la MOI afecta el crecimiento celular de los cultivos
estaticos de HEK293, densidad 1.5 x 10° cel/mL, siendo la MOl mas baja usada la que
permite un mayor crecimiento celular.

Las barras representan la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.
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9.3.2 Evaluacioén del metabolismo celular en las cinéticas de infeccion.

Glucosa: La glucosa esta incluida en la mayoria de los medios como fuente de energia. Se
metaboliza principalmente por la glucdlisis para formar piruvato, que se puede convertir en
lactato 0 acetoacetato y puede entrar en el ciclo del acido citrico para la sintesis de ATP
mediante su oxidacion hasta CO:zy agua (Freshney, 2005).

Glucosa 0.6 x10° cel/mL

g/L
o

24 48 72 96 120

Tiempo (hr)

—+— MO0I0.1 —e— MOI1l —a— MOIS5

Gréfica 5. Consumo de glucosa en la cinética de 0.6x10° cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glucosa, a una
densidad de 0.6x10° cel/l mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por triplicado.

En la grafica 5 (densidad 0.6 x10° cel/mL), se observa que la glucosa estaba a punto de
agotarse al momento de la recoleccion de la Ultima muestra, es decir a las 120 horas p.i.,
las mediciones que se obtuvieron son las siguientes: a MOI 0.1 la glucosa remanente fue
de 0.161 g/L, con MOI 1 la glucosa fue de 0.062 g/L y MOI 5 la glucosa remanente fue de
0.036 g/L; datos que indican que al someter las células HEK293 a una mayor concentracion
viral, éstas consumen una mayor cantidad de energia para poder suplir los requerimientos
de energia de la célula.
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Glucosa 1x10° cel/mL
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Tiempo (hr)

—&—MO0I0.1 —e—MOI1 —a—MOI5

Gréfica 6. Consumo de Glucosa en la cinética de 1 x10¢ cel/mL

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glucosa, a una
densidad de 1 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se
recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.

Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

La gréfica 6 (densidad 1x10° cel/mL), muestra la glucosa remanente al momento de la
recoleccion de la dltima muestra, es decir a las 120 horas p.i., los datos que a continuacion
se muestran indican que la glucosa practicamente se encontraba agotada: a MOI 0.1 la
glucosa remanente era de 0.011 g/L, con MOI 1 la glucosa era de 0.017 g/L y MOI 5 la
glucosa remanente era de 0.016 g/L. Estos datos muestran una inconsistencia en
comparacion con la grafica 5, donde los resultados indican que entre mayor era la MOI
utilizada mayor era el consumo de glucosa, pues la produccion de adenovirus impone una

alta carga metabdlica a la célula (Palomares & Chavez-Pefia, 2010).
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Glucosa 1.5x10° cel/mL
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Gréfica 7. Consumo de glucosa en la cinética de 1.5 x106 cel/mL

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glucosa, a una
densidad de 1.5 x108 cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

Enla gréfica 7 se observan los consumos de glucosa a densidad 1.5x10°8 cel/MI. La infeccion
a MOI 1 obtuvo una glucosa remanente de 0.042 g/L y la MOI de 5 obtuvo 0.032 g/L, las
infecciones con estas MOI son las que realizan un mayor consumo de glucosa, mientras
gue las infecciones con MOI 0.1 la glucosa remanente fue de 0.509 g/L de glucosa. Estos
datos demuestran los efectos de la DC y MOI sobre el consumo de energia, es decir la
produccion de adenovirus recombinante y de la proteina recombinante per se imponen una
alta carga metabdlica a la célula, ademas de un mayor consumo debido a la densidad

celular, lo cual se ve reflejado en el consumo de glucosa.

Glutamina: Los aminoacidos son los bloques de construccién de las proteinas, y por ende
soningredientes obligatorios de todos los medios de cultivo conocidos. Son requeridos para
la proliferacion celulary al igual que con la glucosa, sudisponibilidad determina fuertemente
la méxima densidad celular alcanzable. La L-glutamina, un aminoacido esencial, es

particularmente importante, pues provee nitrogeno para el NAD, el NADPH y los
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nucledtidos,

pero ademas, en lineas celulares es también una fuente de energia secundaria

para el metabolismo (Arora, 2013).
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Gréfica 8. Consumo de glutamina en la cinética de 0.6x108 cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glutamina, a
una densidad de 0.6 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes

se recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.

