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AcNPV: virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica.
AcMNPV: virus de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica.
AfMNPV: virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anagrapha falcifera.
AgMNPV: virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis.
Bt: Bacillus thuringiensis.

BV: viriones brotados.

cél. v.: células viables.

cél. t.: células totales.

DICC: dosis infectiva para cultivo celular.

FP: fenotipos productores de pocos poliedros.

GV: virus de granulosis.

HA: Hidrolizado de caseina N-Z Case Plus

HaNPV: virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera.

HB: Caldo triptosa fosfato.

HPV: virus del papiloma humano.

IC-BEVS: sistema de expresion célula de insecto-baculovirus

ICTV: Comité Internacional de Taxonomia de Virus.

MOI: multiplicidad de infeccion.

NeleNPV: virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion lecontei.
NeseNPV: virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion sertifer.

NPV: virus de poliedrosis nuclear.

OB: cuerpos de oclusion.

ODV: viriones derivados de los cuerpos de oclusion.

PDlIs: particulas defectivas interferentes.

pol.: poliedros.

RSM: método de superficie de respuesta.

SFB: suero fetal bovino.

SfMNPV: virus de la poliedrosis nuclear multiple de Spodoptera frugiperda.
SfNPV: virus de la poliedrosis nuclear de Spodoptera frugiperda.

TOI: tiempo de infeccion.

UFEL: Ultrafiltrado de extracto de levadura.

ufp: unidad formadora de placa.
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Introduccion

|. Introduccion

|. 1. Anticarsia gemmatalis Hibner (L epidoptera: Noctudiae)

.1.1. Caracteristicas del insecto

La isoca de las leguminosas, Anticarsia gemmatalis, es un insecto nativo de las
zonas tropicales y subtropicales del hemisferio occidental. Fue hallada por primera vez
en Florida, Estados Unidos, en el afio 1903 (Hinds y Osterberger, 1931). A causa de los
dafios que este insecto ocasiona en los cultivos de soja, provoca grandes pérdidas
economicas en el sur de los Estados Unidos y Sudamérica (Moscardi, 1989). En la
Argentina, los mayores brotes se registran en los cultivos de soja de las zonas noroeste y
noreste. Las orugas, que llegan a medir entre 35 y 40 mm de longitud, se presentan en
dos formas: una de color verde intenso y la otra de color oscuro a negro con una serie de

lineas blancas longitudinales (figura I.1.).

Figural.l.: Isoca de las leguminosas, Anticarsia gemmatalis (Clemson
University - USDA Cooperative Extension Slide Series)

Los adultos son mariposas de habitos nocturnos de color marréon a azulado
oscuro. Al poseer gran capacidad de vuelo migran desde las areas tropicales y
subtropicales a las templadas durante el verano. Las larvas y pupas invernantes,
provenientes de las infestaciones producidas en los meses de marzo y abril, mueren

durante el invierno como consecuencia de la baja tolerancia al frio.
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1.1.2. Su importancia como plaga

La isoca de las leguminosas es el insecto plaga con actividad defoliante que
ataca con mas frecuencia los cultivos de soja. El dafio ocasionado se relaciona en forma
directa con los habitos alimentarios de este insecto. En general, las orugas, durante sus
primeros estadios, solamente raspan las hojas. Pero a medida que crecen se vuelven mas
voraces. La alimentacion de las orugas comienza con las hojas de la parte superior de la
planta, para luego pasar a las hojas maduras de la parte inferior. Por altimo, una vez
eliminado el follaje, se alimentan de la parte mas suculenta del tallo e inclusive pueden

llegar a deteriorar las vainas.

Para que los dafios provocados por la isoca no sean devastadores es importante
la vigilancia del agricultor, ya que la rapidez de un control oportuno impedird pérdidas
economicas importantes. Para ello, el agricultor debe implementar la revision frecuente

de los lotes con presencia de larvas pequenas.

|.1.3. Control delaisoca delasleguminosas

Si bien el uso de plaguicidas quimico estd muy difundido en la Argentina, para
el control sustentable de las principales plagas de la soja, entre ellas la isoca de las
leguminosas, se recomienda la aplicacion de un sistema de manejo integrado de plagas.
Esta metodologia de trabajo comienza, basicamente, con inspecciones regulares del
cultivo para evaluar el nivel de ataque (grado de defoliacion), el nimero y el tamafo de
las orugas. De acuerdo al grado de ataque, se debe pasar a la etapa de implementacion

de medidas de control.

