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Fig. 31: Curvas de evolucion de la concentraciéon de amonio en funcion del tiempo de cultivo para el
clon B1A2 cultivado en suspension en medio SMIF 6 adicionado con NH,CI: (m) control sin
NH,CI, (®) 1,5mM; (4)2,5mM y (v) 4mM.

A raiz de estos resultados se establecié que el umbral de tolerancia del clon B1A2
para este ion se encuentra alrededor de 4,5 mM (concentracion alcanzada por la suma de la
produccion tanto intra como extracelular de amonio, Fig. 31). Asimismo se determin6é que
una concentracion levemente superior (5—-6 mM), resulta fuertemente inhibitoria del
crecimiento de este clon. La concentracion de amonio alcanz6 el valor umbral a las 48 h de
cultivo (suspension cultivada en medio SMIF6 al que se agregé 2,5mM NH,CI),
observandose inmediatamente después una reduccion de la velocidad especifica de
crecimiento. Las células continuaron creciendo, sin embargo, hasta llegar a una densidad
similar a la del cultivo control, lo que fue posible probablemente por la significativa reduccién
en la concentracion de amonio en el sobrenadante que se verificé en forma simultdnea. Este
resultado permite inferir que los mecanismos empleados por el clon B1A2 para detoxificar el
amonio mediante su re-metabolizacion son altamente efectivos (para niveles inferiores al
valor umbral de 4,5 mM) y permiten el mantenimiento del cultivo y la obtencién de perfiles

metabodlicos similares al cultivo control.

Estas observaciones confirman que la inhibicién del crecimiento presentada por los
cultivos a los que se agregdé GIcNAc se debe a un efecto especifico de esta hexosamina
(probablemente el aumento del pool intracelular de UDP-GNAc), y no a la intoxicacién por la
acumulacion de amonio en el sobrenadante, ya que éste se mantuvo siempre por debajo del

umbral de tolerancia establecido anteriormente.

El perfil del consumo de glucosa fue similar para los cultivos con 0, 1,5y 4 mM
NH,CI, a pesar del deficiente crecimiento de este ultimo. El cultivo con 2,5 mM NH,CI
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presenté una mayor velocidad de consumo de glucosa, a pesar de haber alcanzado una
densidad celular similar a la de las primeras dos suspensiones mencionadas. La correlacién
entre la cantidad de glucosa consumida al final del cultivo y la proporcién de células
metabdlicamente activas (medida a través de la ICV), denominada Ycesige, Muestra que a
medida que se incrementa la concentracion de amonio en el medio de cultivo la eficiencia
metabdlica de rendimiento de masa celular a partir de glucosa disminuye considerablemente
(Tabla XXXVIII), necesitdndose (teéricamente) el doble de glucosa en el cultivo con 4 mM
NH,CI para obtener la misma proporcién de células que en el cultivo control.

Tabla XXXVIIl: Valores de rendimiento de masa celular a partir de glucosa (Yqic), €xpresados
en unidades de 10° células producidas por mmol de glucosa consumida durante
los 6 dias de cultivo.

NH.CI Yeengic Yiacigic
0 mM 14,9 1,840,6
1,5 mM 12,7 2,1+0,6
2,5mM 11,1 2,0+0,5
4 mM 71 1,310,2

En experimentos similares a los presentados anteriormente, Yang y Butler (2000a)
determinaron que la adicion de 20 mM de NH,CI ocasiona una reduccion del 25% en el
crecimiento celular de una linea recombinante de células CHO productoras de rhEPO. Esto
confirma que las diferentes lineas celulares pueden ser adaptadas para desarrollar una alta
tolerancia al amonio y crecer en muy altas concentraciones de este ion (Ryll y col., 1994).

Los valores de g se condicen con la observacion anterior, verificandose una
mayor produccién volumétrica de lactato en los cultivos a los que se adicioné la sal de
amonio con respecto al cultivo control. Los rendimientos de glucosa en lactato se

encontraron dentro del rango normalmente obtenido.

Con respecto a la velocidad especifica de produccion de rhEPO, todos los cultivos
presentaron valores similares. Se han publicado resultados dispares sobre el efecto del
amonio sobre la velocidad especifica de produccion de diferentes proteinas, todas ellas
producidas en células CHO: en tanto Borys y col. (1994) observaron una disminucién en la
velocidad especifica de producciéon del lactégeno-I murino al aumentar el contenido de
NH,CI, Andersen y Goochee (1995) determinaron un aumento en este parametro para el
G-CSF, al igual que Yang y Butler (2000a) para la rhEPO. Estos resultados no hacen mas
que resaltar la variabilidad existente entre diferentes lineas de células CHO, y la necesidad
de estudiar cada clon productor en sus condiciones de trabajo para poder validar las
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conclusiones obtenidas. Al transcurrir el tiempo de cultivo, la cinética de produccion de la
proteina de los cultivos con y sin NH,Cl se modific6 en forma diferente para cada caso
particular, obteniéndose la concentracién mas alta de rhEPO en el sobrenadante del cultivo

control.

Excepcionalmente, se verific6 una disminucion en la concentracion de rhEPO al
final de los cultivos suplementados con amonio. La degradacion de esta molécula al final de
los cultivos en modo batch ya ha sido previamente descrita: Yoon y col. (2005) observaron
este fendmeno en cultivos mantenidos a la temperatura de 37°C, y no a la de 32,5°C,
adjudicandolo a la mayor actividad de las proteasas a aquella temperatura. Yang y Butler
(2000a) no verificaron la degradacion de la rhEPO producida por células CHO en cultivos en
los que se adicioné hasta 40 mM NH,CI, mediante electroforesis bidimensional de la
proteina deglicosilada. Asimismo, utilizando esta misma técnica en un trabajo posterior
(Yang y Butler, 2000b), los autores reportaron un efecto protector frente a la degradacion
proteolitica ocasionado aparentemente por la presencia de 20 mM de glutamina (la que
generd una acumulacion de amonio superior a 6 mM en el medio de cultivo) en cultivos en
modo batch, lo que confirmaria sus resultados anteriores referidos a la falta de degradacion
de la rhEPO frente a altas concentraciones de amonio. Estos autores, sin embargo, no
fueron capaces de reproducir estos resultados en cultivos tipo fed-batch alimentados con

glutamina.

Las experiencias presentadas en este trabajo indicarian que una alta concentracién
de amonio en el medio extracelular del clon B1A2 afecta su metabolismo induciendo una
mayor actividad proteasica, que se refleja en una disminucién en la productividad
volumétrica de rhEPO al final del cultivo. Debido a que el anticuerpo monoclonal MAb2B2
utilizado en el ensayo de ELISA reconoce tanto la forma glicosilada como no glicosilada de
la rhEPO (Amadeo y col., 2004), no puede considerarse que la reduccién en la
concentracion detectada de esta molécula se deba a variaciones en su glicosilacién
ocasionadas por glicosidasas y/o sialidasas liberadas al medio de cultivo.

El perfil de isoformas producidas en los cultivos adicionados con diferentes
concentraciones de NH,Cl se estudi6 por isoelectroenfocado seguido de Western blot.
Posteriormente, la proporcion de cada isoforma fue determinada realizando la densitometria
de las bandas reveladas inmunoquimicamente (Tabla XXXIX). Se observd asi que la
proporcién de glicoformas de mayor contenido de &cido sidlico disminuye a medida que se
incrementa la concentracion inicial de amonio en el medio, hasta no detectarse las isoformas

acidas 6 y 7 en el cultivo con 4 mM NH,CI.
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Tabla XXXIX: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2
cultivado en suspension en medio SMIF 6 adicionado con diferentes
concentraciones de NH,CI.

Isoforma Control 1,5mM 2,5 mM 4 mM
-3 8,4 8,3 10,5 9,7
-2 2,8 0,9 1,8 0,9
-1 9,8 8,3 7,4 23,5
0 11,0 19,9 22,0 241
1 14,2 10,8 11,0 17,5
2 14,2 11,1 11,5 10,2
3 11,1 10,6 11,2 8,4
4 9,1 13,8 8,3 4,1
5 7,6 10,1 10,2 0,3
6 7.1 4,2 4,8 ND
7 53 2,4 2,0 ND
8 ND ND ND ND

Este hecho es de gran importancia debido a que, como se demostr6 anteriormente,
1,5 - 2,5 mM son concentraciones que pueden alcanzarse ya en el medio de cultivo antes de
ser utilizado, cuando éste no es conservado apropiadamente. El amonio producido por el
metabolismo celular se sumaria a la concentracion inicial en el medio, generando un entorno
de alta concentracién del ion y afectando negativamente la calidad glicosidica de la molécula
de rhEPO obtenida en estas condiciones. En tanto algunos autores sostienen que el efecto
del amonio sobre la glicosilacion de las proteinas se deberia a variaciones en la actividad
glicosiltransferasa/sialiltransferasa debido a alteraciones en el pH intracelular (Grammatikos
y col., 1998; Borys y col., 1994; Maiorella, 1992), otros verificaron un efecto directo del
amonio sobre el grado de sialidacién de la glicoproteina (Yang y Butler, 2000a, 2000b).

Hasta aqui se ha analizado el efecto del agregado de diferentes componentes al
medio de cultivo utilizado para cultivar el clon B1A2. No debe dejar de considerarse, sin
embargo, que cuando se incorporan aditivos a un medio de cultivo para estudiar el efecto
que estas moléculas tienen sobre las células, este agregado lleva a un incremento en la
osmolalidad del medio, el cual —superados ciertos limites — podria afectar perse el

metabolismo celular e interferir en los resultados de las experiencias.

Con el fin de estudiar la influencia que podria tener un aumento en la osmolalidad
sobre el metabolismo del clon en estudio, y definir si esto pudo haber afectado los
resultados anteriores (y futuros), se llevaron a cabo las experiencias que se describen a
continuacion.
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5.4.6. Estudio del efecto de la osmolalidad sobre el crecimiento y la productividad
celulares

5.4.6.1. Estudio del efecto de un medio de cultivo hiperosmolal sobre el crecimiento y
la productividad del clon B1A2

Con el objeto de analizar el efecto que un medio hiperosmolal tendria sobre el
metabolismo del clon B1A2, en una situacion que imita lo que ocurre cuando se agregan
otras especies al medio de cultivo, se prepararon cuatro medios a partir del medio SMIF 6,
adicionandose las siguientes cantidades de NaCl:

0 mM NaCl (cultivo control)

10 mM NacCl

25 mM NacCl

50 mM NaCl

Partiendo de un cultivo en fase exponencial de crecimiento del clon B1A2 en
suspension en medio SMIF 6, sobre el cual se realiz6 el recuento de células viables, se
tomaron cuatro alicuotas iguales, las cuales fueron centrifugadas 8 min a 200 g. Cada pellet
fue resuspendido en 50 ml del medio apropiado, dejando el cultivo durante una hora en
agitacion de 50 rpm, a 37°C y 5% CO,. Una vez homogeneizado, se tom6 una alicuota de
1,5 ml de cada cultivo sobre la cual se procedié a contar las células. Luego las muestras
fueron centrifugadas 2 min a 600 g, y el sobrenadante se conservo a -20°C para la posterior
determinacion de nutrientes y catabolitos.

Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en la Fig. 32, en tanto los datos
de velocidades especificas de consumo/produccién de metabolitos y de Yaqc S€ presentan
en las Tablas XL y XLI, respectivamente.

El parametro més afectado por la adicion de NaCl al cultivo fue la concentracion
maxima de células alcanzada: mientras que no se verificaron diferencias importantes entre
el cultvo con 10mM NaCl con respecto al cultivo control (1,15x10°%y
9,3x10° cél. viables ml™, respectivamente), los cultivos con 25 mM y 50 mM NaCl llegaron a
una concentracién celular maxima equivalente al 63% y 17% de la alcanzada por el cultivo

control, respectivamente.

La velocidad especifica de crecimiento se mantuvo constante durante todo el
tiempo de cultivo, aunque su valor disminuy6 en forma inversa al contenido de NaCl, en

conformidad con datos previamente publicados (deZengotita y col., 2002b; Zhu y col., 2005).
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Fig. 32: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) amonio y (f) rhEPO para el clon
B1A2 cultivado en suspensién en medio SMIF 6 adicionado con NaCl: (g ) control sin

NaCl, (@) 10 mM; (A) 25 mM y (y) 50 mM.
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Tabla XL: Parametros metabdlicos especificos para los cultivos en suspension del clon
B1A2 en medio SMIF 6 adicionado con diferentes concentraciones de NaCl.

NaCl 1) q%lc Qiac Cam qrhEPo
adicionado (h™ (nmol 10°cél" h™)  (nmol 10°cél” h™")  (nmol 10°cél" h™") (% 10 cél’ h™)
0,013+0,001 195+17 36748 631 0,424+0,012
0mM R=0,98 R=0,98 R=0,98 R=0,99 R=0,99
P=0,0004 P=0,0003 P=0,0167 P=0,0006 P<0,0001
0,01110,001 169+12 336149 6215 0,38710,026
10 mM R=0,96 R=0,99 R=0,98 R=0,99 R=0,99
P=0,0005 P<0,0001 P=0,021 P=0,007 P<0,0001
0,00910,001 195412 535185 6419 0,47710,045
25 mM R=0,95 R=0,99 R=0,98 R=0,97 R=0,99
P=0,0001 P<0,0001 P=0,024 P=0,006 P=0,002
0,013+0,005 1974 277134 6715 0,387+0,061
50 mM R=0,92 R=0,99 R=0,96 R=0,99 R=0,94
P=0,258 P<0,0001 P=0,0005 P=0,001 P=0,002
Tabla XLI: Valores de Y acqc Calculados para los cultivos en suspension del clon B1A2 en

medio SMIF 6 adicionado con diferentes concentraciones de NaCl.

NaCl

adicionado Yiacigic
0mM 1,940,3
10 mM 2,0+0,3
25 mM 2,7+0,5
50 mM 1,4£0,2

La sensibilidad del clon B1A2 al aumento en la osmolalidad, sin embargo, parece
ser mayor que la de otros clones de la linea celular CHO, ya que Yang y Butler (2000a)
reportaron que la adicién de 20 mM NaCl a un medio de cultivo libre de suero no tuvo efecto
sobre la produccién de células del clon por ellos estudiado. La excepcion a esta observacion
es el cultivo con 50 mM NaCl, el cual presentd una p del mismo orden que el cultivo control
durante las primeras 48 h (siendo éste el valor que se indica en la Tabla XL).

Si se analizan los valores absolutos de concentracion de células en la Fig. 32, se
observa que los cuatro cultivos presentan pendientes similares durante las primeras 48 h de
cultivo. La diferencia entre los valores de p mostrados en la Tabla XL radica en que éstos
son calculados a partir de la regresidén realizada sobre la mayor cantidad de datos
experimentales para los cuales se obtiene un R20,95. En el caso de los cultivos control,
10 mM y 25 mM NaCl se incluyeron todos los datos para el célculo de W, mientras que para
el cultivo con 50 mM sdélo se consideraron los datos de las primeras 48 h, debido a la
posterior caida abrupta en la concentracién de células viables. Es factible concluir entonces
que cuando las células son sometidas a condiciones de estrés hiperosmético, dentro del
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rango de osmolalidad evaluado, sélo se observan efectos sobre el crecimiento después de
las primeras 48 h de cultivo.

Los perfiles de consumo de glucosa fueron similares para todos los cultivos. Sin
embargo, se observa un desplazamiento de las curvas de los cultivos con NaCl hacia
valores inferiores de qgq, resultado que sugiere un leve efecto de la osmolalidad sobre este
parametro. Los efectos de la osmolalidad sobre qq. observados por distintos autores son
relativamente variables: mientras que algunos resultados verificaron una leve tendencia al
aumento de la gq. en funcion de la osmolalidad (deZengotita y col., 2002b; Oh y col., 1995),
otros no evidenciaron efecto alguno (Jdyaas y col., 1994). Estas diferencias podrian ser
explicadas en parte por el uso de diferentes medios de cultivo, ya que se ha establecido el
impacto de éstos sobre el metabolismo de la glucosa bajo condiciones hiperosméticas (Ryu
y Lee, 1997).

Las curvas de produccién de lactato, por otra parte, también fueron analogas entre
los cultivos, si bien la suspension suplementada con 25 mM NaCl present6 valores de Qyqc
mas altos que el resto, lo que redundd en una menor eficiencia de utilizacién de la glucosa,
obteniéndose un rendimiento Y, Mas alto para este cultivo (Tabla XLI).

No se verificaron grandes diferencias en los valores de g.n, entre las suspensiones.
En el cultivo control este pardmetro se mantuvo constante durante las primeras 72 h, en
tanto que para los cultivos de mayor osmolalidad el valor definido para g.m se extendié por
un dia mas de cultivo. La mayor productividad volumétrica de NH4* se verificé en el cultivo
con 25 mM NaCl, aunque el valor alcanzado se encuentra dentro de lo esperado en un
cultivo batch.

Se verifico asi que la osmolalidad tiene un leve efecto, aunque opuesto, sobre qqc ¥
sobre la velocidad especifica de produccion de catabolitos (qiac ¥ gam)- El aumento de estos
dos ultimos coincide con lo observado por Zhu y col. (2005).

Con respecto al parametro qmepo, l0s valores obtenidos para los cuatro cultivos
fueron muy similares, indicando que la osmolalidad no tiene un efecto significativo sobre la
Omepo- La variacion en la concentracion maxima alcanzada dependié entonces de las

distintas concentraciones celulares obtenidas en cada caso.

Los valores de osmolalidad medidos durante el cultivo se incrementaron levemente
durante las primeras 24 h, manteniéndose luego relativamente constantes (Fig. 33). El
aumento en la osmolalidad a lo largo de todo el cultivo con respecto a su nivel inicial nunca
super6 el valor de 20 mOsm kg ™.
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Fig. 33: Curvas de evoluciéon de la osmolalidad en funcién del tiempo de cultivo para el clon B1A2
cultivado en suspensiéon en medio SMIF 6 adicionado con NaCl: (m) control sin NaCl, (® )
10mM, (A) 25mM y (w) 50 mM.

Las muestras de los sobrenadantes de cultivo se analizaron por IEF seguido de

Western blot y densitometria de las bandas. La proporcion relativa porcentual de cada

isoforma presente en las muestras estudiadas se resume en la Tabla XLII.

Tabla XLII:

Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2
cultivado en suspension en medio SMIF 6 adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl.

Isoforma Control 10 mM NaCl 25 mM NaCl 50 mM NacCl
-3 0,1 0,1 0,4 0,1
-2 2,7 2,9 1,0 ND
-1 6,6 4.4 11,8 15,8
0 13,6 11,2 10,2 12,5
1 15,6 13,5 15,7 13,5
2 15,2 17,2 17,4 19,6
3 8,8 17,7 19,7 19,8
4 13,6 13,3 16,7 13,2
5 12,1 11,5 6,9 5,2
6 9,5 7,1 0,2 0,3
7 2,3 1,2 ND ND
8 ND ND ND ND
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Los datos experimentales muestran que a medida que aumenta el contenido de
NaCl del medio de cultivo —y en consecuencia la osmolalidad — se verifica una disminucion
en el contenido de las isoformas de mayor contenido de acido sialico, aun cuando no se
observen diferencias significativas en los parametros normalmente utilizados para
caracterizar un cultivo. Ejemplo de esto es el cultivo al cual se adicion6 10 mM NaCl, el cual
mostré un crecimiento muy similar al cultivo control, y sin embargo, se verifica una
redistribucion de la proporcién de isoformas, disminuyendo la cantidad de las mas &cidas, e
incrementandose la de glicoformas con menor contenido de &cido sialico. Estos resultados
discrepan con lo previamente informado por Yang y Butler (2000a), quienes observaron que
el patrén de glicosilacién de la rhEPO obtenido en cultivos suplementados con 40 mM NaCl
no presentd diferencias con respecto al cultivo control. Es posible que la causa de esta
variabilidad en el comportamiento observada radique en la utilizacion de un clon diferente, el
cual — debido a su historia previa — pudo ser adaptado al crecimiento en condiciones de alta
osmolalidad.

Considerando la poca variabilidad observada en la osmolalidad durante el tiempo
de cultivo, resulta evidente la necesidad de controlar esta variable en el medio de cultivo a
utilizar, por su directa influencia sobre la calidad glicosidica de la molécula de rhEPO
producida.

A la luz de los resultados obtenidos al estudiar el efecto del aumento de la
osmolalidad sobre los parametros metabdlicos del clon B1A2, es posible obtener algunas
conclusiones sobre el efecto del agregado de GIcNAc al cultivo del clon, descrito en

experiencias anteriores.

De acuerdo con lo observado, la adicion de 20 mM GIcNAc tendria entonces un
efecto similar - desde el punto de vista del aumento de especies con efecto osmético - al
agregado de 10 mM NaCl. En este caso, como se vio, el efecto de la osmolalidad es
practicamente nulo sobre las velocidades especificas de consumo/produccién, en tanto se
verifica como negativo sobre la calidad glicosidica de la molécula de rhEPO secretada.

Estos resultados indican que los efectos observados durante los cultivos realizados
agregando este aminoazucar al medio sélo podrian ser atribuidos especificamente a la
presencia de esta molécula. En el caso particular del agregado de 20 mM GicNAc al cultivo,
y desde el punto de vista de su influencia sobre el patrén de glicosilacion de la rhEPO, no es
posible separar el efecto del aminoazicar usado en esta concentracion y el efecto del
incremento en la osmolalidad ocasionado por el agregado de esta especie al medio.
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5.4.6.2. Estudio del efecto de un medio de cultivo hipoosmolal sobre el crecimiento y
la productividad del clon B1A2

Habiéndose establecido que un incremento en la osmolalidad del medio de cultivo
puede afectar negativamente el patrén de glicoformas de rhEPO producido por el clon B1A2,
se procedi6 a evaluar el efecto que un medio de cultivo de osmolalidad menor a la estandar

podria tener sobre el metabolismo de este clon.

Para ello se prepar6é un medio de cultivo de composicion similar a la del medio
SMIF 6 pero sin el agregado de NaCl, al cual se llamé medio Zell-C1. Este medio de cultivo
fue suplementado con las siguientes cantidades de NaCl, para dar origen a siete medios de
cultivo de osmolalidad creciente (Tabla XLIII):

Tabla XLIII: Clasificacion de los medios de cultivo obtenidos al adicionar diferentes
concentraciones de NaCl al medio Zell-C1 (referencia: medio SMIF 6).

Concentracion de NaCl Condicion del

medio
60 mM Hipoosmolal
80 mM Hipoosmolal
90 mM Hipoosmolal
100 mM Hipoosmolal
120 mM Hipoosmolal
150 mM Hiperosmolal
180 mM Hiperosmolal

Se determiné entonces la osmolalidad inicial de los medios de cultivo a ser
utilizados durante la experiencia, por duplicado. Como puede observarse en la Fig. 34, la
tasa de variacion de osmolalidad del medio de cultivo empleado en funcién de la cantidad de
NaCl agregada se mantuvo aproximadamente constante en un valor de 1,94 mOsm kg™ por
mmol de NaCl agregado a un litro de solucién (R=0,99). Este valor era esperado, debido a la
atraccion mutua existente entre los iones ya comentada previamente en la Introduccion de
este trabajo de tesis. A partir de este grafico se obtuvieron los valores de osmolalidad
asociados a los medios de cultivo utilizados, libres de células (Tabla XLIV).

Todos los cultivos - salvo para el medio SMIF 6 y para el medio suplementado con
NaCl 90 mM - se realizaron por duplicado, indicados en la Fig. 35 y en la Tabla LXV como
‘@’ y “b”. Se parti6 de una suspensidon madre del clon B1A2 en fase exponencial de
crecimiento en medio SMIF 6. Un volumen apropiado de esta suspensién fue centrifugado
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durante 8 min a 200 g; los pellets fueron resuspendidos en cada uno de los medios
indicados y los cultivos mantenidos a 37°C en estufa gaseada. Paralelamente se realizd un
cultivo en medio SMIF 6 comercial, con fines comparativos, siendo la osmolalidad de este
medio aproximadamente 33045 mOsm kg .
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Fig. 34: Tasa de variacion de osmolalidad del medio de cultivo empleado en funcién de la cantidad de
NaCl agregada al medio de cultivo Zell C1.

Tabla XLIV: Valores de osmolalidad de los medios de cultivos generados a partir de la
adicion de diferentes concentraciones de NaCl al medio Zell-C1.

Concentracion de NaCl Osmolalidad del medio

60 mM 179 mOsm kg
80 mM 216 mOsm kg
90 mM 228 mOsm kg
100 mM 243 mOsm kg
120 mM 298 mOsm kg
150 mM 351 mOsm kg
180 mM 419 mOsm kg

Las muestras recolectadas diariamente se usaron para realizar el recuento de
células y determinar la concentracion de metabolitos en sobrenadante de cultivo. Con los
datos experimentales se construyeron los graficos de los parametros metabdlicos (Fig. 35), y
del andlisis de estas curvas se obtuvieron los valores de velocidad especifica de
crecimiento, consumo y produccién de metabolitos en las diferentes condiciones ensayadas
que se resumen en la Tabla XLV.



Resultados y Discusion — Capitulo N°2 de 5

178

(a)

(b)

AConcentracion de células (cél./ml

AConcentracién de glucosa (mM)

2,0x10° 2,0x10°
1,6x10° 1,6x10°
E E
< 1,2x10° /’0 < 1,2x10°
g A
> v >
0 8,0x10" O 8,0x10'
4,0x10" /M 4,0x10"
v/" o
00— 00 =T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)
(d) (e)
1,2x10° 20
T 18-
=1,0x10°1 =
8 p
0 8,0x10° 3
1] o
3 L5 E]
8 y o
5
%6,0x10 ’/ % -g
c / \{_)
el Z 8
&4,0x10° 1 2/‘ £
= c
5 s 8
2 K/ g
S2,0x10° 1 /F*04 3
o 5 3
< q nd
0’0 ; T T T T T T T T
0.0 4,0x10 8,010 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10° 0.0 4,0x10" 8,0x107 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10°
ICV (cél. h. mI") ICV (cél. h. mI™)

16

AConcentracién de lactato (mM)

0

(h)

1,2x10°

1,0x10° 1

8,0x10° 1

6,0x10°

4,0x10°

2,0x10°

0,0

0,0

T T T T
4,0x107 8,0x107 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10°
ICV (cél. h. mI™)

(f)

4,0x10” 8,0x10” 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10°
ICV (cél. h. mI™)

141

AConcentracién de lactato (mM)

0.0 4,0x107 8,0x10” 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10°

ICV (cél. h. ml™)

4,0x107 8,0x107 1,2x10° 1,6x10° 2,0x10°

ICV (cél. h. mI™)

Fig. 35: Curvas de (a) y (b) ICV; (c) y (d) células; (e) y (f) glucosa; (g) y (h) lactato para el clon B1A2
cultivado en suspensién en medio Zell C1 adicionado con diferentes concentraciones de
NaCly en SMIF 6: ®) 180 mM a, (®) 180 mM b, (4) 150 mM a, (¥) 150 mM b, (®)120mMa,

(

) 120 mM b, (®) SMIF 6, (®) 100 mM a, (

() 80 mM b, (1) 60 mM ay (O) 60 mM b.

) 100 mM b, (¥ ) 90 mM, (¢ ) 80 mM a,
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Fig. 35 (cont.): Curvas de (i) y (j) glutamina, (k) y (I) glutamato; (m) y (n) amonio; (0) y (p) rhEPO para
el clon B1A2 cultivado en suspensién en medio Zell-C1 adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl y en SMIF 6: (M) 180 mM a, (®) 180 mM b, ( 4) 150 mM a,
(W) 150 mM b, ( ¢) 120 mM a, () 120 mM b, (X) SMIF6, ( ®) 100 mM a, (£) 100mMb,
(9)90mM, (¢)80mMa, ( )80mMMb, (O)60mMay (O 60 mM b.



Tabla XLV: Parametros metabdlicos especificos para los cultivos en suspension del clon B1A2 en medio Zell-C1 adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl, y en medio SMIF 6.
NaCl M alc Qiac CJam Jain Jglu qrhePoO
(mM) (h™ (nmol 10°cél" h™")  (nmol 10%cél" h") (nmol10®cél’ h™") (nmol10%cél" h™") (nmol10®cél’ h™") (% 10°cel’ h™)
180 mM 0,00610,001 15014 254145, 8317 5716 1545 0,46310,057
(a) R=0,95 P=0,052 R=0,98 P=0,0005 R=0,97 P=0,30 R=0,99 P=0,008 R=0,99 P0,011 R=0,96 P=0,188 R=0,97 P=0,001
180 mM 0,0054+0,0007 147414, 257+33, 87+10 5747 1547 0,533+0,064
(b) R=0,98 P=0,017 R=0,98 P=0,0005 R=0,98 P=0,016 R=0,99 P=0,012 R=0,98 P=0,015 R=0,92 P=0,255 R=0,97 P=0,001
150 mM 0,0109:0,0009 27610, 328166 6514 70113 11£2 0,5490,063
(a) R=0,99 P=0,001 R=0,99 P=0,001 R=0,96 P=0,039 R=0,99 P=0,0056 R=0,97 P=0,031 R=0,97 P=0,028 R=0,96 P=0,0001
150 mM 0,011410,0003 249130 395151 5419 77411 1242 0,601:0,034
(b) R=0,99 P<0,0001 R=98 P=0,004 R=0,98 P=0,016 R=0,96 P=0,008 R=0,98 P=0,021 R=0,98 P=0,016 R=0,99 P<0,0001
120 mM 0,02610,002 309158 8021128 78120 17746 56131 0,34710,028
(a) R=0,99 P=0,006 R=0,97 P=0,033 R=0,99 P=0,101 R=0,94 P=0,060 R=0,97 P=0,160 R=0,90 P=0,320 R=0,98 P<0,0001
120 mM 0,01710,002 269122 331179 7513 6515 2916 0,40410,040
(b) R=0,99 P=0,013 R=0,99 P=0,007 R=095 P=0,052 R=0,97 P=0,028 R=0,99 P=0,005 R=0,98 P=0,137 R=0,97 P<0,0001
100 mM 0,01710,001 293113 335152 64111 6817 25+0,1 0,28410,013
() R=0,99 P=0,0005 R=0,99 P=0,002 R=0,98 P=0,024 R=0,97 P=0,027 R=0,99 P=0,009 R=099 P=0,003 R=0,99 P<0,0001
100 mM 0,019:0,001 248116 257130 6019 5917 2618, 0,321:0,032
(b) R=0,99 P=0,008 R=0,99 P=0,004 R=0,99 P=0,013 R=0,98 P=0,023 R=0,99 P=0,014 R=0,95 P=0,201 R=0,97 P<0,0001
90 mM 0,0111£0,0004 238+16 286173 6110 6317 32+13 0,35110,027
R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P=0,005 R=0,94 P=0,060 R=0,97 P=0,023 R=0,99 P=0,012 R=0,93 P=0248 R=0,98 P<0,0001
80 mM 0,0141+0,0007 230116 475+107 63+12 6118 3716 0,57910,047
(a) R=0,99 P=0,0003 R=0,99 P=0,005 R=0,98 P=0,142 R=0,97 P=0,033 R=0,98 P=0,016 R=0,99 P=0,101 R=0,98 P<0,0001
80 mM 0,0123+0,0004 252124 494190 72111 6618 47114 0,608+0,082
(b) R=0,99 P<0,001 R=0,99 P=0,009 R=098 P=0,114 R=0,98 P=0,024 R=0,98 P=0,016 R=0,98 P=0,019 R=0,98 P=0,0001
60 mM 0,01410,004 1447 243152 4416 5313 3214 0,52310,066
() R=0,96 P=0,169 R=0,99 P<0,0001 R=0,96 P=0,042 R=0,97 P=0,005 R=0,99 P=0,0004 R=0,98 P=0,019 R=0,96 P=0,0005
60 mM 0,009+0,001 284127 540+163 3818 5516 36115 0,979+0,082
(b) R=0,96 P=0,036 R=0,99 P=0,002 R=0,96 P=0,186 R=0,92 P=0,010 R=0,98 P=0,0009 R=0,86 P=0,136 R=0,99 P=0,001
0,0185+0,0007 183121 358132 8119 7214 112 0,469+0,019
SMIF 6 R=0,99 P=0,002 R=0,99 P0,013 R=099 P=0,56 R=0,99 P=0,070 R=0,99 P=0,033 R=0,98 P=0,020 R=0,99 P<0,0001
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Los datos de evoluciéon de la osmolalidad durante el cultivo (graficados como el
promedio de los duplicados de los cultivos) se muestran en la Fig. 36: se verificd asi que
ésta se mantuvo relativamente constante a lo largo de todo el cultivo, en forma similar a lo

observado previamente para el caso de los cultivos en medio SMIF 6 adicionado con NaCl.
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Fig. 36: Curvas de evolucién de la osmolalidad en funcién del tiempo de cultivo para el clon B1A2
cultivado en suspensién en medio Zell C1 adicionado con diferentes concentraciones de
NaCl: (m) 180mM, (®) 150mM, (4) 120mM, (v ) SMIF 6, (¢) 100mM, () 90mM, (X) 80mM
y (®) 60mM.

Con el fin de establecer si existe una correlacion entre la osmolalidad del medio de
cultivo utilizado y los pardmetros metabdlicos analizados, se graficaron los valores promedio
obtenidos para H, Jgic, Qiacs; dgin» dgius Jam Y Grmepo €N funcion de la osmolalidad (medida sobre
el medio de cultivo libre de células, ver Tabla XLIV).

En la Fig. 37 se observa que los valores de velocidades especificas asociadas a
cada valor de osmolalidad se distribuyen aproximadamente en forma de campana (M, qgic,

Qiac) O linealmente (Qgin, dgius Jam)-

Un gran numero de fendmenos naturales — particularmente aquéllos que se ven
influenciados por un gran numero de factores, cada uno de los cuales interviene en pequefa
medida — siguen una distribucién en forma de campana. Debido a que en los procesos
metabdlicos que dan origen a los parametros calculados intervienen en forma decisiva un
gran numero de actividades enzimaticas (cuyo comportamiento también sigue una
distribucion similar, dependiente de la temperatura, pH, etc.), es razonable pensar que las
velocidades especificas derivadas de estas actividades también se distribuyan siguiendo
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una curva de este tipo, llamada curva de Gauss-Laplace o simplemente curva de Gauss. En
tanto, no resulta extrafo tampoco que otros parametros se relacionen en forma lineal con la
osmolalidad. Para determinar el modelo al que responde cada variable, sin embargo, se
procedié a ajustar los valores de acuerdo con un modelo lineal, un modelo gaussiano y un
modelo polindmico cuadratico. La bondad del ajuste, estimada mediante el coeficiente de
correlacion R asociado a cada modelo, se presenta en la Tabla XLVI.

En particular, para el ajuste lineal de las variables qgin, Qg Y dam Mostrados en la
Fig. 37 no se consideré el valor correspondiente al cultivo de mayor osmolalidad
(419,2 mOsm kg™"). En el caso de gqn es probable que el bajo valor obtenido se deba en
realidad al limitado crecimiento celular mas que a un modelo diferente del lineal. Para el
caso de qqu Y dam, forzar un modelo gaussiano por causa de este Ultimo punto experimental
no parece razonable, por varios motivos: en primer lugar, el resto de los valores
experimentales se encuentra (aproximadamente) sobre una recta. En segundo lugar, nunca
seria posible comprobar que el modelo gaussiano es el modelo real, ya que las células no
sobreviven en condiciones de osmolalidad tan altas. Finalmente, si se tienen dos modelos
que ajustan igualmente bien a un conjunto de datos, se trata siempre de elegir el modelo
mas simple (Spiegel, 1980).

Las variables H, Qgic, Oiac; gin» dgius Jam Y Armero también se ajustaron de acuerdo con
un polinomio de tercer grado, obteniéndose valores muy altos de R (datos no mostrados).
Sin embargo, cuando el numero de datos es muy pequefio frente al nimero de parametros
del modelo ajustado se llega a un sobreajuste del modelo, razén por la cual este ajuste no
fue considerado en el andlisis (el sobreajuste de modelos se comentara mas adelante en la
Seccidn 8 de este trabajo de tesis).

Tabla XLVI:  Valores del coeficiente de correlacion R obtenidos al ajustar diferentes modelos
a los datos de M, Qgic; Qiacs Agins Ugius Gam Y Grmero Calculados, en funcién de la
osmolalidad del medio de cultivo.

Valor R del ajuste

Respuesta Modelo lineal Modelo gaussiano Modelo cuadratico
M -0,18 0,96 -0,88
glc -0,39 0,97 -0,98
Qlac -0,55 0,82 0,86
gin 0,91 0,87 -0,90
Jglu -0,97 0,99 0,95
Qam 0,89 0,81 -0,94

QrhEPO 0,09 0,89 0,41
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De esta manera se decidi6 ajustar los valores de W, Qgc Y Qe @ UNa curva
gaussiana, Y Jgn, dgu Y 9am @ una recta (Fig. 37). En particular para el parametro Qmepo S€
obtuvo un valor alto de R al ajustar un modelo gaussiano; sin embargo la distancia entre los
puntos de inflexion de la curva en forma de campana es muy pequefa, como si existiese
una gran variabilidad de los datos en un rango muy restringido de osmolalidad. Debido a la
falta de datos experimentales en esta region que comprobasen esta aparentemente extrema
sensibilidad de qgnepo cON respecto a la osmolalidad del medio de cultivo, se consideré que
esta variable no se ajusta a ninguno de los modelos propuestos, siendo probablemente mas
dependiente de otros factores (no determinados) que de la osmolalidad. Para exponer este
andlisis, en la Fig. 37 se incluye la curva de Gauss tedrica propuesta por el ajuste. Los
resultados mostrados en la Fig. 32(f), por otro lado, también indican que el valor Qmepo NO
varia en el rango de osmolalidad estudiado.

Las curvas gaussianas obtenidas responden a la siguiente ecuacion:

)

e 2% (23)

A
=y, +
Y=Y P /—2H

en donde:
¥, = valorde y para x=0
A = areabajo la curva

s = desviacidn estandar

x, = valor de x para el cual |y| es maximo

Las ecuaciones que definen la dependencia de H, Qgc, Qiacs Agins Agiu Y Gam CON
respecto a la osmolalidad del medio de cultivo (variable independiente X) y determinadas a
partir del ajuste de las curvas presentadas en la Fig. 37 son las siguientes:
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Fig. 37: Modelos ajustados para los datos de (a) y, (b) Agics (€) Qe () Qgin> (e) Agius (f) 9am Y (9) Arepo
en funcién de la osmolalidad del medio de cultivo.
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e Velocidad especifica de crecimiento (p):

(x—285,7)?

1,93 - 2
e 2(47,6)

47,6+ 211

y =0,00637 +

e Velocidad especifica de consumo de glucosa (qg):

_(x-284.8)

99 954 3 2(128,5)2

128,5v 2H

y=-224+

e Velocidad especifica de produccion de lactato (q.c):

_(x—285.8)°

(-124.797 2) 2956

95,6211

y=818,1+

e Velocidad especifica de consumo de glutamina (qgin):

y =40,1+0,095x

e Velocidad especifica de produccion de glutamato (qgq):

y=064,5-0,154x

¢ Velocidad especifica de produccion de amonio (q.m):

y=10,3+0,223x

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

La Fig. 37 muestra que los valores de velocidad especifica de crecimiento

presentan una distribucibn en forma de campana de Gauss, con su valor maximo

correspondiente a un medio de cultivo de osmolalidad en el rango 286+5 mOsm kg™'. En

forma similar, la velocidad especifica de consumo de glucosa también tiene un maximo

cercano a esos valores (285+7 mOsm kg''), coincidiendo aproximadamente con el minimo

de la curva ajustada para q.c (286+12 mOsm kg™'). Este hecho indica que en este rango de

osmolalidad el clon B1A2 realiza el mejor aprovechamiento de la glucosa consumida,
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destinandola a producir masa celular y minimizando asi la generacion de lactato.

Los valores de Yiacge Y de Yamgn S€ calcularon en base a las curvas ajustadas
(datos no mostrados), verificandose que mientras la tasa de rendimiento de lactato a partir
de glucosa también tiene forma de campana con un minimo en 283+1 mMOsm kg™, Yamgn

aumenta linealmente conforme se incrementa la osmolalidad del medio de cultivo usado.

Contrariamente a lo observado para el resto de los parametros metabdlicos, los
valores de Qmepo se distribuyen siguiendo un patrén menos definido, encontrandose todos
ellos dentro del rango 0,3 - 0,6 % 10° cél h™ - a excepcién del cultivo adicionado de 60 mM
NaCl(b). La baja variabilidad entre los replicados de los cultivos (con la salvedad del cultivo
mencionado) y la amplitud del rango de osmolalidad estudiado confirmaria las
observaciones realizadas previamente acerca de que la variacion en la osmolalidad del
medio de cultivo no ejerce un efecto sustancial sobre la velocidad especifica de produccion
de rhEPO.

Etcheverry y Ryll (1998) verificaron que un aumento en la productividad celular
especifica durante la fase de produccién de la glicoproteina resulta en una disminucién en el
contenido de &cido sialico de la proteina madura. Reciprocamente, una disminucion de la
productividad celular especifica induce un aumento en la cantidad de acido sialico. Si bien
en las experiencias realizadas en este trabajo no se establecié una correlacion directa entre
la osmolalidad del medio de cultivo y la velocidad especifica de produccién de rhEPO, se
demostré en las experiencias descritas anteriormente que aquélla si influencia la
glicosilacién de las isoformas producidas. El perfil de glicoformas de la proteina obtenido en
los cultivos de diferente osmolalidad se analiz6 sometiendo las muestras de sobrenadante
purificadas y concentradas por ultracentrifugacién a IEF seguido de Western blot. Los
porcentajes relativos de las glicoformas separadas se resumen en la Tabla XLVII.

Los resultados obtenidos confirmaron las observaciones realizadas con
anterioridad en cultivos en medio SMIF 6 adicionado con diferentes cantidades de NaCl, que
indicaban el efecto negativo que tiene un incremento en la osmolalidad sobre el perfil de
glicosilacién de la rhEPO: en los cultivos hiperosmolales no fue posible observar la isoforma
mas acida, mientras que se verific6 un aumento en su contenido a medida que disminuia la

osmolalidad.