Las barras
triplicado.

indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por

La grafica 8 muestra los consumos de glutamina en las infecciones con densidad celular

0.6 x10° cel/mL. Las concentraciones de glutamina remanentes son las siguientes: la MOI
0.1 tuvo 0.134 g/L, la MOI de 1tuvo 0.227 g/Ly la MOI de 5 tuvo 0.038 g/L. Como se puede

apreciar son las MOI de 0.1 y 5 las que hacen un mayor consumo de glutamina, estos

resultados podrian deberse a que es a MOI 0.1 donde se presenta un mayor crecimiento

celular (2.85 x10° cel/mL). Por lo tanto, las células necesitaron mayor cantidad de glutamina

para proliferar, ya que ésta es la que proporciona los blogues de construccion de proteinas.
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Gréfica 9. Consumo de Glutamina en la cinética de 1 x10¢ cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glutamina, a
una densidad de 1 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

En la grafica 9 se muestran los consumos de glutamina a densidad 1 x10° cel/mL. La
infeccion a MOI 0.1 obtuvo una glutamina remanente de 0.043 g/L y la MOI de 1 obtuvo
0.067 g/L y la MOI de 5 obtuvo 0.066 g/L. Igual que en la grafica 8, se aprecia que son las
MOI de 0.1y 5 las que hacen un mayor consumo de glutamina, estos resultados podrian
deberse a que es a MOI 0.1 donde se presenta un mayor crecimiento celular (2.78 x10°
cel/mL), por lo tanto, las células necesitaron mayor cantidad de glutamina para proliferar.
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Gréfica 10. Consumo de glucosa en la cinética de 1.5 x10% cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre el consumo de glutamina, a
una densidad de 1.5 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes

se recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por

triplicado.

En la grafica 10 se observan los consumos de glutamina a densidad 1.5x10° cel/mL, donde
los resultados obtenidos de glutamina remanente son los siguientes: la infeccion a MOI 0.1
obtuvo una glutamina de 0.067 g/L, la MOI de 1 obtuvo 0.058 g/L y la MOI de 5 obtuvo
0.052 g/L. Con estos resultados se concluye que a una mayor DC y MOI resultan en un

mayor consumo de glutamina.

Lactato: Una de las principales consecuencias del comportamiento metabdlico de las
células animales cultivadas in vitro es la formacion exacerbada de lactato. Cuando este
producto supera ciertas concentraciones criticas, inhibe el crecimiento celular y disminuyen
la produccion de proteina recombinante.
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Gréfica 11. Produccion de lactato en la cinética de 0.6x10° cel/mL

En esta gréfica se puede obsenar el efecto de la MOI sobre la produccién de lactato, a una
densidad de 0.6 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se
recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.

Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

La gréfica 11 muestrala produccion de lactato en las infecciones con densidad celular 0.6
x108 cel/mL, las concentraciones maximas obtenidas de lactato son las siguientes: la MOI
0.1 tuvo 6.77 g/L, la MOI de 1 tuvo 3.23 g/L y la MOI de 5 tuvo 6.84 g/L, como se puede
apreciar son las MOI de 0.1 y 5 las que producen una mayor cantidad de lactato. Estos
resultados se relacionan con la viabilidad celular (gréfica 2), con el consumo de glucosa
(gréfica 5) y glutamina (gréafica 8), donde se observé que es a MOI 0.1 donde se presenta
un mayor crecimiento celular (2.85 x10° cel/mL), por lo tanto, las células necesitaron mayor
cantidad de glutamina para proliferar, y aunque no consumen una mayor cantidad de
glucosa a comparacion de las otras MOI, este metabolito estaba a punto de agotarse al
momento de la recoleccion de la dltima muestra. En este caso la combinacion de estos
factores influyé para generar mayor cantidad de lactato en la infeccion con MOI 0.1y no en
MOI 1.
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Gréfica 12. Produccion de Lactato en la cinética de 1 x106 cel/mL

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI sobre la produccién de lactato, a una
densidad de 1 x106 cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por

triplicado.

La gréfica 12 muestra las producciones de lactato en las infecciones con densidad celular
1 x10° cel/mL. Las concentraciones de obtenidas de lactato fueron las siguientes: la MOI
0.1 tuvo 6.51 g/L, la MOI de 1 tuvo 7.06 g/L y la MOI de 5 tuvo 7.33 g/L. Como se puede
apreciar en términos generales, a mayor MOl mayor produccién de lactato, pero al observar
gue entre las 72 — 96 horas p.i. parece que podria haber un consumo de lactato. Patrones
similares de consumo de lactato se han reportado por otros investigadores en trabajos con
células BHK-21 y HEK293 utilizando medio D-MEM/F-12 (Lee, Yap, Hu, & Wong, 2003).
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Gréfica 13. Produccion de lactato en la cinética de 1.5 x106 cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre la produccién de lactato, a una
densidad de 1.5 x108 cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

La gréfica 13 muestrala produccién de lactato en las infecciones con densidad celular 1.5
x108 cel/mL. Las concentraciones de lactato obtenidas fueron las siguientes: la MOI 0.1 tuvo
8.88 g/L, la MOI de 1 tuvo 8.95 g/L y la MOI de 5 tuvo 9.10 g/L. En esta gréafica se aprecia
gue cuando incrementa la MOl y la DC, la produccién de lactato también aumenta, ya que
la produccion de adenovirus recombinantes y produccién de IFN-y otorga una alta carga

metabodlica a la célula.