1.1.3.1. Control quimico

Cuando se debe limitar rapidamente el avance de un insecto plaga, el control
quimico constituye una de las herramientas basicas en un programa de manejo integrado
de plagas. No obstante, cuando es necesario recurrir a la utilizacion de un producto
quimico se debe conocer perfectamente su modo de empleo de manera de obtener

mayores beneficios de control y, a su vez, minimizar los efectos negativos ejercidos
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sobre el ambiente. En el siguiente cuadro se detallan algunos de los insecticidas

quimicos mas empleados en el control de la isoca de las leguminosas.

Cuadro I.1.: Productos quimicos empleados para el control de la isoca de
las legunimosas, Anticarsia gemmatalis.

Producto quimico Dosis
Diflubenzurom 80 g.ha'
Lufenuron 100 cc . ha™!
Cipermetrina 100 cc . ha™

A pesar de que los dafos causados por la isoca de las leguminosas en los
cultivos de soja son, en algunos casos, alarmantes, no se recomienda la aplicacion
preventiva de productos quimicos. Esto se debe a los problemas de polucién ambiental
que ocasiona el empleo de los insecticidas quimicos, al incremento significativo del
costo del cultivo debido a la aplicacién innecesaria de estos productos, y a la

aceleracion de la seleccidon de individuos resistentes.

1.1.3.2. Agentes de control biologico

El control bioldgico se define como un proceso a través del cual se disminuye la
densidad de un insecto plaga mediante el empleo de otros organismos (insectos
predadores, parasitoides, bacterias, hongos, nematodos y virus). La regulacion biologica
puede implementarse siguiendo tres mecanismos de accion diferentes:

1- La importacion y establecimiento de un agente natural exotico.

2- La conservacion y / o el aumento de los enemigos naturales del insecto
plaga: para ello, se deben preservar los agentes nativos favoreciendo las condiciones
ambientales y nutricionales que incrementan su densidad.

3- La aplicacion de bioinsecticidas, en forma inoculativa o inundativa:
este mecanismo de control biologico es el mas utilizado en los Gltimos anos debido a
sus buenos resultados, practicidad de implementacion, menor impacto ambiental y bajo
costo, respecto a las metodologias citadas previamente (Lacey y col. 2001; Szewczyk y

col. 2006). Entre éstos, el andlisis se focalizard en los bioinsecticidas de origen
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microbiano, o agentes entomopatdogenos capaces de producir enfermedades infecciosas

en los insectos blanco.

Los bioinsecticidas microbianos utilizan como principios activos:

a- Bacterias: dentro de las bacterias entomopatdégenas se encuentra un
elevado ntimero de cepas de Bacillus thuringiensis (Bt), empleadas desde 1958 para el
control de plagas agricolas y forestales. A principios de este siglo, solamente en los
Estados Unidos, se habian registrados mas de 200 bioinsecticidas a base de Bt. El Bt es
una bacteria esporigena, Gram positiva, cuyo habitat es el suelo, la superficie de las
plantas, los insectos y los granos almacenados (Maadg y col. 2001). Esta bacteria es
portadora de una variedad de proteinas cristalinas de caracteristicas insecticidas que se
encuentran codificadas en pldsmidos. Cuando los cristales son ingeridos por las larvas,
se disuelven en el medio fuertemente alcalino del tracto digestivo. Posteriormente, la
pro-toxina es parcialmente hidrolizada por proteasas especificas del tracto digestivo
dando como producto un fragmento activo que resulta toxico para el insecto. La
interaccion de esta proteina con receptores especificos, presentes en las células del
huésped, conduce a la formaciéon de canales idnicos de transmembrana. Como
consecuencia, se genera un desequilibrio del balance idnico con posterior necrosis
celular. Esto ultimo favorece la germinacién de los esporos del bacilo, proceso que
sinergiza la accion toxica del insecticida (Schnepf, 1995; Aromson, 2002).