Con el objeto de establecer la correlacién verificada entre el perfil de isoformas
producidas y la osmolalidad del entorno celular, se procedié a asociar un valor teérico de

actividad biolégica (AB, ) a cada muestra.
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Tabla XLVII: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2
cultivado en suspension en medio Zell-C1 adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl, y en medio SMIF 6.
Cultivo Isoforma (%)
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
18(();;1'\" 42 111 149 142 123 11,3 12,0 11,3 6,9 1,6 ND ND
18(()b';1M 22 62 146 16,1 155 134 142 10,3 5,9 1,7 ND ND
15((Jar)nM 1,1 57 113 124 165 149 14,7 11,9 81 3,4 ND ND
15((Jbr)nM 09 70 122 124 140 1283 12,8 123 8,7 6,2 1,2 ND
12(()a';1M 1,3 46 99 124 133 122 139 135 11,0 6,8 1,1 ND
12(()b';1M 09 44 104 124 14,7 136 13,6 13,1 104 6,3 0,3 ND
10((Jar)nM 1,1 88 128 126 134 118 124 116 85 5,9 1,2 ND
10((Jbr)nM 1,0 73 113 99 11,7 129 129 138 111 6,9 1,1 ND
90 mM 05 82 91 10,1 10,6 11,9 149 14,7 129 6,8 0,4 ND
80(£M 1,3 71 114 119 113 111 143 174 108 2,8 0,6 ND
SO(E;M 20 83 99 132 126 106 12,0 13,7 10,1 6,2 1,3 ND
60(:;M 05 83 93 10,3 13,0 10,4 10,8 13,3 122 8,2 34 02
Go(tr)r;M 6,0 142 155 11,3 99 88 8,9 95 89 6,3 2,7 0,1
SMIF6 1,2 99 129 145 129 122 11,1 10,1 9,6 5,4 0,1 ND

Para esto, debe conocerse la proporcién relativa (R) de cada isoforma i presente

en la mezcla de nisoformas de rhEPO, asi como la la actividad biologica especifica de cada

isoforma (AB,). La actividad biolégica especifica estimada de la muestra de rhEPO (AB,)

se obtiene de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AB, = z (AB,

xP)

(30)

En primer lugar, se definieron las proporciones relativas de cada isoforma, para
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cada muestra. Teniendo en cuenta que la European Pharmacopoeia (2007) permite un
maximo de ocho isoformas (isoformas con 7 — 14 moléculas de &cido sialico por molécula de
proteina) en la formulacion final de rhEPO, y que las isoformas de menor contenido de acido
sidlico tienen asociada una actividad eritropoyética practicamente nula —ademas de ser
eliminadas en los pasos tempranos del proceso de purificacion — éstas no fueron incluidas
en el calculo de la AB;. Al descartar estas isoformas, fue necesario recalcular el porcentaje
relativo de cada banda de manera que la suma de sus proporciones continuara siendo
100%.

En nuestro laboratorio se han obtenido varios lotes de soluciéon concentrada de
rhEPO que cumplen con la European Pharmacopoeia (2007). Para cada uno de ellos se ha
determinado la potencia mediante el ensayo de valoracion biologica realizado en ratones
normocitémicos y el perfil de isoformas (resultados no mostrados). Considerando los valores
de actividad biolégica especifica de cada isoforma de EPO informados por Strickland (1994),

y aplicando un método iterativo, se ajustaron los valores de AB, correspondientes al perfil
de isoformas de los lotes obtenidos, de manera tal que la AB, calculada coincida con la

actividad biolégica especifica medida experimentalmente. Los valores de AB,; asi

calculados para las isoformas de rhEPO producidas en nuestro laboratorio se resumen en la
Tabla XLVIII (Amadeo, 2003):

Tabla XLVIIl: Actividad biologica especifica tedrica de las isoformas de rhEPO.

Isoforma AB; (U mg™)

30.622
42.980
58.809
103.676
155.727
157.310
157.493
225.288

0 N O a0 A W N =

Se obtuvo entonces el valor de AB, calculado a partir del conjunto de isoformas de

rhEPO producidas en cada cultivo. Los graficos de estos valores en funcion de la
osmolalidad del medio de cultivo se presentan en la Fig. 38.
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Fig. 38: Valores de AB, calculados a partir del conjunto de isoformas 1 a 8 producidas por el clon
B1A2 cultivado en suspension en medio Zell-C1 adicionado con diferentes concentraciones

de NaCl, y en medio SMIF 6.

Como puede observarse, la actividad biol6gica teoérica se incrementa en forma
lineal (R=0,95 ; P=0,0003) a medida que disminuye la osmolalidad del medio de cultivo. Los
datos experimentales fueron ajustados realizando una regresién lineal definida por la

ecuacion:

vy =98.984,8-82,8x (31)

De esta manera fue posible estimar que la AB, para el cultivo en medio con

60 mM NaCl fue un 18% superior a la obtenida en el medio de cultivo comercial SMIF 6.

Se procedié entonces a establecer si la diferencia observada entre las medias de
los tratamientos (considerando como tratamientos los cultivos con diferentes
concentraciones de NaCl) era estadisticamente significativa, para lo cual se realiz6 un
andlisis de la varianza (ANOVA) de una via, utilizando el software SIGMA.STAT® v2.01
(Jandel Scientific, EE.UU.). Los resultados de este andlisis se presentan en el Anexo 1.

El ANOVA realizado indic6 que las diferencias entre los valores de las medias
entre los tratamientos fueron mayores a las esperadas por la variabilidad interna; es decir,
existe una diferencia estadisticamente significativa (P=0,009) entre las medias.

Debido a que se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, se
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realiz6 la comparacion pareada entre las medias de los tratamientos, utilizando el método de
Minima Diferencia de Cuadrados (Least Square Difference, LSD) (Anexo 2). Este andlisis

demostr6 que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de AB,

obtenida de los cultivos con 60 MM NaCl y la media de todos los otros tratamientos
estudiados, con excepcién del cultivo (sin replicados) con 90 mM NaCl, siendo que en este
caso el valor obtenido se encuentra muy cercano al valor critico que establece la existencia

de una diferencia significativa entre ambas medias.

Estos resultados confirman que la utilizacién de un medio de cultivo hipoosmolal
permite obtener un conjunto de isoformas cuya actividad biolégica - calculada en base a la
proporcién de cada isoforma presente — resulta significativamente superior a la obtenida en
medios de osmolalidad estandar.

La mayor actividad bioldgica observada en el cultivo adicionado con 60 mM NaCl
esta asociada directamente a la menor osmolalidad de este cultivo. La relativamente baja
acumulaciéon de amonio en este sobrenadante probablemente contribuyé a la mejora del
perfil de glicoformas, pero ésta no puede ser atribuida exclusivamente al nivel de amonio, ya
que la concentracion maxima alcanzada (=1,75 mM) ya habia sido previamente observada
en otros cultivos (por ejemplo, el cultivo control de la experiencia de adicion de NH,CI) en los

gue no se observo la presencia de la isoforma mas acidica como en este caso.

5.4.6.3. Estudio de la capacidad de un medio de cultivo hipoosmolal para mantener el
crecimiento y la productividad del clon B1A2 en cultivos de alta densidad

Se procedid entonces a evaluar la capacidad de dos medios de cultivo
hipoosmolales para mantener el crecimiento y la productividad celulares utilizando una
estrategia de recambios parciales del sobrenadante de cultivo, en un proceso similar a una
perfusién. El objetivo fue el establecer si la utilizacion de medio de cultivo de baja
osmolalidad es factible para la produccion de rhEPO en cultivos de alta densidad
perfundidos.

En primer lugar se realiz6 una experiencia en modo batch, en la cual se parti6é de
un cultivo del clon B1A2 en medio SMIF 6 en fase de crecimiento exponencial, el cual fue
alicuotado y centrifugado 8 min a 200 g. Los pellets celulares fueron resuspendidos en una
concentracién inicial de 6x10° cél. viab. ml", en medio de cultivo Zell-C1 adicionado de
(a) 120 mM NaCl, (b) 80 mM NaCl y (c) 60 mM NaCl. Se realiz6 ademas un cultivo en medio
SMIF 6 como control. La evolucién de la concentracion de células viables en los cultivos
estudiados se muestra en la Fig. 39.
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Fig. 39: Curva de concentracion de células viables en los cultivos del clon B1A2 en medio Zell-C1
adicionado con (m) 120 MM, (@) 80 mM y (4A) 60 mM NaCl, utilizandose como cultivo
control (v) SMIF 6.

Puede observarse que en condiciones de hipoosmolalidad no se obtienen
concentraciones celulares tan altas como en el cultivo control. En particular, la concentracién
maxima de células alcanzada en el cultivo con 60 mM NaCl fue un 40% inferior a la obtenida
en el cultivo en SMIF 6, indicando que las mejores condiciones para la produccion de
moléculas de rhEPO de alta calidad glicosidica no son favorables para sostener el
crecimiento de las células cuando éstas son cultivadas a alta densidad.

En una segunda experiencia se estudi6 el comportamiento de las células
realizando sustituciones parciales del sobrenadante de cultivo por medio fresco, en forma
similar a lo que ocurre durante un proceso de perfusion. En esta ocasion, a partir de un
cultivo inicial del clon B1A2 en medio SMIF 6, se iniciaron tres cultivos de alta densidad en
medio Zell-C1 adicionado de:

e 120 mM NaCl
e 80 mM NaCl

e 60 mM NaCl

La concentracion inicial de estos cultivos fue de 1,3x10° cél. viab. mI”, siendo el
volumen inicial de cultivo 100 ml.

Se siguié un protocolo de progresivo aumento del volumen de recambio del
sobrenadante de cultivo. Para ello, luego de la toma diaria de muestra, se procedié a retirar
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el volumen a ser sustituido por medio fresco, el cual se centrifugé 8 min a 200 g. Luego, el
pellet celular se resuspendié en igual volumen de medio fresco y se agreg6 al frasco de

cultivo. El esquema de sustituciones realizado se resume segun:
e DiaO0: Inicio del cultivo

e Diat: Recambio de 1/2 del volumen de trabajo

e Dia2adia7: Recambio de 2/3 del volumen de trabajo

e Dia 8 a dia 20: Recambio del total del volumen de trabajo

Los datos de viabilidad de los cultivos y de concentracion de células viables,
glucosa, lactato, amonio y rhEPO se presentan en la Fig. 40.

Durante las primeras 72 h se observé un aumento en la concentracién de células
viables en los cultivos suplementados con 120 mM y 80 mM de NaCl, acompanada por una
disminucion en la concentracion de glucosa y una acumulacién de lactato, amonio y rhEPO.
A partir de ese momento la densidad celular disminuyé en tanto se mantuvieron
relativamente constantes las concentraciones de glucosa (aun no completamente
consumida) y los otros metabolitos. Al momento de iniciar el recambio del 100% del volumen
de trabajo, los cultivos con 120 mM y 80 mM presentaron una ligera recuperacién de la
masa celular, alcanzando concentraciones levemente inferiores a la concentraciéon celular
inicial, y manteniéndose de esta forma hasta el final de la experiencia. La densidad de
células en el cultivo con 60 mM NaCl continu6 disminuyendo, por el contrario, hasta
mantenerse constante en torno de 4-5x10° cél. viab. ml', coherentemente con un
incremento en la concentracién de glucosa —lo que indicé un menor consumo — y una
disminucion en los niveles de rhEPO acumulados en el sobrenadante. En esta ultima fase
de los cultivos, se verificaron ademas valores relativamente constantes en la concentracion

de los metabolitos restantes en todos los casos.

Esta experiencia confirmé que condiciones de muy baja osmolalidad son
desfavorables para sostener el crecimiento de las células, a pesar de mejorar la glicosilacién
de la molécula de rhEPO, e inviables para ser utilizadas durante la produccién industrial de
esta proteina, dada la concentracién obtenida. Sin embargo, los cultivos adicionados con
NaCl 120 mM (298 mOsm kg™) y 80 mM (216 mOsm kg') mostraron un comportamiento
considerado aceptable y que alent6 a continuar con su estudio.
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Curvas de (a) concentracién de células viables y viabilidad, (b) concentraciéon de
glucosa y lactato, y (c) concentracién de amonio y rhEPO para el clon B1A2 cultivado
en suspensién utilizando un protocolo de recambios del medio de cultivo. Para cada
figura (a), (b) y (c) los simbolos () 120 mM, (@ ) 80 mM y (A ) 60 mM corresponden a
la concentracion de células viables, de glucosa y de amonio. Analogamente, los
simbolos O
concentracion de lactato y de rhEPO, respectivamente.

) 120 mM, (

0) 80 mM y (A) 60 mM corresponden a la viabilidad, y a la
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5.4.6.4. Estudio de la influencia de diferentes fuentes de carbono adicionadas a un
medio de cultivo hipoosmolal (216 mOsm kg™) sobre el crecimiento y la
productividad del clon B1A2

Koll y col. (2000) comprobaron que mediante la manipulacién del contenido de
hidratos de carbono del medio de cultivo (conteniendo glutamina como principal fuente de
energia) es posible modificar la calidad glicosidica de la molécula de rhEPO, producida en
un sistema de cultivo por lote alimentado (fed-batch). Habiéndose establecido en las
experiencias descritas que medios de cultivo hipoosmolales permiten obtener una mayor
proporcién de isoformas de rhEPO altamente glicosiladas, se procedi6 a estudiar el efecto
de diferentes fuentes de carbono — en particular glucosa, galactosa y manosa — sobre el
perfil de glicoformas producidas, cuando son adicionadas a un medio de cultivo con estas

caracteristicas.

Se realizé entonces una experiencia tipo screening, para obtener informacién
a priori sobre la posibilidad de utilizar diferentes fuentes de carbono conjuntamente con un
medio hipoosmolal en la produccién de rhEPO. Para ello se formul6 entonces un nuevo
medio de cultivo, de igual composicion que el medio Zell-C1 utilizado anteriormente, solo
que sin glucosa. A este medio le fue agregado 80 mM NaCl, resultando en un nuevo medio
base denominado Zell-C2, al cual se adicionaron diferentes concentraciones de los tres

azucares, como se indica mas adelante.

Para ello se llevd a cabo un disefio experimental de mezcla (mixture experimental
design) en el cual se evaluaron tres variables correspondiente a las hexosas. En un disefio
experimental de mezcla la suma de todos los componentes debe ser igual a una constante,
habiéndose elegido este disefio con el fin de mantener constante la osmolalidad del cultivo,
y asi independizar los resultados de esta variable. La condicion impuesta a esta mezcla fue
que la suma de las concentraciones de los tres azlcares analizados fuese siempre

constante e igual a 25 mM.

Las hexosas fueron evaluadas siguiendo un diseiio simplex lattice {3,2}
aumentado, el cual incluye el centroide y tres puntos axiales. Este disefo, al cual se
denominé disefio S1, esta constituido por 10 puntos, de los cuales 4 se encuentran en el
interior del simplex, como se muestra en la Fig. 41. Este tipo de disefio experimental y las
ventajas asociadas a su uso se explicaran en detalle en la seccidén 6 de esta tesis. Las diez
combinaciones evaluadas simultaneamente consistieron en tres mezclas puras (100% de
uno de los componentes, estas mezclas se realizaron por duplicado), tres mezclas binarias y

cuatro mezclas ternarias.
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Fig. 41: Disefio S1: disefio experimental simplex lattice {3,2} aumentado, el cual incluye el
centroide y tres puntos axiales.

Los diferentes cultivos se iniciaron a partir de una suspension en fase de
crecimiento exponencial del clon B1A2 en medio SMIF 6. Esta suspensién fue separada en
alicuotas, las que fueron centrifugadas 8 min a 200 g. El pellet celular fue resuspendido en
cada uno de los medios ensayados, en una concentracion inicial de 2x10° cél. viables ml™, y
diariamente fue retirada una muestra de cada cultivo, con el fin de realizar el recuento
celular y posteriormente la determinacion de la concentracion de metabolitos. La curva de
ICV en funcién del tiempo de cultivo, y la curva de produccién acumulada de células en
funcién de la ICV obtenidas en estas experiencias se presentan en la Fig. 42.

La composicién de las mezclas estudiadas se resume en la Tabla XLIX. En esta
tabla se indican ademas los valores de u, y los valores R y P obtenidos al realizar la
regresion lineal de los datos experimentales.

En los casos en que se utilizé galactosa como principal fuente de carbono se
observo una inhibicién del crecimiento celular, verificandose que las células inoculadas eran
incapaces de sobrevivir en condiciones de hipoosmolalidad cuando esta hexosa es usada
en alta proporcion.

Los cultivos con alto contenido de manosa evolucionaron en forma similar a
aquéllos en los que se utilizd mayoritariamente glucosa, obteniéndose valores de p
parecidos entre estos cultivos, aunque las concentraciones celulares maximas alcanzadas

empleando manosa fueron inferiores.
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Fig. 42: Curvas de (a) ICV en funcién del tiempo de cultivo, y (b) de producciéon acumulada de

células en funciéon de la ICV obtenidas para el clon B1A2 cultivado en medio Zell-C2
)S1-c, (¥)S1-d, (®)S1-e,
()81, (®)S1-g, (®)S1-h, (£)S1-, (¥)S1-j, (¢)S1-k, (O0)S1-I, (O)S1-m.

Tabla XLIX: Valores de J obtenidos para los distintos puntos experimentales del disefio S1.

Cultivo G:l:‘::nz)sa Ga(l::slc))sa M(a:ll:l\cisa (hH1) R P
S1-a 0,00 12,50 12,50 0,0066+0,0006 0,98 0,0003
S1-b 0,00 25,00 0,00 nd nd nd
S1-c 12,50 12,50 0,00 0,004+0,001 0,87 0,0104
S1-d 4,17 417 16,67 0,0089+0,0006 0,99 0,0001
S1-e 4,17 16,67 417 nd nd nd
S1-f 16,67 4,17 417 0,0136+0,0003 0,99 <0,0001
S1-g 8,33 8,33 8,33 0,015+0,002 0,98 0,003
S1-h 12,50 0,00 12,50 0,0124+0,0006 0,99 0,0003
S1-i 0,00 25,00 0,00 nd nd nd
S1-j 0,00 0,00 25,00 0,0129+0,0009 0,99 0,0008
S1-k 25,00 0,00 0,00 0,013+0,001 0,99 0,002
S1-l 0,00 0,00 25,00 0,0139+0,001 0,98 0,002
S1-m 25,00 0,00 0,00 0,0159+0,0004 0,99 <0,0001

Otros autores han observado que las células CHO muestran un crecimiento similar

cuando se utilizan glucosa y manosa, como fuentes de carbono de los cultivos (Kurano y

col., 1990; Altamirano y col., 2000)

Considerando que tal vez la suma de efectos del empleo de un medio hipoosmolal
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y fuentes de carbono sub-6ptimas resulta en un estrés excesivo para el normal crecimiento
de las células se procedié a repetir el disefio experimental utilizado en la experiencia
anterior, empleando esta vez como medio base Zell-C1 adicionado con 120 mM NaCl, en
lugar de 80 mM. Este nuevo medio de cultivo se denominé Zell-C3.

Los resultados obtenidos fueron similares a los anteriores (datos no mostrados): en
aquellos casos en los que se utilizé glucosa como fuente de carbono principal se
mantuvieron las concentraciones celulares maximas y la velocidad especifica de crecimiento
de experiencias previas, mientras que cuando se empled manosa no se verificaron mejoras
en estos valores con respecto al medio Zell-C2. Basados en estas observaciones es posible
concluir que el empleo de un medio de cultivo de baja osmolalidad demanda la utilizacién de
una fuente de carbono rapidamente metabolizable para poder alcanzar altas densidades

celulares.

Estos resultados, sin embargo, no permiten descartar la utilizacion de estas fuentes
de carbono alternativas a la glucosa — las que podrian tener un efecto beneficioso sobre el
patron de glicosilacion de la rhEPO — aunque son suficientes para confirmar la inviabilidad
de la hipétesis de su utilizacibn como Unicos suplementos de un medio de cultivo

hipoosmolal durante el proceso de produccién de esta proteina.

5.5. CONCLUSIONES

e La adicion de GIcNAc no tiene un efecto perceptible sobre los parametros de crecimiento,
hasta el nivel evaluado de 2 mM.

e Una concentracion de GlcNAc de 20 mM resulta inhibitoria del crecimiento celular, si bien
no puede descartarse un efecto conjunto de la osmolalidad, ocasionada por la alta

concentracién del aminoazulcar usada.

e El agregado de GIcNAc tiene un efecto negativo sobre el perfil de isoformas de rhEPO
producido, ya que se verifica una disminucion de las glicoformas mas sialidadas en la
medida en que aumenta la concentracion de GIcNAc en el medio, la que se deberia
especificamente al aminoazlcar. Este un fenédmeno podria estar asociado al aumento

verificado en la sintesis del ion amonio.

e El efecto negativo de la GIcNAc sobre la glicosilacién de la rhEPO es especifico de este
aminoazucar, y no se debe exclusivamente al aumento de osmolalidad del medio
causada por su adicion, segun se deduce al comparar las experiencias en las que se
agreg6 GIcNAc y NaCl, respectivamente.
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e En particular, en el cultivo con 20 mM GIcNAc se verificd la desapariciéon de la banda
correspondiente a la isoforma de mayor sialidacion, en tanto en el cultivo con 10 mM
NaCl (de osmolalidad similar) se observo solamente una disminucién en su proporcién.
La desaparicién de la banda podria deberse a un efecto combinado entre la adicion del

aminoazucar y el incremento de la osmolalidad causado por su adicién.

e En los cultivos con 0,2 y 2 mM de GIcNAc se observd una influencia negativa de esta
molécula sobre el contenido de isoformas acidas, aln cuando el aumento en la

osmolalidad resultara infimo.

e Se verificd un efecto desfavorable sobre los otros parametros del cultivo cuando se
adicion6 20 mM de GIcNAc, el que no fue observado cuando se adiciond 10 mM NaCl.

e Durante las experiencias en las que se adicion6 GIcNAc y/o ManNAc al medio, en los
cultivos conteniendo exclusivamente GIcNAc se observo que el consumo de glucosa y la
produccion de lactato se vieron asociados al crecimiento celular, en tanto la produccién
del ion amonio estuvo directamente relacionada con la concentracion de GIcNAc presente
en el medio de cultivo.

e No se observd, sin embargo, la misma relacién entre la acumulacién de amonio y el

contenido de ManNAc.

e La presencia de 6 mM GIcNAc en el medio de cultivo indujo la desaparicién de la
isoforma de mayor contenido de &cido sialico, asi como la disminucion relativa de las
otras glicoformas acidas.

e Al adicionar ManNAc al cultivo se obtuvo un perfil de glicosilacién de la rhEPO similar al
del cultivo control, sin que se verificase un efecto positivo de este aminoazlcar sobre las
isoformas producidas en presencia de GIcNAc.

e En las condiciones ensayadas, la adicién de GlcNAc y/o ManNAc al medio de cultivo del
clon B1A2 no indujo mejoras en el patron de glicosilacién de la rhEPO con respecto al

control, por lo que no se continud con su estudio en experiencias posteriores.

e La aplicacion de una presion de 0,5 atm de CO, al medio MCE al 0,2% (V/V) SFB durante
su almacenamiento permite mantener el pH en un valor oscilante entre 6,5y 7,0, en

forma independiente de la temperatura a la que el medio fue conservado.

e Aquellas muestras a las que no se aplic6é CO, mostraron un incremento del pH

directamente relacionado a la temperatura de almacenamiento.

e Cuando se realiz6 el control de pH mediante la aplicacién de CO, se obtuvieron niveles

menores de amonio en todas las condiciones ensayadas, comparandolas con los casos
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en lo que no se control6 esta variable.

e La manipulacién cuidadosa durante el almacenamiento del medio de cultivo y la
refrigeracion de éste durante la alimentacién del biorreactor en un proceso de cultivo

continuo son necesarios para evitar la acumulacién de amonio antes de su utilizacion.

e En los medios de cultivo mantenidos a 37°C, asi como en el medio mantenido a
temperatura ambiente sin agregado de CO, se supero6 el valor de 1 mM NH,".

e Los cultivos adicionados con 1,5y 2,5 mM NH,CI presentaron un desarrollo similar al
cultivo control; no ocurri6 lo mismo con el cultivo con 4 mM, el cual no consigui6

desarrollarse en estas condiciones.

e En presencia de muy bajas cantidades de amonio se observé la disminucion en la
proporcién de glicoformas de mayor contenido de acido sidlico, aun cuando no se
verificaron alteraciones en el desarrollo del cultivo con respecto al control. Esto indica que
el proceso de glicosilacién de la rhEPO producida por el clon B1A2 es altamente sensible

a la acumulacion de este ion.

e En la medida en que se increment6 la osmolalidad del medio de cultivo utilizado — aun
tratdndose de incrementos de poca magnitud, como por ejemplo la adicién de
10 mM NaCl — se observo una disminucion importante en la proporcion relativa de las
isoformas de rhEPO més glicosiladas, a pesar de no verificarse variaciones en los

parametros de crecimiento caracteristicos del cultivo.

e La variacion en la osmolalidad del sobrenadante de cultivo debida al metabolismo celular
fue minima (entre 0,03% y 0,06% respecto del valor inicial). Sin embargo, esta variacion
fue suficiente en algunos casos para afectar el grado de glicosilacion de la molécula
durante el transcurso del tiempo de cultivo.

e El proceso de glicosilacion de la molécula de rhEPO es un proceso mucho mas sensible

a las variaciones en la osmolalidad del entorno celular que el crecimiento.

e En forma analoga, el efecto negativo sobre el crecimiento y la glicosilacion de la molécula
de rhEPO evidenciado al agregar NH,CI se debi6 en forma especifica a la accion del ion,

y no a un aumento en la osmolalidad del medio de cultivo.

e En términos de los parametros metabdlicos especificos se observdé un comportamiento
similar entre los cultivos en medio SMIF 6 adicionado con NaCl y aquellos cultivos en
medio Zell-C1 de osmolalidad aproximadamente igual (hiperosmolales).

e Los valores de Y, qgc Y qgn Obtenidos en el cultivo adicionado de 180 mM NaCl fueron
inferiores a los observados en el resto de los casos, confirmando que una osmolalidad



Resultados y Discusion — Capitulo N°2 de 5 200

alta afecta directamente el crecimiento celular. A igual disponibilidad de nutrientes, los
cultivos desarrollados en medios hiperosmolales presentaron un menor aprovechamiento
de las fuentes de energia disponibles, o que se tradujo en una menor produccion de

masa celular.

* Los parametros |, Qqc Y Qiac Siguieron una distribucion gaussiana, en tanto qgn, g Y 9am
se ajustaron a un modelo lineal, en funcion de la osmolalidad del medio de cultivo,
obteniéndose las ecuaciones caracteristicas en cada caso. No fue posible ajustar un
modelo satisfactorio para la qsnepo.

e El maximo de la curva ajustada para u coincidioé con el maximo de la curva ajustada para
Jqc Y €l minimo de la curva correspondiente a g, indicando que en el rango préximo a
285 mOsm kg’ se produce el mejor aprovechamiento de la glucosa, destinandola
principalmente a la sintesis de masa celular en lugar de lactato.

¢ El rendimiento de lactato generado a partir de glucosa también sigui6é una distribucion en
forma de campana con un minimo en la franja de osmolalidad indicada mas arriba,

confirmando la mayor eficiencia en el metabolismo de la glucosa.

e El rendimiento de amonio proveniente de la glutamina, por el contrario, presentd un

incremento lineal con respecto a la osmolalidad del medio de cultivo.

e La baja variabilidad del parametro qmepo entre los replicados y entre los distintos
tratamientos confirmaria que la variacion en la osmolalidad del medio de cultivo no ejerce

un efecto sustancial sobre la velocidad especifica de produccion de rhEPO.

e Se establecié que la actividad biolégica estimada de la rhEPO producida por el clon B1A2
en el medio Zell-C1 aumenta en forma lineal en la medida en que disminuye la
osmolalidad del cultivo.

e El cultivo del clon B1A2 en medio Zell-C1 adicionado de 60 mM NaCl permitié obtener un
conjunto de isoformas con una muy alta actividad bioloégica estimada, casi 20% mayor
qgue la obtenida en el cultivo control.

e La concentracion de células viables obtenida al utilizar los medios de menor osmolalidad
en cultivos por lote fue inferior con respecto al control, a pesar de haber utilizado un

inodculo alto.

e Al emplear una estrategia de recambio parcial del sobrenadante por medio fresco en
suspensiones celulares de alta densidad, el cultivo suplementado con 60 mM de NaCl
tuvo un comportamiento poco satisfactorio desde el punto de vista de la posibilidad de
utilizarlo en la produccién industrial de rhEPO. Por otro lado, los cultivos suplementados
con 120 mM y 80 mM NaCl presentaron resultados positivos y similares entre si.
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e El empleo de galactosa y manosa como sustituyentes parciales o totales de la glucosa en
medios de cultivo hipoosmolales (Zell-C2 y Zell C3) afectd el normal crecimiento celular.

e Las células no fueron capaces de crecer cuando se utilizd galactosa como hexosa

mayoritaria en la composicion de ese medio.

e Por otro lado, cuando se us6 manosa se obtuvieron valores de pu similares a los de los

cultivos con glucosa, aunque la densidad celular maxima alcanzada fue inferior.

e El empleo de un medio de cultivo de baja osmolalidad exige la presencia de una fuente
de carbono rapidamente metabolizable — la glucosa — para permitir la obtencion de altas

concentraciones celulares.

* No se debe, sin embargo, descartar la posibilidad de emplear galactosa y/o manosa
como fuentes de carbono alternativas sin antes establecer su efecto sobre el perfil de
isoformas producidas, aunque la viabilidad de utilizarlas como aditivos en medios de
cultivo de baja osmolalidad se ve comprometida a partir de estos resultados.



6-RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 3
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6. DISENO DE MEDIOS DE CULTIVO OPTIMIZADOS PARA LA
PRODUCCION DE rhEPO EN PROCESOS BATCH, MEDIANTE EL
DISENO DE EXPERIMENTOS Y EL ANALISIS DE RESULTADOS A
TRAVES DE LA METODOLOGIA DE SUPERFICIES DE RESPUESTA

6.1. OBJETIVOS

Disefiar un medio de cultivo libre de proteinas que favorezca el crecimiento y la
productividad del clon B1A2 en suspensién, y permita obtener una molécula de rhEPO de
alta calidad glicosidica, durante un proceso de produccién en modo batch.

6.2. INTRODUCCION

Hasta la actualidad, se han utilizado numerosas técnicas para el desarrollo de
nuevos medios de cultivo, tanto para células procariotas como eucariotas. Estas técnicas
abarcan desde el método tradicional de modificar una variable a la vez (Furuhashi y Takagi,
1984; Panda y col., 1983; Pundle y Siva Raman, 1994) hasta técnicas matematicas y
estadisticas mas complejas que involucran el diseno de experimentos (Design of
Experiments, DOE). Algunos ejemplos de disefios experimentales comunmente empleados
en el desarrollo de medios de cultivo incluyen disefios factoriales parciales y completos,
disenios tipo Plackett-Burman, la matriz de Hadamark y disefios compuestos centrales
(Silveira y col., 1991; Thiel y col., 1989; Castro y col., 1992; White y col., 1990; Wu y col.,
2007; Tully y col.,, 2006). Estos métodos generalmente son seguidos de técnicas
denominadas de optimizacién, como por ejemplo la metodologia de superficies de respuesta
(Response Surface Methodology, RSM), redes neuronales artificiales (Artificial Neural
Networks, ANN), l6gica difusa (Fuzzy Logic) y algoritmos genéticos (Ahuja y col., 2004;
Moreira y col., 2007; Teissier y col., 1997; Jin y col., 1996; Wilkinson y col., 1996; Furtado y
col., 2005). Kennedy y Krouse (1999) han publicado una revisién exhaustiva de las
estrategias utilizadas en la optimizacion de medios de cultivo. Desafortunadamente, no
existe una técnica multipropésito que se aplique a todas las situaciones, y frecuentemente
es necesario evaluar varias metodologias hasta encontrar aquélla que permita obtener el

mejor resultado en un caso particular.

6.2.1. Diseno de experimentos

El disefio de experimentos (DOE) es un conjunto de metodologias y técnicas
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utilizadas para mejorar el conocimiento de un sistema o proceso. Al disefar un experimento,
se planea una serie de pruebas estructuradas en las que se llevan a cabo variaciones
predefinidas en las variables de entrada de manera de observar los cambios en una variable
dependiente, o respuesta, previamente seleccionada, e identificar las causas de estos

cambios.

La importancia fundamental del DOE reside en que permite obtener la maxima
cantidad de informacién minimizando los recursos (insumos, tiempo, dinero) requeridos, y
por ello es ampliamente utilizado en la industria para la mejora de procesos. Supera al
tradicional método de modificar una variable a la vez, ya que permite evaluar el efecto de las
variables de entrada en estudio en forma tanto individual como en diferentes combinaciones

de ellas, lo que permite establecer relaciones a un nivel tanto particular como global.

El DOE no sustituye, sin embargo, al conocimiento especifico del investigador
sobre el sistema o proceso en estudio, el cual es imprescindible para seleccionar el disefio
mas apropiado de acuerdo con sus objetivos, elegir las variables a estudiar, asignar
significado a los resultados obtenidos, interpretar relaciones entre las variables, reconocer la
diferencia entre la significacién practica y la estadistica, y mejorar el disefio en caso de que

sea necesario.

Coleman y Montgomery (1993) definieron las siguientes etapas para el disefio de

experimentos:

¢ |dentificacion y caracterizacion del problema

e Seleccién de los factores a estudiar y sus niveles

e Seleccién de las variables de respuesta

e Determinacion del disefio experimental

¢ Realizacion del experimento

e Analisis de los datos obtenidos

e Redefinicion del disefio experimental, en caso necesario
e Conclusiones

Con el fin de interpretar los resultados que se presentaran en este trabajo, resulta
importante definir algunos términos especificos utilizados en el DOE y que seran empleados

mas adelante:

e Factores o Tratamientos: son las variables de entrada, que son variables
independientes y que seran modificadas de acuerdo con el disefio experimental elegido.
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e Niveles: son los valores de las variables de entrada que seran estudiados; indican el
rango en el cual se desea evaluar el efecto de la variable independiente en estudio sobre
la respuesta.

e Disefo: es un conjunto especifico de experimentos en el que se definen las
combinaciones de niveles de los factores para cada experimento, incluyendo el numero

de replicados de cada uno de ellos.

e Variables dependientes o respuestas: son los pardmetros de salida (respuestas del
sistema) seleccionados, resultantes de la accién de una o mas variables de entrada, y
que son medidas a través de los resultados experimentales obtenidos.

¢ Interaccion: ocurre cuando el efecto de un factor depende del nivel de otros factores.

6.2.2. Metodologia de superficies de respuesta

La metodologia de superficies de respuesta 0 RSM es un conjunto de herramientas
matematicas y estadisticas utilizadas en el desarrollo, mejora y optimizacion de procesos
(Myers y Montgomery, 1995). Esta metodologia ha sido extensivamente aplicada a los
procesos industriales (Brereton, 2003; Kennedy y Krouse, 1999; Dingstad y col., 2003),
particularmente en situaciones en las que varias variables pueden influenciar una
caracteristica o propiedad del producto o proceso en estudio. Esta caracteristica, cuali o

cuantitativa, es llamada la respuesta del sistema.

A partir de resultados experimentales se trata de establecer la relacion entre la
respuesta en andlisis y las variables que se cree afectan esta respuesta. Esta relacion,

expresada como una funcion, define una superficie. Suponiendo el caso mas sencillo, una
respuesta y depende de dos variables o factores independientes x, y x,, es decir,
y=f(x1,x2). Si la respuesta y sigue un modelo de primer orden con respecto a las
variables x, y x,,y si no existe interaccion entre estas variables, entonces la respuesta y

es una superficie plana.

En el caso en que exista interaccion entre los factores x, y x,, el modelo ajustado

incluira un término con el producto entre ellos (llamado término de interaccion). Esta
interaccion puede tener un efecto positivo (sinergismo) o negativo (antagonismo) sobre la
respuesta, y este efecto estara dado por el signo positivo o negativo del término de

interaccién, verificandose como una curvatura de la superficie generada.

La proyeccion sobre un plano de una superficie de respuesta origina un grafico de
contorno (denominado en la bibliografia como contour plot), en el cual las lineas unen
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puntos en los que la respuesta tiene el mismo valor. Estos graficos son muy utilizados
cuando el numero de factores es mayor que 2, por lo que la superficie se construye en una
dimensién superior a la tercera y no es posible representarla en el espacio en un eje de
coordenadas cartesianas.

6.2.3. Diseno experimental de mezclas

Si bien se encuentran ejemplos del uso la RSM en el area de bioprocesos (Lee y
Gilmore, 2005; Adinarayana y col., 2003; Zhi y col., 2005; Moyo y col., 2003; Vaidya y col.,
2003; Kristo y col., 2003), la informacidén sobre su aplicacion a procesos industriales que
involucren el cultivo de células de mamifero recombinantes es muy escasa. Estos sistemas
complejos suelen involucrar numerosas variables, algunas de ellas fuertemente relacionadas
entre si. En estos casos resulta util aplicar una clase particular de disefio experimental,
denominado experimento de mezclas, en el cual los factores estudiados son considerados
componentes de una mezcla, y la respuesta analizada es una funciéon de la proporcion de
cada ingrediente en la misma. La suma total de los componentes de la mezcla debe ser

constante.

Este tipo de andlisis ha sido anteriormente abordado desde distintas opticas, como
problemas de mezclas y variables de proceso (Cornell, 1990; Kowalski y col., 2000, 2002), y
como problemas de mezclas de mezclas (0 mezclas dobles, Dingstad y col., 2003, 2004;
Piepel, 1999).

Considerando una mezcla de g componentes, en la que x; representa la

proporcién del i-ésimo ingrediente de la mezcla, deben cumplirse las siguientes condiciones:

x;20 i=12,..,4 (32)

&)

Zx[=x1+x2+...+xq=1 (33)
i=1

Las restricciones impuestas en las Ec. (32) y (33) se muestran graficamente en la

Fig. 43 para g = 3. Puede observarse que el espacio sobre el que se estudiaran las mezclas
de los ¢ componentes es un tridngulo. En general, la region experimental para un problema

de g componentes constituye un simplex, es decir, una figura de lados regulares con

g Vvértices en (g —1) dimensiones.
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X3

Fig. 43: Representacién gréafica de las restricciones impuestas en un problema de mezclas (g=3).

El sistema de coordenadas que se emplea para determinar las proporciones de
cada componente en la mezcla se denomina sistema de coordenadas simplex, y para el

caso de g=3 es el que se muestra en la Fig. 44. En este sistema de coordenadas,
definimos como eje del componente x; la linea que se extiende en forma perpendicular

desde el vértice en que se representa la mezcla pura de este componente hasta el lado del

triangulo opuesto a este vértice. La proporcion del componente x, en la mezcla varia

desde 1 en el vértice (mezcla pura) y 0 en el punto opuesto (interseccion entre el eje y el
lado del triangulo). Cada uno de los vértices del triangulo equilatero corresponde a una
mezcla pura (100% de uno de los componentes) y cada uno de sus lados representa las
mezclas binarias (de dos factores) en las que no esta incluido el componente situado en el
vértice opuesto. Los puntos interiores indican mezclas ternarias, y en particular el punto

. 1 1 1
central o centroide corresponde a la mezcla en la que x, = 3 X, ==Y Xy =—.

3 3

Un disefio simplex lattice es un conjunto de puntos uniformemente distribuidos
dentro de un simplex. Para una dada mezcla de g componentes, la cantidad de puntos

interiores al simplex esta dada por el parametro m . En un disefio simplex lattice {g,m}, las

proporciones x, que asumird cada componente seran los m+1 valores entre Oy 1:

x, =0,

1

i,z,...,l i=1,2,...,q (34)
m m
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X, X3

Fig. 44: Sistema de coordenadas simplex para g=3.

Para un disefio simplex lattice {3 , 2} tenemos entonces que

, 1 i=1,2,3 (35)

Consecuentemente, los puntos experimentales de este disefio consistiran en tres

mezclas puras y tres mezclas binarias:

(x,,%,,x,)=(1,0,0),(0,1,0),(0,0,1),(£,%,0),(£,0,1),(0,1,1) (36)

Continuando con el ejemplo de mezcla de 3 componentes, es posible incluir puntos
interiores al disefio anterior, obteniéndose asi un disefio simplex lattice aumentado, con
centroide. Este disefio permite obtener informacion sobre el efecto de las mezclas de los
3 componentes, al incluir el punto central (en el cual la proporcién de los 3 componentes es

igual) y otros puntos axiales, distribuidos uniformemente.

A igual numero de puntos, el disefo simplex lattice aumentado es superior al
simplex lattice en términos de informacion sobre las respuestas obtenidas con mezclas
ternarias, ya que puede detectar curvaturas de la superficie que ocurren en el interior del

simplex.
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Un caso especial del disefio simplex lattice es el llamado simplex lattice con
restricciones, o constrained simplex lattice, en el cual se impone una determinada exigencia
a uno o mas componentes de la mezcla. Estas restricciones pueden ser, por ejemplo:

e El componente x; debe estar presente en la mezcla en una proporcion igual o inferior a

un valor predeterminado.

e El componente x;, debe estar presente en la mezcla en una proporcion igual o superior a
un valor predeterminado.

* La suma de las proporciones de los componentes x; y x,,, en la mezcla debe ser igual a

un valor predeterminado.

6.2.4. Modelos polindmicos utilizados para ajustar las superficies

Para el caso de mezclas, los polinomios utilizados cuando se ajusta una superficie
a una determinada respuesta son los propuestos por Scheffé (1958, 1963), y reciben el

nombre de formas candnicas del modelo de primer orden:

Lineal: y=>.8 x (37)
i=1

Cuadratico: y= Zq: B ox, + Zq:z X, X, (38)
i1 i<j

Cubico especial: y = Zq: B ox + Zq:z ,3,7 X X;+ izz,@ﬂ( X Xj X (39)
i=1 i<j i<j<k

Al igual que se mencion6 anteriormente, los términos (5 x; xj) y By X x; x, )

indican interaccién entre los factores.

6.2.5. Diseno experimental de mezclas cruzadas

Un caso mas complejo es el de estudiar el efecto sobre una o mas respuestas de
dos conjuntos de factores, cada uno de los cuales constituye una mezcla por si mismo. En
estas situaciones se utiliza el disefio experimental llamado disefio de mezclas cruzadas

(crossed mixture designs).
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En este trabajo inicialmente se abordd el problema de mezclas cruzadas a través

de un analisis simple:

Se parte de un conjunto de factores x4, X2, X3, 10s que constituyen la mezcla X, y un

segundo conjunto de factores z4, z, y z3, componentes de la mezcla Z.

En primer lugar se define una serie de puntos experimentales para cada una de las
mezclas a evaluar; es decir, diferentes combinaciones de (xi, Xo, X3) Yy diferentes
combinaciones de (zy, z, z3), de acuerdo con los requerimientos del problema. De esta
manera se genera una simplex lattice para cada uno de los conjuntos de factores Xy Z

Seguidamente se realizan las experiencias, en este caso los cultivos, para todas
las posibles combinaciones entre los puntos definidos para cada mezcla de componentes:
cada combinacion predefinida de (xi, Xo, X3) se evalla en cada punto (zi, zo, Z3),

obteniéndose las respuestas en cada caso.

Luego se ajusta un modelo para la respuesta y dependiente de los factores que
componen una de las mezclas analizadas — por ejemplo la mezcla de compuestos X — para
una dada combinacion experimental de los otros componentes zi,z, y z;, la que se
mantiene fija. Se repite el procedimiento para todas las respuestas, siempre considerando

esa combinacion particular de z4, z, y zs.

A continuacion se elige otra combinacion de los factores Z, y se vuelven a construir
las superficies para cada respuesta en funcidn de los factores X, y asi sucesivamente hasta
haber considerado todos los puntos (z1, zo, z3).

Se construye entonces la funcion Deseabilidad Global D (explicada mas adelante
en el texto) para cada respuesta, considerando las superficies obtenidas (dependientes de
los componentes X) para cada mezcla de z4, z, y z; evaluada. Finalmente, se comparan los

valores de D obtenidos, seleccionandose aquéllos mas altos.