Glutamato: Los esfuerzos para evitar los efectos de un aumento en la concentracion de
iones de amonio se han centrado basicamente en la sustitucion de glutamina por otro
compuesto capaz de ingresar al TCAc (Tricarboxylic acid cycle, TCA cycle). La sustitucion
de la glutamina por el glutamato es un ejemplo de este enfoque, que presenta las siguientes
ventajas: el glutamato tiene una mayor estabilidad quimica que la glutamina, la cual puede
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sintetizarse directamente a partir del glutamato en las células CHO porque expresa

glutamina sintetasa (GS), (Altamirano, Berrios, Vergara, & Becerra, 2013) y el glutamato es
menos amoniagénico porque solo tiene un grupo amina (Altamirano et al., 2013).
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Gréfica 14. Produccion de glutamato en la cinética de 0.6x106 cel/mL

En esta grafica se puede observar el efecto de la MOI sobre la producciéon de glutamato, a
una densidad de 0.6 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes

se recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.

Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por

triplicado.
La grafica 14 muestrala produccion de glutamato en las infecciones con densidad celular
0.6 x10° cel/mL. Las concentraciones maximas obtenidas fueron las siguientes: la MOI 0.1
tuvo 0.072 g/L, la MOI de 1 tuvo 0.111 g/L y la MOI de 5 tuvo 0.147 g/L, con esta gréfica se
aprecia que cuando incrementa la MOI y la DC, la produccién de glutamato también
aumenta.
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Gréfica 15. Produccién de glutamato en la cinética de 1 x108 cel/mL

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI sobre la produccién de glutamato, a
una densidad de 1 x108 cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes se

recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.
Las barras indican la desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

La gréfica 15 muestrala produccion de glutamato en las infecciones con densidad celular
1 x108 cel/mL. Las concentraciones maximas obtenidas son las siguientes: la MOI 0.1 tuvo
0.006 g/L, la MOI de 1 tuvo 0.0068 g/L y la MOI de 5 tuvo 0.014 g/L. En términos generales
se observo que cuando incrementa la MOI, la produccion de glutamato también aumenta,
sin embargo, la grafica muestra un consumo de glutamato partir de las 24 horas y hasta las
96 horas p.i., posteriormente se vuelve a producir glutamato.

La grafica 16 muestrala produccion de glutamato en las infecciones con densidad celular
1.5 x10° cel/mL, las concentraciones maximas obtenidas fueron las siguientes: la MOI 0.1
tuvo 0.084 g/L, la MOI de 1 tuvo 0.156 g/L y la MOI de 5 tuvo 0.0178 g/L, igual que en la
gréfica 15, se puede observar un consumo de glutamato a partir las 24 horas hasta las 72
horas p.i.
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Gréfica 16. Produccion de glutamato en la cinética de 1.5 x10% cel/mL

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI sobre la producciéon de glutamato, a
una densidad de 1.5 x10° cel/ mL de HEK293 creciendo en adherencia; los sobrenadantes
se recolectaron cada 24 horas, y se analizaron en el YSI 2200.

Las barras indican la desviacién estandar de los experimentos que se realizaron por
triplicado.

9.3.2.1 Rendimiento metabdlico.

Las células HEK 293 se usan comunmente para la produccion de adenovirus y vectores
virales adenoasociados, y actualmente, mediante expresion estable, para la produccion de
algunas proteinas recombinantes (E. Dormond, Perrier, & Kamen, 2009; Saha et al., 2014).
Estas células tienen un crecimiento limitado en cultivos discontinuos, como resultado de la
acumulacion de metabolitos toxicos. Ademas, consumen cantidades de glucosay glutamina
superiores a las necesarias para satisfacer sus necesidades de energia y biosintesis, lo que
resulta en una acumulacion de grandes cantidades de lactato y amonio en el medio. Esto,
a su vez, tiene un efecto negativo en el crecimiento celular vy, la productividad celular (Elias
et al., 2003).
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Se ha demostrado que el estudio del metabolismo celular es una herramienta util para

mejorar los rendimientos celulares y la formacion de productos; sin embargo, esto depende
de las condiciones del cultivo y de las estrategias de alimentacion (Lee et al., 2003).

El célculo de parametros cinéticos indica la relaciébn de consumo de nutrimentos y
produccién de metabolitos toxicos por célula-h.

Se observa que, en todas las combinaciones evaluadas, los cultivos infectados con la MOI
y la densidad celular mas altas, mostraron un mayor consumo de glucosa y glutamina; asi
como una mayor produccién de lactato y glutamato (tablas 12, 13 y 14). Lo que indica que
el uso de altas densidades celulares y altas MOl imponen una alta carga metabdlica a la
célula, que se ve reflejada por una alta velocidad de consumo de nutrientes (Palomares &
Chavez-Peiia, 2010).

Tabla 11. Consumo y produccion especificos de glucosa, glutamina, lactato y glutamato, de la
cinética de infeccién con densidad 0.6x10° cel/mL.

Densidad celular 0.6x1060eI/mL

MOI 0.1 1 5

g gluc (ng/cv) h-1 s -11.53 £ 0.53 -1591 £251 -18.39 £1.97
glact (ng/cv) h-1 £ s 19.42 + 4.77 28.41 +5.86 37.26 +11.11
ggin (ng/lcv) h-1 £ s -1.28+ 0.28 -2.13 £ 0.89 -2.64 + 0.66

gglut (nglcv) h-1+s  0.043 £0.01 0.86 +0.15 1.31+ 0.22
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Tabla 12. Consumo Yy produccién especificos de glucosa, glutamina, lactato y glutamato, de la
cinética de infeccion con densidad 1 x10° cel/mL.