Una forma de analisis mas compleja resulta del analisis integral del problema de

mezclas cruzadas:

En un disefio de mezclas cruzadas, cada respuesta y depende simultdneamente

de ambas mezclas, por lo que puede ser expresada como:

y=flx)xgl(z)+e (40)

En la Ec. (40), f(x) es un modelo polinémico que indica la dependencia de la
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respuesta con respecto a la primera mezcla de compuestos X, g(z) es un modelo
polinbmico que indica la dependencia de y con respecto a la segunda mezcla de

compuestos Z, y e es una variable aleatoria con media igual a cero y varianza
independiente de X y Z (Dingstad y col., 2003).

Cuando f(x) y g(z) son modelos cuadraticos, como se seleccioné para el analisis

de los datos realizado en el presente trabajo, el producto f(x)x g(z) resulta:

ED I AEEIED I N EEIEIED I W NEE IR D I W: T IS (41)
P

i <l i<k j i<k j<lI
donde i,k=1,.,1 i<k vy j,l=1,.,J j<l

Los parametros S de esta ecuacion resultan del producto de los coeficientes de

regresion para las variables X y Z, siendo que deben obtenerse 36 de estos parametros.

A partir del producto de modelos se obtiene la expresion final para la respuesta en
andlisis, de acuerdo con la Ec. (40), con la cual se construye una superficie para cada
respuesta que depende de los seis componentes X1, Xo, X3, Z1, Z2, Z3. Con cada una de estas
respuestas se obtiene una funcion deseabilidad parcial d, las que son combinadas para
obtener la funcion deseabilidad global D. A partir de esta ultima funcion es posible predecir
la combinacién 6ptima de los seis compuestos en estudio.

6.2.6. Funcion deseabilidad global

Una forma sencilla de definir la regién del espacio experimental en la que se
optimizan los resultados cuando se tiene un numero pequefio de respuestas consiste en
superponer los graficos de contorno correspondientes a las superficies de las respuestas en
analisis y encontrar la zona comun en la que éstas alcanzan simultaneamente los valores

deseados.

Para el caso en que las respuestas analizadas son numerosas y se requiere que
cumplan exigencias diferentes, generalmente se utiliza una modificacion del método
propuesto por Derringer y Suich (1980), por el cual se construye una funcién deseabilidad
que incluye las prioridades y exigencias —muchas veces establecidas a partir del

conocimiento empirico — del investigador.
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Considerando que se tienen mrespuestas, una determinada respuesta i asumira
un valor medido y para un cierto conjunto de valores de los factores xy, Xo, X3, Zy, Zo, Z3.

Dados los valores A y B de forma que A<B, si se desea que la respuesta sea maxima, la

funcién deseabilidad parcial d; para esta respuesta estara definida de la siguiente manera:

(y_Aj , A<$<B

B-A

i=1 1 . $>B (42)
0 , y<A

En la ecuacion anterior, w; es el peso asignado a la respuesta i. Cuando w=1, la
funcién d; variard entre 0 y 1 en forma lineal en la medida en que se aproxime al valor
deseado. En cambio, si se asigna un valor w#1, d; variara de una manera no lineal,

adquiriendo valores cercanos a 1 so6lo en la proximidad del valor deseado.

En forma analoga, cuando se desea que la respuesta i sea minima puede
describirse la funcién d;como:

(y_Bj ., A<$<B

A-B

d, = 0 ., 9>B (43)
1 , y<A

En tanto cuando esta respuesta debe encontrarse dentro de un rango de valores
deseables, la expresion de esta funcion se define como:

(44)

Una vez definida la funcién d; para cada respuesta, se construye con ellas una
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nueva funcion, denominada funcién Deseabilidad Global [funcion D, Ec. (45)], la cual es la
media geométrica de las d.

D =(ﬁd,."j/ o (45)

El valor r; se denomina factor importancia asociado a la respuesta i, y varia entre 1
(menos importante) y 5 (mas importante). Se utiliza para asignar importancias relativas a las
respuestas, afectando el valor final de D. Por su parte, D varia entre 0 (ninguna respuesta
esta en los valores deseables) y 1 (todas las respuestas se encuentran dentro de valores
deseables).

Para cada valor experimental y de la respuesta i se obtiene un valor de dj; y

combinando todos los valores de d; (es decir, considerando las m respuestas en estudio) se
obtiene un valor de D. Estos valores de D se ajustan mediante un modelo y esto genera una
superficie en la que se predicen los valores de D para todos los puntos del disefio. Al
encontrar el maximo de esta funcidn, se obtiene la combinacion 6ptima de los componentes

de las mezclas, en términos de los objetivos perseguidos.

6.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Con el objetivo de estudiar el efecto individual y combinado de tres azucares
(glucosa, galactosa y manosa) y tres aminoacidos (glutamina, glutamato y asparagina), se
realizd un diseno experimental de mezclas cruzadas que permiti6 evaluar 50 mezclas

diferentes de estos seis compuestos.

Los cultivos con la composicion definida por el disefio anterior se realizaron en
cinco bloques sucesivos. Las respuestas seleccionadas (ICV, Quac, Qam, Qmero Y ABy) se
modelaron mediante la metodologia de superficies de respuesta, realizando tanto un analisis

simple como un analisis integral de las mismas.

Se definié una funcion deseabilidad para cada respuesta, las que se utilizaron para
construir la funcién Deseabilidad Global, de acuerdo con los objetivos perseguidos. Este
procedimiento permitié definir tres medios de cultivo que maximizan el crecimiento, la

productividad y la calidad glicosidica de la molécula de rhEPO producida por el con B1A2.
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6.4. RESULTADOS
6.4.1. Diseno experimental de mezclas cruzadas

Con este fin se seleccionaron seis compuestos para ser adicionados a un medio de
cultivo basal: glucosa, galactosa, manosa, glutamina, glutamato y asparagina. El uso de
fuentes de carbono alternativas a la glucosa (galactosa, por ejemplo) contribuyen a disminuir
el pool intracelular de UDP-GNAc debido a la baja velocidad de sintesis de glucosa a partir
de ellas (Ryll y col., 1994) y a la menor disponibilidad de UTP para la sintesis de los
azucar-nucleétidos bajo condiciones de limitacién de glucosa. Estos hechos sugeririan un
posible efecto beneficioso de la sustitucion de glucosa por otros azucares sobre la
glicosilacién de la proteina recombinante producida. Estas hipétesis, apoyadas por los
resultados de Koll y col. (2000), indujeron a seleccionar la galactosa y la manosa para ser
utilizadas en las experiencias que se describen a seguir. En forma analoga se evaluaron los
aminodacidos glutamato y asparagina como potenciales sustitutos de la glutamina, por su

menor capacidad amoniogénica.

El medio basal utilizado fue idéntico al medio Zell-C1 en términos de sales
inorganicas (incluyendo NaCl), vitaminas, aminoacidos y acidos grasos. Sin embargo, este
medio de cultivo no poseia en su composicion mono-, di-, tri- o polisacaridos, ni ninguno de
los tres aminodacidos en estudio. Al adicionarse estos compuestos en las proporciones
indicadas mas abajo se obtuvo un medio de cultivo isoosmolal (aproximadamente
300 mOsm kg™).

Habiéndose comprobado ya el efecto que la osmolalidad ejerce sobre el
metabolismo y el perfil de glicosilacién de la rhEPO, se trabajé con un disefio experimental
de mezclas cruzadas con el fin de independizar los resultados obtenidos de esta variable:

La primera mezcla estuvo constituida por las hexosas (glucosa, galactosa y
manosa). Las combinaciones estudiadas fueron aquéllas definidas por el disefio simplex
lattice {3,2} aumentado llamado disefio S1 que se presentd en la Fig. 41.

La segunda mezcla en tanto estaba formada por los denominados compuestos
energéticos (0 fuentes de N): glutamina, glutamato y asparagina. Las combinaciones
estudiadas son las indicadas en el disefio S2, el cual es un disefio simplex{3,2} con
restricciones y aumentado con el punto central (constrained {3,2} simplex-centroid design,
Fig. 45). La concentracién total de estos aminodacidos fue igual a 5,1 mM, el cual es el
resultado de la suma de las concentraciones de estos tres compuestos en el medio de
cultivo SMIF 6, cuya composicion es considerada como control. Por la misma razoén, la
restriccion impuesta al disefio fue que la concentracion de glutamina debia ser <4 mM,

concentracion en la que este aminoacido se encuentra en el medio SMIF 6.
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Fig. 45: Disefio S2: disefio experimenta: disefio simplex lattice {3,2} con restricciones vy
aumentado con el punto central.

Cada punto del disefio S2 (es decir, el medio de cultivo basal adicionado con las
diferentes combinaciones de compuestos energéticos) fue considerado un medio de cultivo
diferente (Tabla L). En particular, en el medio Zell-C6 se encuentran los tres aminoacidos
evaluados en las concentraciones presentes en el medio SMIF 6.

TablaL: Composicion de los medios de cultivos definidos por el disefio S2.

Punto Denominacion del Glutamina Glutamato Asparagina
experimental medio de cultivo (mM) (mM) (mM)
S2-a Zell-C4 0,00 0,00 5,10
S2-b Zell-C5 0,00 5,10 0,00
S2-c Zell-Cé 4,00 0,40 0,70
S2-d Zell-C7 1,70 1,70 1,70
S2-e Zell-C8 0,00 2,55 2,55

Las combinaciones de hexosas indicadas por el disefio S1 fueron evaluadas
entonces en cada uno de estos medios de cultivo definidos por el disefio S2 dando un total
de 65 combinaciones de las seis variables en estudio, como se muestra en la Fig. 46.

Los cultivos de células utilizados en los experimentos S2-a, S2-b, S2-c, S2-d y
S2-e se iniciaron a partir de una suspension del clon B1A2 amplificada en medio SMIF 6, la

cual se encontraba al inicio de las experiencias en la fase de crecimiento exponencial.
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Esta suspension celular se alicuotd y centrifugdé durante 8 min a 200 g. El pellet
celular fue resuspendido en cada uno de los medios de cultivo en andlisis (50 ml por frasco
spinner), con una concentracién inicial de 2,0x10° cél. viables ml". Se tomaron muestras
cada 24 h, las cuales fueron utilizadas en la determinacién de la concentracién celular y de
metabolitos. Parte del sobrenadante cosechado fue purificado y concentrado por
ultracentrifugacién, con el fin de evaluar las glicoformas de rhEPO producidas en cada caso.

Los datos experimentales resultantes en cada uno de los cinco experimentos se
utilizaron para construir las curvas metabdlicas del clon B1A2 en las condiciones ensayadas.
El gréfico de ICV se presenta en la Fig. 47. Los valores de velocidad especifica asociados a
estas experiencias se obtuvieron a partir de las curvas de crecimiento celular (Fig. 48),
consumo de glucosa (Fig. 49), produccion de lactato (Fig. 50), consumo de glutamina
(Fig. 51), produccién de glutamato (Fig. 52), produccién de amonio (Fig. 53) y produccién de
rhEPO (Fig. 54).

6.4.1.1. Consideraciones generales con respecto a las experiencias en los medios de
cultivo Zell-C4, Zell-C5, Zell-C6, Zell-C7 y Zell-C8

e Puede considerarse que algun factor indeterminado perjudicé el crecimiento del cultivo
S1-m en el medio Zell-C4, ya que su duplicado (S1-k) se desarroll6 normalmente,
indicando que para las condiciones ensayadas (glucosa como unica fuente de carbono en
el medio) el clon B1A2 fue capaz de crecer satisfactoriamente. Se verificaron
coincidencias entre los valores de los parametros estudiados en ambos cultivos (ver mas
adelante), a pesar de la diferencia observada en su crecimiento. Este es un ejemplo de la
necesidad de realizar replicados de algunas de las corridas experimentales, para poder
determinar la magnitud del error experimental, y evitar el riesgo de extraer conclusiones

que no reflejan la realidad.

e Durante la experiencia en medio Zell-C6, el cultivo S1-i se contaming, en tanto el
replicado de este cultivo (S1-b) mantuvo su viabilidad hasta las 96 h de cultivo,

solamente, sin que por ello se presentaran signos de contaminacion.

e Los resultados obtenidos en las experiencias en los medios de cultivo Zell-C4, Zell-C5 y
Zell-C6 mostraron que las células no son capaces de crecer en un medio de cultivo en el
cual esta presente exclusivamente la galactosa como fuente de carbono, razén por la
cual en las siguientes experiencias (estudio de los medios Zell-C7 y Zell-C8) se eliminé el
cultivo S1-i, analizandose el comportamiento celular en este medio de cultivo por

uniplicado (cultivo S1-b).
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Fig. 47: Curvas de ICV en funcion del tiempo de cultivo para los cultivos del clon B1A2 en los medios
(a) Zell-C4, (b) Zell-C5, (c) Zell-C6, (d) Zell-C7 y (e) Zell-C8: (m) S1-a; (@) S1-b; (A) S1-c;
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Fig. 48: Curvas de crecimiento celular en funcién de la ICV para los cultivos del clon B1A2 en los
medios (a) Zell-C4, (b) Zell-C5, (c) Zell-C6, (d) Zell-C7 y (e) Zell-C8: (m) S1-a; (@) S1-b;
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Fig. 49: Curvas de variacién en la concentracion de glucosa en funcién de la ICV para los cultivos del
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6.4.2. Anadlisis de las curvas metabdlicas

Un hecho importante que aparece en forma evidente es la ausencia de crecimiento
en los cultivos con 100% de galactosa, S1-b y S1-i, observado en todos los medios de
cultivo ensayados. Contrariamente a lo propuesto por otros autores para otros clones
provenientes de la linea celular CHO (Altamirano y col., 2000, 2001a, 2004, 2006a), resulta
claro que la galactosa no es una fuente de carbono eficiente para el clon B1A2, ya que éste
solamente consigue, a lo sumo, sobrevivir —sin replicarse — cuando se utiliza
exclusivamente esta hexosa, a pesar de encontrarse presentes otras especies
potencialmente energéticas como la glutamina. En particular, en el medio con la mezcla pura
de galactosa se verificé un consumo de glutamina cercano a 1 mM, tanto en Zell-C6 como
en Zell-C7, a pesar de no verificarse crecimiento en este cultivo. La energia obtenida a partir
de ella fue probablemente empleada en mantener la viabilidad del cultivo, sin que se
verificara desarrollo celular. El factor limitante del crecimiento celular seria entonces la baja

velocidad de metabolizacion (ingreso y fosforilacion) de la galactosa.

El consumo de la fuente de nitrégeno en cultivos conteniendo exclusivamente
galactosa ha sido previamente descrito por Altamirano y col. (2000): en cultivos en modo
batch estos autores observaron un bajo consumo del azicar (menos de una quinta parte de
su concentracién inicial, 20 mM), acompanado de un incremento en el consumo de la fuente
de nitrégeno — glutamina o glutamato —, los cuales se encontraban en concentraciones mas
altas que las utilizadas en este trabajo (7 mM). A pesar del consumo de estos aminoacidos
como proveedores de energia, la densidad celular maxima alcanzada en estos cultivos fue
siempre inferior a la de los cultivos control (aproximadamente 8x10° cél. viab. ml™). Al
disminuir la concentracién de la fuente de nitrégeno, el crecimiento se detuvo y el cultivo
entré en la fase de muerte. El mayor consumo de aminodacidos redundé como era esperable
en valores de g.n significativamente mas altos coincidentemente con lo observado en las
experiencias realizadas en este trabajo de tesis. Los mismos autores establecieron en
cultivos en modo fed-batch que al alimentar el cultivo con galactosa, luego de haber utilizado
glucosa durante la fase de crecimiento, el valor de p se hizo practicamente igual a cero,
probablemente por un arresto de las células en la fase G1 del ciclo celular, aunque el cultivo
logré6 mantenerse viable en base al consumo de glutamato (Altamirano y col., 2001a).

Estas evidencias sugieren que, como se confirmé en los cultivos S1-b, la galactosa
no es un azucar que soporte el normal desarrollo de las células, aunque podria influenciar la
glicosilacién de la proteina sintetizada.

En general se observo gran dispersién en los valores finales de ICV versus el
tiempo de cultivo en los medios con 100% de asparagina (Zell-C4) y con partes iguales de



Resultados y Discusion — Capitulo N°3 de 5 227

los tres aminoacidos (Zell-C7), lo que indicaria una mayor dependencia del crecimiento con

respecto a la composicion de azucares en estas condiciones.

La disparidad observada en el crecimiento celular en estos medios senald la
existencia de una cierta correlacién entre el grado de desarrollo del cultivo y el contenido de
glucosa: los valores de ICV mas altos se obtuvieron en los cultivos con 100% de esta
hexosa, seguidas de aquellos cultivos en donde la mezcla glucosa+manosa era mayoritaria
frente al contenido de galactosa. Los cultivos sin glucosa presentaron un menor crecimiento,
siendo el caso extremo el punto S1-b, como se indico, en el que no se detecté aumento en
la concentracién de células viables. Se ha reportado que el consumo de galactosa en
células CHO recombinantes se verifica exclusivamente a partir del agotamiento de la
glucosa, cuando ésta esta presente en el medio de cultivo, y que su consumo se observa en
forma conjunta a la remetabolizacion del lactato (Altamirano y col., 2006a).

Si bien depende del clon particular, se ha publicado que las células CHO pueden
crecer aproximadamente a la misma velocidad en manosa y glucosa (Kurano y col., 1990;
Altamirano y col., 2000), lo que esta de acuerdo con las observaciones realizadas en las

experiencias en las que se utilizé estas fuentes de carbono.

Las densidades celulares mas altas se obtuvieron en el medio Zell-C4 y el medio
Zell-C8, ambos sin glutamina, para aquellas suspensiones con alto contenido de glucosa,
seguida de las diferentes mezclas de glucosa y manosa.

En el medio Zell-C6 (con una mezcla aminoacidica igual a la del SMIF 6) se
observé un desarrollo no tan alto, si bien mas parejo entre todos los cultivos. La excepcién a
esta observacion fue el cultivo S1-g, el cual contenia proporciones iguales de los tres
azucares. Esto ultimo fue llamativo, ya que este cultivo habia tenido un desarrollo
comparable al resto de ellos en ocasiones anteriores: la composicibn mayoritaria de
glucosa+manosa probablemente habria sido suficiente para observar un crecimiento
satisfactorio en un medio con un contenido estdndar de aminoacidos. Situaciones como
éstas son consideradas en la determinacion del error experimental, lo que hace posible
obtener conclusiones validas a pesar de la variabilidad observada.

Por otra parte, merece destacarse que los cultivos en medio Zell-C5 evolucionaron
de manera muy similar, con un crecimiento celular practicamente nulo en todos los casos.
Sin embargo, la mayoria de las suspensiones consiguié mantener cierta cantidad de células
viables por varios dias, y de ahi la diferencia observada en las curvas de ICV versus el
tiempo de cultivo.

En términos generales, el perfil de consumo de glucosa y, consecuentemente, los

valores de qg. mostraron fuerte correlacion con el contenido de este azucar en el medio de
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cultivo en estudio. En la Fig. 49 se observa que el consumo de glucosa se produjo durante
todo el cultivo; en ninguno de los casos se evidencié un agotamiento temprano de este
azucar, detectdndose en baja concentracion hasta el dltimo dia del cultivo. Por esta razén, y
debido a las densidades celulares alcanzadas, es posible inferir que otras especies

presentes también son consumidas durante el crecimiento celular.

Como se menciond anteriormente, la mayor concentracion de células viables se
observo en aquellos cultivos con una mezcla pura de glucosa, indicando que ésta es la

hexosa cuyo rendimiento en masa celular es mas eficiente.

Contrariamente a lo observado para la glucosa, para cada una de las cinco
experiencias las pendientes de las curvas de produccién de lactato fueron similares en todos
los cultivos, durante las primeras 48 h a 96 h de cultivo. Luego, esta velocidad varié en
forma diferente para cada suspension celular, lo que condujo a la acumulacién de distintas
cantidades de este metabolito en el sobrenadante al final de la experiencia. Debido a que en
el célculo de las velocidades especificas de consumo/produccién se incluyd la mayor
cantidad de puntos experimentales para los cuales se obtuvo un coeficiente R20,95, los
valores de qi.c para estos cultivos (presentados mas adelante) mostraron una variabilidad
mayor a la esperada por el analisis visual de las curvas. La variacién en los valores de qy al
utilizar diferentes fuentes de carbono ya habia sido informada en las publicaciones de
Altamirano y col. (2001a).

Aquellos cultivos con mayor contenido de glucosa alcanzaron concentraciones mas
altas de lactato en comparacién a los cultivos con manosa, indicando un efecto beneficioso
del uso de esta ultima como sustituto de la glucosa en los cultivos de este clon. En aquellos
cultivos con mezclas ternarias de hexosas se produjo lactato en niveles proporcionales a la
concentracion de glucosa+manosa, aun en aquellos cultivos que mostraron muy bajo
crecimiento, como el S1-d y el S1-m en medio Zell-C4. Se observd, en tanto, una baja
acumulacion de este metabolito en los cultivos con mayoria de galactosa, probablemente
debido al nulo crecimiento observado en estos cultivos. La drastica reduccion en la
produccion de lactato en presencia de galactosa ya habia sido reportada por otros autores
(Altamirano y col., 2000).

La presencia de células viables en los cultivos en medio Zell-C5 se reflejo en el
consumo de la glucosa presente en el medio de cultivo, asi como en la generacion de
lactato hasta niveles relativamente normales (10 mM-12 mM en las primeras 48 h), un hecho
que llama la atencién en cultivos que no se desarrollaron. A diferencia de lo que ocurrié en
otros medios de cultivo, en esta ocasion la concentracion final de lactato alcanzada en los

cultivos no mostré una variabilidad tan alta.
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En los medios de cultivo Zell-C4 y Zell-C5 se observaron valores bajos de qg. para
los cultivos con 100% de este azucar (S1-k y S1-m), adn cuando se verificé un crecimiento
normal (como ocurri6 en el medio Zell-C4). Los valores de qq. obtenidos para los cultivos en
presencia de glutamina fueron tres veces superiores, indicando que cuando este aminoacido
esta presente, el metabolismo celular se encuentra desregulado, haciéndose un uso
ineficiente de la glucosa. La utilizacion de asparagina, consecuentemente, permite mejorar

la eficiencia de la utilizacion que el clon B1A2 hace de esa hexosa.

Es interesante observar que en todos los cultivos de la experiencia en medio
Zell-C4 se genera glutamato, cuando ni éste ni la glutamina formaban parte de la
composicion de este medio. La velocidad de produccién de glutamato se mantuvo
relativamente constante durante todo el tiempo de cultivo, obteniéndose valores superiores a
1 mM. El glutamato generado deriva del a-cetoglutarato originado por transaminacion del
aspartato, el cual a su vez proviene de la desaminacion de la asparagina. Se ha postulado
que los medios de cultivo para células de mamifero que no poseen glutamina en su
composicion deben ser suplementados con aspartato o asparagina, de manera de proveer
los precursores intracelulares para la sintesis de glutamina (glutamato y amonio) y también
debido a que la sintesis de esos dos aminoacidos puede verse reducida en medios libres de
glutamina (Doverskog y col., 1997).

La velocidad de consumo de la asparagina, por otra parte, es entre 5 y 10 veces
menor que la velocidad de consumo de la glutamina (Kurano y col., 1990) y del glutamato
(Altamirano y col., 2004), cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono. Este hecho
indica que el clon B1A2 realiza un aprovechamiento mucho mas eficiente de la energia
aportada por la asparagina, siendo capaz de desarrollarse normalmente en presencia de
este aminoacido. La asparagina tiene asi un doble efecto positivo sobre el metabolismo
celular: por un lado se consume menos glucosa, y por otro se consume lentamente

asparagina, obteniéndose sin embargo una alta masa celular.

La concentracion de glutamato en los sobrenadantes de cultivo del medio Zell-C6
(con la composicion aminoacidica del medio SMIF 6) fue creciendo en la medida en que
avanzaba el tiempo de cultivo, en forma similar a lo observado en las experiencias en medio
Zell-C4. Los valores acumulados de este aminoacido fueron los mas altos, si se comparan
todas las experiencias, coincidiendo con el mayor contenido de glutamina de este medio.
Este hecho, sumado al minimo consumo de glutamato que realiza el clon B1A2, resulta en
una utilizacion muy ineficiente, desde el punto de vista energético, de la glutamina del medio
de cultivo.

También se observé acumulacién de glutamato en los cultivos en los medios
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Zell-C7 y Zell-C8, si bien la cinética de produccion fue diferente en ambos casos. En los
cultivos en presencia de partes iguales de los tres aminoacidos se observo una acumulacién
de glutamato en forma constante y similar para todos los cultivos, aunque las
concentraciones maximas alcanzadas fueron menores a las verificadas en las experiencias
mencionados anteriormente. En los cultivos conteniendo glutamato y asparagina (Zell-C8) la
produccion del primero fue muy dispar, aunque también en este caso los valores finales no

superaron el valor de 1 mM.

Se ha propuesto que las células CHO pueden consumir glutamato (Altamirano y
col., 2000, 2001b, 2004), observacién que no pudo ser replicada en este trabajo de tesis.
Hasta ahora, siempre se verificd una produccion de esta especie en forma relativamente
constante durante todo el tiempo de cultivo. Sin embargo, cuando se utilizd el medio de
cultivo Zell-C5, con 100% de glutamato como fuente de energia para alimentar al TCA, se
observo por primera vez un comportamiento diferente, determinandose en ciertos cultivos un
aparente consumo de este aminodcido (indicado en el grafico como una variacién negativa
de la produccion). Este hecho podria haberse inducido debido a la ausencia de otras fuentes
de energia mas eficientes, como son la glutamina y la asparagina (esto ultimo verificado por
el desarrollo alcanzado en los cultivos en medio Zell-C4). Estos resultados indican que el
clon B1A2 no es capaz de utilizar eficientemente el glutamato, un hecho observado ya en
otras lineas celulares y que se debe probablemente a una baja eficiencia del sistema de
transporte de este aminoacido al interior de la célula (Butler y Christie, 1994).

La alta variabilidad de las mediciones realizadas en los sobrenadantes de los
cultivos en medio Zell-C5 impidi6 obtener resultados concluyentes, a pesar de haberse
repetido el analisis de las muestras. En ciertos casos se observé una leve acumulacién de
glutamato en el sobrenadante, mientras que en otros parecié verificarse un consumo del
mismo, al menos durante el inicio del cultivo, para luego incrementarse su concentracion,
como si estuviese siendo generado. Finalmente, en otros cultivos la concentracion de
glutamato se mantuvo oscilante alrededor del cero, sin indicar consumo ni produccién de
este aminoacido. Por esta razon los resultados de qq, aparecen como no determinados en la
Tabla LII. A pesar de ello puede concluirse que cuando se emplea glutamato en el medio de
cultivo en ausencia de glutamina y asparagina el crecimiento celular obtenido no es
suficiente para considerar el uso de este medio a escala productiva.

Considerando separadamente las experiencias en medios de cultivo conteniendo
glutamina (Zell-C6 y Zell-C7), las curvas obtenidas para el consumo de este aminoacido
fueron practicamente idénticas para todos los cultivos (con la excepcion ya mencionada del
cultivo S1-g del medio Zell-C6). En todos los casos se llegd practicamente al agotamiento de
la glutamina presente, entre las 48 h'y 72 h de cultivo.
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Pudo observarse que las concentraciones de amonio alcanzadas en el medio
Zell-C6 fueron las mas altas (>1,5 mM), considerando el conjunto de los cinco medios de
cultivo evaluados. Estos valores fueron coherentes con resultados anteriores obtenidos en
medios de cultivo con esta concentracién de glutamina. La acumulacién neta de amonio en
los cultivos en medio Zell-C4, Zell-C5 y Zell-C8 es el resultado del balance entre su
produccion a partir de la asparagina, via la asparaginasa, y/o el glutamato, via la GDH, y su
consumo para la sintesis de glutamina a partir de estos aminoéacidos.

Por otro lado, los niveles de este ion acumulados en el sobrenadante al final de los
cultivos en medio Zell-C4 (100% de asparagina) se condicen con el grado de desarrollo de
éstos, encontrdndose dentro de la franja de valores considerados normales; es decir,
similares a los observados en los cultivos control de experiencias anteriores. El medio
Zell-C8 (con glutamato y asparagina, pero sin glutamina), por otra parte, presenté valores
inferiores de acumulacion de amonio en el sobrenadante, lo que se condice con lo
observado por Kurano y col. (1990). Estos autores adjudican este hecho a la menor
velocidad de consumo de la asparagina (en presencia de glutamato) con respecto a la
velocidad de consumo de la glutamina.

Se observo también en este medio de cultivo que las concentraciones maximas de
amonio se correlacionaron con la concentracién de glucosa presente en el mismo: a mayor
contenido del azucar, mayores fueron los niveles de amonio alcanzados, indicando la
estrecha relacién que existe entre la glicélisis y la glutamindlisis. A mayor concentracion de
glucosa, mas desregulado se ve su consumo y mayor cantidad de lactato es sintetizado,
forzando a la célula a consumir en mayor proporcién la fuente de nitrégeno para alimentar al

TCA y generando, consecuentemente, mas amonio.

En particular para el medio Zell-C5, y contrariamente a lo observado para el lactato
- el cual alcanzé niveles normales en sobrenadante (considerando la diferencia en la
extension de los cultivos) —, la acumulacién de amonio en este medio fue extremadamente
baja (< 0,5 mM) en todos los casos. No puede decirse que este fendmeno se deba a la
utilizacion preferencial de la via de transaminacion del glutamato en detrimento de la
desaminacién a a-cetoglutarato, ya que no se observd un consumo significativo del
glutamato, siendo la hipdtesis mas probable que la baja velocidad de ingreso de éste,
sumado a la ausencia de los aminoacidos amoniogénicos glutamina y asparagina,

redundara en una baja produccion del ion amonio.

A diferencia de lo observado para la produccion de lactato, la cinética de
produccion de amonio presenté en general gran variabilidad desde el inicio de los cultivos,
excepto para el medio con mayor contenido de glutamina (Zell-C6), en el cual las pendientes
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de las curvas fueron muy similares durante los dos primeros dias de cultivo. De esta forma
se concluye que cuando la glutamina se encuentra presente en el medio de cultivo, el
amonio generado proviene predominantemente del metabolismo de aquélla, mientras que
cuando este aminoacido es sustituido por glutamato y/o asparagina, la produccién de
amonio es dependiente de la composicion de hexosas del medio de cultivo.

La cinética de produccién y las concentraciones finales de rhEPO alcanzadas no
mostraron tener relacion, sin embargo, con la concentracion de los azucares presentes,
observandose una gran variabilidad en los resultados. En cambio, con referencia al
contenido de aminoacidos, se observd que los valores mas altos de qgepo fueron obtenidos
en aquellos cultivos con mayor concentracién de asparagina. Este hecho apoya la
observacién de Altamirano y col. (2006b), quienes informaron que la adicion de asparagina
resulta esencial para la producciéon y actividad biolégica de otra proteina recombinante
producida en células CHO, el t-PA.

A partir de las curvas presentadas se calcularon los valores de W, Qgic, Qiacs Agins Agius
Oam Y Qmepo para las experiencias en los medios Zell-C4 (Tabla Ll), Zell-C5 (Tabla Lll),
Zell-C6 (Tabla LIII), Zell-C7 (Tabla LIV) y Zell-C8 (Tabla LV).

6.4.3. Andlisis del perfil de isoformas

Se determiné el patron de glicoformas de la rhEPO producida por el clon B1A2 en
las condiciones ensayadas, mediante |IEF y densitometria de las bandas reveladas por
Western blot de las muestras de sobrenadante purificadas y concentradas. La proporcion
relativa de las isoformas producidas en cada cultivo se presenta en las Tabla LVI (Zell-C4),
Tabla LVII (Zell-C5), Tabla LVIII (Zell-C6), Tabla LIX (Zell-C7) y Tabla LX (Zell-C8). No se
incluyen los datos correspondientes al cultivo S1-c del medio Zell-C4 debido a que la
muestra probablemente se degradd durante la purificacion, no siendo posible identificar
isoformas definidas y cuantificables, y a los cultivos S1-b y S1-i, debido a que la masa de
proteina recuperada fue insuficiente para obtener resultados confiables por IEF — Western
blot. Esto ultimo ocurrié en todas las condiciones ensayadas.

Posteriormente se obtuvieron los valores de AB, asociada a cada uno de los

cultivos analizados por IEF, siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo 2.



Tabla LI: Valores de M, Qgic; Giacs Agins dgius dam Y drmepo Obtenidos para las diferentes mezclas de hexosas adicionadas al medio Zell-C4.
Cultivo H Agie Qiac Gam Agin Qglu QrhEPO
(" (nmol 10°cél" h™)  (nmol 10°cél" h™)  (nmol 10°cél” h™) (nmol10°cél" h") (nmol10°cél" h") (% 10°cél’ h™)
Si-a nd Sin glc 345123 1542 Sin gIn 61 1,4010,08
- e e e R=0,99 P<0,0001 R=0,93 P=0,0009  ----- - R=0,88 P=0,009 R=0,99 P=0,003
S1-b nd Sin glc nd 18+4 Sin gln 11+1 0,432+0,073
------------------------------ R=0,88 P=0,004 R=0,98 P=0,0006 R=0,92 P=0,001
S1-c 0,0107+0,0008 238142 268151 1541 Sin gln 161 0,888+0,057
R=0,99 P<0,0001 R=0,96 P=0,011 R=0,95 P=0,013 R=0,99 P<0,0001 - - R=0,99 P=0,0001 R=0,99 P<0,0001
S1-d 0,0024+0,0004 5616 nd 2214 Sin gIn 81 0,769+0,135
R=0,97 P=0,028 R=0,97 P=0,001 R=0,92 P=0,002  ----- = - R=0,98 P=0,0005 R=0,93 P=0,002
S1-e 0,0092+0,0009 99119 36171 1411 Sin gIn 80,5 1,0910,05
R=0,98 P=0,0004 R=0,96 P=0,036 R=0,98 P=0,114 R=0,98 P=0,0004  -—--- - R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001
S1-f 0,0111+0,0003 162129 321144 2112 Sin gln 810,5 1,47+0,19
R=0,99 P<0,0001 R=0,96 P=0,011 R=098 P=0,019 R=0,98 P=0,00056 — - - R=0,99 P<0,0001 R=0,97 P=0,002
S1- 0,0124+0,0001 113117 386159 3941 Sin gln 1741 1,14+0,24
9 R=0,99 P<0,0001 R=0,97 P=0,007 R=0,98 P=0,023 R=0,99 P=0,0003 - -—- R=0,99 P=0,0001 R=0,94 P=0,017
S1-h 0,0075+0,0006 136119 340170 3042 Sin gln 1110,3 0,908+0,105
R=0,98 P<0,0001 R=0,97 P=0,005 R=0,96 P=0,040 R=0,99 P=0,004 - -—- R=0,99 P<0,0001 R=0,97 P=0,001
S1-i nd Sin glc nd 3115 Sin gin 12+4 nd
------------------------------ R=0,92 P=0,001 R=0,81 P=0,026
S1-i 0,0079+0,0002 Sin glc 503166 3813 Sin gIn 1611 0,73310,036
! R=0,99 P<0,0001  ----- - R=0,98 P=0,017 R=0,99 P=0,0003  ----- = ----- R=0,99 P=0,0001 R=0,99 P<0,0001
S1k 0,0134+0,0006 210428 371166 5318 Sin gln 1241 0,572+0,043
R=0,99 P<0,0001 R=0,97 P=0,002 R=0,96 P=0,011 R=0,97 P=0,006 — - - R=0,99 P<0,0001 R=0,98 P<0,0001
S1- 0,0083+0,0011 Sin glc 474160 3616 Sin gln 14104 0,792+0,083
R=0,95 P=0,0003  ----- - R=0,98 P=0,016 R=095 P=0,0038  ---- = - R=0,99 P<0,0001 R=0,97 P<0,0001
S1-m 0,004+0,001 190+30 326123 5816 Sin gln 70,5 0,352+0,048
R=0,85 P=0,152 R=0,93 P=0,0007 R=0,99 P<0,0001 R=0,98 P=0,0002  ----- - R=0,99 P=0,0002 R=0,95 P=0,0003
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Tabla LII: Valores de 4, qglc, glac, qgin, qglu, gam y qrhEPO obtenidos para las diferentes mezclas de hexosas adicionadas al medio Zell-C5.
Cultivo H dgic lac Gam Qgin Aglu QrhEPO
(h™ (nmol 10 cél" h™") (nmol 10 cél" h™) (nmol 10°cél" h™)  (nmol10°cél" h") (nmol10°cél" h") (% 10°cél’ h™)
S1-a nd Sin glc 233,2+20,2 1248 Sin gIn nd 0,6800,010
-------------------- R=0,98 P=0,393 R=0,99 P=0,008
S1-b nd Sin glc nd 59+30 Sin gln nd nd
----------------------------------- P=0,299
Si-c 0,0112 156119 271+33,9 912 Sin gln nd 0,71010,030
-1 P<0,0001 R=0,96 P=0,0002 R=0,96 -—— - P=0,061 - = e e R=0,99 P<0,0001
S1-d nd 54111 363140,0 Nd Sin gIn nd 0,490+0,054
---------- R=0,89 P=0,003 R=0,97 R=0,97 P=0,0003
Si-e 0,005+0,003 77+9 251127 94 Sin gIn nd 0,464+0,052
R=0,87 P=0,331 R=0,96 P=0,0002 R=0,97 - = - P=0,084  ----- = - e e R=0,97 P=0,0001
S1-f nd 131136 27344 1310,2 Sin gln nd 0,40110,061
---------- R=0,83 P=0,011 R=0,94 P=0,012 R=0,95 P=0,001
S1- nd 332136 454,454 914 Sin gln nd 0,57610,028
e — R=099 P=0,068 R=097 - - P=0,083 - = e e R=0,99 P=0,0003
S1-h nd 228+38 244+21 715 Sin gln nd 0,41510,031
---------- R=0,99 P=0,107 R=0,99 —-  P=0,006  -—- R=0,99 P=0,0009
S1-i nd Sin glc nd 42422 Sin gin nd nd
----------------------------------- P=0,153
S1-i nd Sin glc 376136 712 Sin gIn nd 0,643+0,103
U — R=0,97 - - P=0,037  ----- s e e R=0,98 P=0,025
S1-k nd 184120 357+35 913 Sin gln nd 0,79610,167
---------- R=0,96 P=0,0001 R=0,98 P=0,065 R=0,96 P=0,041
S14 nd Sin glc 442+40 611 Sin gln nd 0,50310,048
-------------------- R=0,98 —  P=0,101 R=0,98 P=0,0005
S1-m nd 214123 350+25 911 Sin gln nd 0,84810,173
---------- R=0,97 P=0,0002 R=0,98 P=0,008 R=0,96 P=0,039
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Tabla LIII: Valores de M, Qgic; Giacs Agins Agius dam Y drmepo Obtenidos para las diferentes mezclas de hexosas adicionadas al medio Zell-C6.
Cultivo H Agie Qiac Gam Agin Qglu QrhEPO
(h™ (nmol 10°cél" h™)  (nmol10°cél" h")  (nmol 10°cél’ h™) (nmol 10°cél”" h™) (nmol10°cél" h") (% 10°cél’ h™)
S1-a 0,013810,0004 Sin glc 551150 557 96113 24+7 0,500+0,021
R=0,99 P<0,0001  ----- = - R=0,99 P=0,058 R=0,98 P=0,016 R=0,99 P=0,089 R=0,96 P=0,173 R=0,99 P<0,0001
S1-b nd Sin glc 913 3881134 177193 5840 nd
-------------------- R=0,84 P=0,078 R=0,90 P=0,101 R=0,74 P=0,153 R=0,64 P=0241
S1-c 0,012+0,002 255137 5881108 72112 98117 3044 0,570+0,029
R=0,98 P=0,017 R=0,98 P=0,020 R=0,98 P=0,116 R=0,97 P=0,026 R=098 P=0,111 R=0,99 P=0,079 R=0,99 P<0,0001
S1-d 0,020+0,002 117129 462166 7515 95+18 2515 0,675+0,045
R=0,99 P=0,007 R=097 P=0,156 R=0,98 P=0,019 R=0,99 P=0,005 R=0,97 P=0,033 R=0,97 P=0,032 R=0,99 P<0,0001
S1-e 0,015410,0007 169134 5081107 6017 95+13 2813 0,530+0,033
R=0,99 P=0,0002 R=098 P=0,128 R=0,98 P=0,132 R=0,99 P=0,012 R=0,98 P=0,019 R=0,99 P=0,008 R=0,99 P<0,0001
S1-f 0,0114+0,0006 208+24 537184 110136 10319 3018 0,477+0,021
R=0,99 P=0,0003 R=0,98 P=0,003 R=0,98 P=0,023 R=0,95 P=0,199 R=0,99 P=0,008 R=0,94 P=0,060 R=0,99 P<0,0001
S1- 0,0107+0,0009 187122 478163 86111 757 2915 0,373+0,054
9 R=0,99 P=0,001 R=0,99 P=0,014 R=0,97 P=0,005 R=0,97 P=0,002 R=0,99 P=0,002 R=0,96 P=0,008 R=0,94 P=0,0005
S1-h 0,019+0,001 154126 480+103 6819 7913 2844 0,753+0,039
R=0,99 P=0,007 R=0,97 P=0,026 R=0,96 P=0,043 R=0,98 P=0,019 R=0,97 P=0,026 R=0,98 P=0,021 R=0,99 P<0,0001
sti d Single d d d d nd
S1-i 0,018+0,003 Sin glc 616130 102119 94+11 1912 0,861+0,113
! R=0,97 P=0,035 « ----- = - R=0,98 P=0,132 R=0,98 P=0,120 R=0,99 P=0,013 R=0,99 P=0,014 R=0,96 P=0,0007
S1k 0,016+0,003 452+17 6161128 88120 118125 2616 1,3110,1
R=0,97 P=0,029 R=0,99 P=0,002 R=0,95 P=0,45 R=0,95 P=0,049 R=0,96 P=0,044 R=0,95 P=0,045 R=0,98 P<0,0001
S1- 0,016+0,004 Sin glc 585+111 8617 9015 1711 0,732+0,119
R=0,95 P=0,051 = --—-- = - R=0,98 P=0,119 R=0,98 P=0,123 R=0,97 P=0,027 R=0,99 P=0,007 R=0,94 P=0,002
S1-m 0,017%0,001 32055 67077 112115 96111 2844 0,922+0,090
R=0,99 P=0,004 R=0,97 P=028 R=0,99 P=0,073 R=0,99 P=0,087 R=0,97 P=0,013 R=0,98 P=0,019 R=0,99 P=0,002
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Tabla LIV: Valores de M, qgic; Giacs Agins Agius dam Y drmepo Obtenidos para las diferentes mezclas de hexosas adicionadas al medio Zell-C7.
Cultivo H dgie lac Gam Qgin dglu QqrhePO
(" (nmol 10°cél" h")  (nmol 10°cél" h™") (nmol10°cél" h") (nmol 10°cél’ h™) (nmol10°cél”’ h™") (% 10°cél" h™)
S1-a 0,0058+0,0009 Sin glc 396159 162 4315 1212 0,55010,030
R=0,96 P=0,003 - = - R=0,96 P=0,003 R=0,97 P=0,001 R=0,98 P=0,003 R=0,96 P=0,011 R=0,99 P<0,0001
S1-b nd Sin glc nd 1415 6719 13+1 nd
------------------------------ R=0,87 P=0,057 R=0,99 P=0,083 R=0,99 P=0,0002 -
S1-c 0,0185+0,0008 289157 4901104 1912 4411 8+1 0,704+0,050
R=0,99 P=0,097 R=0, P=0, R=0,96 P=0,042 R=0,98 P=0,008 R=0,94 P=0,059 R=0,98 P=0,002 R=0,99 P<0,0001
S1-d 0,00910,002 8218 502171 29+2 5113 131 0,72010,041
R=0,94 P=0,019 R=0,99 P=0,009 R=0,97 P=0,006 R=0,99 P=0,002 R=0,99 P=0,0038 R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001
S1-e 0,01910,008 199443 558155 3413 4516 1744 0,81410,071
R=0,92 P=0,260 R=0,96 P=0,044 R=0,99 P=0,002 R=0,98 P=0,002 R=0,96 P=0,002 R=0,97 P=0,156 R=0,98 P<0,0001
S1-f 0,008+0,002 187114 531167 2812 357 1513 0,656+0,048
R=0,91 P=0,035 R=0,99 P=0,049 R=0,98 P=0,004 R=0,98 P=0,0004 R=0,95 P=0,013 R=0,97 P=0,027 R=0,98 P<0,0001
S1- 0,011%0,001 189134 6231123 4745 4144 1813 0,513+0,037
9 R=0,98 P=0,008 R=0,97 P=0,031 R=0,96 P=0,037 R=0,99 P=0,010 R=0,99 P=0,002 R=0,97 P=0,033 R=0,98 P<0,0001
S1-h 0,010+0,002 21911 480+130 103122 3216 1311 0,628+0,052
R=0,97 P=0,035 R=0,99 P=0,0008 R=0,93 P=0,066 R=0,98 P=0,134 R=0,95 P=0,014 R=0,99 P=0,0009 R=0,98 P<0,0001
St - - - - - - -
S14i 0,012+0,001 Sin glc 719112 4446 35+4 132 0,616+0,056
J R=0,99 P=0,006 - = - R=0,99 P=0,011 R=0,96 P=0,002 R=0,98 P=0,004 R=0,98 P=0,004 R=0,98 P<0,0001
S1k 0,011x0,001 65910 517170 437 3216 1011 0,662+0,086
R=0,98 P=0,0007 R=0,99 P=0,010 R=0,98 P=0,018 R=0,97 P=0,027 R=096 P=0,011 R=0,99 P=0,080 R=0,95 P=0,0003
S14 0,014+0,008 Sin glc 539133 nd 353 1411 0,452+0,073
R=0,87 P=0,322  ---—-- = - R=0,99 P=0,0005 R=0,99 P=0,0002 R=0,99 P=0,002 R=093 P=0,0008
S1-m 0,014+0,002 609195 634112 5318 4919 8+1 0,792+0,086
R=0,96 P=0,010 R=0,99 P=0,098 R=0,94 P=0,057 R=0,97 P=0,025 R=0,97 P=0,033 R=0,98 P=0,016 R=0,97 P<0,0001
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Tabla LV: Valores de M, qgic; Giacs Agins dgius dam Y drmero Obtenidos para las diferentes mezclas de hexosas adicionadas al medio Zell-C8.
Cultivo H dgie Qiac Gam Qgin Qglu QrhePO
(" (nmol 10°cél" h™)  (nmol 10°cél" h™")  (nmol 10°cél’ h™) (nmol 10°cél” h™) (nmol10°cél" h") (% 10°cél’ h™)
S1-a 0,012+0,001 Sin glc 376169 247 Sin gIn 1013 1,25+0,09
R=0,98 P=0,0008  -—--- = - R=0,97 P=0,032 R=0,93 P=0,072 - = - R=0,93 P=0,069 R=0,99 P<0,0001
S1-b nd Sin glc nd 3413 Sin gln nd 0,24410,028
------------------------------ R=0,98 P<0,0001  --—- R=0,96 P=0,0002
S1-c 0,018+0,004 226135 452193 2714 Sin gln 51 0,639+0,052
R=0,95 P=0,048 R=0,97 P=0,008 R=0,96 P=0,040 R=0,98 P=0,018 - = --- R=0,92 P=0,002 R=0,98 P<0,0001
S1-d 0,010+0,001 88110 313160 34+1 Sin gIn 1112 1,45+0,25
R=0,98 P=0,0005 R=0,99 P=0,013 R=0,95 P=0,014 R=0,99 P=0,001 - - R=0,96 P=0,037 R=0,94 P=0,005
S1-e 0,0100+0,0007 133126 532188 1813 Sin gIn 812 0,74110,045
R=0,99 P=0,0009 R=0,96 P=0,035 R=0,99 P=0,104 R=0,97 P=0,034 - - R=0,94 P=0,016 R=0,99 P<0,0001
S1-f 0,011+0,001 200131 532176 4114 Sin gln 60,5 1,0310,04
R=0,99 P=0,002 R=0,97 P=0,007 R=0,98 P=0,020 R=0,99 P=0,009  -—- = - R=0,99 P=0,001 R=0,99 P<0,0001
S1- 0,014+0,002 143121 40371 3113 Sin gln 1212 1,10+0,06
9 R=0,98 P=0,015 R=0,98 P=0,022 R=0,97 P=0,030 R=0,99 P=0,010  ---—-- = --- R=0,96 P=0,008 R=0,99 P<0,0001
S1-h 0,011+0,001 138+18 457162 3714 Sin gln 1512 1,0810,07
R=0,97 P=0,001 R=0,97 P=0,005 R=0,98 P=0,018 R=0,99 P=0,014 - = --- R=0,99 P=0,100 R=0,99 P<0,0001
st - 00— . n0— . 0 . 0 o/ .
S1-i 0,01610,003 Sin glc 418177 4315 Sin gIn 3810 0,603+0,039
J R=0,98 P=0,025 - = - R=0,97 P=0,030 R=0,99 P=0012 - = - R=0,97 P=0,164 R=0,99 P<0,0001
S1k 0,011+0,002 317138 469190 384 Sin gln 49118 1,05+0,16
R=0,96 P=0,009 R=0,99 P=0,014 R=0,97 P=0,035 R=0,99 P=0,012  -—- = - R=0,94 P=0229 R=095 P=0,001
S14 0,020+0,003 Sin glc 501+151 4613 Sin gln 61 0,934+0,042
R=0,98 P=0,017 - = -—- R=0,92 P=0,080 R=0,93 P=0,072  ---—-- = --- R=0,97 P=0,0004 R=0,99 P<0,0001
S1-m 0,0126+0,0006 368129 514151 4413 Sin gln 51 0,751+0,082
R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P=0,006 R=0,99 P=0,010 R=0,99 P=0,004  -—- - R=0,98 P=0,004 R=0,97 P<0,0001
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Tabla LVI: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2 cultivado en el medio Zell-C4, para las distintas mezclas de hexosas.

Isoforma S1-a S1-b S1-c S1-d S1-e S1-f S1-g S1-h S1-i S14j S1-k S1-l S1-m
-3 4.1 nd nd 2,6 1,8 0,7 6,2 0,8 nd 4,3 8,0 1,8 0,5
-2 6,6 nd nd 7,4 6,9 3,7 2,7 3,8 nd 0,2 6,1 1,8 6,8
-1 7.4 nd nd 10,3 10,3 11,2 6,5 7,6 nd 1,5 13,6 7,3 11,3
0 10,8 nd nd 15,7 15,9 12,3 13,0 10,3 nd 5,6 21 12,8 15,2
1 19,6 nd nd 18,9 16,5 15,2 19,9 14,6 nd 12,1 7,8 18,5 17,8
2 19,8 nd nd 21,1 15,8 15,4 22,9 13,7 nd 15,0 16,3 20,5 18,5
3 18,9 nd nd 18,2 15,7 18,8 23,5 141 nd 16,3 23,7 17,9 16,8
4 12,8 nd nd 5,7 9,8 15,5 5,2 16,1 nd 19,7 17,8 12,8 10,9
5 ND nd nd 0,1 7,2 6,1 ND 13,3 nd 17,4 4,5 5,5 2,6
6 ND nd nd ND ND 1,2 ND 5,6 nd 7.8 ND 1,1 ND
7 ND nd nd ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND
8 ND nd nd ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND

Tabla LVII: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2 cultivado en el medio Zell-C5, para las distintas mezclas de hexosas.

Isoforma  Si-a S1-b S1-c S1-d S1-e S1-f S1-g S1-h S1-i S1-j S1-k S1-l S1-m
-3 4,2 nd 4.1 3,6 3,0 1,4 6,1 1,2 nd 4.4 5,0 17,1 0,2
-2 8,7 nd 8,3 6,9 9,3 6,3 9,4 8,5 nd 7,0 7,7 18,5 3,6
-1 11,7 nd 9,6 8,7 13,4 6,4 11,5 9,5 nd 8,7 71 20,9 11,6
0 14,1 nd 13,0 11,3 18,0 11,6 13,0 9,0 nd 10,4 8,5 115 16,7
1 15,2 nd 15,2 14,6 17,0 14,9 13,2 9,0 nd 13,9 12,0 10,3 16,1
2 15,6 nd 15,5 15,5 16,6 15,1 13,3 13,9 nd 14,2 14,0 7,8 14,7
3 14,4 nd 14,4 15,6 13,9 14,9 10,5 15,2 nd 13,3 14,3 4,6 16,9
4 11,3 nd 11,5 13,2 8,9 13,2 10,2 15,2 nd 13,0 14,3 3,0 12,0
5 4,7 nd 6,6 84 ND 11,2 12,7 11,8 nd 9,6 11,4 0,8 8,4
6 ND nd 1,6 2.1 ND 4.9 ND 6,8 nd 52 55 1,0 ND
7 ND nd ND ND ND ND ND ND nd 0,2 ND 3,6 ND
8 ND nd ND ND ND ND ND ND nd ND ND 1,0 ND
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Tabla LVIII: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2 cultivado en el medio Zell-C6, para las distintas mezclas de hexosas.

Isoforma S1-a S1-b S1-c S1-d S1-e S1-f S1-g S1-h S1-i S14j S1-k S1-l S1-m
-3 3,6 nd 47 2,7 8,1 13,9 22,2 0,5 nd 3,1 0,2 0,6 0,1
-2 8,7 nd 4,6 6,0 9,5 7,5 7,8 16,4 nd 5,7 2,2 2,1 0,7
-1 14,1 nd 9,7 8,7 12,8 9,1 10,8 5,9 nd 6,3 6,4 6,2 4,7
0 16,5 nd 14,0 12,4 14,8 11,2 15,2 6,6 nd 12,6 10,9 10,8 10,9
1 18,5 nd 17,9 15,6 16,3 12,8 17,0 12,1 nd 15,7 14,9 15,2 15,7
2 17,5 nd 19,0 15,5 15,9 12,8 15,8 16,7 nd 18,9 18,8 19,8 18,0
3 13,4 nd 18,2 15,9 13,7 12,9 9,8 19,8 nd 17,9 20,8 20,8 20,3
4 6,8 nd 10,6 13,7 7,6 11,0 1,4 15,7 nd 15,5 17,2 17,7 18,5
5 0,9 nd 1,3 8,4 1,3 7,2 ND 6,0 nd 4.3 8,3 6,8 11,1
6 ND nd ND 1,0 ND 1,7 ND 0,4 nd ND 0,3 ND ND
7 ND nd ND ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND
8 ND nd ND ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND

Tabla LIX: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2 cultivado en el medio Zell-C7, para las distintas mezclas de hexosas.

Isoforma  Si1-a S1-b Si1-c Si-d Si-e S1-f S1-g S1-h S1-i S1-j S1-k S1-l S1-m
-3 0,6 nd 0,3 1,1 4,7 2,8 49 10,4 nd 9,7 6,9 11,6 7,3
-2 7,1 nd 6,6 6,3 12,0 59 1,4 9,2 nd 8,7 7,3 9,2 4,2
-1 13,9 nd 11,4 10,2 14,6 9,3 6,2 11,9 nd 15,0 11,1 10,6 6,0
0 12,0 nd 11,0 8,8 13,8 11,9 11,7 8,3 nd 10,6 9,1 9,6 10,2
1 12,6 nd 10,5 7,5 12,4 16,0 14,7 11,2 nd 10,8 10,3 11,1 13,6
2 12,7 nd 12,3 10,6 10,7 16,6 17,2 12,9 nd 12,6 11,9 11,8 15,6
3 12,1 nd 14,3 15,4 7,6 17,1 17,8 13,8 nd 13,2 13,1 12,6 15,9
4 13,0 nd 12,2 17,1 4,3 13,2 13,5 13,0 nd 11,8 13,1 12,0 12,2
5 11,3 nd 10,1 15,0 54 6,7 8,7 8,3 nd 4,5 11,3 9,2 11,4
6 4.4 nd 8,8 7,3 9,4 0,5 3,9 1,0 nd 3,1 5,3 2,3 37
7 0,3 nd 2,4 0,5 5,1 ND ND ND nd ND 0,8 ND ND
8 ND nd 0,1 ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND
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Tabla LX: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2 cultivado en el medio Zell-C8, para las distintas mezclas de

hexosas.

Isoforma S1-a S1-b S1-c S1-d S1-e S1-f S1-g S1-h S1-i S14j S1-k S1-l S1-m
-3 7,7 nd 1,3 12,3 8,2 2,1 7,3 8,3 nd 2,5 0,5 0,1 4,8
-2 9,0 nd 3.4 4,5 5,6 4,9 11,0 3,5 nd 4,5 1,6 1,5 53
-1 10,7 nd 7,8 8,8 10,0 9,8 10,6 6,1 nd 6,7 3,8 5,2 7,7
0 141 nd 15,3 13,3 17,1 13,3 12,0 12,5 nd 10,1 8,1 11,1 10,1
1 17,2 nd 20,4 10,1 20,5 17,3 15,0 19,5 nd 13,1 141 16,5 12,6
2 16,9 nd 19,8 5,9 21,3 19,5 15,4 17,7 nd 15,9 18,3 20,1 14,5
3 15,6 nd 18,7 19,1 17,4 19,6 15,9 15,7 nd 18,5 19,9 22,1 16,7
4 8,4 nd 11,6 16,1 ND 11,9 10,7 12,4 nd 18,5 21,1 20,7 16,8
5 0,4 nd 1,6 9,8 ND 1,6 2,1 4,3 nd 9,7 11,7 2,6 10,6
6 ND nd ND ND ND ND ND ND nd 0,5 1,1 ND ND
7 ND nd ND ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND
8 ND nd ND ND ND ND ND ND nd ND ND ND ND

G 8p £, N ojnyden — ugisnosig A sopejnssy
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La inferencia de conclusiones a partir de las observaciones que se realizan sobre
un numero tan grande de resultados experimentales resulta incompleta, ya que se pierde
mucha informacién al no poder cruzar todas las variables en estudio. En estos casos se
requiere de un analisis sisteméatico y dirigido, que permita describir la realidad experimental
en forma apropiada, y generar asi informacién que facilite la toma de decisiones.

Como el objetivo final de este ultimo conjunto de experimentos fue el de utilizarlos
en el diseno de un medio de cultivo que optimizase ciertos parametros previamente
elegidos, se analizaron los datos obtenidos mediante la metodologia de superficies de
respuesta, definiéndose asi un medio de cultivo mejorado para la produccion de rhEPO en
un proceso productivo en modo de cultivo por lote.

6.4.4. Modelado de respuestas mediante RSM

Los objetivos del andlisis de los datos experimentales a través de la metodologia
de superficies de respuesta fueron:

e Evaluar el comportamiento de cada una de las respuestas seleccionadas frente a
diferentes combinaciones de los seis componentes del medio de cultivo en estudio.

e Predecir las proporciones 6ptimas de estos compuestos en el medio de cultivo, que al ser
adicionadas al medio basal permitirian obtener los mejores resultados (de acuerdo con
las exigencias impuestas a las respuestas elegidas) en un cultivo por lote del clon B1A2.

En primer lugar se seleccionaron las respuestas de interés a ser incluidas en el
andlisis.
Teniendo en cuenta que se desea formular un medio a ser utilizado durante el

cultivo del clon B1A2 para la produccion por lote de rhEPO, se eligieron las siguientes
respuestas del sistema a ser optimizadas:

e ICV:

Como se ha mencionado anteriormente, la ICV es una medida de la cantidad de
células metabdlicamente activas que se encuentran durante todo el periodo de cultivo de las
mismas. Debido a que la rhEPO es una proteina secretada constitutivamente por las células
durante su vida, y su secrecion no se encuentra asociada a una fase del ciclo celular en
particular, la maximizacion de la ICV es uno de los objetivos a ser perseguidos durante el
cultivo por lote.

®  Orhepo-

Los resultados obtenidos hasta aqui han demostrado que la calidad glicosidica de
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la molécula de rhEPO no depende, al menos directamente, de su velocidad especifica de
produccion. Por esta razon es también deseable que este parametro alcance el valor mas
alto posible durante el cultivo.

® (iac-

Tratandose de un metabolito que rapidamente baja el pH del medio en un cultivo
por lote y cuya acumulacion resulta perjudicial para las células, se procura que su velocidad

especifica de produccién sea minima.

® (am:

Se ha demostrado ya el efecto perjudicial de la acumulacion de amonio en el
sobrenadante de cultivo sobre el patrén de isoformas de rhEPO producido, por lo que se
requiere que la combinacion de los nutrientes en estudio no induzcan una répida secrecion
de este metabolito, con el fin de disminuir cuanto sea posible los niveles alcanzados al final
del cultivo.

e Actividad biolégica especifica:

Es el objetivo primordial del presente trabajo el obtener una molécula de rhEPO
con alta actividad bioldgica especifica a través de la seleccién de las condiciones de cultivo
del clon productor.

En la Tabla LXI se presentan las respuestas obtenidas en los 65 experimentos
realizados, correspondientes al disefio de mezclas cruzadas que se mostré en la Fig. 46.

Tabla LXI: Respuestas obtenidas en cada punto del disefio experimental de mezclas
cruzadas.

Experimento icv drhEPO AB; Jiac Jam
PuntoS1 PuntoS2 (célhml™) (%cél'h™") (Uimg") ~ (nmol10°cél” h™)
S1-a S2-a 1,97 x 10’ 1,40 x 107° 35.700 345 15
S1-b S2-a 1,58 x 10’ 4,32 x 1077 - 0 18
Si-c S2-a 1,10 x 10® 8,88 x 107/ - 269 15
S1-d S2-a 4,66 x 10’ 7,69 x 1077 29.400 - 22
Si-e S2-a 9,54 x 107 1,09 x 107° 39.100 360 14
S1-f S2-a 1,32 x 10° 1,47 x 107° 45.900 321 21
S1-g S2-a 1,33 x 108 1,14 x 107° 53.500 386 39
S1-h S2-a 1,19 x 108 9,08 x 107~/ 59.600 340 30
S1-i S2-a 1,07 x 107 - - - 31

S14 S2-a 7,90 x 10’ 7,33 x 107 72.800 503 38
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S1-k S2-a 1,21 x 10° 572 x10" 44.800 371 53
S1-l S2-a 8,86 x 107 7,92 x 1077 - 474 36
S1-m S2-a 3,98 x 107 3,52 x 10~ 44.400 326 58
Si-a S2-b 3,72 x 10’ 6,80 x 10~ 35.800 233 12
S1-b S2-b 4,32 x 10° - - - 59
S1-c S2-b 3,25 x 107 7,10 x 1077 40.900 271 9

S1-d S2-b 2,68 x 10’ 4,90 x 1077 46.200 363 -

Si-e S2-b 3,54 x 10’ 4,64 x 107 27.900 251

S1-f S2-b 3,65 x 107 4,01 x 107 54.000 273 13
S1-g S2-b 2,65x10° 576 x 107 41.900 454

S1-h S2-b 3,69 x 10’ 415 x 107 57.800 244 7

S14i S2-b 3,44 x 107 - - - 42
S14 S2-b 2,97 x 10’ 6,43 x 10~ 50.700 376 7

S1-k S2-b 3,18 x 10’ 7,96 x 1077 54.600 357 9

S1-l S2-b 2,94 x 107 503 x 107 47.800 442 6

S1-m S2-b 2,78 x 10’ 8,48 x 10~/ 43.100 350 9

Si-a S2-c 1,01 x 108 5,00 x 1077 27.400 551 55
S1-b S2-¢ - - - 9 -

Si-c S2-¢ 1,00 x 10® 5,70 x 1077 34.500 588 72
S1-d S2-c 9,85 x 10’ 6,75 x 107~ 45,500 462 75
Si-e S2-c 1,07 x 10® 5,30 x 1077 27.600 508 60
S1-f S2-¢ 8,81 x 107 4,77 x 1077 38.900 537 110
S1-g S2-c 4,10 x 10’ 3,73 x 107 17.800 478 86
S1-h S2-¢ 9,26 x 107 7,53 x 107 44.500 480 68
S1-i S2-¢ - - - - -

S14 S2-c 1,03 x 108 8,61 x 107 42.400 616 102
S1-k S2-¢ 9,12 x 107 1,31 x 107° 51.300 616 88
S1-l S2-¢ 1,07 x 10® 7,32 x 107 49.700 585 86
S1-m S2-c 1,05 x 108 9,22 x 1077 55.400 670 112
Si-a S2-d 5,60 x 10’ 550 x 10~ 50.700 396 16
S1-b S2-d 3,63 x 107 - - - 14
Si-c S2-d 6,74 x 10’ 7,04 x 1077 59.600 490 19
S1-d S2-d 7,17 x 10’ 7,20 x 1077 64.500 502 29
Si-e S2-d 4,71 x 107 8,14 x 10~ 47.700 558 34
S1-f S2-d 7,00 x 10’ 6,56 x 10~ 43.100 531 28
S1-g S2-d 7,56 x 10’ 513 x 107 51.700 623 47
S1-h S2-d 8,50 x 107 6,28 x 1077 41.200 480 103
Si-i S2-d - - - - -

S14 S2-d 7,15 x 10’ 6,16 x 10~ 37.800 719 44
S1-k S2-d 9,62 x 107 6,62x 1077 52.500 517 43
S1-l S2-d 5,30 x 107 452 x 1077 42.400 539 -

S1-m S2-d 1,24 x 108 7,92 x 107 51.700 634 53
S1-a S2-e 1,14 x 10® 1,25 x 1077 28.700 376 24
S1-b S2-e 2,59 x 107 244 x 107 - - 34
Si-c S2-e 1,01 x 108 6,39 x 10~ 37.100 452 27
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S1d S2-e 1,07 x 10° 1,45 x 10° 38.500 313 34
Si-e S2-e 9,79 x 107 7,41 x 107 24.000 532 18
S1-f S2-e 1,03 x 10° 1,03 x 107° 37.100 532 41
S1-g S2-e 1,10 x 108 1,10 x 107° 32.200 403 31
S1-h S2-e 1,20 x 10® 1,08 x 107° 50.500 457 37
S1-i S2-e - - - - -
S14 S2-e 1,20 x 108 6,03 x 107~ 51.900 418 43
S1-k S2-e 1,08 x 108 1,05 x 107° 59.700 469 38
S1-l S2-e 1,24x 10° 9,34 x 10~ 48.000 501 46
S1-m S2-e 1,26 x 108 751 x 107 56.500 514 44

6.4.5. Estudio de las respuestas: andlisis simple

Utilizando el programa de disefio estadistico de experimentos Design
Expert® v.6.0.10 (Stat-Ease, Inc., EE.UU.) se realizd en primera instancia una prueba para
descartar valores andémalos (comunmente conocidos como outliers), que pudieran
influenciar el modelo (Myers y Montgomery, 1995). Ninguno de los 65 experimentos fue
descartado por esta prueba.

Considerando una dada combinacion de los aminoacidos glutamina, glutamato y
asparagina, se ajusté un modelo polindmico (y su correspondiente superficie) para cada
respuesta analizada, sobre el sistema coordenado simplex asociado al disefio S1. La
superficie obtenida predice los valores de la respuesta para las infinitas combinaciones de
glucosa, galactosa y manosa que satisfagan los requerimientos de la mezcla, para este
punto experimental del disefio S2 en particular.

Este procedimiento se repiti6 entonces en cada uno de los puntos del disefio S2,
obteniéndose las respectivas superficies. El modelo seleccionado para cada respuesta fue el
polinomio de mayor orden en el cual los términos eran significativos, y era posible identificar

los efectos de los factores individuales sin que éstos se confundieran entre si.

Los modelos obtenidos para las respuestas ICV, qwmepo, actividad bioldgica
especifica (ABy), Qiac Y Jam S€ presentan en la Tabla LXII. Se incluyen ademas los valores F
y P del modelo, asi como los valores Fy P de la prueba de falta de ajuste (Lack of Fit test,
LOF). Si el valor F del modelo es superior al valor tabulado se rechaza la hipétesis nula
respecto a los coeficientes del modelo, en tanto si el valor F de la prueba LOF es menor al
valor de tabla, no hay evidencia de una falta de ajuste significativa del modelo ajustado.

Una forma alternativa de analizar el ajuste es a través de los valores P asociados a
los estadisticos F. El valor P del modelo indica la probabilidad de que modelo ajustado se
deba al azar o a la influencia del denominado ruido experimental (valores espurios). Se
espera que este valor sea menor a 0,05 de forma que el modelo sea significativo desde el
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punto de vista estadistico. Siguiendo un razonamiento analogo es deseable que valor P de
la prueba LOF sea superior a 0,05, lo que indicaria que la falta de ajuste no es significativa

con respecto al error experimental.

Tabla LXII: Modelos ajustados para las respuestas ICV, Qiero; ABi Qiac Y Qams CON SUS

respectivos valores Fy P, asi como los valores Fy Pdel LOF.

ICV OrhEPO AB; lac Oam
S2-a Modelo cuadratico  cuadratico lineal cuadratico  cubico S?
Ajustado
Valor F (modelo) 3,58 3,45 5,23 11,35 4,56
Valor P (modelo) 0,0632 0,0688 0,0408 0,0030 0,0437
Valor F (LOF) 0,83 12,13 1429,96 14,37 3,42
Valor P (LOF) 0,5854 0,0339 0,0202 0,0268 0,1699
S2-b Modelo cuadratico  cuadratico lineal clbico S*  cuadrético
Ajustado
Valor F (modelo) 6,04 14,34 10,48 18,92 12,42
Valor P (modelo) 0,0177 0,0015 0,0058 0,0012 0,0023
Valor F (LOF) 24,82 4,22 0,69 4,69 0,93
Valor P (LOF) 0,0123 0,1333 0,6929 0,1183 0,5465
S2-c Modelo clbico S* lineal lineal cuadratico  cuadratico
Ajustado
Valor F (modelo) 2,40 10,60 7,88 12,48 7,50
Valor P (modelo) 0,1777 0,0043 0,0129 0,0040 0,0146
Valor F (LOF) 19,09 0,87 3,93 6,71 14,54
Valor P (LOF) 0,0502 0,6309 0,2165 0,1338 0,0654
S2-d Modelo lineal cuadratico lineal lineal lineal
Ajustado
Valor F (modelo) 21,29 2,58 0,44 5,15 3,56
Valor P (modelo) 0,0004 0,1396 0,6575 0,0323 0,0728
Valor F (LOF) 0,25 3,18 9,83 1,73 0,29
Valor P (LOF) 0,9303 0,2530 0,0952 0,4139 0,9088
S2-e Modelo cuadratico  cuadratico lineal lineal cuadréatico
Ajustado
Valor F (modelo) 11,18 6,64 24,93 3,60 5,34
Valor P (modelo) 0,0053 0,0196 0,0004 0,0711 0,0325
Valor F (LOF) 1,59 0,39 4,64 8,20 2,54
Valor P (LOF) 0,4212 0,8102 0,1878 0,1130 0,3017

4La expresioén cubico S hace referencia al modelo cubico especial.

Los graficos de contorno de las superficies de respuesta obtenidas, dependientes
de la combinacién de hexosas, para cada mezcla de los aminoacidos evaluada en el
disefio S2 se muestran en las Fig. 55 (ICV), Fig. 56 (qwmero), Fig. 57 (AB), Fig. 58 (Qiac) Y
Fig. 59 (gam).- En el sistema de coordenadas simplex las hexosas se indican como H1

(glucosa), H2 (galactosa) y H3 (manosa).



HI=2d00 mM Ha=2d180 m

H2 =280 mM bfh Ha=24.80 mk Ha=28.00 mM bah  Ha=2d.00 mM H2m 28 2t B Ha=2d8 mM

Fig. 55: Graficos de contorno de las superficies obtenidas para la respuesta ICV en cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacién de
hexosas.
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HI=28 80 mM B} Ham2d oo m

HEI=2000 mM D88 Ha=38.00 mM Hi=28.100 mM 888  Ha=210.00 mM Hi=28100 mM 088 Ha=3800 mM

Fig. 56: Gréficos de contorno de las superficies obtenidas para la respuesta q,,zpo €n cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacion
de hexosas.
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HI=28080 mM [ H:1.] Ha=24.180 m

H2=281080 mM K: 1] Ha=m2das md
H 1= 2l

Hi=241880 mM [T Ha=2d080 mid H2=28080 mM [ H:1.] Ham2d8a m Hl=2814080 mM [ N1} Ha=2d 0a mid

Fig. 57: Graficos de contorno de las superficies obtenidas para la respuesta AB, en cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacién de
hexosas.
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Hl=28100 mM ﬂ.ﬁﬂ Ha=2d280 mM

HI=28 80 mM [ K. 1] Ha=2d108 mM

A

H2m=28.00 mM bafn Ha=28.00 mk Ha=28 00 mkd o Ha=28.00 mM Him2d.00 s 080 Ha=2408 mM

Fig. 58: Graficos de contorno de las superficies obtenidas para la respuesta q,,, en cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacion de
hexosas.
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Ha=m2d 88 m

Ha=2d 88 mM N1 ] Ham2d oo md
Ho= st mM

HI=28 08 [ K 1] Ha=2d 100 mk HIm2d 00 m [ H:1.] Ham2d gi md Ha=m28 88 mid 1] Ham2d dh md

Fig. 59: Graficos de contorno de las superficies obtenidas para la respuesta q,,, en cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacién de
hexosas.
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En la Tabla LXIIl se presentan las respuestas consideradas y el objetivo de la
optimizacion a través de la funciéon D. Los limites inferiores indicados para ICV, Qiac ¥ Qam
corresponden a los menores valores empiricos obtenidos para estas respuestas (ver
Tabla LXI), mientras que los limites inferiores establecidos para qmepo Y AB; coinciden con el
minimo valor experimental que incluye al 70% de los datos (es decir, se excluye el 30% de
los datos mas bajos). Los limites superiores impuestos corresponden a los valores mas altos
obtenidos empiricamente. Se asign6 un peso w=1 para todas las respuestas de manera que
d;variase linealmente entre O y 1.

Tabla LXIII: Respuestas a ser consideradas en la construccion de las funciones d;.

Respuesta Unidades Objetivo . Limites . f ri
Inferior Superior

Icv cél. hml™ maximizar 3,07 x 10° 1,33 x 10° 1 5
drhePo % cél.” h™’ maximizar 450 x 107 1,47 x107° 1 5
AB; Ul mg™ maximizar 40.000 73.000 1 5
Qlac nmol 107° cél.™" h™’ minimizar 0 719 1 1
Qam nmol 107 cél.™" h™ minimizar 5,8 388 1 1

Se construyeron asi las funciones d; para cada respuesta en cada punto del disefio
S2, de acuerdo con las Ec. (46) a (50). En estas expresiones y representa la respuesta

empirica obtenida.

a) Funcion d, para la respuesta ICV (d ., ):

6
diey = Y 3’707X10 3 3,07x10° <y <1,329%10’
1,329%107 —3,07x10
diey =1dsey =1 y>1329x10’ (46)
diey =0 y <3,07x10°

b) Funcion d;para la respuesta Qi (d . ):
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y
d, =1-— 0<y<719
a 719 Y
d, =4d, =1 y<0 (47)
d, =0 y>T719

c) Funcion d;para la respuesta gam (d,,,, ):

_388-y 58 < y <388
“ 38858
d, ={d, =1 y<58 (48)
d, =0 y > 388

d) Funcion d;para la respuesta Qmepo (d,,4zp0 )

-7
d, = Y 4’65><1O - 45x1077 <y <1,473x10°°
fmero 1 473x107° —4,5x10~
4rhEPO = 4rhEPO :1 y >1’473X10_6 (49)
4rmePO =0 y< 4,5)(10_7

e) Funcion d; para la respuesta AB; (d ,;,):

., = —2=40:000 40.000 < y < 73.000
73.000 — 40.000
dy =1d,, =1 y > 73.000 (50)
dyp =0 y < 40.000

Posteriormente se calcul6 la funcion deseabilidad global D de acuerdo con la
Ec. (45). A aquellas respuestas que debian ser maximizadas y que fueron consideradas
criticas: crecimiento (ICV), productividad (qmepo) y calidad glicosidica (AB)) - se les asign6
una importancia relativa maxima (r=5), mientras que aquéllas asociadas a la produccion de
catabolitos y que debian ser minimizadas, se consider6 una r=1 (Tabla LXIIl). En la Fig. 60
se muestran los graficos de contorno correspondientes a la funcion D obtenidas para cada

mezcla de glutamina, glutamato y asparagina ensayada.
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Fig. 60: Graficos de contorno de las superficies obtenidas para la funcién D en cada punto del disefio S2, dependientes de la combinacion de
hexosas.
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Segun se observa en estos graficos, los valores maximos predichos para la
funcién D oscilan entre 0,339 (medio Zell-C5) y 0,618 (medio Zell-C4). Estos valores se
presentan en la Tabla LXIV, en donde se incluye, ademas, el valor relativo porcentual de Dy
la combinacién 6ptima de glucosa, galactosa y manosa correspondiente a cada uno de ellos.

Tabla LXIV: Valores maximos predichos para la funcion D y combinaciones optimas de
hexosas para las que corresponden dichos valores.

Valor D
exp::'jinmtgntal F;?::ii;';l‘:) reyaatlil\?; ?% ) Combinacion éptima de hexosas (mM)
S2-a 0,618 100 H1= 8,29 H2=1,22 H3=15,49
S2-b 0,339 54,8 H1=25,00 H2=0,00 H3= 0,00
S2-c 0,462 74,8 H1=23,91 H2=0,00 H3= 1,09
S2-d 0,439 71,0 H1=18,34 H2=6,66 H3= 0,00
S2-e 0,587 94,9 H1=17,84 H2=0,00 H3= 7,16

Resulta interesante observar que los valores mas altos predichos para D se
obtienen en aquellos medios de cultivo sin glutamina: en el medio Zell-C4 (correspondiente
al punto experimental S2-a) se adiciond exclusivamente asparagina, en tanto se utilizé una
mezcla de partes iguales de asparagina y glutamato en el medio denominado Zell-C8 (punto
S2-e).

Si bien el glutamato no es en si mismo una fuente de energia apropiada para
sostener el crecimiento celular, independientemente de la mezcla de hexosas analizada, se
obtuvieron isoformas de alta actividad biolégica en los casos en los que se utilizd una
mezcla pura de este aminoéacido. El valor de importancia i asignada a esta respuesta seria
entonces la razon del alto valor de D obtenido para la mezcla 1:1 de asparagina y glutamato.

Los valores de D obtenidos al realizar el modelado de los datos se consideran muy
satisfactorios, especialmente debido al alto niumero de respuestas a optimizar en forma
simultanea. Por esta misma razon se considera que D=0,62 y D=0,59 son igualmente
buenos, y en consecuencia ambas mezclas de compuestos permitirian obtener resultados
optimos. Los medios de cultivo asi obtenidos se denominaron Zell-C9 y Zell-C10
(Tabla LXV).
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Tabla LXV: Medios de cultivo optimizados siguiendo diferentes metodologias de analisis,
para la produccion de rhEPO en cultivo por lote.

. Glc Gal Man Gin Glu Asn
Medio (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
Zell-C9 8,29 1,22 15,49 0,00 0,00 5,1

Zell-C10 17,84 0,00 7,16 0,00 2,55 2,55

Si bien a través del analisis simple llevado a cabo fue posible predecir la
combinacién de hexosas que optimizaria los resultados esperados para una dada mezcla
experimental de glutamina, glutamato y asparagina, no fue suficiente para definir la mezcla
Optima de estos tres aminoacidos. Se procedié entonces a realizar el analisis integral de los
datos experimentales a través del producto de modelos.

6.4.6. Estudio de las respuestas: andlisis integral

El software Design Experi® v.6.0.10 permite analizar la interaccién entre los
componentes de una mezcla y un conjunto de variables de proceso (como por ejemplo
temperatura y presién del sistema), pero no la interaccion entre dos mezclas, como es el
caso de este trabajo. Debido a esto, el ajuste del modelo para cada respuesta fue obtenido
mediante el célculo de los coeficientes del producto de modelos, como se describe a

continuacion:

Cada respuesta y depende del producto de dos funciones, f(x) y g(z) [Ec. (40)].
Para las cinco respuestas evaluadas (ICV, Qmepo, Qiac, 9am, ABY), f(x) y g(z) son modelos
cuadraticos de la forma mostrada en la Ec. (38).

Para realizar el producto de modelos, definimos en primer lugar a la funcién f(x), la
cual describe la dependencia de la respuesta y con respecto a las variables glucosa (x;),
galactosa (x2) y manosa (x3):

Yy =bx; +Dyx, +byxy + b1, %X, + b3, X5 + byy X, X, (51)

Los pardmetros b, de esta ecuacion dependen de los niveles de glutamina (z;),

glutamato (z,) y asparagina (zs). Asi,
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by =P,z + P22, + B2y + B12212, + B33 + PrasZazs (52)
by =B,,2+ Bry2: + Br32s + Br12212 + Br132:25 + B3 2525 (53)
by =fy,2,+ 3,2, + By325 + B31,2,2 + B5132,25 + Pi232225 (54)
by, = B2 + Prats + PBriasZs + Brnin?iZn + BiaisiZs + B iais (55)
by = B3,2 + Bi3s2s + Piasis + Pisnzizs + Biainizs T Bi3niais (56)
byy = B3 12 + BrisZs + Prssls + Bry1n2120 + Brs 32125 + B304 (57)

Sustituyendo las Ec. (52) a (57) en la Ec. (51) se tiene que:

y=B2+ Bz + Biszs + P22 + Bty + Braniais Jx, +
B2+ Boay + Baszs + Br12212, + Br13 2125 + Prasinis )x, +
B2 + Bis2, + Biszs + B 1202 + B 132125 + B 03202 )x, +
B2y + Bonzs + Biasls + BrnziZs + Bz + Biasiais )xlx2 +
B 2 + Bisazs + Bissis + BiniiZe + BiniiZs + B iais )x1x3 +
F 8121 + Brsnls + PrysZs + Prsn212s + Bosi32125 + B3 32525 )x,x,

(58)

Tenemos entonces 36 coeficientes f que deben ser determinados para definir la
funcidén dependiente en xy en z que dara origen a la superficie de respuesta de y. Ya que se
realizaron 10 experimentos independientes entre si (las 10 mezclas de hexosas, sin
considerar los replicados) en 5 ocasiones (5 mezclas de aminoacidos evaluadas) se tiene
- idealmente — un sistema de 10x5 = 50 ecuaciones independientes, a partir de las cuales se
calcularon los 36 coeficientes de la Ec. (58).

Si bien es posible el ajuste de las funciones f(x) y g(z) a modelos cubicos

especiales [Ec. (39)], la Ec. (58) hubiera requerido la determinaciéon de 49 coeficientes £,

correspondientes a los términos:
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X1212223 X3212,45 X3312,%;3
X Xp318083 XN X3810,83 XpX381054;
X Xa X34, XXy X385 X1 Xy X385
X Xa X382y X XpX38135 XX X320,

XXy X32,2523

Los excelentes parametros de ajuste obtenidos para el producto de modelos
cuadraticos —como se muestra mas adelante —, sumado a la ausencia de algunos datos
experimentales que hubiera complicado este ultimo enfoque, fueron las razones por las que
se decidio ajustar las respuestas a un producto de esos modelos.

El procedimiento seguido para el estudio de las respuestas fue analogo al descrito

anteriormente para el caso del andlisis simple. Una vez obtenidos los coeficientes £ se
construyeron las superficies definidas por las nuevas funciones y = f(x)X g(z)al realizar el

producto de modelos para cada respuesta, obteniéndose los parametros de ajuste que se
presentan en la Tabla LXVI. Como puede observarse, todos los modelos resultantes fueron
significativos, ya que el valor P asociado al modelo fue menor a 0,05 en todos los casos, en
tanto la prueba de falta de ajuste fue significativa para las respuestas Qepo Y Qam- El valor
denominado R ajustado es una variacion de la expresién del coeficiente de
determinacion R?, y tiene la ventaja sobre éste de que la adicion de términos no
significativos al modelo hace que disminuya su valor, lo que permite anular estos términos y

simplificar el modelo ajustado (Myers y Montgomery, 1995).

Tabla LXVI:  Valores Fy P del producto de modelos cuadraticos, valor R’ ajustado para este
producto y valor P de la prueba de falta de ajuste.

Producto de Valor F Valor P .
Respuesta modelos (modelo) (modelo) R Ajustado Valor P (LOF)

Icv Cuadratico x 6,460 <0,0001 0,722 0,307
Cuadréatico

QrhePo Cuadratico x 8,392 <0,0001 0,781 0,013
Cuadrético

AB; Cuadratico x 11,043 <0,0001 0,832 0,052
Cuadratico

Qlac Cuadratico x 5,458 <0,0001 0,679 0,233
Cuadrético

Jam Cuadratico x 2,854 0,0055 0,500 0,005
Cuadréatico

A partir de los ajustes realizados se calcularon las funciones d, en idénticas
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condiciones a las indicadas en el primer analisis. Una vez obtenidas estas funciones
parciales, se construyé una nueva funcién deseabilidad global D. En esta ocasién, el
maximo obtenido para la funcién fue de 0,61 y corresponde a un medio de cultivo
(denominado Zell-C11) con la siguiente composicion:

Tabla LXVIl: Composicion del medio Zell-C11 obtenido mediante el analisis integral de las
respuestas.
Compuesto Concentracion (mM)
Glucosa 13,84
Galactosa 0,37
Manosa 10,79
Glutamina 0,10
Glutamato 2,13
Asparagina 2,87

La superficie obtenida para la funcién D en funcidén de la mezcla de hexosas, para
la combinacion optima predicha de aminoacidos glutamina= 0,1 mM, glutamato= 2,13 mM,
asparagina= 2,87 mM se muestra en la Fig. 61.

H2 (25.00)

Fig. 61: Superficie obtenida para la funciéon deseabilidad global D dependiente de la mezcla de
hexosas, para la combinacién 6ptima de aminoacidos predicha (glutamina= 0,1 mM,
glutamato= 2,13 mM, asparagina= 2,87 mM).
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Es importante destacar que la mezcla optimizada de los seis componentes en estudio se
encuentra en una region del espacio experimental muy cercana a los éptimos predichos
anteriormente por el andlisis simple de las respuestas. En particular, del punto
glucosa= 17,84 mM, galactosa= 0 mM, manosa= 7,16 mM, glutamina= 0 mM,
glutamato= 2,55 mM, asparagina= 2,55 mM para el cual se habia predicho un valor de
D=0,59.