Densidad celular 1.0x10° cel/mL

MOI 0.1 1 5

g gluc (ng/cv) h-1 -13.88 £ 0.04 -25.16 £ 0.6 -30.71 £1.72
g lact (ng/cv) h-1 42.71 +8.24 57.68 + 2.63 87.10 +4.87
g gln (ng/cv) h-1 -5.22 +0.69 -4.29 +0.39 -4.96 + 4.25

g glut (ng/cv) h-1 0.16 + 0.003 0.26 + 0.004 0.50 + 0.005

Tabla 13. Consumo y produccion especificos de glucosa, glutamina, lactato y glutamato, de la

cinética de infeccion con densidad 1.5 x10° cel/mL.

Densidad celular 1'5)(106 cel/mL

MOl 0.1 1 5

g gluc (ng/cv) h-1 -13.89- + 0.60 -22.05 + 2.68 -31.29 £1.98
q lact (ng/cv) h-1 55.28 + 4.77 79.50 + 10.69 113.91 £ 21.92
g gln (ng/cv) h-1 -3.35 +0.41 -4.48 +0.55 -5.32 +0.34

g glut (ng/cv) h-1 3.36 + 1.53 441 +1.98 5.14 + 0.66

Los datos negativos indican consumo y los datos positivos indican produccién del metabolito

en cuestion. glu, glucosa,; lact, lactato; gin, glutamina; glut, glutamato. + s, desviacién estandar
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9.4 Determinacion del titulo viral alas 120 horas p.i.

En el presente estudio, se evaluaron los efectos de la MOI y la densidad celular en la
produccion del vector adenoviral Ad5/IFNy. Para ello se utilizaron diferentes combinaciones
de infeccion, que se plantearon en la matriz experimental antes mencionada los

sobrenadantes que se evaluaron fueron los de todas las combinaciones, a las 120 horas
p..

Generalmente los tiempos de cosecha para adenovirus estan en el rango de 48-72 h; sin
embargo, algunos autores (Zhang et al., 1998; Lin, 1998; Irish et al., 2000) retrasan el
tiempo de cosechaa 4-7 dias o0 hasta que hay una lisis completa en los biorreactores.
Ambos métodos parecen valiosos ya que las productividades volumétricas estan en el
mismo rango que las de 2 a 3 dias (Nadeau & Kamen, 2003), sin embargo; la propagacion
del virus por su liberacion espontanea al medio es mas importante. Los adenovirus se
caracterizan por una adsorcion lenta alas células, por un ciclo de crecimientorelativamente
largo (30 a 40 horas) y por una liberacion lenta en el medio. Por lo tanto, un CPE debe
aparecer después de aproximadamente 120 horas o 5 dias p.i. (Wiga, Republic, With, &
February, 1977).

Los titulos virales fueron determinados por la técnica de End Point Dilution y para los

célculos se utilizd el Protocol No. PT3414-1, version No. 092412, Clontech Laboratories,
Inc. Adeno-X™ expression System 1 User manual, los resultados son los siguientes:

En la gréfica 17 se observan los efectos de la MOI y la DC sobre los rendimientos de
produccion de vectores adenovirales recombinantes; estos se analizaron en cultivos
estaticos de HEK293. Se aprecia que la mayor produccion de los vectores adenovirales se
obtuvo al infectar 0.6x10°¢ cel/mL con una MOI de 5 (8.76 x108 pvi/mL), también se observa
gue en las infecciones con densidades de 1 x10° cel/mLy 1.5 x10° cel/mL se obtiene mayor
productividad usando la MOI de 5. Sin embargo, la productividad viral desciende cuando se
usan altas densidades celulares, en este caso 1.5x10° cel/mL; estos resultados concuerdan
con lo reportado por otros autores, como son Yamada et al, 2009.
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Gréfica 17. Titulo viral obtenido en las cinéticas de infeccién a las 120 horas p.i

En esta gréfica se puede observar el efecto de la MOI y la DC sobre la produccién de
particulas \rales infectivas (pvi) a las 120 horas post infeccién. Las barras indican la

desviacion estandar de los experimentos que se realizaron por triplicado.