La nueva version del software Design Expert® v.7.0, liberada al mercado luego de
la conclusion del trabajo experimental de esta tesis, incluye el estudio de la interaccion entre

mezclas, con el nombre de mixture x mixture analysis.

6.5. CONCLUSIONES

e Los medios de cultivo que contienen exclusivamente galactosa no permitieron el

desarrollo del clon B1A2, independientemente de la mezcla de aminoacidos usada.

e Igual efecto se observo cuando se utilizé una mezcla pura de glutamato: los cultivos no

se desarrollaron satisfactoriamente, para ninguna de las mezclas de azucares evaluadas.

e La mezcla de glutamina, glutamato y asparagina en las concentraciones presentes en el
medio Zell-C6 son suficientes para permitir un desarrollo celular aceptable y la obtencion
de perfiles metabdlicos similares, independientemente de la mezcla de hexosas utilizada.

e Los valores mas altos de ICV se obtuvieron en los medios de cultivo con mayor contenido
de asparagina (Zell-C4 y Zell-C8).

e Se observé una gran variabilidad en los valores de ICV entre los cultivos en medio
Zell-C4, indicando que el desarrollo del cultivo es mas dependiente de la composicion de
hexosas cuando sélo se cuenta con asparagina en el medio.

e La velocidad de consumo de glucosa dependié de la concentracion de esta especie en el
medio, indicando que cuando ésta se encuentra en bajos niveles en el medio las células

utilizan otros sustratos metabdlicos desde el inicio del cultivo.

e Los valores de gy, al contrario, fueron muy similares durante las primeras 48 h de cultivo,
independientemente de la mezcla de azucares usada, para cada medio de cultivo. Las
diferentes concentraciones finales se deben a la diferente extension del tiempo de cultivo

para el cual se mantuvo constante el valor de qjac.

e Se verifico gran variabilidad en las velocidades especificas de produccién de amonio: aun

en cultivos sin glutamina se alcanzaron altas concentraciones de este ion.
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e A excepcidén del medio con 100% de glutamato, en los otros casos se verific6 siempre
una produccion de este aminoacido. Los altos niveles de amonio generados indicarian
que la sintesis de glutamato no seria una via utilizada para la detoxificacion de este ion.

e El andlisis simple de las respuestas modeladas por RSM permitié predecir la combinacion
de hexosas que optimizaria los resultados esperados para una dada mezcla experimental
de glutamina, glutamato y asparagina. Se definieron asi los medios Zell-C9 y Zell-C10. El
medio Zell-C9 esta suplementado con una mezcla de Glc=8,29 mM; Gal=1,22 mM;
Man=15,49 mM; GiIn=0,0 mM; Glu=0,0 mM; Asn=5,1 mM. El medio Zell-C10 esta
suplementado con una mezcla de Glc=17,84 mM; Gal=0,0 mMM; Man=7,16 mM;
GIn=0,0 mM; Glu=2,55 mM; Asn=2,55 mM.

e Los valores de D predichos para Zell-C9 y Zell-C10 (0,62 y 0,59, respectivamente) son

altamente significativos, debido a que se optimizaron cinco respuestas simultaneamente.

e El analisis integral de las respuestas, por otro lado, permitié predecir la combinacion
optima de los seis factores, obteniéndose asi el medio de cultivo Zell-C11 suplementado
con Glc=13,84 mM; Gal=0,37 mM; Man=10,79 mM; GIn=0,10 mM; Glu=2,13 mM;
Asn=2,87 mM. El valor de D para este medio fue de 0,61.

e El modelado de las respuestas por RSM y la generacion de la funcién D permitieron
definir tres medios de cultivo que optimizarian los resultados buscados durante la
produccion de rhEPO en un proceso por lote. La robustez de este analisis se comprobara
en el capitulo siguiente, al compararlo con los resultados obtenidos mediante el andlisis
de las respuestas a través de la aplicacion de redes neuronales artificiales.



7-RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 4
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7. DISENO DE MEDIOS DE CULTIVO OPTIMIZADOS PARA LA
PRODUCCION DE rhEPO EN PROCESOS BATCH Y EN PROCESOS
CONTINUOS, MEDIANTE EL DISENO DE EXPERIMENTOS Y EL
ANALISIS DE RESULTADOS POR REDES NEURONALES
ARTIFICIALES

7.1. OBJETIVOS

Disefiar medios de cultivos definidos mediante la aplicacién de redes neuronales
artificiales para optimizar el patrén de glicoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2,
cuando éste es cultivado en suspensién utilizando sistemas de cultivo en modo batch y en

modo continuo con perfusion.

7.2. INTRODUCCION

Las redes neuronales artificiales (Artificial Neural Networks, ANN, Zupan y
Gasteiger, 1999) constituyen una de las metodologias de optimizacion utilizadas — entre
otras aplicaciones - para el diseiio de medios de cultivo. Las ANN permiten modelar la
relacion existente entre un determinado conjunto de variables independientes X (cuyos
valores constituyen los datos de entrada o inputs de la red) y sus respectivos resultados
experimentales Y (llamados datos de salida, outputs). La ventaja de las ANN es que no
requieren el conocimiento de la funcién matematica que conecta los inputs con los outputs:
una transformacién no lineal y un numero suficientemente grande de parametros
(denominados pesos, como se explica mas adelante) permiten que la red modele casi
cualquier relacion que conecte los datos de entrada y los de salida (Russel y Norvig, 1996;
Krése y van der Smagt, 1996).

El funcionamiento de las ANN es similar al del cerebro humano: un conjunto de
neuronas (0 unidades de procesamiento) interconectadas entre si forman una red. Cada
neurona de la red recibe simultdneamente diferentes estimulos, los cuales tienen asociados
una cierta intensidad (en un proceso andlogo a la sinapsis que ocurre en las neuronas
cerebrales). Estos estimulos (y su intensidad, o peso) se combinan entre si para generar el
estimulo total - también llamado input neto - que recibe cada neurona. El input neto sufre
una transformacion dentro de la neurona y origina una sefnal de salida (output), la que a su
vez puede convertirse en el estimulo de la neurona adyacente, o ser el resultado final del
proceso. Asi, en cada una de las neuronas se realiza un célculo basado en los datos de
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entrada que obtiene de las neuronas a las que se conecta, sin que sea necesario un control
global de toda la red (Kasabov, 1998).

En una neurona artificial o unidad de procesamiento se realizan basicamente dos

calculos, a través de las llamadas funcion de entrada f (xi) y funcion de activacion (también

llamada de transformacion o transferencia) g (Krdése y van der Smagt, 1996):

Consideremos nvariables independientes X, cada una de las cuales es evaluada

en m niveles. En primer lugar, se realiza la suma de los datos de ingreso (los estimulos, x; ;)

multiplicados por su peso (intensidad del estimulo, w; ;), como se muestra en la Ec. (59).

U i=1,2,K ,n

f(xi,j): Ziwi,j'xi,j (59)

i=1,2,K.,m

i=l j=1
Al resultado obtenido (input neto) se le aplica la funcién g, no lineal:

n

g(f (xi )) =8 z z Wi iXij (60)

i=l j=1

Utilizando diferentes funciones de activacion g se obtienen resultados diferentes

para el mismo conjunto de datos de entrada. Estos resultados se convierten en los estimulos
de la neurona vecina, repitiéndose el proceso descrito anteriormente (en general, todas las
unidades de procesamiento utilizan la misma funcion de transferencia, Kasabov, 1998). Las
funciones de activacién mas utilizadas son la funcién escalon, la funcién signo y la funcion
sigmoidea (Goicoechea y Olivieri, 2007). La funcion escaldn tiene un limite ¢, de manera que

cuando f(x,)>t entonces g(f(x,))=1; en caso contrario g(f(x,))=0. La funcién signo

es similar a la escalon, variando entre [-1; +1] en lugar de variar entre [0 ; +1]. La funcién

1
sigmoidea, por otro lado, responde a la ecuacion g(f(x,))= — . La organizacion de
! il+e f(x) )

una unidad de procesamiento se muestra en la Fig. 62.

Las neuronas artificiales se organizan en capas, las cuales estan constituidas por
una o mas neuronas. La llamada capa de datos de entrada (input layer) esta constituida por

los valores de las n variables, y se encuentra conectada a una capa intermedia de neuronas
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Fig. 62: Organizacion de una unidad de procesamiento o neurona.

artificiales. Esta capa intermedia puede estar conectada a otra capa intermedia, y ésta a su

vez a otra, y asi sucesivamente. Las capas intermedias se denominan capas escondidas

(hidden layers). En general, las ANN tienen so6lo una capa intermedia, ya que no se ha

encontrado que un numero mayor de capas mejore los resultados obtenidos (Despagne y

Massart, 1998). Las neuronas de la ultima capa intermedia se encuentran conectadas a una

capa de neuronas de salida (output layer), generalmente constituida por una Unica neurona

de salida, en el caso de que se modele solamente una respuesta. En la Fig. 63 se presenta

el esquema de una red de neuronas artificiales con una Unica capa intermedia.

y pred

Fig. 63: Esquema de una red de neuronas artificiales con una Unica capa intermedia.
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Al utilizar una ANN es necesario:
e Definir la arquitectura de la red.
e Asignar aleatoriamente los pesos iniciales.

e Definir la constante de velocidad de aprendizaje n, la constante de momento M y la
constante del bias 6.

Se denomina arquitectura de la red al nUmero de neuronas que se encuentra en
cada capa, la cantidad de capas que la componen y la conexién entre las neuronas de cada
capa. La arquitectura se representa mediante nUmeros que indican la cantidad de neuronas
que tiene cada capa: por ejemplo, la arquitectura de la red presentada en la Fig. 63 es 4-3-1.

La arquitectura de la red es el factor principal que influencia la flexibilidad del
modelo que se genera. Inicialmente, la arquitectura se define al azar y puede ser modificada
durante el proceso en base a los resultados que se van obteniendo. Si la red elegida es
demasiado pequena, el modelo podra no ser suficiente para establecer la relacién entre los
datos de ingreso y los de salida. Si por el contrario la red es demasiado grande (y por lo
tanto, mas compleja), su capacidad de generalizar (es decir, predecir nuevos resultados
frente a inputs diferentes) se vera disminuida, lo que se denomina sobreajuste de la red.

El nUmero de neuronas en cada capa asi como el numero de capas dependen del
uso que se le dara a la red, y es establecido mediante prueba y error. En la mayoria de los
casos dos capas activas (una capa escondida y una capa de salida) son suficientes (Russel
y Norvig, 1996). Se prefiere también que el nimero de neuronas en la capa escondida sea
lo mas pequeno posible para evitar el sobreajuste de la red.

Aunque la red es considerada una herramienta no paramétrica, los modelos estén
definidos por un conjunto de parametros ajustables, determinados por un algoritmo. Estos
parametros ajustables son el peso w;y el bias 6 asignados a cada dato de ingreso. Como se
indico anteriormente, se asigna un peso numérico a cada dato de entrada - inicialmente en
forma aleatoria -, en tanto el bias es el umbral de reaccidn y representa la minima entrada
total ponderada necesaria para provocar la activacion de la neurona. Ambos actian
desplazando horizontalmente la funcién de activacion (Goicoechea y Olivieri, 2007).

El procedimiento iterativo que permite determinar estos parametros se llama
aprendizaje o entrenamiento de la red (learning o training, en la bibliografia). En primer lugar
estos parametros son elegidos al azar (usualmente es el propio software quien realiza esta
accion) y se calcula un valor de la respuesta. Luego, en un paso de retroalimentacion, el
error entre la respuesta real y la predicha es minimizado por ajuste de los parametros. Cada
par de estos pasos es denominado una época. El procedimiento se repite hasta la
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convergencia, es decir, hasta que se llega a un error previamente especificado o
aceptablemente bajo. La capacidad de aprendizaje de una red estd determinada por su
arquitectura y por el algoritmo de aprendizaje empleado.

Existen diferentes métodos para entrenar una red neuronal:

e Entrenamiento no supervisado: en este caso las neuronas de la red deben encontrar una
forma de organizarse a si mismas sin ayuda del exterior. En este tipo de entrenamiento
no se proveen resultados esperados contra los cuales la red pueda medir su capacidad
predictiva frente a las variables de entrada.

e Entrenamiento supervisado: las neuronas reciben del exterior la informacion de cuan lejos

o0 cerca esta la red de resolver el problema.
Entre los métodos de aprendizaje mas conocidos se encuentran los siguientes:

e Método de Hebb: si una neurona recibe una sehal de otra y ambas son

(matematicamente) del mismo signo, el peso de la conexién debe ser incrementado.

e Método de Hopfield: es una adaptacion del método anterior, define un coeficiente de
aprendizaje que se utiliza para definir la magnitud del incremento de la conexién entre

las neuronas.

e Método de Kohonen: las neuronas compiten por la oportunidad de ajustar sus pesos.
Aquella neurona con una salida de mayor magnitud inhibe a las restantes y su respuesta
es considerada la sefal de salida de la capa a la que pertenece.

e Meétodo de propagacion de errores en sentido reverso: es el método mas utilizado para el
entrenamiento de redes, y el que se utiliz6 en este trabajo.

El método de propagacion de errores en sentido reverso (back-propagation of
errors method) involucra una serie de ecuaciones que son aplicadas a lo largo de la
estructura de la red, comenzando con la correccion de los pesos en la ultima capa (capa de
datos de salida) y continuando hacia atras, “subiendo” hacia la capa de neuronas conectada
a la capa de salida y asi sucesivamente hasta llegar a la capa de datos de entrada.

La velocidad de correccion de los pesos depende de la constante n: si los pesos
varian demasiado rapido, el proceso puede acabar en un minimo local, mientras que si
cambian lentamente el proceso se hace engorroso. Los valores de n generalmente estan
entre 0,3 y 0,6. El momento M, por otro lado, evita que ocurran cambios rapidos en la
direccidén en que viene siendo obtenida la solucién del problema, ya que tiene en cuenta las
correcciones mas recientes de los pesos. Un valor de M superior al valor de n elimina

oscilaciones, al precio de pasar por alto pequefias variaciones que podrian llevar a un
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cambio en la direccion de la busqueda de la solucién y su minimo global. En general los
valores de n, My 6 son definidos por el software usado para el entrenamiento de las redes.

El método de propagacion de errores en sentido reverso es un procedimiento de
aprendizaje supervisado, lo que indica que los pesos son iterativamente corregidos con el fin
de obtener valores predefinidos (considerados correctos) para la mayor cantidad posible de
inputs. Para aplicar este método se requieren entonces pares de datos constituidos por un
dato de entrada y un dato de salida (valor esperado), los cuales pueden ser datos
experimentales. La red asi entrenada se constituye entonces en un modelo predictivo para
el proceso experimental en estudio.

Las redes neuronales entrenadas mediante este método presentan la ventaja de
que no hay necesidad de conocer la forma exacta de la funciéon analitica que conecta los
datos de entrada con los datos de salida, ya que se comportan como cajas negras. La
desventaja asociada es que no es posible asignar una interpretacion fisica a los parametros
gue se obtienen de ella.

Al entrenar una red, es importante separar una parte de los datos experimentales
(los pares formados por un dato de entrada y su respuesta) para utilizarlos como grupo de
monitoreo del entrenamiento de esa red. Las redes neuronales artificiales pueden ser
entrenadas hasta un error muy bajo, lo que indica que la red es capaz de describir de
manera precisa la relacion existente entre los inputs y los outputs empleados en su proceso
de aprendizaje. Sin embargo, esto tiene como consecuencia la pérdida de capacidad de
generalizar de la red; es decir, predecir resultados para datos de entrada diferentes a los
inputs usados - lo que se denominé anteriormente como sobreajuste de la red. Al separar un
subconjunto de datos para el monitoreo del aprendizaje de la red, es posible establecer un
punto de corte en el proceso de entrenamiento. Ello se logra comparando el error obtenido
al predecir las respuestas asociadas a los inputs del conjunto de datos de monitoreo con el
error del proceso de entrenamiento. Este procedimiento se repite en cada época, hasta
determinar los pesos que permiten minimizar los errores de calibracion y monitoreo
simultaneamente. De lo expresado anteriormente se desprende la importancia de tener un
numero suficiente de datos experimentales que evite la necesidad de ajustar un gran
numero de parametros, lo que conduciria facilmente a un sobreajuste de la red. Despagne y
Massart (1998) sugieren que el nUmero de muestras usadas deberia ser superior a 30,
aunque pueden obtenerse resultados aceptables con solo 15 de ellas.
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7.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los resultados experimentales obtenidos al realizar el disefio experimental de
mezclas cruzadas que se describid en el Capitulo 3 se emplearon en este caso para
entrenar redes neuronales artificiales, con el objetivo de predecir las respuestas que se
obtendrian al aplicarlas al conjunto de prueba, formado por 800 combinaciones diferentes de

los tres azUcares y los tres aminoacidos en estudio.

En primer lugar se definieron las caracteristicas de medios de cultivo que se
deseaba disefar: un medio para ser utilizado durante la produccion de rhEPO en modo por
lote, y dos medios de cultivos a ser empleados en el cultivo continuo con perfusion, uno para
cada etapa del cultivo.

Se definidé una funcion deseabilidad para cada respuesta, y con ellas se construy6
la funcion D. Las expresiones de d; y de D se justaron a los requerimientos exigidos a cada
medio a ser disenado.

Se optimizaron asi los medios de cultivo denominados Zell-C11, Zell-C12 y
Zell-C13, de los cuales se espera que maximicen el crecimiento, la productividad y la calidad
glicosidica de la molécula de rhEPO producida por el con B1A2.

7.4. RESULTADOS
7.4.1.  Optimizacion de medios de cultivo

A partir de los resultados experimentales obtenidos al realizar el disefio de mezclas
cruzadas, se procedié a entrenar redes neuronales artificiales mediante el método de
propagacion de errores en sentido reverso con el fin de modelar las respuestas
seleccionadas y predecir la combinacién de glucosa, galactosa, manosa, glutamina,
glutamato y asparagina que maximizase la funcion deseabilidad global D, para los casos:

7.4.1.1. Cultivo del clon B1A2 en reactor en modo batch

El disefio de un medio de cultivo a ser utilizado en la produccién de rhEPO en
cultivos en modo batch se realiz6 con el objetivo de comparar los resultados obtenidos al
aplicar el analisis por RSM y por ANN. El medio de cultivo disefiado se denominé Zell-C12.

7.4.1.2. Cultivo del clon B1A2 en reactor en modo continuo con perfusion

Idealmente, un proceso de produccion podria dividirse en dos etapas: la primera
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centrada en el crecimiento celular, con el fin de obtener una alta concentracion de células, y
una segunda fase en la cual las células deberian ser activas, aunque con un crecimiento

bajo o inclusive nulo, pero manteniendo su capacidad productiva (Altamirano y col., 2001a).

Siguiendo esta linea de razonamiento, en un proceso de produccidén en biorreactor
con perfusién de medio de cultivo pueden distinguirse entonces dos fases: la primera de
ellas transcurre desde que las células son inoculadas en el biorreactor hasta que éstas
alcanzan una alta densidad (generalmente, en el rango de 4-8x10° célulasviables ml™), en
un proceso similar a un cultivo batch; es decir, sin que se altere el cultivo en forma externa.
En este momento, cuando se alcanza la concentracion apropiada de células, se da inicio al

proceso de perfusion del cultivo con medio fresco.

Por esta razén se optimizaron dos medios de cultivo para ser utilizados durante la
produccion de rhEPO en un biorreactor en perfusion, los cuales perseguian objetivos
diferentes.

Para la definicién del primer medio de cultivo, denominado Zell-C13, se tuvieron en
cuenta las condiciones de cultivo que probaron maximizar el crecimiento, ya que la finalidad
de este medio era la de llegar rapidamente a una alta concentracion de células. Cuando esto
ocurriese, se iniciaria el proceso de perfusién con el segundo medio de cultivo, llamado
Zell-C14. Este ultimo medio se optimizé teniendo como principal objetivo la mejora de la
calidad glicosidica de la molécula producida. Los medios Zell-C13 y Zell-C14 se utilizaron
posteriormente para la produccién de rhEPO, segun se describira en la Seccion 8.

7.4.2. Proceso de analisis de resultados mediante ANN

El proceso de definicion de cada medio de cultivo se llevd a cabo a través de las
siguientes etapas:

e Definicion del conjunto de calibraciony del conjunto de monitoreo.

e Definicion del conjunto de prueba.

e Definicion de las respuestas a ser consideradas.

e Entrenamiento de cinco ANN para cada respuesta en estudio.

e Seleccion de dos ANN para cada respuesta.

e Prediccion de las respuestas para el conjunto de prueba.

e Definicion y célculo para cada respuesta de la funcion deseabilidad parcial.
e Definicion y célculo de la funcién deseabilidad global.

e Andlisis de las combinaciones de los seis factores para las que se obtuvieron los valores
mas altos de la funcion D.

e Definicion del medio de cultivo mejorado.
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7.4.2.1. Definicion del conjunto de calibracion y del conjunto de monitoreo

La Tabla LXVIII muestra las 65 experiencias en las que se evaluaron diferentes
mezclas de glucosa, galactosa, manosa, glutamina, glutamato y asparagina, algunas por
duplicado. Para el andlisis por ANN se tuvieron en cuenta exclusivamente aquellas
combinaciones en las que se contaba con todas las respuestas en estudio (por ejemplo, se
descartaron los cultivos con 100% de galactosa, en donde no fue posible establecer el perfil
de isoformas por IEF). Las mezclas no incluidas en el estudio se indican en letra cursiva.

Finalmente, se separaron aleatoriamente 10 corridas, las cuales constituyeron el
denominado conjunto de monitoreo (en negrita, en la tabla), y que fueron empleadas para
evitar el sobreajuste durante el entrenamiento supervisado de las redes. Las restantes
43 experiencias se usaron para entrenar las ANN (conjunto de calibracion).

Tabla LXVIIl: Combinaciones de los 6 factores utilizadas en el entrenamiento de las ANN. En
negrita se indican los experimentos que conforman el conjunto de monitoreo, y
en cursiva los experimentos descartados en este analisis.

Experimento Glucosa Galactosa Manosa Glutamina Glutamato Asparagina
Punto Punto (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
S1 S2

S1-a S2-a 0,00 12,50 12,50 0,00 0,00 5,10
S1-b S2-a 0,00 25,00 0,00 0,00 0,00 5,10
St-c S2-a 12,50 12,50 0,00 0,00 0,00 5,10
S1-d S2-a 417 4,17 16,67 0,00 0,00 5,10
St-e S2-a 417 16,67 4,17 0,00 0,00 5,10
S1-f S2-a 16,67 4,17 4,17 0,00 0,00 5,10
S1-g S2-a 8,33 8,33 8,33 0,00 0,00 5,10
S1-h S2-a 12,50 0,00 12,50 0,00 0,00 5,10
S1-i S2-a 0,00 25,00 0,00 0,00 0,00 5,10
S14j S2-a 0,00 0,00 25,00 0,00 0,00 5,10
S1-k S2-a 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,10
S1-1 S2-a 0,00 0,00 25,00 0,00 0,00 5,10
S1-m S2-a 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,10
Si-a S2-b 0,00 12,50 12,50 0,00 5,10 0,00
S1-b S2-b 0,00 25,00 0,00 0,00 5,10 0,00
S1-c S2-b 12,50 12,50 0,00 0,00 5,10 0,00
S1-d S2-b 4,17 4,17 16,67 0,00 5,10 0,00
St-e S2-b 417 16,67 4,17 0,00 5,10 0,00
S1-f S2-b 16,67 4,17 4,17 0,00 5,10 0,00
S1-g S2-b 8,33 8,33 8,33 0,00 5,10 0,00
S1-h S2-b 12,50 0,00 12,50 0,00 5,10 0,00
S1-i S2-b 0,00 25,00 0,00 0,00 5,10 0,00
S1-j S2-b 0,00 0,00 25,00 0,00 5,10 0,00
S1-k S2-b 25,00 0,00 0,00 0,00 5,10 0,00
Sl S2-b 0,00 0,00 25,00 0,00 5,10 0,00
S1-m S2-b 25,00 0,00 0,00 0,00 5,10 0,00
S1-a S2-c 0,00 12,50 12,50 4,00 0,40 0,70
S1-b S2-c 0,00 25,00 0,00 4,00 0,40 0,70
S1-c S2-c 12,50 12,50 0,00 4,00 0,40 0,70
S1-d S2-c 417 4,17 16,67 4,00 0,40 0,70
Si-e S2-c 4,17 16,67 4,17 4,00 0,40 0,70
S1-f S2-c 16,67 4,17 4,17 4,00 0,40 0,70
S1-g S2-c 8,33 8,33 8,33 4,00 0,40 0,70

S1-h S2-c 12,50 0,00 12,50 4,00 0,40 0,70
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S1-i S2-c 0,00 25,00 0,00 4,00 0,40 0,70
S14j S2-c 0,00 0,00 25,00 4,00 0,40 0,70
S1-k S2-c 25,00 0,00 0,00 4,00 0,40 0,70
S1-l S2-c 0,00 0,00 25,00 4,00 0,40 0,70
S1-m S2-c 25,00 0,00 0,00 4,00 0,40 0,70
S1-a S2-d 0,00 12,50 12,50 1,70 1,70 1,70
S1-b Sa-d 0,00 25,00 0,00 1,70 1,70 1,70
S1-c S2-d 12,50 12,50 0,00 1,70 1,70 1,70
S1-d S2-d 4,17 4,17 16,67 1,70 1,70 1,70
Si-e S2-d 4,17 16,67 4,17 1,70 1,70 1,70
S1-f S2-d 16,67 4,17 4,17 1,70 1,70 1,70
S1-g S2-d 8,33 8,33 8,33 1,70 1,70 1,70
S1-h S2-d 12,50 0,00 12,50 1,70 1,70 1,70
S1-i S2-d 0,00 25,00 0,00 1,70 1,70 1,70
S1-j S2-d 0,00 0,00 25,00 1,70 1,70 1,70
S1-k S2-d 25,00 0,00 0,00 1,70 1,70 1,70
S1-l S2-d 0,00 0,00 25,00 1,70 1,70 1,70
S1-m S2-d 25,00 0,00 0,00 1,70 1,70 1,70
S1-a S2-e 0,00 12,50 12,50 0,00 2,55 2,55
S1-b S2-e 0,00 25,00 0,00 0,00 2,55 2,65
S1-c S2-e 12,50 12,50 0,00 0,00 2,55 2,55
S1-d S2-e 4,17 4,17 16,67 0,00 2,55 2,55
S1-e S2-e 4,17 16,67 4,17 0,00 2,55 2,55
S1-f S2-e 16,67 4,17 4,17 0,00 2,55 2,55
S1-g S2-e 8,33 8,33 8,33 0,00 2,55 2,55
S1-h S2-e 12,50 0,00 12,50 0,00 2,55 2,55
S1-i S2-e 0,00 25,00 0,00 0,00 2,55 2,55
S1j S2-e 0,00 0,00 25,00 0,00 2,55 2,55
S1-k S2-e 25,00 0,00 0,00 0,00 2,55 2,55
S1-l S2-e 0,00 0,00 25,00 0,00 2,55 2,55
S1-m S2-e 25,00 0,00 0,00 0,00 2,55 2,55

7.4.2.2. Definicion del conjunto de prueba

Se definieron 800 nuevas combinaciones de los seis componentes, respetando las
restricciones impuestas a las mezclas originales. Estas combinaciones exploraron
exhaustivamente el espacio experimental en estudio, y fueron obtenidas de la siguiente

manera:

En primer lugar, se definieron 25 mezclas de las tres hexosas, cuya composicion
se representa en el simplex de la Fig. 64. A continuacion se generaron 32 combinaciones de
glutamina, glutamato y asparagina, segun se muestra en la Fig. 65. Se realiz6 entonces la
combinacion de todas las mezclas posibles, lo que dio origen a las 25x32=800 mezclas de
los seis factores, lo que fue denominado el conjunto de prueba, usado para la prediccion de
las respuestas, a partir de los modelos obtenidos para cada ANN. La composicién de las
mezclas del conjunto de prueba se presenta en el Anexo 3.

7.4.2.3. Definicion de las respuestas a ser consideradas

Las respuestas consideradas dentro del andlisis, asi como las condiciones que
aquéllas debian cumplir, se eligieron de acuerdo con los objetivos planteados para cada

medio de cultivo en desarrollo.
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Fig. 64: Disefio simplex en donde se indican las 25 mezclas de glucosa, galactosa y manosa
utilizadas para generar el conjunto de prueba.

Fig. 65: Disefio simplex en donde se indican las 32 mezclas de glutamina, glutamato y asparagina
utilizadas para generar el conjunto de prueba.
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Medio Zell-C12

Para la definicion de este medio de cultivo se tuvieron en cuenta las mismas
respuestas analizadas anteriormente cuando se empled la metodologia de superficies de
respuesta, es decir, ICV, Qiepo, ABt, Qiac Y Qam-

Medio Zell-C13

Durante la primera etapa del cultivo se busca maximizar el crecimiento, con el fin
de alcanzar rdpidamente altas densidades celulares y asi disminuir el tiempo que transcurre
hasta la primera cosecha. Es una etapa similar a un cultivo en modo por lote, en donde se
produce el consumo de los nutrientes presentes y la acumulacion de catabolitos en el
sobrenadante de cultivo. Por esta razon se seleccionaron como respuestas M, Qrmero, AB:,

qlac y qam-

Medio Zell-C14

Durante la segunda etapa del cultivo se pretende que éste sea capaz de
mantenerse en el tiempo, aunque ya no se busca un aumento rapido de la masa celular. La
velocidad especifica de crecimiento debe ser suficiente para permitir la renovacion de
células en el cultivo, pero sin llevar a un incremento continuo de su concentracion. Ello es
asi porque una concentracion demasiado alta induciria la necesidad de retirar parte de la
masa celular para evitar el agotamiento rapido de los nutrientes - fundamentalmente el

oxigeno -, de baja solubilidad a la temperatura de trabajo.

Deben ademas seleccionarse las condiciones de cultivo que favorezcan la rapida
acumulacién de la proteina de interés y, a la vez, que induzcan la sintesis de moléculas

altamente glicosiladas.

Por ello, para la definicion del medio de cultivo Zell-C14 se consideraron las
respuestas M, qrmepo Y AB:.

Las respuestas en estudio se codificaron de la siguiente manera: p=r1; ICV=r2;
Qiac=F3; Jam=r4; Qmepo=r5; AB=r6.

7.4.2.4. Entrenamiento de cinco ANN para cada respuesta en estudio

Cada una de las respuestas seleccionadas fue modelada en forma independiente

utilizando cinco redes neuronales diferentes.
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El conjunto de algoritmos o rutina empleado en la generacién de las ANN fue
gentilmente cedido por el Dr. Alejandro Olivieri (CONICET-UNR, Rosario, Argentina). Para la
mejor red obtenida en cada proceso de aprendizaje se obtuvo la siguiente informacién:

e Relacion parametros/datos: indica la relacién entre el nimero de parametros ajustados
por la red y el nUmero de datos de ingreso utilizados en el entrenamiento.

e Mejor RMSEC (Root mean square error of calibration): raiz del cuadrado medio del

error de calibracion, calculado a mediante la siguiente ecuacion:

2(r
RMSEC = ——nom __calc (61)

En la Ec. (61), rom Y reac SONn los valores de las respuestas experimentales o
nominales (inputs) y las respuestas entregadas por la red (o respuestas calculadas) luego
de cada ciclo (outputs) durante el proceso de entrenamiento.

e Mejor RMSEP (Root mean square error of prediction): raiz del cuadrado medio del
error de prediccion, calculado con la misma ecuacion anterior, pero utilizando las

respuestas experimentales y las predichas para el conjunto de monitoreo.

e Mejor niumero de épocas: numero de épocas para el cual se obtuvo la mejor relacion
entre las curvas de RMSEC y RMSEP.

e Mejor momento M: mejor valor del momento que define el grado se sensibilidad del

proceso de entrenamiento para cambiar de direccion.
e Mejor valor de bias 8: mejor valor del umbral de reaccion del sistema.

La rutina empleada asigna aleatoriamente los pesos iniciales a los factores en
estudio, y al final del proceso de aprendizaje muestra (para la mejor red obtenida durante el
proceso de aprendizaje) los pesos finales utilizados en la conexién entre cada neurona de
ingreso y cada neurona de la capa escondida, asi como los pesos que relacionan cada una
de estas ultimas con la neurona de salida.

La arquitectura de las redes entrenadas consistieron en una capa de datos de
ingreso integrada por seis neuronas (una neurona para cada factor en estudio), una unica
capa escondida formada por un numero variable de neuronas, y una capa de datos de
salida, con una neurona, para cada respuesta, construyéndose un modelo por respuesta.
Esta arquitectura puede representarse como 6/X/1, en donde X es variable.
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Inicialmente se siguié el criterio de utilizar un numero de neuronas en la capa
escondida cercano a seis, que corresponde al nimero de neuronas en la capa de inputs. Un
namero excesivo de neuronas incrementaria el nimero de parametros a ser ajustados, lo
que podria originar el sobreajuste de la red que estd siendo entrenada; en tanto que un
numero demasiado pequeno podria no ser suficiente para establecer las relaciones entre los

datos de ingreso y la respuesta modelada.

Otro factor que fue modificado para las diferentes redes fue el nUmero de épocas
utilizadas para el aprendizaje de la red, aunque en todos los casos fue igual o superior
a 5.000. En todos los casos se trabajé con un valor de n=M=6=0,5.

Cada entrenamiento dio origen a numerosas redes, las cuales difieren en los pesos
asignados a las conexiones entre las neuronas de las diferentes capas. Al finalizar el
numero de épocas deseado (lo que se define con anterioridad al inicio del proceso de
aprendizaje), el software arroja los datos de la mejor red obtenida; es decir, aquélla que
mejor modela la respuesta empirica ingresada como dato, minimizando el error en la

prediccién, y siempre bajo el control de los datos de monitoreo.

Como se indic6 anteriormente, se entrenaron al menos cinco ANN para cada
respuesta en estudio (en ciertos casos, se entrenaron mas redes para una determinada
respuesta, presentandose en este trabajo las cinco mejores). En el Anexo 4 se muestra la
distribucion de los puntos (normalizados) obtenidos al graficar la respuesta predicha por la
red versus la respuesta nominal (empirica), para los datos de la forma (X1, Xo, X3, Z1, Z2, Z3)
usados tanto en la calibracién de la red como en el monitoreo del entrenamiento de la
misma, para la mejor red obtenida en cada proceso de entrenamiento. Cuanto mas se
superpongan estos puntos sobre la recta, mejor describe la red la respuesta en estudio. En
estas figuras se indica el nombre de la red obtenida de la siguiente manera: al nombre de la
respuesta que esta siendo modelada (en forma codificada) sigue una letra que representa
univocamente a la red. Por ejemplo, r3_b indica que se trata de la red b obtenida para la
respuesta r3; es decir, q.. Se presentan ademas los parametros caracteristicos de la red. El
numero de datos se refiere al nUmero de datos de ingreso usados para la calibracion de la
red, que se obtiene al multiplicar las 43 combinaciones de los seis factores por las seis
respuestas experimentales obtenidas en cada combinacion, lo que da un total de 258 datos.

7.4.2.5. Seleccion de dos ANN para cada respuesta

A partir de las cinco redes generadas para cada respuesta, se seleccionaron dos

de ellas para continuar con el analisis de acuerdo con los siguientes criterios de eleccion:
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e Arquitectura de la red: para la misma respuesta se seleccionaron redes de arquitectura
diferente.

e Minimizacion del error entre los valores predichos por la red y los valores
empiricos: tanto para los datos usados en la calibracion como para los usados en el
monitoreo de la red, evaluado a través de la relacion entre las curvas de RMSEC y
RMSEP obtenidas.

En el Anexo 5 se muestra la evolucién de RMSEC y RMSEP en funcién del nimero
de épocas del entrenamiento de las redes seleccionadas, durante el modelado de cada
respuesta. El nUmero entre paréntesis corresponde a la época en la que se obtuvo la mejor
relacion entre RMSEC y RMSEP, y es lo que define a la mejor red obtenida durante ese
entrenamiento en particular (estas mejores redes son las que se presentaron en las figuras
del Anexo 4).

Arbitrariamente se llamé al par de redes neuronales elegidas que modelan una
misma respuesta como ANN 1y ANN 2 para la respuesta i.

7.4.2.6. Prediccion de las respuestas para el conjunto de prueba

Las 12 redes seleccionadas (ANN 1 y ANN 2 para cada una de las seis respuestas
en estudio) se utilizaron para predecir los resultados que se obtendrian para cada una de las
800 combinaciones de glucosa, galactosa, manosa, glutamina, glutamato y asparagina del
conjunto de prueba. Asi, se obtuvieron dos resultados para cada respuesta i, uno predicho
por la ANN 1 y otro por la ANN 2. Estos pares de resultados se indican con los subindices 1
y 2, respectivamente, luego del nombre de la respuesta.

Por ejemplo, para las mezclas 410 a 420 (cuya composicion se detalla en el
Anexo 3), se predijeron los resultados que se muestran en la Tabla LXIX.

7.4.2.7. Definicion y calculo para cada respuesta de la funcidon deseabilidad parcial d;

Como se indico, en cada una de las 800 mezclas del conjunto de prueba se
predijeron dos valores (i; e ip) para cada respuesta i. A estos resultados predichos se les
asigno un valor de d; variable entre 0y 1, de acuerdo con los criterios que se indican mas
abajo. Consecuentemente, se obtuvieron dos valores de d; (que llamaremos dj; , dj;) para
cada respuesta i y para cada mezcla.
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Tabla LXIX: Respuestas predichas para las mezclas 410 a 420 del conjunto de prueba,
utilizando dos redes neuronales artificiales para cada respuesta (ANN 1 y
ANN 2). Los resultados estan expresados como [p]:h", [ICV]=cél. h ml",
[Armepo]=nmol 10° cél™" h™, [AB]=Ul mI", [Giac]=nmol 10 cél” h™,
[dam]=nmol 10 cél” h™.

Respuestas predichas
M1 M2 ICV, ICV, drhepo1  QrhEPO2 ABy; AB;, Qiact  Jlac2  Jam1  (Jam2

Mezcla

410 0,0137 10,0134 1,55E+08 1,45E+08 0,768 1,22 67536 52572 522 542 66 59
411 0,0087 0,0088 7,38E+07 8,08E+07 0,990 1,15 64447 43529 427 416 23 29
412 0,0127 10,0134 1,05E+08 1,01E+08 1,01 1,08 62339 49481 490 503 46 44
413 0,0036 0,0040 1,86E+07 2,35E+07 0,672 0,850 60870 44510 457 441 14 18
414 0,0172 0,0161 1,24E+08 1,18E+08 0,898 0,877 38848 44345 589 600 86 85
415 0,0127 0,0096 7,73E+07 6,09E+07 0,939 0,765 42312 59126 552 577 64 66
416  0,0134 0,0103 8,29E+07 7,21E+07 0,952 0,773 45227 60817 544 568 62 67
417  0,0145 0,0133 1,52E+08 1,48E+08 1,42 1,38 44747 45759 301 344 28 31
418 0,0193 0,0101 2,79E+07 2,72E+07 0,230 0,475 52066 50092 718 659 68 75
419 0,0110 10,0080 9,14E+07 8,18E+07 0,321 0,510 44022 39185 633 594 87 87
420 0,0111 0,0081 9,43E+07 8,38E+07 0,327 0,516 43226 38995 633 588 87 87

Medio Zell-C12:

La funcion deseabilidad parcial para las respuestas ICV, Qiac, Qam, Qmero Y AB;, se
defini6 de acuerdo con las Ec. (46) a (50) anteriormente utilizadas para el modelado de
respuestas mediante RSM.

Medio Zell-C13:

La funcién d; para la respuesta p en el caso del medio de cultivo a ser utilizado
durante la primera etapa del cultivo continuo en perfusion (d,) se calculé como se presenta
en la Ec. (62):

= _y-0014 0,014 < y < 0,020
0,020—0,014
d,={d, =1 y > 0,020 (62)
d,=0 y<0,014

Los limites inferior y superior utilizados en el calculo de d, corresponden al rango
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de valores experimentales que incluye el 70% de los datos, descartdndose los resultados
mas bajos.

Los valores de d; calculados para las respuestas, Quac; Qams Qmero Y AB; se
obtuvieron a partir de las Ec. (47) a (50).

Medio Zell-C14:

El valor de la funcién d; calculado para la respuesta p en el caso del medio de
cultivo Zell-C14 (denominado d,-) se obtuvo como:

d.=1 0,004< y <0020
d.=1" (63)
“ ld; =0 y<0004 ;  y>0020

Esta definicion de d,- asigna un valor de 1 a todas las respuestas predichas que se
encuentran dentro del rango de valores obtenido experimentalmente para py, mientras que
asume el valor nulo para valores predichos que se encuentren fuera de este intervalo.

Los valores de d,nero Y das: S€ obtuvieron de acuerdo con las Ec. (49) y (50).

7.4.2.8. Definicion y calculo de la funcidn deseabilidad global D

La expresion de la funcion D vari6 de acuerdo con las respuestas consideradas en
cada caso; es decir, con los objetivos perseguidos en el disefio de cada uno de los medios
de cultivo:

Al igual que cuando se calculd la funcién D en el andlisis por RSM [Ec. (45)], se
asigné una importancia relativa r=5 a la funcion a; correspondiente a las respuestas a ser
maximizadas, mientras que dgac Y dyam recibieron un valor de r=1 para el calculo de la

funcion D.

e Funcidn deseabilidad global D para el medio Zell-C12

DZeZl—ClZ = ((dICV )5 X (dqrhEPO )5 X (dABr )5 X dqlac X dqam ! (64)
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¢ Funcién deseabilidad global D para el medio Zell-C13

Dy cis = ((d u )5 X (d qrhEPO )5 X (d ABt )5 xd glac X d qam " (65)

e Funcidn deseabilidad global D para el medio Zell-C14

Dy cis = (d P xd grhEPO X duy )’ (66)

Ahora bien, de acuerdo con lo expresado anteriormente, para cada mezcla del
conjunto de prueba se obtuvieron entonces los valores dicvs, dicve, dgmepor, Qgrmeroz, dasti,
dagiz, Qgiacts Aglaczs Agami, Agamzs dur Y dy2 (€Stos Ultimos, calculados de manera diferente segun
el caso). Por esta razén, para el calculo de los valores de D correspondientes a la
optimizacion de cada medio de cultivo se emplearon todas las combinaciones posibles de dj;
y do. De esta forma, para cada una de las 800 mezclas del conjunto de prueba se calcularon
los 2°=32 valores de Dyeciz los 2°=32 valores de Dyzycis y los 2°=8 valores de Dazecra
Mediante este procedimiento se obtuvieron entonces 25.600 valores de Dzeyciz
25.600 valores de Dzc13 y 6.400 valores de Dz c14. La cantidad de valores distintos entre
si dependi6 fundamentalmente de las expresiones de D [Ec. (64) a (66)].

Por ejemplo, para la mezcla numero 98, de composicion [Glc=4,17mM,
Gal=4,17 mM, Man=16,67 mM, GIn=2,667 mM, Glu=0,367 mM, Asn=2,067 mM] (ver
Anexo 3) se obtuvieron los valores de D que se presentan en la Tabla LXX.

Tabla LXX: Valores de la funcion deseabilidad global D calculados para la mezcla N°98,
considerando los tres medios de cultivo en desarrollo (Zell-C12, Zell-C13 y
Zell C14).

Combinacion Dzei.c12 Dzeir.c13 Dzeir.c14

o)
(2
©)

0,382 0,391 0,440
0,447 0,458 0,526
0,410 0,420 0,477
(4) 0,481 0,492 0,571
(5) 0,381 0,390

(Qu1, dicvi, dgtact, dgam1, darmepo1, ABti)
( )
( )
( )
( )
(6) (du1, dicvi, dgiact, dgame, dgrmerot, ABi2) 0,446 0,457
( )
( )
( )
( )

A1, dicv1, dylact, dgam1, dgrhero1, ABiz
A1, dicv1, dylact, dgam1, dgrneroz, ABt
Au1, dicv1, dylact, dgam1, dgrhepoz, ABiz

dm, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOh ABH

™ 0,409 0,419
@ 0,480 0,491
9 0,386 0,395
(10) 0,462 0,463

dm, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABH
dm, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ
A1, dicv1, dylace, dgam1, dgrnero1, ABt

du1, dicvi, dgiacz, dgam1, Agrherot, ABi2
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(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
(19)
(20)
(21)
(22)
(23)
(24)
(25)
(26)
(27)
(28)
(29)
(30)
(31)
(32)
(33)
(34)
(35)
(36)
(37)
(38)
(39)
(40)
(41)
(42)
(43)
(44)
(45)
(46)
(47)
(48)

A1, dicv1, dylace, dgam1, dgrneroz, ABt
A1, dicv1, dglace, dgam1, dgrhepoz, ABtz
A1, dicv1, dylace, dgamz, dgrnero1, ABt
dm, d/CV7, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOh ABtZ
dm, d/CV7, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABH
dm, d/CV7, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ
dm, d/CVZ, dq/ach dqamh dqrhEPOh ABH
A1, dicve, dglact, dgam1, dgrhero1, ABtz
A1, dicve, dylact, dgam1, dgrneroz, ABt
A1, dicve, dglact, dgam1, dgrheroz, ABtz
A1, dicve, dylact, dgamz, dgrnero1, ABt
dm, d/CVZ, dq/ach dqamZ, dqrhEPOh ABtZ
dm, d/CVZ, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABH
dm, d/CVZ, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ
dm, d/CVZ, dq/acZ, dqamh dqrhEPOh ABH
A1, dicve, dglace, dgam1, dgrhero1, ABiz
du1, dicve, dylace, dgam1, dgrneroz, ABt
A1, dicve, dglace, dgam1, dgrheroz, ABtz

A1, dicve, dylace, dgamz, dgrnero1, ABt

dm, d/CVZ, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABH
dm, d/CVZ, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ
duz, d/CV7, dq/ach dqamh dqrhEPOh ABH
dyz, dicv1, dglact, dgam1, dgrhero1, ABiz
dyz, dicv1, dylact, dgam1, dgrneroz, ABt
dyz, dicv1, dglact, dgam1, dgrheroz, ABtz
Az, dicv1, dylact, Agamz, dgrnero1, ABt
duz, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOh ABtZ
duz, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABH
duz, d/CV7, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ
duz, d/CV7, dq/acZ, dqamh dqrhEPOh ABH
dyz, dicv1, dglace, dgam1, dgrhero1, ABiz
dyz, dicv1, dylace, dgam1, dgrneroz, ABt
Auz, dicv1, dglace, dgam1, dgrheroz, ABtz
dyz, dicv1, dglace, dgamz, dgrnero1, ABt
Az, dicv1, dglace, dgamz, dgrhero1, ABiz
duz, d/CV7, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABH

( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
(Cut, dicve, dgtacz, dgamz, dgrherPo1, ABie)
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )

duz, d/CV7, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ

En la Tabla LXX no se muestran los resultados repetidos: por ejemplo, se obtuvo el

mismo valor para Dzy.ci2 €n los casos (1) y (33), (2) y (34), (3) y (35), etc., debido a que
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éstos difieren solamente en el resultado de d,, la cual no forma parte de la expresiéon de
Dzei.c12. Por esta razébn no se muestran los resultados de Dz .ci2 para las combinaciones

(33) a (48). Igual razonamiento se siguié para presentar los resultados de Dgzyciz ¥ de

DZe//-C14-

En el ejemplo anterior los valores de D obtenidos variaron dentro de rangos
relativamente pequenos: [0,381 ; 0,499] para Dgzy.ci2 —con excepcion del caso (30) —,
[0,328 ; 0,546] para Dze.ci3 'y [0,440 ; 0,571] para Dzc14 - Esta observacion se repitié para
la mayoria de las mezclas integrantes del conjunto de prueba, si bien no para todas ellas,
pudiéndose distinguir dos grandes grupos:

e Mezclas para las que obtuvieron valores altos y relativamente constantes de
Dzei.c12» Dzenc1z Y Dzen-c14e: €Stas mezclas satisfacen todas las exigencias impuestas a

través de las d.

e Mezclas para las que se obtuvieron valores variables para Dz.c12, Dzei-c13 Y Dzeir-c14es
pero relativamente constantes entre si: son mezclas que satisfacen los requerimientos
de alguno de los medios en desarrollo, pero no de los otros.

Merece destacarse que a pesar de que las redes generadas para cada respuesta
se obtuvieron en procesos independientes (es decir, procesos en los cuales la evoluciéon en
la asignacion de los pesos w; siguié caminos separados), y poseian arquitecturas diferentes,
los valores obtenidos para cada definicion de D fueron similares entre si, para todas las
posibles combinaciones de redes. Esto revela la robustez de los resultados obtenidos al
utilizar redes neuronales artificiales para el modelado de procesos tan complejos como los

que involucran sistemas bioldgicos.

En algunas mezclas en particular, se obtuvo un valor D#0 cuando se utilizd dj; y un
valor D=0 cuando se utilizé d, (o viceversa), para una dada respuesta i. Estas son mezclas
para las que las ANN1 y ANN2 predijeron respuestas cercanas a los limites de aceptacion,
una de las cuales se encuentra dentro del rango de valores aceptables (definidos por las
diferentes expresiones de d)), en tanto la otra no.

7.4.2.9. Analisis de las mezclas de los seis factores para las que se obtuvieron los
valores mas altos de la funcion D

La seleccién de las mezclas de glucosa, galactosa, manosa, glutamina, glutamato
y asparagina para los cuales se obtuvieron los mejores valores de la funcion deseabilidad
global se basé en el criterio de robustez del analisis. Se seleccionaron asi aquellas mezclas
gue mostraron los mejores resultados en forma repetida, ya sea que se utilizara la ANN1 o
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la ANN2 para la prediccién de las respuestas.

Para el caso del medio de cultivo Zell-C12, la identificacion de estas mezclas se

llevé a cabo de la siguiente manera:

Se ordenaron en forma decreciente los 800 valores de Dz .c1» calculados utilizando la
combinacion de dicvr, Agiacts dgam1, dgmeror Y dastr (COmbinacion (1) de la Tabla LXXI).

Se repitié el paso anterior para cada una de las combinaciones restantes de dicy, dgiac,

Agam, dgmero Y das: QUE Se presentaron en la Tabla LXXI.

Se seleccionaron las mezclas del conjunto de prueba que dieron origen a los 3 valores
mas altos de Dz,.c1 Obtenidos para cada combinacion de dicv, Agiac, Agam Agrmero Y CQast.
(3 mezclas por 32 combinaciones de d; da un total de 96 mezclas pre-seleccionadas para
la definicion del medio Zell-C12). Las mezclas pre-seleccionadas se muestran en la
Tabla LXXI.

Tabla LXXI: Mezclas pre-seleccionadas en funcion de los valores mas altos de D calculados
para el medio Zell-C12.

Combinacion Posicion Mezcla N° Dzei.c12
1° 538 0,748
(1) (dm, dlCVh dq/ach dqamh dqrhEPOh ABH) 2° 315 0,693
3° 307 0,681
1° 304 0,805
(2) (dm, dlCVh dq/ach dqamh dqrhEPOh ABtZ) 2° 538 0,717
3° 518 0,713
1° 538 0,816
(3) (dm, dlCV1; dq/aci, dqamh dqrhEPO2, ABt1) 2° 410 0,794
3° 122 0,754
1° 304 0,801
(4) (dm, dlCVh dq/ach dqamh dqrhEPOZ, ABtZ) 2° 318 0,788
3° 538 0,782
1° 538 0,750
(5) (dm, dlCV1; dq/aci, dqamz, dqrhEPOI, ABt1) 2° 315 0,691
3° 307 0,680
1° 304 0,805
(6) (Qut, dicv1, dgiact, dgame, dgrmero1, ABie) 2° 538 0,719
3° 518 0,715
1° 538 0,817
(7) (dm, dlCVh dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABt7) 2° 410 0,795
3° 122 0,755
1° 304 0,801
8 (Qut, dicv1, dgiact, dgame, dgrmepoz, ABie) 2° 518 0,789
3° 538 0,783
1° 538 0,752
(9) (dm, dlCVh dq/acZ, dqamh dqrhEPOh ABH) 2° 315 0,691
3° 122 0,689
1° 303 0,824
(1 0) (dm, dlCV1; dq/ac2, dqamh dqrhEPOI, AB{Z) 2° 304 0,812
3° 538 0,721
1° 538 0,820
(11) (dm, dlCVh dq/acZ, dqamh dqrhEPOZ, ABH) 2° 410 0,789

3° 122 0,765
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1° 303 0,821
(1 2) (dm, d/CV7, dq/acZ, dqamh dqrhEPOZ, ABtZ) g: g?g 8:§gg
1° 538 0,754
(1 3) (dm, dlCVh dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOh ABH) 2° 315 0,689
3° 122 0,689
1° 303 0,824
(14) (dm, dlCV1; dq/ac2, dqamz, dqrhEPOI, AB{Z) 2° 304 0,812
3° 538 0,722
1° 538 0,822
(15) (dm, dlCVh dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABH) 2° 410 0,790
3° 122 0,766
1° 303 0,820
(1 6) (dm, dlCVh dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ) 2° 304 0,807
3° 518 0,790
1° 538 0,729
(17) (Qu1, dicve, dgiact, dgami, dgrmerot, ABri) 2° 307 0,680
3° 122 0,679
1° 304 0,792
(18) (dm, dlCVZ, dq/ach dqamh dqrhEPOh ABtZ) 2° 518 0,713
3° 538 0,698
1° 538 0,794
(1 9) (dm, dlCVZ; dq/aci, dqamh dqrhEPO2, ABt1) 2° 410 0,794
3° 122 0,754
1° 304 0,788
(20) (dm, dlCVZ, dq/ach dqamh dqrhEPOZ, ABtZ) 2° 518 0,788
3° 538 0,761
1° 538 0,730
(21) (dm, dlCVZ; dq/aci, dqamz, dqrhEPOI, ABt1) 2° 122 0,679
3° 307 0,679
1° 304 0,792
(22) (dm, dlCVZ, dq/ach dqamZ, dqrhEPOh ABtZ) 2° 518 0,715
3° 538 0,700
1° 538 0,796
(23) (dm, dlCVZ; dq/aci, dqamz, dqrhEPO2, ABt1) 2° 410 0,795
3° 122 0,755
1° 518 0,789
(24) (dm, dlCVZ, dq/ach dqamZ, dqrhEPOZ, ABtZ) 2° 304 0,788
3° 538 0,762
1° 538 0,783
(25) (dm, dlCVZ, dq/acZ, dqamh dqrhEPOh ABt7) 2° 122 0,689
3° 307 0,677
1° 303 0,814
(26) (Qu1, dicve, dgiacz, dgami, dgrmero1, ABie) 2° 304 0,798
3° 518 0,714
1° 538 0,798
(27) (dm, dlCVZ, dq/acZ, dqamh dqrhEPOZ, ABH) 2° 410 0,789
3° 122 0,765
1° 303 0,810
(28) (dm, dlCVZ; dq/ac2, dqamh dqrhEPO2, AB{Z) 2° 304 0,795
3° 518 0,789
1° 538 0,734
(29) (dm, dlCVZ, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOh ABt7) 2° 122 0,689
3° 307 0,676
1° 303 0,814
(30) (dm, dlCVZ; dq/ac2, dqamz, dqrhEPOI, AB{Z) 2° 304 0,798
3° 518 0,716
1° 538 0,800
(31) (dm, dlCVZ, dq/acZ, dqamZ, dqrhEPOZ, ABH) 2° 410 0,790
3° 122 0,766
1° 303 0,810
(32) (dm, dlCVZ; dq/ac2, dqamz, dqrhEPO2, AB{Z) 2° 304 0,794
3° 518 0,790
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iv. Se calcul6 la frecuencia de aparicién de cada mezcla en el conjunto de 96 mezclas.

v. Se calculé el promedio de los valores Dz.c12 de cada mezcla.

vi. Se ordenaron las mezclas en forma decreciente de acuerdo con su frecuencia de

aparicion.

vii. En el caso de mezclas con igual frecuencia de aparicién, éstas se ordenaron en forma

decreciente de acuerdo con sus valores de Dz.c12 promedio (Tabla LXXII).

Tabla LXXIl: Ordenamiento decreciente de las mezclas pre-seleccionadas para el medio
Zell-C12 en funcion de su frecuencia de aparicidon. Fa = frecuencia absoluta;
Fr = frecuencia relativa.
Mezcla Fa Fr Dzeii-c12 Glc Gal Man Gin Glu Asn
N° (n=96) (mM) (mM) (mM) (mM)  (mM) (mM)
538 26 27,1% 0,761 0,000 6,250 18,750 1,417 1,133 2,550
304 16 16,7% 0,800 25,000 0,000 0,000 2,000 2,325 0,775
518 14 14,6% 0,755 0,000 6,250 18,750 2,000 0,775 2,325
122 14 14,6% 0,728 4,170 4,170 16,670 1,417 1,133 2,550
303 8 8,3% 0,817 25,000 0,000 0,000 2,667 2,067 0,367
410 8 8,3% 0,792 2,333 2,333 20,333 1,417 1,133 2,550
307 6 6,3% 0,679 25,000 0,000 0,000 0,000 3,400 1,700
315 4 4,2% 0,691 25,000 0,000 0,000 0,567 2,863 1,670

Para la pre-seleccién de las mezclas utilizadas para definir los medios Zell-C13 y

Zell-C14 se siguié un procedimiento analogo al descrito. Las Tablas LXXIII y LXXIV resumen

los resultados obtenidos.

Tabla LXXIll: Ordenamiento decreciente de las mezclas pre-seleccionadas para el medio
Zell-C13 en funcion de su frecuencia de aparicidon. Fa = frecuencia absoluta;
Fr = frecuencia relativa.
Mezcla Fr Glc Gal Man Gin Glu Asn
N° Fa (n=96) Dzencis  (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
303 8 8,3% 0,751 25,00 0,00 0,00 2,667 2,067 0,367
304 8 8,3% 0,715 25,00 0,00 0,00 2,000 2,325 0,775
386 8 8,3% 0,673 2,33 2,33 20,33 2,667 0,367 2,067
62 8 8,3% 0,549 0,00 25,00 0,00 3,400 1,033 0,667
480 8 8,3% 0,497 6,25 18,75 0,00 2,267 1,333 1,500
479 6 6,3% 0,549 6,25 18,75 0,00 2,267 1,500 1,333
90 6 6,3% 0,688 12,50 12,50 0,00 1,417 1,133 2,550
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458 6 6,3% 0,474 6,25 18,75 0,00 2,000 1,550 1,550

41 4 4,2% 0,758 0,00 25,00 0,00 3,000 1,325 0,775

40 4 4,2% 0,727 0,00 25,00 0,00 3,000 1,050 1,050

453 4 4,2% 0,671 6,25 18,75 0,00 1,000 0,775 3,325

454 4 4,2% 0,664 6,25 18,75 0,00 2,000 0,775 2,325

470 4 4,2% 0,659 6,25 18,75 0,00 0,850 0,283 3,967

474 4 4,2% 0,654 6,25 18,75 0,00 1,417 1,133 2,550

514 4 4,2% 0,597 0,00 6,25 18,75 2,667 0,367 2,067

361 2 2,1% 0,596 2,33 20,33 2,33 3,000 1,325 0,775

360 2 2,1% 0,581 2,33 20,33 2,33 3,000 1,050 1,050

559 2 2,1% 0,559 18,75 0,00 6,25 2,667 2,067 0,367

578 2 2,1% 0,515 6,25 0,00 18,75 2,667 0,367 2,067

348 2 2,1% 0,470 20,33 2,33 2,33 0,567 1,670 2,863
Tabla LXXIV: Ordenamiento decreciente de las mezclas pre-seleccionadas para el medio
Zell-C14 en funcion de su frecuencia de aparicion. Fa = frecuencia absoluta;

Fr = frecuencia relativa.

Mezcla Fr Glc Gal Man Gin Glu Asn
N° Fa (n=24) Dzeicperr  (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
538 6 25,0% 0,801 0,000 6,250 18,750 1,417 1,133 2,550
303 4 16,7% 0,881 25000 0,000 0,000 2667 2067 0,367
304 4 16,7% 0,865 25,000 0,000 0,000 2,000 2325 0,775
410 2 8,3% 0,849 2,333 2,333 20,333 1,417 1,133 2,550
47 2 8,3% 0,846 0,00 25,00 0,00 2,667 2,067 0,367
518 2 8,3% 0,835 0,000 6,250 18,750 2,000 0,775 2,325
315 2 8,3% 0,778 25,000 0,000 0,000 0,567 2,863 1,670
109 2 8,3% 0,769 4170 4,170 16,670 1,000 2,050 2,050

En primer lugar se observé que se obtuvieron altos valores de deseabilidad global,

para todos los casos. La mezcla numero 538 se presenté con mayor frecuencia entre

aquéllas pre-seleccionadas tanto para el medio Zell-C12 (27,1% de las veces) como para el

medio usado en la fase de perfusion de un cultivo continuo, Zell-C14 (25%), confirmando

que esta combinacion de factores permitiria alcanzar satisfactoriamente la finalidad de estos

dos medios de cultivo. Esta mezcla no fue, sin embargo, pre-seleccionada para el medio

Zell-C13, debido a la restriccion impuesta a la respuesta .

Las mezclas 303 y 304, por otro lado, resultaron ser apropiadas para su uso en

todas las condiciones requeridas; es decir, para el cultivo por lote y para ambas etapas del

cultivo continuo. Estas mezclas contienen exclusivamente glucosa, el azdcar mas
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rapidamente metabolizable entre los estudiados, y un contenido reducido de glutamina
(aproximadamente 50% de la concentracién presente en el medio comercial SMIF 6). La
baja concentracion de este aminoacido evitaria que se acumularan grandes cantidades de
amonio en el sobrenadante de cultivo, favoreciendo la sintesis de las isoformas mas
glicosiladas de rhEPO, en tanto que la alta disponibilidad de glucosa permitiria alcanzar
velocidades de crecimiento mas altas compatibles con las exigencias de la etapa inicial del

cultivo continuo.

7.4.2.10. Definicion de los medios de cultivo Zell-C12, Zell-C13 y Zell-C14

En base al analisis anterior, se seleccionaron las siguientes composiciones

optimizadas de los medios de cultivo en desarrollo (Tabla LXXV):

Tabla LXXV: Medios de cultivo disefiados mediante la utilizacion de ANN para el modelado
de las respuestas y la funcion D para la seleccion de las mezclas de factores.

Mezcla Medio Glc Gal Man Gin Glu Asn
N° (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
538 Zell-C12 0,000 6,250 18,750 1,417 1,133 2,550
303 Zell-C13 25,000 0,000 0,000 2,667 2,067 0,367
538 Zell-C14 0,000 6,250 18,750 1,417 1,133 2,550

La composicion del medio de cultivo formulado para la produccién de rhEPO en
cultivos por lote (medio Zell-C12) puede ser comparada con las previamente obtenidas
utilizando la metodologia de superficies de respuesta mediante el andlisis simple (medios
Zell-C9 y Zell-C10) y el andlisis integral (medio Zell-C11) de las respuestas, segun se

muestra en la Tabla LXXVI.

Tabla LXXVI: Medios de cultivo optimizados siguiendo diferentes metodologias de analisis,
para la produccion de rhEPO en cultivo por lote.

. . Glc Gal Man Gin Glu Asn
Metodologia Medio (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

RSM Zell-C9 8,29 122 1549 0,00 0,00 5,1
(analisis simple) Zell-C10 1784 0,00 7,16 0,00 255 255
RSM Zell-C11 1384 037 10,79 0,10 213 287

(andlisis integral)

ANN Zell-C12 0,00 6,25 18,75 1,42 1,13 2,55
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Las caracteristicas mas relevantes compartidas por los medios de cultivo Zell-C9,

Zell-C10, Zell-C11 y Zell-C12 son:

e alta proporcion de manosa

e alta proporcion de asparagina

e baja proporcién de glutamina

Dichas caracteristicas no son encontradas en los medios de cultivo comUnmente

comercializados, lo que destaca su importancia como medios especialmente optimizados

para la produccion de la rhEPO por el clon productor en estudio.

7.5. CONCLUSIONES

Se entrenaron varias redes de diferente arquitectura para realizar el ajuste de las
respuestas en estudio, obteniéndose valores de D similares para cada definicion de esta
funcién. Este hecho resalta la robustez de esta metodologia para el modelado de

procesos tan complejos como los que involucran sistemas biologicos.

Al utilizar los resultados predichos por estas redes para generar los diferentes valores de
d y de D, se observd que para ciertas mezclas de los seis factores en estudio se
obtuvieron valores altos y relativamente constantes de Dzy.ci2, Dzec13 Y Dzei-c14, PO 10
que estas mezclas satisfacen todos los requerimientos exigidos a los tres medios de

cultivo.

Otras mezclas presentaron valores variables de Dgzyciz, Dzenciz Y Dzeicies PEFO
relativamente constantes entre si. Estas mezclas satisfacen los requerimientos de alguno

de los medios en desarrollo, pero no de los otros dos.

La mezcla numero 538 fue seleccionada tanto para el medio Zell-C12 (proceso de
produccion por lote) como para el medio usado en la fase de perfusién de un cultivo
continuo, Zell-C14. La composicién de esta mezcla es [Glc=0,0 mM; Gal=6,25 mM,;
Man=18,75 mM; GIn=1,417 mM; Glu=1,133 mM; Asn=2,550 mM].

La mezcla numero 303 fue seleccionada como el medio 6ptimo para la fase de rapido
crecimiento inicial del cultivo continuo, y posee la composicion [Glc=25,0 mM,;
Gal=0,0 mM; Man=0,0 mM; GIn=2,667 mM; Glu=2,067 mM; Asn=0,367 mM].

Entre las caracteristicas mas sobresalientes de las mezclas optimizadas tanto por RSM
como por ANN para la produccion de rhEPO en procesos por lote se destaca, en primer

lugar, la presencia de un alto contenido de manosa, un azucar que no se encuentra
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normalmente presente en los medios de cultivo comerciales.

En segundo lugar, si bien Gln y Asn son dos aminoacidos usualmente encontrados en
medios de cultivo, la alta concentracion de asparagina en detrimento de la concentracién
de glutamina en los medios optimizados resulta de por si novedosa, considerando que la
la seleccion de las concentraciones de estos aminoacidos se realiz6 en funcién de la

calidad glicosidica de la molécula producida.

Finalmente, a pesar de haberse analizado los resultados experimentales mediante dos
metodologias esencialmente diferentes como son las superficies de respuesta y el
entrenamiento de redes neuronales artificiales, los resultados obtenidos son consistentes
entre si. Esto indica que ambas metodologias son confiables para ser utilizadas en el
modelado de multiples respuestas para la optimizacién de procesos productivos.



8-RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 5
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8. EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO OPTIMIZADOS PARA LA
PRODUCCION DE rhEPO EN CULTIVO CONTINUO EN UN
BIORREACTOR CON PERFUSION

8.1. OBJETIVOS

Evaluar el desempefo de los medios de cultivos definidos desarrollados en este
trabajo de tesis para la produccién de rhEPO a alta densidad celular en un biorreactor en

modo continuo con perfusién de medio de cultivo.

8.2. INTRODUCCION

Los cultivos celulares en gran escala se iniciaron en la década de 1960, con la
adaptacion a suspensién de células BHK (Arathoon y Birch, 1986), y desde esas primeras
experiencias el campo de aplicaciéon de esta tecnologia se ha ampliado marcadamente. La
productividad volumétrica de estos sistemas productivos se encuentra directamente
relacionada a la densidad celular alcanzada por ellos, por lo que desde el inicio de la
aplicacién de los cultivos celulares para la obtencién de productos biolégicos (moléculas
recombinantes, virus, etc.) se han estudiado nuevos sistemas que permitan aumentar las

concentraciones de células alcanzadas en ellos.

Si se asume que un determinado proceso productivo de alta densidad celular es
capaz de proveer un micro-ambiente optimo para las células, cada una de ellas tendra la
misma productividad que si fuera cultivada en un sistema de baja densidad celular (en modo
batch, por ejemplo), y consecuentemente se obtendra una mayor productividad volumétrica
en aquel sistema. Este hecho, a su vez, redundara en un menor requerimiento de espacio
en planta, y en la utilizacién de reactores de menor tamarfio (Griffiths, 1992; Tyo y Spier,
1987). Los procesos continuos con perfusién de medio de cultivo son, entre los procesos
productivos basados en el cultivo de células en suspension, los sistemas que permiten

alcanzar las densidades celulares mas altas.

El escalamiento de los procesos que involucran altas densidades celulares resulta
generalmente complicado, debido principalmente a limitaciones en la transferencia de masa
(en particular, del oxigeno). Otra dificultad asociada a estos sistemas productivos es el
requerimiento de equipamientos complejos para el control del proceso: en un cultivo de alta
densidad celular una ligera demora en el ajuste de los parametros puede conducir

rapidamente a condiciones ambientales inapropiadas para el mantenimiento de la vida
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celular. Las intervenciones de la unidad de control automatizada del reactor deben ser
frecuentes y la sensibilidad de respuesta del sistema, alta. La posibilidad de que ocurra una
falla, entonces, se ve incrementada debido a la mayor complejidad del sistema de control.

Las limitaciones en el escalamiento del proceso, el requerimiento de equipamientos
especializados, y la alta productividad obtenida en reactores de volumen relativamente
pequeno (menores a 100 |) explican por qué estos sistemas se emplean preferentemente en
la elaboracion de productos de elevada actividad biologica especifica, como es el caso de la
rhEPO.

8.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El clon B1A2 fue cultivado en alta densidad, en un biorreactor en modo continuo
con perfusion de medio de cultivo.

En esta experiencia se utilizaron dos medios de cultivos, desarrollados en base a
los resultados presentados en el Capitulo 4 de este trabajo de tesis. El primer medio de
cultivo fue empleado con el objetivo de favorecer el desarrollo de la masa celular, antes de
iniciar el proceso de perfusion, mientras que el segundo medio de cultivo se utilizé6 para

perfundir el reactor durante la etapa productiva.

8.4. RESULTADOS
8.4.1. Medios de cultivo evaluados

A partir de los resultados experimentales presentados hasta aqui, se procedié a
preparar dos medios para ser utilizados en el cultivo del clon B1A2 en un biorreactor de 5 |.

El cultivo fue dividido en dos etapas: la primera de ellas, denominada etapa de
crecimiento, corresponde a la fase inicial del cultivo, en donde se buscé estimular el
crecimiento celular. Una vez alcanzada una densidad celular adecuada, se inici6 el proceso
de perfusién (etapa de produccion) con el segundo medio de cultivo.

Los medios de cultivo analizados fueron:

e Medio de cultivo Zell-C13: definido mediante el disefio experimental de mezclas
cruzadas y posterior andlisis de las respuestas mediante la utilizacion de redes
neuronales artificiales, seguido de un proceso de optimizacién a través del calculo de la
funcion deseabilidad global D. Este medio de cultivo, utilizado durante la etapa de
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crecimiento, contenia exclusivamente glucosa como fuente de carbono, y glutamina,

como principal fuente de nitrégeno.

e Medio de cultivo Zell-C14: utilizado durante la etapa de produccion para perfundir el

cultivo. Este medio contenia mayoritariamente manosa y asparagina.

La composicién de los medios empleados se resume en la Tabla LXXVII.

Tabla LXXVII: Composicion de los medios utilizados para el cultivo del clon B1A2 en modo
continuo con perfusién, en un biorreactor de 5 I.

Glc Gal Man Gin Glu Asn

Medio (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

Zell-C13 25,000 0,000 0,000 2,667 2,067 0,367
Zell-C14 0,000 6,250 18,750 1,417 1,133 2,550

8.4.2.  Configuracion del biorreactor empleado

El cultivo del clon B1A2 se realizé en un biorreactor de 5 |, tipo tanque agitado, con
un sistema de perfusion de medio de cultivo (Modelo ALF, Bioengineering AG, Suiza). El
biorreactor utilizado en las experiencias descritas en este capitulo se presenta
esquematicamente en la Fig. 66, y posee los siguientes dispositivos:

Dispositivo de agitacion: Consiste en un eje de acero inoxidable 316L al cual se sujeta
una hélice de tipo marina con cuatro palas en angulo de 30°. El giro del eje se logra
mediante un acople magnético con el motor ubicado externamente por debajo de la base del
reactor, por lo que no existe una conexion directa entre el eje del motor de agitacién y el eje

de agitacién en el reactor, evitandose asi una posible contaminacién.

Dispositivo de perfusion interno: Estda formado por un filtro rotatorio (spin-sieve)
constituido por un soporte cilindrico de acero inoxidable 316L al cual se adosa una malla
también de acero inoxidable 316L de 20 um de diametro de red, lo que impide el pasaje de
células — pero no de medio de cultivo — desde la parte externa del spin-sieve al interior del
mismo. El modo de filtracién que se produce es de tipo tangencial, siendo la unidad del filtro
la que se desplaza en forma tangencial respecto al medio, el cual es filtrado hacia el interior
del spin-sieve.
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Fig. 66: Esquema del biorreactor de agitacién con perfusion.

Dispositivo de ingreso de gases: Este dispositivo esta conectado tanto a la estacién de

mezcla de gases como a un filtro-cartucho de membrana hidrofébica PTFE de 0,2 um de

tamafio medio de poro (Midisart 2000®, Sartorius, Alemania), para la esterilizacion de los

gases de entrada. El ingreso de gases al biorreactor se realiza por tres vias:

e A través del sparger (burbujeador), con difusores de acero sinterizado CrNiMo (modelo
SIKA-R 20, Krebsdge AG, Alemania), cuyo tamafno medio de poro es 20 ym.

e Por la camara superior (volumen contenido entre el nivel del medio y la tapa).

e A través del dispositivo de aireacion libre de burbujas, constituido por una manguera de

silicona de 1,5 mm de diametro interno y 1,9 mm de didmetro externo.

Dispositivo de salida de gases: Estd constituido por un refrigerante, destinado a la
condensacién del vapor de agua en los gases de salida y el posterior reflujo del agua
condensada al recipiente, evitando asi aumentos de la osmolaridad del medio. A la salida
del refrigerante estan conectados — en serie — un filtro hidrofébico (Midisart 2000°, Sartorius,
Alemania) y un manometro. Los gases de salida se filtran mediante un cartucho esterilizante
para evitar la contaminacion del reactor por reflujo de aire del medio ambiente.
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Electrodos:

e Oxigeno: Su sefal estd acoplada a una valvula que regula el caudal de entrada de aire
y/u oxigeno proveniente de la estacion de mezcla de gases, permitiendo

automaticamente el ajuste y mantenimiento del valor de pO, en el cultivo.

e pH: Su sefal esta acoplada a una valvula que regula el caudal de CO,, de manera que
ante un aumento del pH del medio de cultivo por encima del valor preestablecido,
automaticamente aumenta el flujo de CO, en la mezcla de entrada de gases hasta
restablecer el valor del set point.

Sensor de nivel de medio: El volumen de trabajo del biorreactor esta determinado por este
sensor, ya que su sefal esta acoplada a la bomba de ingreso de medio de cultivo
(alimentacion). En el caso de que el nivel de medio en el reactor alcance dicha sonda, se
apaga la bomba peristaltica de la alimentacion de medio, evitando una sobrecarga del

mismo.

Sensor de temperatura: Este sensor registra en forma continua la temperatura del cultivo, y

su sefal controla el bafo de agua externo para regular y mantener la temperatura de cultivo.

Dispositivo de toma de muestra: Consiste en un tubo de acero inoxidable 316L sumergido
en el seno del medio de cultivo por fuera del spin-sieve para acceder a la suspensién
celular. Por fuera y encima de la tapa, este tubo estd conectado a una manguera de silicona
(cuya longitud permite manipular la toma de muestra en el interior de una cabina de flujo
laminar ubicada al lado del biorreactor), la cual estd conectada en su otro extremo a una
aguja de acero inoxidable 316L mantenida en una camisa estanca para asegurar su
hermeticidad. La muestra se toma impulsando la suspension celular desde el biorreactor
mediante el aumento de la presién de la cdmara superior.

Dispositivo de agregado de indculo: Consiste en un tubo de acero inoxidable 316L
sumergido en el seno del medio de cultivo, por fuera del spin-sieve. Por fuera y encima de la
tapa, este tubo esta conectado a una manguera de silicona, la cual, a su vez, esta unida a
un conector de acero inoxidable 316L en forma de cruz. Este conector permite recibir tanto
la manguera de silicona proveniente de la botella de siembra como la del reservorio de
medio de alimentacion (ver mas adelante), quedando la tercera via disponible para el
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ingreso de vapor de agua, empleado en la esterilizacion de las mangueras durante la
operacion del biorreactor (ver mas adelante). La botella de siembra consiste en un frasco de
vidrio borosilicato (Schott Glaswerke AG, Alemania) de 2| de capacidad con tapa
autoclavable a rosca de polipropileno con dos entradas laterales: una superior, a la cual esta
conectada un filtro autoclavable de aire de poro medio 0,3 um; y otra inferior (justo por
encima de la base) a la cual estd conectada la manguera de silicona proveniente del
conector en forma de cruz. La apertura y el cierre de la botella se realizan dentro de la
cabina de flujo laminar, y de esta manera, el in6culo celular que se mantiene en la estufa de
cultivo se introduce en forma estéril en esta botella de siembra. Para realizar la siembra se
debe evitar que el inéculo ingrese en la manguera de alimentacién comunicada mediante el
conector tipo cruz, siendo para ello necesario cerrar su paso mediante una abrazadera. La
siembra se realiza permitiendo que la suspension celular ingrese en el biorreactor por
gravedad, ubicando la botella por encima del recipiente del biorreactor, en ausencia de una
sobrepresién de la camara superior y con la salida de gases del reactor abierta.

Dispositivo de alimentacion de medio de cultivo: Utiliza el mismo tubo de acero
inoxidable que el de agregado de in6culo. Se emplea una manguera de silicona unida al
conector tipo cruz mientras que el otro extremo de esta manguera esta conectado a una
aguja de acero inoxidable, mantenida en una camisa estanca para asegurar su esterilidad.
La conexién de esta aguja al recipiente que contiene el medio de cultivo se realiza en la
cabina de flujo laminar ubicada al lado del biorreactor, evitando asi la contaminacién de la
aguja al retirar la camisa. El medio de cultivo se agrega al biorreactor en forma continua
impulsado por una bomba peristaltica (Peripex W1, Bioengineering AG, Suiza) de caudal
variable y evitando que esta alimentacién ingrese en la manguera del inéculo, para lo cual
se cierra el paso de esta ultima con una abrazadera. El volumen diario de alimentacién se
regula para mantener en forma adecuada la viabilidad del cultivo, y se expresa en referencia
al volumen de trabajo del reactor (Vg d™).

Dispositivo de cosecha de medio de cultivo libre de células: Consiste en un tubo de
acero inoxidable 316L sumergido en el interior del spin-sieve. Por fuera y encima de la tapa,
este tubo estd conectado a una manguera de silicona cuyo otro extremo esta conectado a
una aguja de acero inoxidable 316L, estéril. La conexién de esta aguja al recipiente de
cosecha se realiza bajo flujo laminar. La cosecha se realiza desde el interior del spin-sieve,
gue en ningun momento contiene células durante el cultivo, en forma continua impulsado por

una bomba peristéltica (Peripex W1, Bioengineering AG, Suiza) de caudal variable. El
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volumen de cosecha es igual al volumen de alimentacion, de manera de mantener constante
el volumen de trabajo del reactor. El recipiente de la cosecha se mantiene en heladera a una
temperatura de 4°C. Tanto el recipiente de la alimentacion como el de cosecha son frascos
autoclavables de polipropileno (Nalgene®, Nalge Nunc Internacional, EE.UU.) de 50| de

capacidad.

Estacion de mezcla de gases: Consiste en un gabinete que contiene los reductores de
presion de gases de entrada (aire, Np, CO, y Oy), las valvulas que regulan el caudal de los
mismos, los mandmetros indicadores de presion de trabajo (fijados manualmente en 1 bar) y
los rotdmetros que indican el caudal. La salida de cada uno de los gases se colecta en una
Unica manguera que se conecta con el filtro hidrofobico para la esterilizacion de la mezcla
gaseosa antes de su ingreso al biorreactor.

Unidad de comando y regulacion: Consiste en varias unidades de control, las cuales
funcionan como un controlador universal que puede medir y regular diferentes variables
fisicas. En este caso se dispone de seis controladores para temperatura, velocidad de
agitacion, velocidad de rotacion del spin-sieve, pO,, pH y sensor de nivel, los que estan
agrupados en un gabinete (Fig. 5). Cada controlador esta formado por dos partes: el médulo
del monitor o display y el moédulo frontal inteligente (IFM®, Intelligent Front Module,
Bioengineering AG, Suiza). El modulo del monitor muestra los valores medidos on-line y los
pulsadores para la programacion de la variable (valores set point y valores de alarma). El
modulo IFM® puede ser usado para el control manual o automatico de las variables, y los
datos son procesados mediante el software Biologg® (Bioengineering IFM Datalogging
Software). En la computadora conectada a los controladores se registran en forma continua
las siguientes variables:

e Numero de rotaciones de la hélice, expresadas en rpm.
¢ Numero de rotaciones del tamiz rotatorio (spin-sieve), expresadas en rpm.

e pO, del medio de cultivo en el recipiente del biorreactor, expresado como porcentaje de

saturacion de aire.

e Temperatura del medio de cultivo en el recipiente del biorreactor, en °C.

pH del medio de cultivo en el recipiente del biorreactor.

La esterilizacién del biorreactor antes de la siembra del inéculo se realiza en

autoclave a 121°C durante 1 h con todos los accesorios conectados a la tapa, incluyendo las
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sondas (pO,, pH, nivel de medio y temperatura) y el conjunto de mangueras que conectan
las vias de ingreso y salida de gases a los respectivos filtros y a los dispositivos de toma de
muestra, de agregado de inéculo con la botella de siembra, de alimentacién de medio de
cultivo y de cosecha de medio de cultivo libre de células. Luego de la esterilizacion se monta
el reactor sobre el motor de agitacién, y se conectan los cables de todas las sondas y el

motor del spin-sieve.

Una vez iniciado el cultivo, la esterilidad de las mangueras conectadas a los
dispositivos de toma de muestra, de alimentacioén y de cosecha se mantiene por inyeccién
de vapor de agua desde un generador de vapor externo. Durante la esterilizacién por calor
de estas mangueras se evita el ingreso de vapor al biorreactor mediante el cierre de su paso
con abrazaderas. Por simplicidad, en el esquema de la Fig. 66 no se muestran las
conexiones entre todas las mangueras y sus respectivas abrazaderas, que aseguran que el
vapor de agua fluya por todas ellas.

8.4.3. Cultivo del clon B1A2 en el biorreactor

El clon B1A2 fue cultivado en un frasco spinner en medio SMIF 6, hasta alcanzar la
fase exponencial de crecimiento. Esta suspension fue centrifugada por 10 min a 200 g, y el
pellet celular fue resuspendido en el medio de cultivo Zell-C13, inoculandose el biorreactor a
una densidad celular de aproximadamente 3,5x10° cél. viab. mI". El volumen inicial de

cultivo fue de 3,5 I.

El control del proceso se realizé diariamente, determinandose la concentracion de
células viables y totales, glucosa, lactato, amonio y rhEPQO. Se registré también el valor de
pH indicado por la unidad de control al momento de la toma de muestra, y se determiné la
osmolalidad del sobrenadante de cultivo. La primera fase de amplificacion celular se realizé
en modo batch. Una vez alcanzada una densidad celular limitante para el crecimiento, se
inicio el proceso de perfusion con el mismo medio de cultivo Zell-C13 para continuar con el
desarrollo de la masa celular.

Para iniciar la etapa de produccién, se sustituyé el medio Zell-C13 por el medio
Zell-C14 para la perfusion del cultivo, realizdndose el cambio del recipiente de cosecha para
evitar la mezcla de los sobrenadantes. Los eventos mas importantes en el proceso de cultivo

se resumen en la Tabla LXXVIII.
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Tabla LXXVIII: Proceso de cultivo del clon B1A2 en un biorreactor de 51, en modo de cultivo
continuo con perfusion, utilizando los medios de cultivo Zell-C13 y Zell-C14.

Dia Evento

0 Inicio del cultivo en medio Zell-C13 (volumen de trabajo = 3,5 1)
Aumento del volumen de trabajo a 4,5 | con medio Zell-C13
Inicio de la perfusion del medio de cultivo Zell-C13

12 Volumen de cosecha (medio Zell-C13): aproximadamente 41 1.
Inicio de la perfusion del medio de cultivo Zell-C14

17 Volumen de cosecha (medio Zell-C14): aproximadamente 36 .
Fin del cultivo.

Las curvas metabdlicas caracteristicas obtenidas a partir de los datos del cultivo,
asi como las curvas de parametros fisicoquimicos, se muestran en la Fig. 67. Las lineas de
puntos identifican cuatro fases diferentes del cultivo: la fase A corresponde al periodo que
se extiende entre el inicio del cultivo y el dia de inicio de la perfusion con el medio Zell-C13;
la fase B comprende los dias 6a8, en los cuales se verific6 un cambio en el
comportamiento celular — comentado mas adelante —; la fase C que corresponde a los dias
8 a 12, momento en el cual se inicid la perfusién con el medio Zell-C14; y finalmente la
fase D que va desde el dia 12 hasta el final del cultivo, el dia 17.

Los parametros metabdlicos especificos del cultivo se calcularon individualmente
para cada fase, a partir de los graficos de produccion y consumo acumulados en funcion de
la ICV (Fig. 68). Estos parametros se presentan en la Tabla LXXIX, asi como los valores de
rendimiento de lactato a partir de glucosa.

Puede observarse que la concentracidbn de células viables se increment6
sostenidamente durante la fase de crecimiento en la cual se utilizd6 el medio Zell-C13
(fase A). El dia 6 se inici6 la perfusion del cultivo con este mismo medio, a baja velocidad,
sustituyéndose aproximadamente un 22% del volumen de trabajo en las siguientes 24 h.
Este procedimiento permitié el aumento de la concentracion celular, la cual se incrementé de
8,2x10° a 2x10° cél. viab. ml" en este periodo, representando un incremento de mas del
240%.