9.5 Western Blot.

Para corroborar que el sistema de expresion HEK293/Ad5 secreta al medio de cultivo el
IFNy se realizé un Western blot de los sobrenadantes recolectados durante las infecciones.
Esta técnica se realizd en condiciones desnaturalizantes y, como se muestra en la Figura
12, se obtuvieron bandas con un peso de entre 20 — 21 KDa, tanto para los carriles
correspondientes a los sobrenadantes de las cinéticas de infeccion (carriles 3 - 8 y 10),
como para el control positivo de IFNy (carril 2), que corresponde a un IFNy comercial en

forma de mondémero que se encuentra glicosilado (Human IFN gamma Platinum ELISA,



affimetrix eBioscience), reportado con un peso de entre 21 — 24 KDa. Este resultado sugiere
gue el IFN-Y expresado por el sistema HEK293/Ad5-IFNY  podria estar glicosilado.
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Figura 11. Western blot de los sobrenadantes obtenidos en las cinéticas de infeccion

Marcador de Peso molecular (carril 1)

Estandar de IFNy utilizado para el ELISA (carril 2)

0.6 — corresponde a la densidad 0.6x108 cel/ml (carril 3-4 y 10)
1.0 — corresponde a la densidad 1.0x10% cel/ml (carril 5-6)

1.5 — corresponde a la densidad 1.5x10° cel/ml (carril 7-8)
Sobrenadante de células sin infectar (carril 9)

72 — corresponde al sobrenadante de las 72 horas p.i.

120 - corresponde al sobrenadante de las 120 horas p.i.

9.6 Cuantificacion del IFNy humano.

Para la deteccion cuantitativa del IFNy humano expresado por el sistema HEK293/Ad5, se
utilizé la técnica de ELISA (Human IFN gamma Platinum ELISA de affimetrix eBioscience).
Los sobrenadantes recolectados de cada condicién de infeccién se analizaron por duplicado

(de acuerdo al protocolo), se realizd una curva del estandar de IFNy para calcular las
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concentraciones de las muestras. Durante el andlisis de las muestras, s6lo se pudo detectar
el IFNy alas 120 horas p.i.

En la grafica 18, se observa que en la cinética de infeccion a densidad 0.6x10° cel/mL, la
mayor produccion de del IFNy se registré cuando se infecté a MOI 5 (19.2 pg/mL), a MOI 1
se produjo 9.2 pg/mL, a MOI 0.1 no se pudo detectar la produccion de IFNy. En la cinética
de infeccion a densidad 1 x10° cel/mL, la mayor produccion de del IFNy se registré cuando

se infectd a MOI 5 (12 pg/mL), a MOI 1 se produjo 2 pg/mL, a MOI 0.1 no se pudo detectar
la produccion de IFNy. En la cinética de infeccion a densidad 1.5 x108 cel/mL, la mayor

produccion de del IFNy se registré cuando se infecté a MOI 5 (7.2 pg/mL), a MOI 1 se
produjo 2 pg/mL, a MOI 0.1 no se pudo detectar la produccion de IFNy.

Estos resultados indican que las mayores concentraciones de IFN-Y se producen cuando
se infecta a MOI 5y alas 120 horas p.i en todas las densidades celulares.

Produccidnde IFNY alas 120 horas p.i.
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Gréfica 18. Produccion de IFN a las 120 horas p.i

Las barras naranjas corresponden a las infecciones con MOI 0.1, las barras amarillas
corresponden alas infecciones con MOI 1, las barras verdes corresponden a las infecciones
con MOI 5. Se puede apreciar que las mejores productividades se obtienen con la MOI 5, a
mayores concentraciones celulares la productividad disminuye significativamente, el IFN-Y

se pudo cuantificar hasta las 120 horas p.i.



10. Discusién de los Resultados.

Las tecnologias detras de la produccion de proteinas terapéuticas han cambiado
sustancialmente desde que se aprobaron por primeravez en la década de 1980. La bacteria
Escherichia coli habia sido el sistema de expresién mas utilizado para la produccion de
proteinas heterélogas (Babaeipour et al., 2010), sin embargo; este sistema de expresion
presenta limitaciones, ya que las proteinas que se expresan en E. coli forman cuerpos de
inclusion, que complican su purificacion; los sistemas bacterianos no son capaces de
realizar glicosilaciéon, ademas la produccion de proteinas recombinantes en E. coli, suele
estar acompafiada de impurezas como endotoxinas y acidos nucleicos que contaminan el
producto (Bocci et al., 1985; Mohammadian-Mosaabadi et al., 2007; Petrov et al., 2010;
Rojas et al., 2010).

Aungue la mayoria de las proteinas bioterapéuticas desarrolladas hasta la fecha se han
producido utilizando las lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO) y mieloma
murino (NSO0), se han hecho cambios hacia el uso de lineas celulares humanas, como HEK
293. Una de las ventajas mas importantes del uso de lineas celulares humanas para la
produccion de proteinas es la mayor probabilidad de que la proteina recombinante
resultante sufra modificaciones postraduccionales que sean consistentes con las
observadas en proteinas humanas endégenas. Aunque otras lineas celulares de mamiferos
pueden producir modificaciones postraduccionales similares a las células humanas,
también producen modificaciones no humanas, tales como galactosa-a1,3-galactosa y
acido N-glicolilneuraminico, que son potencialmente inmunogénicas (Dumont et al., 2016).

Las células HEK293 se han usado ampliamente para producir proteinas de grado de
investigacion durante muchos afios y, mas recientemente, cinco agentes terapéuticos
producidos en células HEK293 han sido aprobados por la FDA o la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) para uso terapéutico. Estos agentes son drotrecogina alfa (XIGRIS®,
Eli Lilly Corporation, Indianapolis, IN), proteina de fusion recombinante factor IX Fc (rFIXFc,
Biogen, Cambridge, MA), proteina de fusion recombinante del factor VIl Fc (rFVIIFc;
Biogen, Cambridge, MA), factor VII recombinante (human-cl rhFVII, NUWIQ®;
Octapharma, Lachen, Suiza) y dulaglutida (TRULICITY®; Eli Lily, Indianapolis, IN).

La produccion de proteinas recombinantes en células de mamifero tipicamente se realiza
con el uso de lineas celulares transfectadas de manera estables; sin embargo, la
generacién de estas lineas consume mucho tiempo, debido al largo proceso de seleccion
de clones, que a menudo lleva 12 meses (Wurm, 2004). Dado que el tiempo en el mercado
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es un factor clave en la industria biofarmacéutica, la expresion genética transitoria (TGE)

se ha convertido en una herramienta poderosa en la Ultima década (Fliedl & Kaisermayer,
2011).

La necesidad de desarrollar nuevos productos y la presencia de un mercado local de
tamafio relevante presenta una gran oportunidad de crecimiento para la industria
biofarmacéutica de Meéxico. Hasta el 2015, 25 compafiias biofarmacéuticas estaban
operando en México, y se tiene previsto que para el 2025 se inviertan 500 millones de
dolares en investigacion y desarrollo, mientras que para el 2030 el 65% de los

medicamentos seran de origen bioldgico (Fuentes & Salieri, 2016).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la densidad celular (DC)y la Multiplicidad
de Infeccion (MOI) sobre el titulo de produccion de la proteina de interés, para este caso

Interferon gamma humano (IFN-y) y el titulo del vector adenoviral producido mediante el

sistema de expresion HEK 293/Adenovirus tipo 5 de primera generacion (HEK 293/Ad5).

Se utilizaron 3 diferentes DC (0.6x10°, 1x10° y 1.5x10° cel/mL)y 3 diferentes MOI (0.1, 1y
5). Los efectos de estas variables se ven reflejados desde las concentraciones celulares, la

produccion y consumo de metabolitos y sobre los titulos virales obtenidos y la produccién
de IFN-y.

e Las infecciones a MOI 0.1 permitieron una mayor concentracion celular viable,
consumen y producen una menor cantidad de metabolitos; sin embargo, la
produccion de pvi fue menor; asi como la produccion de IFN-y humano, la que no
se pudo detectar por ELISA, esto no significa que no haya expresion de la proteina
al usar esta MOI, el no haber detectado el IFN-y podria deberse a que la
concentracion del IFN-y se encuentra por debajo del limite de deteccion del kit de
ELISA, que se encuentra en 0.99 pg/mL.

e Se observé que las diferencias en las concentraciones celulares viabilidades entre
las infecciones con MOI 1y 5 se hicieron menores, dicha limitacién de crecimiento
podria deberse a la limitacién del espacio donde las células crecieron y/o el
resultado del agotamiento de nutrientes y / o la acumulacion de metabolitos
inhibidores en el medio de cultivo (Nadeau & Kamen, 2003).

e La MOI més alta (5) aumento la produccion de IFN-y y los rendimientos de pvi. Sin
embargo, se observo un mayor consumoy produccion de metabolitos en todos los
experimentos. Debido a que la produccion de virus recombinantes conlleva la
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sintesis de altas cantidades de ADN viral, ademas de las proteinas virales. Esto
impone una alta carga metabdlica a la célula, la que se ve reflejada por una alta
velocidad de consumode oxigeno y de otros nutrientes (Palomares & Chavez-Pefia,
2010).

A la densidad 0.6x10° cel/mL se obtuvieron las mayores productividades de IFN-y y

pvi, seguida de la densidad 1x106 cel/mLy por ultimo 1.5x10° cel/mL. Las infecciones
con 1x10° cel/mLy 1.5x10° cel/mL en combinacién con la MOI 0.1 y 1 disminuyen la
productividad del vector adenoviral y, en consecuencia, la productividad de la
proteina recombinante. Lo anterior se explica porque en el caso de las infecciones
a MOI bajas (<1), solo una pequefia proporcion de células se infectan inicialmente
después de la adicién del stock viral. Las células no infectadas se infectaran
después de que las células inicialmente infectadas comiencen a liberar los virus de
su progenie. Por lo tanto, para la produccion eficiente de vector adenoviral por
infeccion de baja multiplicidad, algunos estudios sugieren que se requieren tiempos
de cultivo mas largos para que todas las células se infecten y se complete la

replicacion del virus (Yamada et al., 2009).

El consumo de glucosa y glutaminay, la produccién de lactato y glutamato se cuantificaron

a partir de las 24 horas p.i.

Las graficas 5, 6 y 7 muestran el consumo de glucosa de las cinéticas de infeccién
a densidades 0.6 x10°, 1 x10° y 1.5 x10° cel/mL, respectivamente. En ellas se
muestra el consumo de glucosa, la que se comenzo a cuantificar a partir de las 24
horas p.i.; lo que coincide con el inicio de la fase de crecimiento exponencial de las
cinéticas de infeccion (gréficas 2, 3, y 4), y con el ciclo de vida del adenovirus que
tarda entre 24 — 36 horas (Curiel & Douglas, 2002).