A raiz de esta observacion se tomé la decision de aumentar la velocidad de
perfusion en el dia 7 del cultivo. Este hecho, sin embargo, pudo haber ejercido un efecto
negativo sobre el crecimiento celular, ya que inmediatamente después se verificé una
disminucion en la concentracion de células; la variacién en la concentracion de células en
esta fase del cultivo (aumento entre los dias 6y 7, y posterior disminucion entre los
dias 7 y 8) impidio6 la determinacion del valor de u para la fase B.
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Fig. 67: Curvas metabdlicas en funcién del tiempo de cultivo obtenidas para el clon B1A2 cultivado en
modo continuo con perfusién en un biorreactor de 5 |, y curvas de parametros fisicoquimicos:
(m) ICV; (@) viabilidad; ( A) células totales;(w ) células viables; (# ) rhEPO; (®) glucosa;
(®)lactato; (4) amonio; (¥) pH y (¢) osmolalidad.
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Fig. 68: Curvas metabdlicas en funciéon de la ICV obtenidas para el clon B1A2 cultivado en modo
continuo con perfusién en un biorreactor de 51: (M) células totales; (®) células viables;

(A) glucosa; () lactato; (@) amonio y (1) rhEPO.

Tabla LXXIX: Valores de W, Qgic; Qiac; Qgins Agius Gams Ormero Y de Yiacge Obtenidos para las
diferentes fases del cultivo del clon B1A2 en un biorreactor, en modo continuo con perfusion.

, Fase A Fase B Fase C Fase D
Parametro (0-6 dias) (6-8dias)  (8-12dias) (1217 dias)
M 0,0061+0,0008 nd 0,018£0,002  0,0080:0,0001
h R=96 - R=97 R=99
(h) P=0,0006 - P=0,001 P<0,0001
633173 -865+357 114£21 Sin glc
gt R=0,99 R=0,92 R=0,95 -
(nmol 10 cél™ h™) P<0,0001 - p=0,012 -
1,406+140 -1,4754512 17087 1743
Qiac R=0,98 R=0,94 R=0,75 R=0,94
(nmol 10°® cél™ h") P=0,0002 P=0,21 P=0,14 P=0,005
2244 =0 2,510,7 0,640,2
Qam R=0,92 - R=0,92 R=0,88
(nmol 10°® céI" h) P=0,0002 = - P=0,082 P=0,052
0,41910,077 0,216 0,11210,025 0,14510,003
QrhePO R=0,97 —1 R=0,98 R=0,99
(%10 céI" h™) P=0,032 P<0,0001 P=0,14 P=0,012
Yiac/gic 2,22 1,71 149
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La caida en la concentracién de células se vio acompanada de una disminuciéon en el
consumo de glucosa y en la produccion de lactato (evidenciandose en los valores de qgc Y
Qiac de signo contrario a lo normalmente esperado), y en la producciéon de amonio, la cual se
hizo practicamente nula. La produccién de rhEPO, por otro lado, también disminuyd, aunque
en menor magnitud. A pesar de estas observaciones se decidié no modificar la velocidad de
la perfusion del medio de cultivo, la cual se mantuvo constante hasta el final de la

experiencia.

El cultivo se recuper6 en el término de 24 h, verificAndose el valor mas alto de p
(0,018 h™") entre los dias 8 y 12, durante el proceso de perfusiéon del medio Zell-C13. La
maximizacion de la velocidad especifica de crecimiento era uno de los objetivos planteados
durante el proceso de optimizacién del medio de cultivo a ser utilizado durante la primera
etapa del proceso (ver Capitulo 4). La rapida acumulacion de células se hizo evidente
también en la mayor pendiente de la curva de ICV durante esta fase.

Se inici6 luego la perfusién del medio Zell-C14, en lo que se considerd el inicio de
la fase D: en este medio de cultivo con predominancia de manosa y asparagina, las células
continuaron creciendo, si bien a una p menor, hasta alcanzar en el dia 17 la densidad celular

méaxima observada durante la experiencia (20x10° cél. viab. mI™).

Al observar la curva de concentracién de células viables en la fase D fue posible
inferir que las fuentes de carbono y nitrégeno utilizadas en el medio Zell-C14 cumplieron con
el objetivo propuesto al aplicar ANN y la funcién D para el disefio de los medios de cultivo, al
obtenerse una baja velocidad especifica de crecimiento durante la etapa de produccién. Una
baja velocidad de crecimiento seria esencial para prolongar la vida de los cultivos, de
acuerdo con los resultados presentados por Ramirez y Mutharasan (1990), ya que un
metabolismo demasiado activo podria inducir la pérdida del balance neto de nutrientes (Xie
y Wang, 1994) y/o la acumulacién de metabolitos potencialmente téxicos diferentes del
lactato y el amonio (Fieder y col., 1995; Ryll y col., 1994).

La curva de concentracion de lactato fue, como ya se ha reportado en otros
trabajos, una imagen especular de la curva de glucosa, durante las fases del cultivo en que
ésta se encontraba presente. La concentracion de glucosa disminuyé drasticamente durante
los primeros seis dias del cultivo, observandose valores de qq entre 2 y 3 veces superiores
a los obtenidos normalmente en experiencias anteriores. Durante la fase B, sin embargo, se
verificd un leve aumento en su concentracion, probablemente debido al efecto conjunto del
aporte de glucosa a través de la perfusién, y un menor consumo ocasionado por la
disminucion registrada en la concentracion de células. Una vez recuperado el cultivo

(fase C), se observé nuevamente la utilizacién de este azucar, asociada a la produccién de



Resultados y Discusion — Capitulo N°5 de 5 302

lactato. La concentracién de este Ultimo se mantuvo relativamente constante durante la
utilizacién del medio Zell-C14, sin glucosa, evidenciandose un leve consumo en este

periodo.

La acumulacién de lactato en el sobrenadante de cultivo durante los primeros dias
de cultivo asi como el consumo de glucosa resultaron llamativamente altos, si se los
correlaciona con el numero de células presentes, destacando el efecto del sistema de cultivo
sobre el metabolismo celular. Debido a que la oxigenacion del cultivo era cuidadosamente
controlada en el biorreactor, a través del sistema de aireacion por membrana que respondia
a la senal enviada por la sonda de oxigeno, la alta concentracion de lactato no se debid a
una activacion del metabolismo anaerébico de la glucosa, sino probablemente a condiciones
de estrés hidrodinamico causado por el sistema de agitacién del cultivo. El rendimiento de
lactato a partir de glucosa para la fase A indicé una utilizacion extremadamente ineficiente
del azucar, el cual fue consumido a muy alta velocidad y destinado casi exclusivamente a la
produccion de este catabolito, lo cual concuerda con el desarrollo celular ocurrido en ese
periodo de tiempo. Es posible que parte de la glutamina del medio fuera destinada también
a la sintesis de lactato.

Entre los dias 6 y 8 de cultivo, la disminucion comprobada en el consumo de
glucosa, correlacionada con la disminucion en la produccién de lactato, mostré6 una
reduccion del valor de Yqiac, indicio del ajuste metabdlico que se verificaria en la siguiente
fase. El proceso de perfusién, al inducir un rapido aumento en la masa celular durante la
fase C, resulté en una mejor regulacion del metabolismo de la glucosa, recuperandose

valores normales de qgc Y Oiac, Y bajando asi el valor de Y)aeqc a 1,49.

La produccién de amonio durante la primera fase del cultivo, por otro lado, fue
relativamente baja (gam= 22 nmol 10° cél. h™'), comparable a los valores obtenidos en
experiencias anteriores en cultivos del clon B1A2 en frascos spinner, utilizando medios sin
glutamina (ver Tabla LI, por ejemplo). Este resultado se debe probablemente a una serie de
factores, entre lo que pueden mencionarse el contenido reducido de glutamina del medio, la
presencia de glutamato como aceptor del grupo amino para la sintesis de glutamina (en lo
que se conoce como ciclo futil, ciclos de interconversion entre moléculas, cuyo Unico
rendimiento neto es el consumo de ATP - para un analisis mas detallado de estos ciclos
referirse al trabajo de Wagner, 1997), y a la interrelacion entre la glucdlisis (altamente
desregulada en esta fase del cultivo) y la glutamindlisis. La velocidad especifica de
produccion de este ion disminuy6 por debajo del valor de la velocidad de perfusion en la
fase B, apareciendo por ello como aproximadamente nula en la Fig. 68. Luego de la
disminucion observada al inicio de la fase C volvié a incrementarse la concentracion de este

ion en el sobrenadante, aunque se redujo el valor de la pendiente de la curva de produccion
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cuando comenzo a utilizarse el medio Zell-C14, con asparagina y sin glutamina.

La curva de concentracién de rhEPO acompand el perfil de concentracion de
células viables a lo largo de todo el cultivo. Durante la fase A aquélla se incrementd, para
luego bajar cuando se inici6 la perfusion, debido a la disminucién en la concentracion de
células y probablemente también al arrastre de la molécula ocasionado por la salida de
sobrenadante de cultivo durante el proceso de perfusion. En la fase C la productividad fue
recuperada, alcanzandose la concentracion mas alta de la proteina (146 % 10° cél. h'™"),
durante la perfusion del medio Zell-C14.

Las muestras de los sobrenadantes de cultivo cosechas a tiempo t=10, 14 y
16 dias fueron concentradas por ultracentrifugacion, cuantificadas por ELISA y sometidas a
IEF seguido de Western blot y densitometria de bandas con el fin de determinar el perfil de
isoformas de rhEPO producidas en cada una de las condiciones evaluadas. En este ensayo
se analizé paralelamente una muestra de rhEPO purificada por cromatografia de afinidad a
colorante, como estandar. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla LXXX.
Posteriormente se procedi6 a recalcular la proporcion relativa de cada isoforma
considerando Unicamente las isoformas 1 a 8, de manera analoga a la descrita en la
Seccidn 5, obteniéndose a partir de estos datos los valores de AB; calculados de acuerdo
con la Ec. (30).

Tabla LXXX: Proporcion relativa de las isoformas de rhEPO producidas por el clon B1A2
cultivado en modo continuo con perfusion en un biorreactor de 5 I, utilizando
los medios de cultivo Zell-C13 y Zell-C14, y actividad biologica tedrica calculada
para cada muestra.

Isoforma (Szr(:,|:-=(1,:J g) (SZ';J_:&: 2) (Sz|:;|:-=c1::3 2)
-3 2,6% 11,8% 16,6%
-2 2,8% 7,4% 8,3%
-1 3,4% 12,2% 9,5%
0 11,5% 15,2% 9,6%
1 10,7% 8,3% 8,3%
2 15,2% 8,2% 13,3%
3 11,7% 8,2% 7,7%
4 13,2% 8,1% 7,5%
5 13,0% 9,4% 7.1%
6 9,2% 7,0% 9,0%
7 6,1% 3,7% 2,3%
8 1,6% 0,7% 0,7%

AB; 72.900 Ul mg™ 74.300 Ul mg™ 65.100 Ul mg™
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La distribucién de isoformas observada confirma que los medios disefiados
favorecen la sintesis de glicoformas con alto contenido de acido sidlico. La actividad
biol6gica de la rhEPO, calculada para las muestras de t=10d (medio Zell-C13) y t=14d
(medio Zell-C14) fue superior a cualquier valor empirico obtenido previamente en los
experimentos de mezclas cruzadas (presentados en la Tabla LXI), lo que representa un
resultado altamente positivo. Paralelamente, la AB; estimada para la muestra semi-purificada
del sobrenadante de cultivo correspondiente al dia 16 también fue muy alta (65.100 Ul mg™);
si se la compara con los resultados experimentales de la Tabla LXI se observa que este

valor s6lo fue superado en una ocasion.

Resulta llamativa la variacion observada entre los resultados de dia 14 y dia 16,
utilizando el mismo medio de cultivo, lo que indica que otros factores diferentes de la
composicion del medio estarian influenciando la glicosilacion de la molécula. No puede
incluirse entre ellos a la osmolalidad, la cual se mantuvo aproximadamente constante
durante todo el cultivo, aunque si seria factible que se hubiera verificado la influencia de la
acumulacion de amonio: hasta el dia 14 su concentracion se increment6 progresivamente,
alcanzando en ese dia el valor de =83 mM, para luego mantenerse relativamente constante

hasta el dia 16, cuando se obtuvo la mayor densidad celular del cultivo.

Los resultados hasta aqui presentados demuestran que no sélo es factible aplicar
herramientas de quimiometria en la optimizaciéon de procesos bioldgicos, sino que ademas
éstas permiten llevar adelante un andlisis racional, efectivo y eficiente que redunda en la
mejora de los sistemas productivos, aun aquéllos tan complejos como la producciéon de

biofarmacos en cultivo de células de mamifero.

8.5. CONCLUSIONES

e Mediante la perfusion se logr6 extender la vida del cultivo, en comparacion con el cultivo
en modo batch, y consecuentemente la duracion del proceso productivo, lo que resulta en
una mejora sustancial desde el punto de vista tecnologico.

e La utilizacion de un sistema de cultivo en perfusién permitié obtener ademas
concentraciones celulares 10 a 20 veces superiores a las obtenidas en cultivos en modo
batch.

e En el cultivo en biorreactor sin perfusion (fase A) se verificd una alta desregulacion del
metabolismo de la glucosa, observandose valores muy altos de ggqc Y Qiac, Probablemente
debido al estrés hidrodinamico al que eran sometidas las células.
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e El cultivo en perfusion permitié la adaptacion del metabolismo celular hacia una glicélisis
mas eficiente, recuperandose valores normales de Qg Y Qiac, Y Obteniéndose una mayor

produccion de masa celular.

e El valor maximo de p obtenido durante el cultivo del clon B1A2 en el biorreactor se obtuvo
con la utilizacion del medio Zell-C13, tal como habia sido requerido durante el proceso de
optimizacion de medios de cultivo mediante al andlisis por ANN.

e La velocidad especifica de crecimiento fue menor en el medio Zell-C14, condicion
requerida durante la generacion de la funcion deseabilidad global D para la formulacion
del medio a ser utilizado durante la etapa de produccion del cultivo.

e La concentracion maxima de rhEPO se obtuvo durante la perfusion del medio Zell-C14,
utilizado durante la etapa de produccién del proceso.

e El empleo del medio Zell-C14, con mayor contenido de asparagina, redundd en una
menor velocidad especifica de amonio, lo cual se considera beneficioso para el proceso
productivo.

e La actividad biolégica especifica estimada para la rhEPO producida al utilizar los medios
de cultivo Zell-C13 y Zell-C14 fue muy alta, siendo superior a los valores obtenidos
previamente, lo que constituia el objetivo principal del proceso de optimizacion del medio
de cultivo disefiado para el clon B1A2.



9-CONCLUSIONES GENERALES
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que:

CONCLUSIONES GENERALES

Con referencia a los objetivos propuestos para este trabajo de tesis, se concluye

Se obtuvieron nuevos clones productores de rhEPO, los cuales fueron adaptados
al crecimiento en suspension en medios de cultivo reducidos en suero y medios de
cultivo libres de proteinas. En particular, se seleccion6 el clon B1A2 como nuevo
clon productor de rhEPO, ya que éste presentaba caracteristicas apropiadas de
crecimiento y productividad, asi como un satisfactorio perfil glicosidico de la
molécula producida, que lo hacen apto para su uso en la produccion a gran escala
de esta hormona.

Se determiné el efecto de la adicién al medio de cultivo de los aminoazucares
N-acetilglucosamina y N-acetilmanosamina, y del ion NH," sobre el crecimiento,
productividad y perfil de glicoformas de rhEPO producidas por el clon productor
B1A2. En presencia de GIcNAc y de amonio, aun en concentrciones tan bajas
como para no afectar el crecimiento celular, se observd una disminucion de las
isoformas de mayor actividad biol6gica especifica. Fue posible asi estabecer el
grado de sensibilidad del clon productor con respecto al amonio. Concentraciones
de amonio mayores que 1,5 mM afectan la glicosilacién de la molécula.

Se determind el efecto que tiene la osmolalidad del medio de cultivo sobre el
crecimiento, productividad y perfil de glicoformas de rhEPO producidas por el clon
productor B1A2. Se comprobd que la actividad biolégica especifica de la rhEPO
producida varia en forma inversamente proporcional a la osmolalidad del medio,
por lo que el control de esta variable en el medio de cutivo resulta critico para la
obtencién de una molécula de rhEPO de alta calidad glicosidica. Paralelamente se
verificd la necesidad de utilizar fuentes de carbono rapidamente metabolizables,
como la glucosa, cuando se emplean medios hipoosmolales para el cultivo.

Se estudié el efecto del uso de diferentes fuentes de carbono y fuentes de
nitrégeno sobre el crecimiento, productividad y perfil de glicoformas de rhEPO
producidas por el clon productor seleccionado, verificAndose que el clon B1A2 es
capaz de crecer satisfactoriamente cuando se utilizan manosa y asparagina como

especies mayoritarias en el medio, en tanto no ocurre lo mismo cuando se emplean
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galactosa y glutamato como sustitutos de la glucosa y la glutamina,
respectivamente.

5. Mediante el empleo de técnicas del disefio de experimentos y herramientas
quimiométricas se disefiaron dos medios de cultivo libres de proteinas que
permitieron obtener una molécula de rhEPO de muy alta calidad glicosidica,
durante el cultivo del clon B1A2 en un reactor de agitacion, empleando un modo de

cultivo continuo bifasico con perfusion.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis han ampliado el conocimiento
sobre el metabolismo de la linea celular CHO, asi como de los factores que influyen en el
proceso de glicosilacion de la molécula de rhEPO producida, habiéndose utilizado con este
fin metodologias analiticas novedosas en esta area, lo cual constituye una mejora
significativa, que puede ser aplicada direcatmente a la produccion industrial de esta proteina
recombinante de creciente potencial terapéutico.



10-ANEXOS
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10. ANEXOS

10.1. ANEXO 1: ANOVA DE UNA VIA PARA LA COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS
DISTINTOS TRATAMIENTOS.

. . . Desviacion Error Estandar
Tratamiento N Perdidos Media Estandar de la Media
180 mM 2 0 79.380,0 3.225,821 2.281,0
150 mM 2 0 87.085,0 7.297,342 5.160,0
120 mM 2 0 92.699,5 2.721,654 1.9245
100 mM 2 0 93.400,5 1.644,023 1.162,5
90 mM 2 1 94.818,0 0,000 0,0
80 mM 2 0 93.070,0 4.360,020 3.083,0
60 mM 2 0 105.005,0 278,600 197,0
Fuente de Grados de Suma de cuadrados
variacion libertad Suma de cuadrados medios F P
Entre 5 711.677.967,667 142.335.593,533 9,197 0,009
tratamientos : : ’ ’ ’ ’ ’ ’
Residuo 6 92.854.731,000 15.475.788,500

Total 11 804.532.698,667
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10.2. ANEXO 2: COMPARACIONES PAREADAS ENTRE MEDIAS DE DIFERENTES
TRATAMIENTOS POR EL METODO DE MINIMA DIFERENCIA DE CUADRADOS
(LEAST SQUARE DIFFERENCE, LSD).

Diferencia entre

Comparacion las medias p q P<0,05
60 mM vs 180 mM 25.625,000 7,000 6,514 Si
60 mM vs 150 mM 17.929,000 7,000 4,555 Si
60 mM vs 120 mM 12.305,500 7,000 3,128 Si
60 mM vs 80 mM 11.935,000 7,000 3,034 Si
60 mM vs 100 mM 11.604,500 7,000 2,950 Si
60 mM vs 90 mM 10.187,000 7,000 2,114 NO
90 mM vs 180 mM 15.438,000 7,000 3,204 Si
90 mM vs 150 mM 7.733,000 7,000 1,605 NO
90 mM vs 120 mM 2.118,500 7,000 0,440 NO
90 mM vs 80 mM 1.748,000 7,000 0,363 NO
90 mM vs 100 mM 1.417,500 7,000 0,294 NO
100 mM vs 180 mM 14.020,500 7,000 3,564 Si
100 mM vs 150 mM 6.315,500 7,000 1,605 NO
100 mM vs 120 mM 701,000 7,000 0,178 NO
100 mM vs 80 mM 330,500 7,000 0,084 NO
80 mM vs 180 mM 13.690,000 7,000 3,480 Si
80 mM vs 150 mM 5.985,000 7,000 1,521 NO
80 mMvs 120 mM 370,500 7,000 0,094 NO
120 mM vs 180 mM 13.319,500 7,000 3,386 Si
120 mM vs 150 mM 5.614,500 7,000 1,427 NO

120 mM vs 180 mM 7.705,000 7,000 1,959 NO
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10.3. ANEXO 3: COMPOSICION (EXPRESADA EN mM) DE LAS 800 MEZCLAS DEL
CONJUNTO DE PRUEBA UTILIZADO EN EL ENTRENAMIENTO DE LAS REDES
NEURONALES ARTIFICIALES.

Mezcla Glc Gal Man Gin Glu Asn Mezcla Glc Gal Man GIn Glu Asn
1 0,00 12,50 12,50 0,000 0,000 5,100 61 0,00 25,00 0,00 0,667 3,589 0,844
2 0,00 12,50 12,50 2,667 0,367 2,067 62 0,00 25,00 0,00 3,400 1,033 0,667
3 0,00 12,50 12,50 4,000 0,367 0,733 63 0,00 25,00 0,00 2,267 1,500 1,333
4 0,00 12,50 12,50 4,000 0,400 0,700 64 0,00 25,00 0,00 2,267 1,333 1,500
5 0,00 12,50 12,50 1,000 0,775 3,325 65 12,50 12,50 0,00 0,000 0,000 5,100
6 0,00 12,50 12,50 2,000 0,775 2,325 66 12,50 12,50 0,00 2,667 0,367 2,067
7 0,00 12,50 12,50 3,000 0,775 1,325 67 12,50 12,50 0,00 4,000 0,367 0,733
8 0,00 12,50 12,50 3,000 1,050 1,050 68 12,50 12,50 0,00 4,000 0,400 0,700
9 0,00 12,50 12,50 3,000 1,325 0,775 69 12,50 12,50 0,00 1,000 0,775 3,325
10 0,00 12,50 12,50 2,000 1,550 1,550 70 12,50 12,50 0,00 2,000 0,775 2,325
11 0,00 12,50 12,50 0,000 1,700 3,400 71 12,50 12,50 0,00 3,000 0,775 1,325
12 0,00 12,50 12,50 1,333 1,700 2,067 72 12,50 12,50 0,00 3,000 1,050 1,050
13 0,00 12,50 12,50 1,000 2,050 2,050 73 12,50 12,50 0,00 3,000 1,325 0,775
14 0,00 12,50 12,50 1,333 2,067 1,700 74 12,50 12,50 0,00 2,000 1,550 1,550
15 0,00 12,50 12,50 2,667 2,067 0,367 75 12,50 12,50 0,00 0,000 1,700 3,400
16 0,00 12,50 12,50 2,000 2,325 0,775 76 12,50 12,50 0,00 1,333 1,700 2,067
17 0,00 12,50 12,50 0,000 2,550 2,550 77 12,50 12,50 0,00 1,000 2,050 2,050
18 0,00 12,50 12,50 1,000 3,325 0,775 78 12,50 12,50 0,00 1,333 2,067 1,700
19 0,00 12,50 12,50 0,000 3,400 1,700 79 12,50 12,50 0,00 2,667 2,067 0,367

20 0,00 12,50 12,50 0,000 5,100 0,000 80 12,50 12,50 0,00 2,000 2,325 0,775
21 0,00 12,50 12,50 0,850 3,967 0,283 81 12,50 12,50 0,00 0,000 2,550 2,550
22 0,00 12,50 12,50 0,850 0,283 3,967 82 12,50 12,50 0,00 1,000 3,325 0,775
23 0,00 12,50 12,50 0,000 3,967 1,133 83 12,50 12,50 0,00 0,000 3,400 1,700
24 0,00 12,50 12,50 0,000 1,133 3,967 84 12,50 12,50 0,00 0,000 5,100 0,000
25 0,00 12,50 12,50 1,417 2,550 1,133 85 12,50 12,50 0,00 0,850 3,967 0,283
26 0,00 12,50 12,50 1,417 1,133 2,550 86 12,50 12,50 0,00 0,850 0,283 3,967
27 0,00 12,50 12,50 0,567 2,863 1,670 87 12,50 12,50 0,00 0,000 3,967 1,133
28 0,00 12,50 12,50 0,567 1,670 2,863 88 12,50 12,50 0,00 0,000 1,133 3,967
29 0,00 12,50 12,50 0,667 3,589 0,844 89 12,50 12,50 0,00 1,417 2,550 1,133
30 0,00 12,50 12,50 3,400 1,033 0,667 90 12,50 12,50 0,00 1,417 1,133 2,550
31 0,00 12,50 12,50 2,267 1,500 1,333 91 12,50 12,50 0,00 0,567 2,863 1,670
32 0,00 12,50 12,50 2,267 1,333 1,500 92 12,50 12,50 0,00 0,567 1,670 2,863
33 0,00 25,00 0,00 0,000 0,000 5,100 93 12,50 12,50 0,00 0,667 3,589 0,844
34 0,00 25,00 0,00 2,667 0,367 2,067 94 12,50 12,50 0,00 3,400 1,033 0,667
35 0,00 25,00 0,00 4,000 0,367 0,733 95 12,50 12,50 0,00 2,267 1,500 1,333
36 0,00 25,00 0,00 4,000 0,400 0,700 96 12,50 12,50 0,00 2,267 1,333 1,500
37 0,00 25,00 0,00 1,000 0,775 3,325 97 4,17 4,17 16,67 0,000 0,000 5,100
38 0,00 25,00 0,00 2,000 0,775 2,325 98 4,17 4,17 16,67 2,667 0,367 2,067
39 0,00 25,00 0,00 3,000 0,775 1,325 99 4,17 4,17 16,67 4,000 0,367 0,733
40 0,00 25,00 0,00 3,000 1,050 1,050 100 4,17 4,17 16,67 4,000 0,400 0,700
41 0,00 25,00 0,00 3,000 1,325 0,775 101 4,17 4,17 16,67 1,000 0,775 3,325
42 0,00 25,00 0,00 2,000 1,550 1,550 102 4,17 4,17 16,67 2,000 0,775 2,325
43 0,00 25,00 0,00 0,000 1,700 3,400 103 4,17 4,17 16,67 3,000 0,775 1,325
44 0,00 25,00 0,00 1,333 1,700 2,067 104 4,17 4,17 16,67 3,000 1,050 1,050
45 0,00 25,00 0,00 1,000 2,050 2,050 105 4,17 4,17 16,67 3,000 1,325 0,775
46 0,00 25,00 0,00 1,333 2,067 1,700 106 4,17 4,17 16,67 2,000 1,550 1,550
47 0,00 25,00 0,00 2,667 2,067 0,367 107 4,17 4,17 16,67 0,000 1,700 3,400
48 0,00 25,00 0,00 2,000 2,325 0,775 108 4,17 4,17 16,67 1,333 1,700 2,067
49 0,00 25,00 0,00 0,000 2,550 2,550 109 4,17 4,17 16,67 1,000 2,050 2,050
50 0,00 25,00 0,00 1,000 3,325 0,775 110 4,17 4,17 16,67 1,333 2,067 1,700
51 0,00 25,00 0,00 0,000 3,400 1,700 111 4,17 4,17 16,67 2,667 2,067 0,367
52 0,00 25,00 0,00 0,000 5,100 0,000 112 4,17 4,17 16,67 2,000 2,325 0,775
53 0,00 25,00 0,00 0,850 3,967 0,283 113 4,17 4,17 16,67 0,000 2,550 2,550
54 0,00 25,00 0,00 0,850 0,283 3,967 114 4,17 4,17 16,67 1,000 3,325 0,775
55 0,00 25,00 0,00 0,000 3,967 1,133 115 4,17 4,17 16,67 0,000 3,400 1,700
56 0,00 25,00 0,00 0,000 1,133 3,967 116 4,17 4,17 16,67 0,000 5,100 0,000
57 0,00 25,00 0,00 1,417 2,550 1,133 117 4,17 4,17 16,67 0,850 3,967 0,283
58 0,00 25,00 0,00 1,417 1,133 2,550 118 4,17 4,17 16,67 0,850 0,283 3,967
59 0,00 25,00 0,00 0,567 2,863 1,670 119 4,17 4,17 16,67 0,000 3,967 1,133