De forma similar a otras lineas celulares continuas de mamiferos, las células
HEK293 tienen una glucdlisis altamente activa (Nadeau et al., 2000). (Henry &
Durocher, 2011; Nadeau et al., 2000). Algunos autores argumentan que el aumento
de la glucdlisis aerdbica se debe en parte a la sobreexpresion tanto del transporte
de glucosa como de las enzimas en la via glucolitica. Tal patron metabdlico
desequilibra el metabolismo central y energético e induce la acumulacién de un

intermediario metabdlico estratégico, el piruvato. La mayor parte del piruvato en
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estas células no se utiliza para la generacion de energia celular a través del ciclo
TCA pero se convierte en un subproducto metabdlico, el acido lactico (Nadeau et
al., 2000; Tennant, Duran, & Gottlieb, 2010).

En las gréficas 8, 9 y 10, se puede apreciar que el consumo de glutamina al igual
gue el consumo de glucosa coincide con el inicio de la fase de crecimiento
exponencial de las cinéticas de infeccién (graficas 2,3, y 4) y con el ciclo de vida del
vector adenoviral; ya que a medida que el proceso de infeccion avanzaba, las
células se encontraban sometidas a un mayor estrés metabdlico lo que indica que
en esta fase las células utilizaron la mayor cantidad aminoacidos para blogues de
construccion de las proteinas, para la proliferacion celulary como fuente de energia

secundaria.

En las graficas 11y 12, relacionadas con la produccion de lactato (0.6 x10° y 1 x10°
cel/ mL respectivamente), también se observo su posible consumo.

En la grafica 11 a MOI 5 se observé entre las 72 — 96 horas p.i.

En la gréafica 12 el posible consumo se observo con las tres MOI, a 0.1 y 1 las
primeras 72 horas p.i. fueron de produccion de lactato, y el intervalo de 72 — 96
horas p.i. se observo el posible consumo. Con la MOI 5 observo en el intervalo de
48 — 72 horas p.i y entre 96 -120 horas p.i. Algunos investigadores indican que la
utilizacion de lactato esta principalmente influenciada por el metabolismo oxidativo
mitocondrial y las células HEK293 empleadas en el contexto de produccion viral han
mostrado un cambio metabdlico similar desde la produccion de lactato hasta el
consumo de lactato (Zagari, Jordan, Stettler, Broly, & Wurm, 2013). Investigadores
como (Quek et al., 2014), establecen que un mayor flujo a través de la glutamato
deshidrogenasa en la direccién de consumo de glutamato tiende a correlacionarse
con un mayor rendimiento de lactato, hecho que se puede relacionar con las graficas
14,15 y 16 de glutamato.

Las gréficas 14, 15 y 16 no solo muestran produccion de glutamato, sino también su
consumo. Algunos estudios demostraron la utilizacién del glutamato por células de
insecto, los autores consideran que la utilizaciéon de este metabolito es una
caracteristica metabdlica de crecimiento en estas células, y que la utilizaciéon del

glutamato desempefia un papel clave en la regulacion del crecimiento de las células
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de insecto y que la eliminacion de la glutamina del medio de cultivo dio como
resultado un consumo significativo de glutamato en lugar de la produccién (Chou,
2014). Esta informacion se puede relacionar con las graficas de consumo de
glutamina (gréficas 8,9 y 10) donde se aprecia que los niveles de glutamina
practicamente estan agotados. Investigadores como (Quek et al, 2014)
establecieron por medio del sistemaRecon 2 que la tasade produccién de glutamato
fue constante, sin embargo, Recon 2 es una plataforma para simular e identificar
cambios en la contribucion o participacion de vias metabdlicas preasignadas
basadas en diferentes perfiles de tasas medidas. En su trabajo establecen que,
aunque el proceso de andlisis de glucosa, lactato, glutamina, glutamato y otros
metabolitos no se basoé en pruebas, la transparencia en el proceso de reduccion
puede dar una sensacion de confianza en los resultados del flujo. Otros
investigadores como (Lee et al., 2003), realizaron andlisis con cultivos de HEK293
utilizado para producir vectores adenovirales y, cuantificaron glucosa, glutamina,
lactato y glutamato; sin embargo, el glutamato no fue representado en su trabajo
debido a su patrén de producciény consumo extremadamente erratico, lo que llevo
al grupo de investigadores a no asignarle una tasa especifica promedio, pues

consideraron que no tenia sentido.