60 0,00 25,00 0,00 0,567 1,670 2,863 120 4,17 4,17 16,67 0,000 1,133 3,967
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Mezcla Gle Gal Man Gin Glu Asn Mezcla Gle Gal Man Gin Glu Asn
121 417 417 16,67 1,417 2,550 1,133 181 16,67 4,17 4,17 0,850 3,967 0,283
122 417 417 16,67 1,417 1,133 2,550 182 16,67 4,17 4,17 0,850 0,283 3,967
128 417 417 16,67 0,567 2,863 1,670 183 16,67 4,17 4,17 0,000 3,967 1,133
124 417 417 16,67 0,567 1,670 2,863 184 16,67 4,17 4,17 0,000 1,133 3,967
125 4,17 4,17 16,67 0,667 3,589 0,844 185 16,67 417 417 1,417 2,550 1,133
126 4,17 4,17 16,67 3,400 1,033 0,667 186 16,67 417 417 1,417 1,133 2,550
127 4,17 4,17 16,67 2,267 1,500 1,333 187 16,67 417 417 0,567 2,863 1,670
128 4,17 4,17 16,67 2,267 1,333 1,500 188 16,67 417 417 0,567 1,670 2,863
129 417 16,67 4,17 0,000 0,000 5,100 189 16,67 4,17 4,17 0,667 3,589 0,844
130 417 16,67 4,17 2,667 0,367 2,067 190 16,67 4,17 4,17 3,400 1,033 0,667
131 417 16,67 4,17 4,000 0,367 0,733 191 16,67 4,17 4,17 2,267 1,500 1,333
132 417 16,67 4,17 4,000 0,400 0,700 192 16,67 4,17 4,17 2,267 1,333 1,500
133 4,17 16,67 4,17 1,000 0,775 3,325 193 8,33 8,33 8,33 0,000 0,000 5,100
134 4,17 16,67 4,17 2,000 0,775 2,325 194 8,33 8,33 8,33 2,667 0,367 2,067
135 4,17 16,67 4,17 3,000 0,775 1,325 195 8,33 8,33 8,33 4,000 0,367 0,733
136 4,17 16,67 4,17 3,000 1,050 1,050 196 8,33 8,33 8,33 4,000 0,400 0,700
137 417 16,67 4,17 3,000 1,325 0,775 197 8,33 8,33 8,33 1,000 0,775 3,325
138 417 16,67 4,17 2,000 1,550 1,550 198 8,33 8,33 8,33 2,000 0,775 2,325
139 417 16,67 4,17 0,000 1,700 3,400 199 8,33 8,33 8,33 3,000 0,775 1,325
140 417 16,67 4,17 1,333 1,700 2,067 200 8,33 8,33 8,33 3,000 1,050 1,050
141 4,17 16,67 4,17 1,000 2,050 2,050 201 8,33 8,33 8,33 3,000 1,325 0,775
142 4,17 16,67 4,17 1,333 2,067 1,700 202 8,33 8,33 8,33 2,000 1,550 1,550
143 4,17 16,67 4,17 2,667 2,067 0,367 203 8,33 8,33 8,33 0,000 1,700 3,400
144 4,17 16,67 417 2,000 2,325 0,775 204 8,33 8,33 8,33 1,333 1,700 2,067
145 417 16,67 4,17 0,000 2,550 2,550 205 8,33 8,33 8,33 1,000 2,050 2,050
146 417 16,67 4,17 1,000 3,325 0,775 206 8,33 8,33 8,33 1,333 2,067 1,700
147 417 16,67 4,17 0,000 3,400 1,700 207 8,33 8,33 8,33 2,667 2,067 0,367
148 417 16,67 4,17 0,000 5,100 0,000 208 8,33 8,33 8,33 2,000 2,325 0,775
149 4,17 16,67 4,17 0,850 3,967 0,283 209 8,33 8,33 8,33 0,000 2,550 2,550
150 4,17 16,67 4,17 0,850 0,283 3,967 210 8,33 8,33 8,33 1,000 3,325 0,775
151 4,17 16,67 4,17 0,000 3,967 1,133 211 8,33 8,33 8,33 0,000 3,400 1,700
152 4,17 16,67 4,17 0,000 1,133 3,967 212 8,33 8,33 8,33 0,000 5,100 0,000
153 4,17 16,67 4,17 1,417 2,550 1,133 213 8,33 8,33 8,33 0,850 3,967 0,283
154 417 16,67 4,17 1,417 1,133 2,550 214 8,33 8,33 8,33 0,850 0,283 3,967
155 417 16,67 4,17 0,567 2,863 1,670 215 8,33 8,33 8,33 0,000 3,967 1,133
156 417 16,67 4,17 0,567 1,670 2,863 216 8,33 8,33 8,33 0,000 1,133 3,967
157 417 16,67 4,17 0,667 3,589 0,844 217 8,33 8,33 8,33 1,417 2,550 1,133
158 4,17 16,67 4,17 3,400 1,033 0,667 218 8,33 8,33 8,33 1,417 1,133 2,550
159 4,17 16,67 4,17 2,267 1,500 1,333 219 8,33 8,33 8,33 0,567 2,863 1,670
160 4,17 16,67 4,17 2,267 1,333 1,500 220 8,33 8,33 8,33 0,567 1,670 2,863
161 16,67 4,17 4,17 0,000 0,000 5,100 221 8,33 8,33 8,33 0,667 3,589 0,844
162 16,67 417 4,17 2,667 0,367 2,067 222 8,33 8,33 8,33 3,400 1,033 0,667
163 16,67 417 4,17 4,000 0,367 0,733 223 8,33 8,33 8,33 2,267 1,500 1,333
164 16,67 417 4,17 4,000 0,400 0,700 224 8,33 8,33 8,33 2,267 1,333 1,500
165 16,67 417 4,17 1,000 0,775 3,325 225 12,50 0,00 12,50 0,000 0,000 5,100
166 16,67 4,17 4,17 2,000 0,775 2,325 226 12,50 0,00 12,50 2,667 0,367 2,067
167 16,67 4,17 4,17 3,000 0,775 1,325 227 12,50 0,00 12,50 4,000 0,367 0,733
168 16,67 4,17 4,17 3,000 1,050 1,050 228 12,50 0,00 12,50 4,000 0,400 0,700
169 16,67 4,17 4,17 3,000 1,325 0,775 229 12,50 0,00 12,50 1,000 0,775 3,325
170 16,67 417 4,17 2,000 1,550 1,550 230 12,50 0,00 12,50 2,000 0,775 2,325
171 16,67 417 4,17 0,000 1,700 3,400 231 12,50 0,00 12,50 3,000 0,775 1,325
172 16,67 417 4,17 1,333 1,700 2,067 232 12,50 0,00 12,50 3,000 1,050 1,050
173 16,67 417 4,17 1,000 2,050 2,050 233 12,50 0,00 12,50 3,000 1,325 0,775
174 16,67 4,17 4,17 1,333 2,067 1,700 234 12,50 0,00 12,50 2,000 1,550 1,550
175 16,67 4,17 4,17 2,667 2,067 0,367 235 12,50 0,00 12,50 0,000 1,700 3,400
176 16,67 4,17 4,17 2,000 2,325 0,775 236 12,50 0,00 12,50 1,333 1,700 2,067
177 16,67 4,17 4,17 0,000 2,550 2,550 237 12,50 0,00 12,50 1,000 2,050 2,050
178 16,67 417 4,17 1,000 3,325 0,775 238 12,50 0,00 12,50 1,333 2,067 1,700
179 16,67 417 4,17 0,000 3,400 1,700 239 12,50 0,00 12,50 2,667 2,067 0,367
180 16,67 417 4,17 0,000 5,100 0,000 240 12,50 0,00 12,50 2,000 2,325 0,775
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241 12,50 0,00 12,50 0,000 2,550 2,550 301 25,00 0,00 0,00 1,000 2,050 2,050
242 12,50 0,00 12,50 1,000 3,325 0,775 302 25,00 0,00 0,00 1,333 2,067 1,700
243 12,50 0,00 12,50 0,000 3,400 1,700 303 25,00 0,00 0,00 2,667 2,067 0,367
244 12,50 0,00 12,50 0,000 5,100 0,000 304 25,00 0,00 0,00 2,000 2,325 0,775
245 12,50 0,00 12,50 0,850 3,967 0,283 305 25,00 0,00 0,00 0,000 2,550 2,550
246 12,50 0,00 12,50 0,850 0,283 3,967 306 25,00 0,00 0,00 1,000 3,325 0,775
247 12,50 0,00 12,50 0,000 3,967 1,133 307 25,00 0,00 0,00 0,000 3,400 1,700
248 12,50 0,00 12,50 0,000 1,133 3,967 308 25,00 0,00 0,00 0,000 5,100 0,000
249 12,50 0,00 12,50 1,417 2,550 1,133 309 25,00 0,00 0,00 0,850 3,967 0,283
250 12,50 0,00 12,50 1,417 1,133 2,550 310 25,00 0,00 0,00 0,850 0,283 3,967
251 12,50 0,00 12,50 0,567 2,863 1,670 311 25,00 0,00 0,00 0,000 3,967 1,133
252 12,50 0,00 12,50 0,567 1,670 2,863 312 25,00 0,00 0,00 0,000 1,133 3,967
253 12,50 0,00 12,50 0,667 3,589 0,844 313 25,00 0,00 0,00 1,417 2,550 1,133
254 12,50 0,00 12,50 3,400 1,033 0,667 314 25,00 0,00 0,00 1,417 1,133 2,550
255 12,50 0,00 12,50 2,267 1,500 1,333 315 25,00 0,00 0,00 0,567 2,863 1,670
256 12,50 0,00 12,50 2,267 1,333 1,500 316 25,00 0,00 0,00 0,567 1,670 2,863
257 0,00 0,00 25,00 0,000 0,000 5,100 317 25,00 0,00 0,00 0,667 3,589 0,844
258 0,00 0,00 25,00 2,667 0,367 2,067 318 25,00 0,00 0,00 3,400 1,033 0,667
259 0,00 0,00 25,00 4,000 0,367 0,733 319 25,00 0,00 0,00 2,267 1,500 1,333
260 0,00 0,00 25,00 4,000 0,400 0,700 320 25,00 0,00 0,00 2,267 1,333 1,500
261 0,00 0,00 25,00 1,000 0,775 3,325 321 20,33 2,33 2,33 0,000 0,000 5,100
262 0,00 0,00 25,00 2,000 0,775 2,325 322 20,33 2,33 2,33 2,667 0,367 2,067
263 0,00 0,00 25,00 3,000 0,775 1,325 323 20,33 2,33 2,33 4,000 0,367 0,733
264 0,00 0,00 25,00 3,000 1,050 1,050 324 20,33 2,33 2,33 4,000 0,400 0,700
265 0,00 0,00 25,00 3,000 1,325 0,775 325 20,33 2,33 2,33 1,000 0,775 3,325
266 0,00 0,00 25,00 2,000 1,550 1,550 326 20,33 2,33 2,33 2,000 0,775 2,325
267 0,00 0,00 25,00 0,000 1,700 3,400 327 20,33 2,33 2,33 3,000 0,775 1,325
268 0,00 0,00 25,00 1,333 1,700 2,067 328 20,33 2,33 2,33 3,000 1,050 1,050
269 0,00 0,00 25,00 1,000 2,050 2,050 329 20,33 2,33 2,33 3,000 1,325 0,775
270 0,00 0,00 25,00 1,333 2,067 1,700 330 20,33 2,33 2,33 2,000 1,550 1,550
271 0,00 0,00 25,00 2,667 2,067 0,367 331 20,33 2,33 2,33 0,000 1,700 3,400
272 0,00 0,00 25,00 2,000 2,325 0,775 332 20,33 2,33 2,33 1,333 1,700 2,067
273 0,00 0,00 25,00 0,000 2,550 2,550 333 20,33 2,33 2,33 1,000 2,050 2,050
274 0,00 0,00 25,00 1,000 3,325 0,775 334 20,33 2,33 2,33 1,333 2,067 1,700
275 0,00 0,00 25,00 0,000 3,400 1,700 335 20,33 2,33 2,33 2,667 2,067 0,367
276 0,00 0,00 25,00 0,000 5,100 0,000 336 20,33 2,33 2,33 2,000 2,325 0,775
277 0,00 0,00 25,00 0,850 3,967 0,283 337 20,33 2,33 2,33 0,000 2,550 2,550
278 0,00 0,00 25,00 0,850 0,283 3,967 338 20,33 2,33 2,33 1,000 3,325 0,775
279 0,00 0,00 25,00 0,000 3,967 1,133 339 20,33 2,33 2,33 0,000 3,400 1,700
280 0,00 0,00 25,00 0,000 1,133 3,967 340 20,33 2,33 2,33 0,000 5,100 0,000
281 0,00 0,00 25,00 1,417 2,550 1,133 341 20,33 2,33 2,33 0,850 3,967 0,283
282 0,00 0,00 25,00 1,417 1,133 2,550 342 20,33 2,33 2,33 0,850 0,283 3,967
283 0,00 0,00 25,00 0,567 2,863 1,670 343 20,33 2,33 2,33 0,000 3,967 1,133
284 0,00 0,00 25,00 0,567 1,670 2,863 344 20,33 2,33 2,33 0,000 1,133 3,967
285 0,00 0,00 25,00 0,667 3,589 0,844 345 20,33 2,33 2,33 1,417 2,550 1,133
286 0,00 0,00 25,00 3,400 1,033 0,667 346 20,33 2,33 2,33 1,417 1,133 2,550
287 0,00 0,00 25,00 2,267 1,500 1,333 347 20,33 2,33 2,33 0,567 2,863 1,670
288 0,00 0,00 25,00 2,267 1,333 1,500 348 20,33 2,33 2,33 0,567 1,670 2,863
289 25,00 0,00 0,00 0,000 0,000 5,100 349 20,33 2,33 2,33 0,667 3,589 0,844
290 25,00 0,00 0,00 2,667 0,367 2,067 350 20,33 2,33 2,33 3,400 1,033 0,667
291 25,00 0,00 0,00 4,000 0,367 0,733 351 20,33 2,33 2,33 2,267 1,500 1,333
292 25,00 0,00 0,00 4,000 0,400 0,700 352 20,33 2,33 2,33 2,267 1,333 1,500
293 25,00 0,00 0,00 1,000 0,775 3,325 353 2,33 20,33 2,33 0,000 0,000 5,100
294 25,00 0,00 0,00 2,000 0,775 2,325 354 2,33 20,33 2,33 2,667 0,367 2,067
295 25,00 0,00 0,00 3,000 0,775 1,325 355 2,33 20,33 2,33 4,000 0,367 0,733
296 25,00 0,00 0,00 3,000 1,050 1,050 356 2,33 20,33 2,33 4,000 0,400 0,700
297 25,00 0,00 0,00 3,000 1,325 0,775 357 2,33 20,33 2,33 1,000 0,775 3,325
298 25,00 0,00 0,00 2,000 1,550 1,550 358 2,33 20,33 2,33 2,000 0,775 2,325
299 25,00 0,00 0,00 0,000 1,700 3,400 359 2,33 20,33 2,33 3,000 0,775 1,325
300 25,00 0,00 0,00 1,333 1,700 2,067 360 2,33 20,33 2,33 3,000 1,050 1,050
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361 2,33 20,33 2,33 3,000 1,325 0,775 421 18,75 6,25 0,00 1,000 0,775 3,325
362 2,33 20,33 2,33 2,000 1,550 1,550 422 18,75 6,25 0,00 2,000 0,775 2,325
363 2,33 20,33 2,33 0,000 1,700 3,400 423 18,75 6,25 0,00 3,000 0,775 1,325
364 2,33 20,33 2,33 1,333 1,700 2,067 424 18,75 6,25 0,00 3,000 1,050 1,050
365 2,33 20,33 2,33 1,000 2,050 2,050 425 18,75 6,25 0,00 3,000 1,325 0,775
366 2,33 20,33 2,33 1,333 2,067 1,700 426 18,75 6,25 0,00 2,000 1,550 1,550
367 2,33 20,33 2,33 2,667 2,067 0,367 427 18,75 6,25 0,00 0,000 1,700 3,400
368 2,33 20,33 2,33 2,000 2,325 0,775 428 18,75 6,25 0,00 1,333 1,700 2,067
369 2,33 20,33 2,33 0,000 2,550 2,550 429 18,75 6,25 0,00 1,000 2,050 2,050
370 2,33 20,33 2,33 1,000 3,325 0,775 430 18,75 6,25 0,00 1,333 2,067 1,700
371 2,33 20,33 2,33 0,000 3,400 1,700 431 18,75 6,25 0,00 2,667 2,067 0,367
372 2,33 20,33 2,33 0,000 5,100 0,000 432 18,75 6,25 0,00 2,000 2,325 0,775
373 2,33 20,33 2,33 0,850 3,967 0,283 433 18,75 6,25 0,00 0,000 2,550 2,550
374 2,33 20,33 2,33 0,850 0,283 3,967 434 18,75 6,25 0,00 1,000 3,325 0,775
375 2,33 20,33 2,33 0,000 3,967 1,133 435 18,75 6,25 0,00 0,000 3,400 1,700
376 2,33 20,33 2,33 0,000 1,133 3,967 436 18,75 6,25 0,00 0,000 5,100 0,000
377 2,33 20,33 2,33 1,417 2,550 1,133 437 18,75 6,25 0,00 0,850 3,967 0,283
378 2,33 20,33 2,33 1,417 1,133 2,550 438 18,75 6,25 0,00 0,850 0,283 3,967
379 2,33 20,33 2,33 0,567 2,863 1,670 439 18,75 6,25 0,00 0,000 3,967 1,133
380 2,33 20,33 2,33 0,567 1,670 2,863 440 18,75 6,25 0,00 0,000 1,133 3,967
381 2,33 20,33 2,33 0,667 3,589 0,844 441 18,75 6,25 0,00 1,417 2,550 1,133
382 2,33 20,33 2,33 3,400 1,033 0,667 442 18,75 6,25 0,00 1,417 1,133 2,550
383 2,33 20,33 2,33 2,267 1,500 1,333 443 18,75 6,25 0,00 0,567 2,863 1,670
384 2,33 20,33 2,33 2,267 1,333 1,500 444 18,75 6,25 0,00 0,567 1,670 2,863
385 2,33 2,33 20,33 0,000 0,000 5,100 445 18,75 6,25 0,00 0,667 3,589 0,844
386 2,33 2,33 20,33 2,667 0,367 2,067 446 18,75 6,25 0,00 3,400 1,033 0,667
387 2,33 2,33 20,33 4,000 0,367 0,733 447 18,75 6,25 0,00 2,267 1,500 1,333
388 2,33 2,33 20,33 4,000 0,400 0,700 448 18,75 6,25 0,00 2,267 1,333 1,500
389 2,33 2,33 20,33 1,000 0,775 3,325 449 6,25 18,75 0,00 0,000 0,000 5,100
390 2,33 2,33 20,33 2,000 0,775 2,325 450 6,25 18,75 0,00 2,667 0,367 2,067
391 2,33 2,33 20,33 3,000 0,775 1,325 451 6,25 18,75 0,00 4,000 0,367 0,733
392 2,33 2,33 20,33 3,000 1,050 1,050 452 6,25 18,75 0,00 4,000 0,400 0,700
393 2,33 2,33 20,33 3,000 1,325 0,775 453 6,25 18,75 0,00 1,000 0,775 3,325
394 2,33 2,33 20,33 2,000 1,550 1,550 454 6,25 18,75 0,00 2,000 0,775 2,325
395 2,33 2,33 20,33 0,000 1,700 3,400 455 6,25 18,75 0,00 3,000 0,775 1,325
396 2,33 2,33 20,33 1,333 1,700 2,067 456 6,25 18,75 0,00 3,000 1,050 1,050
397 2,33 2,33 20,33 1,000 2,050 2,050 457 6,25 18,75 0,00 3,000 1,325 0,775
398 2,33 2,33 20,33 1,333 2,067 1,700 458 6,25 18,75 0,00 2,000 1,550 1,550
399 2,33 2,33 20,33 2,667 2,067 0,367 459 6,25 18,75 0,00 0,000 1,700 3,400
400 2,33 2,33 20,33 2,000 2,325 0,775 460 6,25 18,75 0,00 1,333 1,700 2,067
401 2,33 2,33 20,33 0,000 2,550 2,550 461 6,25 18,75 0,00 1,000 2,050 2,050
402 2,33 2,33 20,33 1,000 3,325 0,775 462 6,25 18,75 0,00 1,333 2,067 1,700
403 2,33 2,33 20,33 0,000 3,400 1,700 463 6,25 18,75 0,00 2,667 2,067 0,367
404 2,33 2,33 20,33 0,000 5,100 0,000 464 6,25 18,75 0,00 2,000 2,325 0,775
405 2,33 2,33 20,33 0,850 3,967 0,283 465 6,25 18,75 0,00 0,000 2,550 2,550
406 2,33 2,33 20,33 0,850 0,283 3,967 466 6,25 18,75 0,00 1,000 3,325 0,775
407 2,33 2,33 20,33 0,000 3,967 1,133 467 6,25 18,75 0,00 0,000 3,400 1,700
408 2,33 2,33 20,33 0,000 1,133 3,967 468 6,25 18,75 0,00 0,000 5,100 0,000
409 2,33 2,33 20,33 1,417 2,550 1,133 469 6,25 18,75 0,00 0,850 3,967 0,283
410 2,33 2,33 20,33 1,417 1,133 2,550 470 6,25 18,75 0,00 0,850 0,283 3,967
411 2,33 2,33 20,33 0,567 2,863 1,670 471 6,25 18,75 0,00 0,000 3,967 1,133
412 2,33 2,33 20,33 0,567 1,670 2,863 472 6,25 18,75 0,00 0,000 1,133 3,967
413 2,33 2,33 20,33 0,667 3,589 0,844 473 6,25 18,75 0,00 1,417 2,550 1,133
414 2,33 2,33 20,33 3,400 1,033 0,667 474 6,25 18,75 0,00 1,417 1,133 2,550
415 2,33 2,33 20,33 2,267 1,500 1,333 475 6,25 18,75 0,00 0,567 2,863 1,670
416 2,33 2,33 20,33 2,267 1,333 1,500 476 6,25 18,75 0,00 0,567 1,670 2,863
417 18,75 6,25 0,00 0,000 0,000 5,100 477 6,25 18,75 0,00 0,667 3,589 0,844
418 18,75 6,25 0,00 2,667 0,367 2,067 478 6,25 18,75 0,00 3,400 1,033 0,667
419 18,75 6,25 0,00 4,000 0,367 0,733 479 6,25 18,75 0,00 2,267 1,500 1,333
420 18,75 6,25 0,00 4,000 0,400 0,700 480 6,25 18,75 0,00 2,267 1,333 1,500
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481 0,00 18,75 6,25 0,000 0,000 5,100 541 0,00 6,25 18,75 0,667 3,589 0,844
482 0,00 18,75 6,25 2,667 0,367 2,067 542 0,00 6,25 18,75 3,400 1,033 0,667
483 0,00 18,75 6,25 4,000 0,367 0,733 543 0,00 6,25 18,75 2,267 1,500 1,333
484 0,00 18,75 6,25 4,000 0,400 0,700 544 0,00 6,25 18,75 2,267 1,333 1,500
485 0,00 18,75 6,25 1,000 0,775 3,325 545 18,75 0,00 6,25 0,000 0,000 5,100
486 0,00 18,75 6,25 2,000 0,775 2,325 546 18,75 0,00 6,25 2,667 0,367 2,067
487 0,00 18,75 6,25 3,000 0,775 1,325 547 18,75 0,00 6,25 4,000 0,367 0,733
488 0,00 18,75 6,25 3,000 1,050 1,050 548 18,75 0,00 6,25 4,000 0,400 0,700
489 0,00 18,75 6,25 3,000 1,325 0,775 549 18,75 0,00 6,25 1,000 0,775 3,325
490 0,00 18,75 6,25 2,000 1,550 1,550 550 18,75 0,00 6,25 2,000 0,775 2,325
491 0,00 18,75 6,25 0,000 1,700 3,400 551 18,75 0,00 6,25 3,000 0,775 1,325
492 0,00 18,75 6,25 1,333 1,700 2,067 552 18,75 0,00 6,25 3,000 1,050 1,050
493 0,00 18,75 6,25 1,000 2,050 2,050 553 18,75 0,00 6,25 3,000 1,325 0,775
494 0,00 18,75 6,25 1,333 2,067 1,700 554 18,75 0,00 6,25 2,000 1,550 1,550
495 0,00 18,75 6,25 2,667 2,067 0,367 555 18,75 0,00 6,25 0,000 1,700 3,400
496 0,00 18,75 6,25 2,000 2,325 0,775 556 18,75 0,00 6,25 1,333 1,700 2,067
497 0,00 18,75 6,25 0,000 2,550 2,550 557 18,75 0,00 6,25 1,000 2,050 2,050
498 0,00 18,75 6,25 1,000 3,325 0,775 558 18,75 0,00 6,25 1,333 2,067 1,700
499 0,00 18,75 6,25 0,000 3,400 1,700 559 18,75 0,00 6,25 2,667 2,067 0,367
500 0,00 18,75 6,25 0,000 5,100 0,000 560 18,75 0,00 6,25 2,000 2,325 0,775
501 0,00 18,75 6,25 0,850 3,967 0,283 561 18,75 0,00 6,25 0,000 2,550 2,550
502 0,00 18,75 6,25 0,850 0,283 3,967 562 18,75 0,00 6,25 1,000 3,325 0,775
503 0,00 18,75 6,25 0,000 3,967 1,133 563 18,75 0,00 6,25 0,000 3,400 1,700
504 0,00 18,75 6,25 0,000 1,133 3,967 564 18,75 0,00 6,25 0,000 5,100 0,000
505 0,00 18,75 6,25 1,417 2,550 1,133 565 18,75 0,00 6,25 0,850 3,967 0,283
506 0,00 18,75 6,25 1,417 1,133 2,550 566 18,75 0,00 6,25 0,850 0,283 3,967
507 0,00 18,75 6,25 0,567 2,863 1,670 567 18,75 0,00 6,25 0,000 3,967 1,133
508 0,00 18,75 6,25 0,567 1,670 2,863 568 18,75 0,00 6,25 0,000 1,133 3,967
509 0,00 18,75 6,25 0,667 3,589 0,844 569 18,75 0,00 6,25 1,417 2,550 1,133
510 0,00 18,75 6,25 3,400 1,033 0,667 570 18,75 0,00 6,25 1,417 1,133 2,550
511 0,00 18,75 6,25 2,267 1,500 1,333 571 18,75 0,00 6,25 0,567 2,863 1,670
512 0,00 18,75 6,25 2,267 1,333 1,500 572 18,75 0,00 6,25 0,567 1,670 2,863
513 0,00 6,25 18,75 0,000 0,000 5,100 573 18,75 0,00 6,25 0,667 3,589 0,844
514 0,00 6,25 18,75 2,667 0,367 2,067 574 18,75 0,00 6,25 3,400 1,033 0,667
515 0,00 6,25 18,75 4,000 0,367 0,733 575 18,75 0,00 6,25 2,267 1,500 1,333
516 0,00 6,25 18,75 4,000 0,400 0,700 576 18,75 0,00 6,25 2,267 1,333 1,500
517 0,00 6,25 18,75 1,000 0,775 3,325 577 6,25 0,00 18,75 0,000 0,000 5,100
518 0,00 6,25 18,75 2,000 0,775 2,325 578 6,25 0,00 18,75 2,667 0,367 2,067
519 0,00 6,25 18,75 3,000 0,775 1,325 579 6,25 0,00 18,75 4,000 0,367 0,733
520 0,00 6,25 18,75 3,000 1,050 1,050 580 6,25 0,00 18,75 4,000 0,400 0,700
521 0,00 6,25 18,75 3,000 1,325 0,775 581 6,25 0,00 18,75 1,000 0,775 3,325
522 0,00 6,25 18,75 2,000 1,550 1,550 582 6,25 0,00 18,75 2,000 0,775 2,325
523 0,00 6,25 18,75 0,000 1,700 3,400 583 6,25 0,00 18,75 3,000 0,775 1,325
524 0,00 6,25 18,75 1,333 1,700 2,067 584 6,25 0,00 18,75 3,000 1,050 1,050
525 0,00 6,25 18,75 1,000 2,050 2,050 585 6,25 0,00 18,75 3,000 1,325 0,775
526 0,00 6,25 18,75 1,333 2,067 1,700 586 6,25 0,00 18,75 2,000 1,550 1,550
527 0,00 6,25 18,75 2,667 2,067 0,367 587 6,25 0,00 18,75 0,000 1,700 3,400
528 0,00 6,25 18,75 2,000 2,325 0,775 588 6,25 0,00 18,75 1,333 1,700 2,067
529 0,00 6,25 18,75 0,000 2,550 2,550 589 6,25 0,00 18,75 1,000 2,050 2,050
530 0,00 6,25 18,75 1,000 3,325 0,775 590 6,25 0,00 18,75 1,333 2,067 1,700
531 0,00 6,25 18,75 0,000 3,400 1,700 591 6,25 0,00 18,75 2,667 2,067 0,367
532 0,00 6,25 18,75 0,000 5,100 0,000 592 6,25 0,00 18,75 2,000 2,325 0,775
533 0,00 6,25 18,75 0,850 3,967 0,283 593 6,25 0,00 18,75 0,000 2,550 2,550
534 0,00 6,25 18,75 0,850 0,283 3,967 594 6,25 0,00 18,75 1,000 3,325 0,775
535 0,00 6,25 18,75 0,000 3,967 1,133 595 6,25 0,00 18,75 0,000 3,400 1,700
536 0,00 6,25 18,75 0,000 1,133 3,967 596 6,25 0,00 18,75 0,000 5,100 0,000
537 0,00 6,25 18,75 1,417 2,550 1,133 597 6,25 0,00 18,75 0,850 3,967 0,283
538 0,00 6,25 18,75 1,417 1,133 2,550 598 6,25 0,00 18,75 0,850 0,283 3,967
539 0,00 6,25 18,75 0,567 2,863 1,670 599 6,25 0,00 18,75 0,000 3,967 1,133
540 0,00 6,25 18,75 0,567 1,670 2,863 600 6,25 0,00 18,75 0,000 1,133 3,967
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601 6,25 0,00 18,75 1,417 2,550 1,133 661 12,50 8,50 4,00 0,850 3,967 0,283
602 6,25 0,00 18,75 1,417 1,133 2,550 662 12,50 8,50 4,00 0,850 0,283 3,967
603 6,25 0,00 18,75 0,567 2,863 1,670 663 12,50 8,50 4,00 0,000 3,967 1,133
604 6,25 0,00 18,75 0,567 1,670 2,863 664 12,50 8,50 4,00 0,000 1,133 3,967
605 6,25 0,00 18,75 0,667 3,589 0,844 665 12,50 8,50 4,00 1,417 2,550 1,133
606 6,25 0,00 18,75 3,400 1,033 0,667 666 12,50 8,50 4,00 1,417 1,133 2,550
607 6,25 0,00 18,75 2,267 1,500 1,333 667 12,50 8,50 4,00 0,567 2,863 1,670
608 6,25 0,00 18,75 2,267 1,333 1,500 668 12,50 8,50 4,00 0,567 1,670 2,863
609 12,50 4,00 8,50 0,000 0,000 5,100 669 12,50 8,50 4,00 0,667 3,589 0,844
610 12,50 4,00 8,50 2,667 0,367 2,067 670 12,50 8,50 4,00 3,400 1,033 0,667
611 12,50 4,00 8,50 4,000 0,367 0,733 671 12,50 8,50 4,00 2,267 1,500 1,333
612 12,50 4,00 8,50 4,000 0,400 0,700 672 12,50 8,50 4,00 2,267 1,333 1,500
613 12,50 4,00 8,50 1,000 0,775 3,325 673 4,00 12,50 8,50 0,000 0,000 5,100
614 12,50 4,00 8,50 2,000 0,775 2,325 674 4,00 12,50 8,50 2,667 0,367 2,067
615 12,50 4,00 8,50 3,000 0,775 1,325 675 4,00 12,50 8,50 4,000 0,367 0,733
616 12,50 4,00 8,50 3,000 1,050 1,050 676 4,00 12,50 8,50 4,000 0,400 0,700
617 12,50 4,00 8,50 3,000 1,325 0,775 677 4,00 12,50 8,50 1,000 0,775 3,325
618 12,50 4,00 8,50 2,000 1,550 1,550 678 4,00 12,50 8,50 2,000 0,775 2,325
619 12,50 4,00 8,50 0,000 1,700 3,400 679 4,00 12,50 8,50 3,000 0,775 1,325
620 12,50 4,00 8,50 1,333 1,700 2,067 680 4,00 12,50 8,50 3,000 1,050 1,050
621 12,50 4,00 8,50 1,000 2,050 2,050 681 4,00 12,50 8,50 3,000 1,325 0,775
622 12,50 4,00 8,50 1,333 2,067 1,700 682 4,00 12,50 8,50 2,000 1,550 1,550
623 12,50 4,00 8,50 2,667 2,067 0,367 683 4,00 12,50 8,50 0,000 1,700 3,400
624 12,50 4,00 8,50 2,000 2,325 0,775 684 4,00 12,50 8,50 1,333 1,700 2,067
625 12,50 4,00 8,50 0,000 2,550 2,550 685 4,00 12,50 8,50 1,000 2,050 2,050
626 12,50 4,00 8,50 1,000 3,325 0,775 686 4,00 12,50 8,50 1,333 2,067 1,700
627 12,50 4,00 8,50 0,000 3,400 1,700 687 4,00 12,50 8,50 2,667 2,067 0,367
628 12,50 4,00 8,50 0,000 5,100 0,000 688 4,00 12,50 8,50 2,000 2,325 0,775
629 12,50 4,00 8,50 0,850 3,967 0,283 689 4,00 12,50 8,50 0,000 2,550 2,550
630 12,50 4,00 8,50 0,850 0,283 3,967 690 4,00 12,50 8,50 1,000 3,325 0,775
631 12,50 4,00 8,50 0,000 3,967 1,133 691 4,00 12,50 8,50 0,000 3,400 1,700
632 12,50 4,00 8,50 0,000 1,133 3,967 692 4,00 12,50 8,50 0,000 5,100 0,000
633 12,50 4,00 8,50 1,417 2,550 1,133 693 4,00 12,50 8,50 0,850 3,967 0,283
634 12,50 4,00 8,50 1,417 1,133 2,550 694 4,00 12,50 8,50 0,850 0,283 3,967
635 12,50 4,00 8,50 0,567 2,863 1,670 695 4,00 12,50 8,50 0,000 3,967 1,133
636 12,50 4,00 8,50 0,567 1,670 2,863 696 4,00 12,50 8,50 0,000 1,133 3,967
637 12,50 4,00 8,50 0,667 3,589 0,844 697 4,00 12,50 8,50 1,417 2,550 1,133
638 12,50 4,00 8,50 3,400 1,033 0,667 698 4,00 12,50 8,50 1,417 1,133 2,550
639 12,50 4,00 8,50 2,267 1,500 1,333 699 4,00 12,50 8,50 0,567 2,863 1,670
640 12,50 4,00 8,50 2,267 1,333 1,500 700 4,00 12,50 8,50 0,567 1,670 2,863
641 12,50 8,50 4,00 0,000 0,000 5,100 701 4,00 12,50 8,50 0,667 3,589 0,844
642 12,50 8,50 4,00 2,667 0,367 2,067 702 4,00 12,50 8,50 3,400 1,033 0,667
643 12,50 8,50 4,00 4,000 0,367 0,733 703 4,00 12,50 8,50 2,267 1,500 1,333
644 12,50 8,50 4,00 4,000 0,400 0,700 704 4,00 12,50 8,50 2,267 1,333 1,500
645 12,50 8,50 4,00 1,000 0,775 3,325 705 8,33 12,50 4,00 0,000 0,000 5,100
646 12,50 8,50 4,00 2,000 0,775 2,325 706 8,33 12,50 4,00 2,667 0,367 2,067
647 12,50 8,50 4,00 3,000 0,775 1,325 707 8,33 12,50 4,00 4,000 0,367 0,733
648 12,50 8,50 4,00 3,000 1,050 1,050 708 8,33 12,50 4,00 4,000 0,400 0,700
649 12,50 8,50 4,00 3,000 1,325 0,775 709 8,33 12,50 4,00 1,000 0,775 3,325
650 12,50 8,50 4,00 2,000 1,550 1,550 710 8,33 12,50 4,00 2,000 0,775 2,325
651 12,50 8,50 4,00 0,000 1,700 3,400 711 8,33 12,50 4,00 3,000 0,775 1,325
652 12,50 8,50 4,00 1,333 1,700 2,067 712 8,33 12,50 4,00 3,000 1,050 1,050
653 12,50 8,50 4,00 1,000 2,050 2,050 713 8,33 12,50 4,00 3,000 1,325 0,775
654 12,50 8,50 4,00 1,333 2,067 1,700 714 8,33 12,50 4,00 2,000 1,550 1,550
655 12,50 8,50 4,00 2,667 2,067 0,367 715 8,33 12,50 4,00 0,000 1,700 3,400
656 12,50 8,50 4,00 2,000 2,325 0,775 716 8,33 12,50 4,00 1,333 1,700 2,067
657 12,50 8,50 4,00 0,000 2,550 2,550 717 8,33 12,50 4,00 1,000 2,050 2,050
658 12,50 8,50 4,00 1,000 3,325 0,775 718 8,33 12,50 4,00 1,333 2,067 1,700
659 12,50 8,50 4,00 0,000 3,400 1,700 719 8,33 12,50 4,00 2,667 2,067 0,367
660 12,50 8,50 4,00 0,000 5,100 0,000 720 8,33 12,50 4,00 2,000 2,325 0,775
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721 8,33 12,50 4,00 0,000 2,550 2,550 781 8,50 4,00 12,5 1,000 2,050 2,050
722 8,33 12,50 4,00 1,000 3,325 0,775 782 8,50 4,00 12,5 1,333 2,067 1,700
723 8,33 12,50 4,00 0,000 3,400 1,700 783 8,50 4,00 12,5 2,667 2,067 0,367
724 8,33 12,50 4,00 0,000 5,100 0,000 784 8,50 4,00 12,5 2,000 2,325 0,775
725 8,33 12,50 4,00 0,850 3,967 0,283 785 8,50 4,00 12,5 0,000 2,550 2,550
726 8,33 12,50 4,00 0,850 0,283 3,967 786 8,50 4,00 12,5 1,000 3,325 0,775
727 8,33 12,50 4,00 0,000 3,967 1,133 787 8,50 4,00 12,5 0,000 3,400 1,700
728 8,33 12,50 4,00 0,000 1,133 3,967 788 8,50 4,00 12,5 0,000 5,100 0,000
729 8,33 12,50 4,00 1,417 2,550 1,133 789 8,50 4,00 12,5 0,850 3,967 0,283
730 8,33 12,50 4,00 1,417 1,133 2,550 790 8,50 4,00 12,5 0,850 0,283 3,967
731 8,33 12,50 4,00 0,567 2,863 1,670 791 8,50 4,00 12,5 0,000 3,967 1,133
732 8,33 12,50 4,00 0,567 1,670 2,863 792 8,50 4,00 12,5 0,000 1,133 3,967
733 8,33 12,50 4,00 0,667 3,589 0,844 793 8,50 4,00 12,5 1,417 2,550 1,133
734 8,33 12,50 4,00 3,400 1,033 0,667 794 8,50 4,00 12,5 1,417 1,133 2,550
735 8,33 12,50 4,00 2,267 1,500 1,333 795 8,50 4,00 12,5 0,567 2,863 1,670
736 8,33 12,50 4,00 2,267 1,333 1,500 796 8,50 4,00 12,5 0,567 1,670 2,863
737 4,00 8,50 12,5 0,000 0,000 5,100 797 8,50 4,00 12,5 0,667 3,589 0,844
738 4,00 8,50 12,5 2,667 0,367 2,067 798 8,50 4,00 12,5 3,400 1,033 0,667
739 4,00 8,50 12,5 4,000 0,367 0,733 799 8,50 4,00 12,5 2,267 1,500 1,333
740 4,00 8,50 12,5 4,000 0,400 0,700 800 8,50 4,00 12,5 2,267 1,333 1,500
741 4,00 8,50 12,5 1,000 0,775 3,325
742 4,00 8,50 12,5 2,000 0,775 2,325
743 4,00 8,50 12,5 3,000 0,775 1,325
744 4,00 8,50 12,5 3,000 1,050 1,050
745 4,00 8,50 12,5 3,000 1,325 0,775
746 4,00 8,50 12,5 2,000 1,550 1,550
747 4,00 8,50 12,5 0,000 1,700 3,400
748 4,00 8,50 12,5 1,333 1,700 2,067
749 4,00 8,50 12,5 1,000 2,050 2,050
750 4,00 8,50 12,5 1,333 2,067 1,700
751 4,00 8,50 12,5 2,667 2,067 0,367
752 4,00 8,50 12,5 2,000 2,325 0,775
753 4,00 8,50 12,5 0,000 2,550 2,550
754 4,00 8,50 12,5 1,000 3,325 0,775
755 4,00 8,50 12,5 0,000 3,400 1,700
756 4,00 8,50 12,5 0,000 5,100 0,000
757 4,00 8,50 12,5 0,850 3,967 0,283
758 4,00 8,50 12,5 0,850 0,283 3,967
759 4,00 8,50 12,5 0,000 3,967 1,133
760 4,00 8,50 12,5 0,000 1,133 3,967
761 4,00 8,50 12,5 1,417 2,550 1,133
762 4,00 8,50 12,5 1,417 1,133 2,550
763 4,00 8,50 12,5 0,567 2,863 1,670
764 4,00 8,50 12,5 0,567 1,670 2,863
765 4,00 8,50 12,5 0,667 3,589 0,844
766 4,00 8,50 12,5 3,400 1,033 0,667
767 4,00 8,50 12,5 2,267 1,500 1,333
768 4,00 8,50 12,5 2,267 1,333 1,500
769 8,50 4,00 12,5 0,000 0,000 5,100
770 8,50 4,00 12,5 2,667 0,367 2,067
771 8,50 4,00 12,5 4,000 0,367 0,733
772 8,50 4,00 12,5 4,000 0,400 0,700
773 8,50 4,00 12,5 1,000 0,775 3,325
774 8,50 4,00 12,5 2,000 0,775 2,325
775 8,50 4,00 12,5 3,000 0,775 1,325
776 8,50 4,00 12,5 3,000 1,050 1,050
777 8,50 4,00 12,5 3,000 1,325 0,775
778 8,50 4,00 12,5 2,000 1,550 1,550
779 8,50 4,00 12,5 0,000 1,700 3,400
780 8,50 4,00 12,5 1,333 1,700 2,067
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10.4. ANEXO 4: RESPUESTA PREDICHA POR LA RED VERSUS LA RESPUESTA NOMINAL.

Distribucion normalizada de los puntos de p (r1) obtenidos de como respuesta predicha por la red en
funcion de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracién (o) y
monitoreo (+).

—T——— Red:11.a
s o] Relacion Parametros/Datos: 49/258
EZ; © con s o ] Arquitectura: 6/6/1
sz = °:$o | Numero de épocas: 5.000
Sl o Mejor RMSEC: 0,058451
. Mejor RMSEP: 0,062476
S Mejor N° épocas: 4.265
R— Red b
ZZ . : Relacion Parametros/Datos: 49/258
fz; ot | Arquitectura: 6/6/1
ij A - | Numero de épocas: 10.000
° o Mejor RMSEC: 0,05547
o 8 : Mejor RMSEP: 0,054482
D T B Mejor N° épocas: 3.226
N i Red: r1_c¢
0s o 8 : Relacion Parametros/Datos: 57/258
fz; =t | Arquitectura: 6/7/1
- . 1 Nimero de épocas: 6.000
fa.l ) Mejor RMSEC: 0,037692
. : Mejor RMSEP: 0,043674
% 7 o2 o3 or 0F Ge 7 s os | Mejor N° épocas: 6.000
e Red: r1_d
Zi % | Relacion Parametros/Datos: 57/258
fz; o3 IO‘”" | | Arquitectura: 6/7/1
:j o o5 o ] Numero de épocas: 10.000
. e Mejor RMSEC: 0,043686
. | Mejor RMSEP: 0,054103
L NN N Mejor N° épocas: 8.674
—T——— Red 11 o
. ) : Relacién Parametros/Datos: 57/258
o ] Arquitectura: 6/7/1
E o " | Numero de épocas: 15.000
s : Mejor RMSEC: 0,017183
. ﬁ Mejor RMSEP: 0,056391
DECEE N N Mejor N° épocas: 15.000
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Distribucion normalizada de los puntos de ICV (r2) obtenidos de como respuesta predicha por la red en
funcion de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracion (o) y

monitoreo (+).

' L Red: r2_a
Z: . Relaciéon Parametros/Datos: 49/258
EZ; g o5 Arquitectura: 6/6/1
o 2 | e Numero de épocas: 10.000
gm o8l ® Mejor RMSEC: 0,041059
. Mejor RMSEP: 0,057224
L e Mejor N° épocas: 7.046
: E————— Red: 12.b
ZZ . o Relacion Parametros/Datos: 41/258
e o Arquitectura: 6/5/1
i L Numero de épocas: 15.000
o 5 3 2 Mejor RMSEC: 0,041994
a1 Mejor RMSEP: 0,081231
RN O R Mejor N° épocas: 15.000
! RS I S Red: r2_c
o TS Relacién Parametros/Datos: 41/258
TEZ i P Arquitectura: 6/5/1
f;zj Yo, B Numero de épocas: 10.000
foa e 5 Mejor RMSEC: 0,060502
Z? Mejor RMSEP: 0,082306
T P A Mejor N° épocas: 9.979
1 s Red: r2_d
EZ L Relacion Parametros/Datos: 57/258
i oo g o Arquitectura: 6/7/1
%”5 i Numero de épocas: 10.000
o 5 o Mejor RMSEC: 0,036975
o Mejor RMSEP: 0,064925
L N Mejor N° épocas: 6.487
D; T Red: r2_e
o8 L Cao Relacion Parametros/Datos: 49/258
fZZ o i: :a“mm Arquitectura: 6/6/1
i 0 Fmo [ Numero de épocas: 10.000
;E: & Mejor RMSEC: 0,04944
0 Mejor RMSEP: 0,066572
B R R R B Mejor N° épocas: 9.339
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Distribucién normalizada de los puntos de g, (r3) obtenidos de como respuesta predicha por la red en
funcion de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracion (o) y

monitoreo (+).

: Red: r3_a
ZZ o A Relacion Parametros/Datos: 41/258
f E; oot :q = Arquitectura: 6/5/1
i 2% ¢ Numero de épocas: 12.000
S S e Mejor RMSEC: 0,042496
. Mejor RMSEP: 0,060001
N Mejor N° épocas: 10.936
| Red: r3_b
o o Relacion Parametros/Datos: 49/258
Y Arquitectura: 6/6/1
f;Zj ° «, E AL Numero de épocas: 12.000
Sos = Mejor RMSEC: 0,07108
. Mejor RMSEP: 0,051401
T B 7 Mejor N° épocas: 3.171
1 Comperscién b nomindl y predeho z2zdexdos Red: r3 ¢
’ ’ Relacién Parametros/Datos: 57/258
o Arquitectura: 6/7/1
E - ° - :go% o Numero de épocas: 5.000
2os 2 e Mejor RMSEC: 0,072769
o Mejor RMSEP: 0,04359
B e om0 08 e Mejor N° épocas: 3.967
: Red: r3_d
o y Relacién Parémetros/Datos: 65/258
i o Arquitectura: 6/8/1
f; - “Boo o S Namero de épocas: 10.000
. Mejor RMSEC: 0,044322
§ Mejor RMSEP: 0,047836
e e e e W5 GE e ce e Mejor N°épocas: 7.290
. Red: 13 _e
o i Relacion Parametros/Datos: 57/258
fZZ ) P ; :Eﬂa‘.mm Arquitectura: 6/7/1
£, %50 e Numero de épocas: 10.000
o . Mejor RMSEC: 0,038939
o Mejor RMSEP: 0,054108
- Mejor N° épocas: 10.000
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Distribucién normalizada de los puntos de q,,, (r4) obtenidos de como respuesta predicha por la red en
funcion de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracion (o) y

monitoreo (+).

Comparacién de nominal y predicho escaleados

Red: r4_a

Relacion Parametros/Datos: 41/258
Arquitectura: 6/5/1

Numero de épocas: 5.000

Mejor RMSEC: 0,067317

Mejor RMSEP: 0,045315

Mejor N° épocas: 5.000

Red:rd4_b

Relacion Parametros/Datos: 41/258
Arquitectura: 6/5/1

Numero de épocas: 10.000

Mejor RMSEC: 0,057029

Mejor RMSEP: 0,024994

Mejor N° épocas: 10.000

Red:r4_c

Relacién Parametros/Datos: 49/258
Arquitectura: 6/6/1

Numero de épocas: 5.000

Mejor RMSEC: 0,064469

Mejor RMSEP: 0,044648

Mejor N° épocas:

Red:r4_d

Relacion Parametros/Datos: 25/258
Arquitectura: 6/3/1

Numero de épocas: 5.000

Mejor RMSEC: 0,065211

Mejor RMSEP: 0,045495

Mejor N° épocas: 5.000

09
08
s o7 o +
2 <o +0 o
T 08 o 2o
> +
Zus & Z 2
= o T F
S04 g}& ey
5 o & © Calibracion
] o]
=03 © + Moritareo
o — Ideal
0.2
0.1
0
0 01 02 03 04 05 06 07 08 08
Walor nominal escaleado
Comparacion de nominal y predicho escaleados
1
0.9
08
g07 o +3 o
T§ 06 = o
205
2 o
= <
S04 >
5 o O Calibracién
=03 Ehed + Monitoreo
— ldeal
0.2
0.1
0
0 01 02 03 04 05 06 07 08 08
Walor nominal escaleado
Comparacién de nominal y predicho escaleados
1
09
08
s o7 o
= o +& o
T06 =
@ o
s & =}
205
2 o
S04 o 2, %
= [evel] © Calibracitn
=03 o + Monitoreo
o — ldeal
0.2
0.1
0
0 01 02 03 04 05 06 07 08 08
Walor nominal escaleado
Comparacién de nominal y predicho escaleados
1
09
08
007 < o4+
3 o o o
T 06 9
2 afo
o +
25 o g o
z @ o+
S04
5 2 © © Calibracion
F03 oo + Monitarea
o — ldeal
0.2
01
0 . . . . . . . . .
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Walor neminal escaleado
Comparacién de nominal y predicho escaleados
1
09
08
o 07 o
E < +3 ©
£ c,
S 08 °
= o
3 @3 9 ey
S04
= & ) © Calibracitn
=03 @ < + Moritareo

o
N

=}

=]

— Ideal

o

02 03 04 06 06 07 08
“alar nominal escaleado

09

Red:r4_e

Relacién Parametros/Datos: 49/258
Arquitectura: 6/6/1

Numero de épocas: 10.000

Mejor RMSEC: 0,05836

Mejor RMSEP: 0,036294

Mejor N° épocas: 8.699
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Distribucién normalizada de los puntos de q,,gpg (r5) obtenidos de como respuesta predicha por la red
en funcién de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracién (o)
y monitoreo (+).

W T Red: r5_a
. _
o % Relacién Parametros/Datos: 49/258
le . S Arquitectura: 6/6/1
. o7 e Numero de épocas: 10.000
fzz BT Mejor RMSEC: 0,030016
01 Mejor RMSEP: 0,04907
T e Mejor N° épocas: 10.000
1 Cpmpracion g nominaly predieno escaleaios Red: r5 b
! 1 _
0 ] Relacién Parametros/Datos: 49/258
s Arquitectura: 6/6/1
E - o ;9@0:’” b - | Numero de épocas: 5.000
“ (%ﬁc: ° -] Mejor RMSEC: 0,064498
o1 1 Mejor RMSEP: 0,055842
T e e e e Mejor N°épocas: 3.427
1 SeTpE D b MImE] P Hio et Red: r5 c
! 1 X
os A Relacion Parametros/Datos: 41/258
A Arquitectura: 6/5/1
. 2 ] Numero de épocas: 10.000
fal e ’ | Mejor RMSEC: 0,059775
o1 ° 1 Mejor RMSEP: 0,055329
R 0 W W m o Mejor N° épocas: 10.000
1 S e M [0 i e L Red: 5 d
Zi < : Relacién Parametros/Datos: 57/258
e Arquitectura: 6/7/1
. o o*+ L EE Numero de épocas: 5.000
N 1 Mejor RMSEC: 0,039984
o : Mejor RMSEP: 0,055582
e e Mejor N° épocas: 5.000
1 COMPRracIon o roming)y predicho eeealeados Red: r5 e
! ] X
o Y ] Relacion Parametros/Datos: 89/258
fZZ oo T ] Arquitectura: 6/11/1
& - j Numero de épocas: 10.000
o S Mejor RMSEC: 0,039991
o1 1 Mejor RMSEP: 0,062209
e e Mejor N° épocas: 4.293
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Distribucion normalizada de los puntos de AB, (r6) obtenidos de como respuesta predicha por la red en
funcion de los valores nominales (empiricos) de esa respuesta, para los conjuntos de calibracion (o) y
monitoreo (+).

Comparacidn de nominal y predicho escaleados

0; ] Red: r6_a
os 1 Relacion Parametros/Datos: 41/258
g Arquitectura: 6/5/1
£ e e Numero de épocas: 10.000
. & ] Mejor RMSEC: 0,038472
01 Mejor RMSEP: 0,05028
T Mejor N° épocas: 10.000
1 Emparasn 9° pominel ¥ prediehe escaleados Red: r6_b
Z: - : Relacion Parametros/Datos: 49/258
fz: » @; o ] Arquitectura: 6/6/1
. S e ] NuUmero de épocas: 10.000
o o8 | Mejor RMSEC: 0,048882
o : Mejor RMSEP: 0,055663

o 01 0.2 0.3 0.4 0.5 0E 07 08 09 1
“alar nominal escaleado

Mejor N° épocas: 5.888

Comparacién de nominal y predicho escaleados

D; ] Red: r6_c
us . A Relacion Parametros/Datos: 57/258
fZZ 0 ° _ | Arquitectura: 6/7/1
ij S | Numero de épocas: 11.000
o 2o 1 Mejor RMSEC: 0,039193
o : Mejor RMSEP: 0,055779
T L Mejor N° épocas: 11.000
g Semesracon d pomind y predcho eecaloados Red: r6_d
o ee : Relacion Parametros/Datos: 121/258
fz; o = ] Arquitectura: 6/15/1
N e e Gy Namero de épocas: 10.000
e 1 Mejor RMSEC: 0,037957
o T | Mejor RMSEP: 0,04571
T e e e e Mejor N° épocas: 7.755
IR Red: r6_e
o8 ‘o 1 Relacion Parametros/Datos: 89/258
TZZ % o : Arquitectura: 6/11/1
EZ? o g0 ] Numero de épocas: 5.000
fa ] Mejor RMSEC: 0,0435
”; ¢ 1 Mejor RMSEP: 0,057887

o 01 0z 03 04 05 0B 0.7 0.8 09 1
Valor naminal escaleado

Mejor N° épocas: 3.547
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10.5. ANEXO 5: EvoLuciON bE RMSEC vy RMSEP EN FUNCION DEL NUMERO DE EPOCAS
DEL ENTRENAMIENTO DE LAS REDES SELECCIONADAS PARA CADA
RESPUESTA.

Evolucién de RMSEC y RMSEP escaleados (Mejor red) Evolucién de RMSEC y RMSEP escaleados (Mejor red)
02 T T T T T T T T 02 T T T T T T T

RMSEC RMSEC
018l RAMSEP || aglh RMSEP | |

RMSEC
RMSEC

002 ! ! ! ! ! ! L ! L ! ! ! ! ! ! L 1
o 1000 2000 3000 4000 5000 GOOO 7000 8OO0 000 10000 1000 2000 3000 4000 5000 GOOO 7000 8OO0 000 10000
Epocas Epocas
Red r1_b (E=3.226) Red r1_d (E=8.674)
Evolucién de RMSEC y RMSER escaleados (Mejor red) Evolucién de RMSEC y RMSEP escaleados (Mejor red)
0.22 T T T T T T T T 0.22 T T T T T T T T

RMSEC
RMSEC

0.02 . . . . L . . L . . . . . . . L . n
0 1000 2000 3000 4000 5000 G000 7000 8000 9000 10000 1000 2000 3000 4000 5000 G000 7000 8000 9000 10000
Epocas Epocas
Red r2_a (E=7.046) Red r2_d (E=6.487)

Evalucidn de RMSEC v RMSER escaleados (Mejor red) Evolucién de RMSEC y RMSEP escaleados (Mejor red)

013 T T T T T T 0.13 T T T
RMSEC RMSEC

012 RMSEP H 012+ RMSEP [

011 B 0.11 B

01 B

RMSEC
RMSEC

003

L L L L . L L . L 0.03 . . . . . . L . L
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 68000 9000 10000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 GOOO 9000 10000

Epocas Epocas

Red r3_d (E=7.290) Red r3_e (E=10.000)
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RMSEC

RMSEC

RMSEC

018

0.16

0.14

0.12

01

0.02
0

018

002
0

013

0.1z

0.05

Evolucion de RMSEC y RMSEF escaleados (Mejor red)
T

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 SO00 10000
Epocas

Red r4_b (E=10.000)

Evolucidn de RMSEC y RMSEF escaleados (Mejor red)
T T T

1000 2000 3000 4000 5000 GOO0 7000 8OO0 9000 10000
Epocas

Red r5_a (E=10.000)

Evolucion de RMSEC y RMSEF escaleados (Mejor red)

. . L . L L L L L
1000 2000 3000 4000 5000 G000 7000 8000 S000 10000
Epocas

Red r6_a (E=10.000)

RMSEC

RMSEC

RMSEC

018

016

014

012

01

008

Evolucidn de RMSEC y RMSEP escaleados (Mejor red)

00s i
0.04 L L L L L . L . L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Epocas
Red r4_d (E=5.000)
Evolucian de RMSEC y RMSER escaleados (Mejor red)
018 T T T T T T T T T

002 . . . . " . . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Epocas
Red r5_d (E=5.000)
Evolucian de RMSEC y RMSEF escaleados (Mejor red)
0.13 T T T T

0.03

I L L I
1} 2000 4000 BO0O 8000

L
10000 12000

Epocas

Red r6_c (E=11.000)
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