La produccién de IFN-y humano se vio afectada por la densidad celular y la MOI,
pues en la grafica 18, se observd que la mejor produccion de IFN-y humano (19.2
pg/mL=1.92 x10-° mg/L) se obtiene al infectar 0.6 x10° cel/mL con una MOI de 5, es
decir la densidad celular méas baja y la MOl mas alta utilizadas en este trabajo. En
el caso del titulo viral se observa el mismo efecto que en la produccion de IFN-y
humano, es decir; el mejor titulo viral se obtiene al infectar 0.6 x10° cel/mL con una
MOI de 5 (8.76 x108 pvi), se muestra en la grafica 17. Este patron de resultados
indica que el valor mas bajo de DC que logra la mejor produccion evita el uso
innecesario de células y se ve reflejado en ahorro de material biolégico. En la tabla
9 se observa que los rendimientos de IFN-y obtenidos en este trabajo (19.2 pg/mL=
1.92 x10° mg/L) son menores a los obtenidos por otros sistemas de expresién como
bacterias, levaduras y células de insecto, sin embargo, para la produccion de IFN-y
en estos sistemas se usaron diferentes métodos de cultivo, desde la utilizacion de

matraces de 250 mL hasta el uso de biorreactores Fed-batch, las productividades
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de IFN-y en estos sistemas van desde 1 x 10" mg/L en células mamaria de ratén
(Bagis et al., 2011), hasta 1700 mg/L en E. coli (Huang et al., 2013).

11. Conclusiones.
La densidad celular y multiplicidad de infeccion influyen de manera directa la produccion de
IFN-y en el sistema productor transitorio HEK293/Ad5.

Conclusion General.

En este trabajo se identificaron las condiciones de infeccidén que resultan en los mayores
rendimientos para la produccion de vectores adenovirales y de IFN-y humano producido

comotransgene por las células HEK293. Se encontré que la maxima productividad de IFN-
v en la combinacion de la densidad mas baja utilizada (0.6x106 cel/mL) con la MOI mas alta
(5), y alas 120 horas post infeccion, la produccion que se determiné fue de 19.2 pg/mL. Asi
mismo, se determind que la mejor produccion de adenovirus se obtiene al infectar 0.6x10°
cel/mL con una MOI de 5 (8.76 x108 pvi). En el caso del este sistema de expresion y para

las condiciones de infeccion utilizadas se puede deducir que una alta productividad de
proteina recombinante esta acompafada de una alta productividad del vector adenoviral.

CONCLUSIONES PARTICULARES:

De acuerdo a los andlisis de produccion y consumo de metabolitos SE OBSERVA que

HEK?293 presenta una flexibilidad metabdlica que le otorga la capacidad de ajustar su flujo
metabolico dependiendo de las condiciones especificas de cultivo.

12. Perspectivas

A partir de los analisis y discusiones presentadas en estatesis, las perspectivas de trabajos
futuros se orientan en dos direcciones que se enfocan en aumentar la productividad a través
de la optimizacién del metabolismo celular, un enfoque no dirigido y un enfoque dirigido
(Petiot, Cuperlovic-Culf, Shen, & Kamen, 2015).
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El enfoque no dirigido, consiste en mejorar las estrategias de alimentacion del cultivo

mediante la adicion de sustratos agotados o criticos y, finalmente, la eliminacion de

metabolitos toxicos.

Un enfoque no dirigido para este trabajo podria consistir en el desarrollo de nuevas
formulaciones de medio y mejoramiento de los mismos con la adicion de nuevos
sustratos.

Otra opcion seria trabajar con las condiciones de infeccion donde se obtuvieron
mejores rendimientos de virus y proteina recombinante, pero utilizando reemplazo
del medio cada cierto tiempo, esto con la finalidad de evitar la acumulacién de
metabolitos toxicos.

Mejorar las fases de produccion utilizando biorreactores de mayor capacidad y/o
instrumentados, usando HEK293 adaptada para crecer en suspension y/o HEK293

creciendo adheridas en microcarriers.

El enfoque dirigido intenta identificar objetivos especificos para la optimizacion a traves de

una mejor comprension del metabolismo celular bajo diferentes condiciones de operacion.

Aungue existen estudios enfocados al analisis de la metabolémicay la flujdmica de
HEK?293, seria una buena opcion aplicar estas dmicas al estudio especifico del
sistema HEK293/Ad5- IFNY humano, para la mejor compresion de su metabolismo,

que se vera reflejado en el aumento de la produccién viral y de proteina
recombinante.
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14. Anexos

14.1 RT-PCR del gen de IFN-y en células HEK 293

En el 2017, Sanchez Pacheco para su tesis de Licenciatura realizé un analisis del ARNm
para IFN-y en cultivos de HEK293 a 72 y 96h post-transduccion, en la figura de abajo se

107



observa que los carriles 4 y 5 muestran la amplificacion de los transcritos de IFN-y en 120
pb.
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Analisis del ARNm para INF-y en cultivos a 72y 96h post-transduccién. Los carriles 1,2y 3
muestran: el MPM (O’GeneRuler 100pb DNA Ladder Plus), ctrl (+) de RT-PCR (gen GAPDH en
496 pb) y ctrl (+) del gen INF-y (pVAX/INF-y) respectivamente. Los carriles 4 y 5 muestran la
amplificacion de los transcritos de INF-y en 120 pb a 72 y 96h post-transduccién respectivamente;
demostrando que el transgen fue transferido a las células HEK-293 de manera eficiente.
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