b- Hongos: se han identificado aproximadamente 750 especies de hongos
con caracteristicas entomopatdgenas. Sin embargo, solamente diez de ellos han sido
utilizados para el control de insectos plagas (Szewczyk y col. 2006). ElI hongo
entomopatogeno Nomuraea rileyi es un agente natural que tiene la capacidad de
infectar, enfermar y producir la muerte de las larvas de Anticarsia gemmatalis
(Moscardi, 1981). Las orugas afectadas por este patdogeno adquieren un color blanco y
quedan adheridas a los tallos y a las hojas de las plantas de soja. Sin embargo, un
bioinsecticida producido a base de Nomuraea rileyi produce buenos resultados
solamente cuando en la zona de aplicacion se registran altos niveles de humedad.

c- Nematodos: algunos nematodos, especialmente los pertenecientes a las
familias Steinerrematidae y Heterorhabditidae, han sido utilizados para el control de
insectos plagas. Sin embargo, su empleo ha sido muy limitado a causa de ser muy

sensibles a la desecacion (Szewcezyk y col., 2006).
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d- Virus: quince familias de virus han sido identificadas como capaces de
infectar insectos. Sin embargo, solo los miembros de la familia Baculoviridae son
considerados potenciales bioinsecticidas. A esta propiedad se le debe agregar la
caracteristica de ser inocuos para el hombre y para el ambiente. A pesar de estas
importantes ventajas, muchas veces su empleo no resulta atractivo debido,
principalmente, a dos causas. La primera de ellas se relaciona con el largo periodo de
tiempo que transcurre desde la infeccion del insecto hasta su muerte. La segunda razoén
se basa en la inexistencia de un sistema de produccion in vitro que sea sustentable desde
el punto de vista técnico y econdmico (Szewczyk y col. 2006). Hasta la fecha, el
programa mas exitoso de empleo de un baculovirus para el control de un insecto plaga
es el desarrollado en Brasil, donde anualmente se tratan con AgMNPV cuatro millones
de hectareas de cultivos de soja con el fin de controlar la isoca de las leguminosas
(Moscardi y Santos, 2005). Esta cuestion serd tratado en forma mas extensa en

apartados posteriores.

|. 2. Los baculovirus

.2.1. Estructuray morfologia

La familia Baculoviridae comprende un gran nimero de virus con genoma de
DNA doble cadena, envueltos, que presentan la propiedad de generar cuerpos de
inclusion que incluyen uno o mads viriones en su interior y son especificos de
artropodos. Los mas de 600 virus que integran esta familia han sido aislados, en su
mayoria, de insectos que pertenecen al orden Lepiddptera; sin embargo, algunos de ellos
han sido aislados de los ordenes Diptera, Hymenoptera y de crustdceos del orden
Decapoda (Herniou y col., 2004). El nombre de esta familia se atribuye a la forma de

baston o baculo que presentan los virus clasificados en ella.

La estructura de la nucleocapside viral estd constituida, por un lado, por una
capside cilindrica tapada en ambos extremos, cuyo didmetro se encuentra comprendido
entre 30 y 60 nm, y su longitud entre 250 y 300 nm, siendo ésta proporcional al tamafio
del genoma. Su modelo estructural consiste en una serie de anillos apilados
perpendicularmente que configuran la forma cilindrica. Todos los anillos estan

formados por un nimero constante de sub-unidades proteicas y, entre un anillo y el
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siguiente, existe una separacion de aproximadamente 4,5 nm (Federici, 1986; Fraser,
1986). La proteina principal de la capside es la proteina VP39 (Blissard y col., 1989).
Otros componentes de la capside son la proteina basica P6,9 (Funk y col., 1997), la
proteina P24 (Gombart y col., 1989), la proteina P80 (Miiller y col., 1990) y Ia
fosfoproteina PP78/83 (Ayres y col., 1994), ademas de otros componentes minoritarios,

pero funcionalmente relevantes.

En el interior de la capside viral, asociado estrechamente a la proteina P6,9, se
encuentra el DNA genomico super enrollado y condensado. El tamafio del mismo puede
oscilar entre 90 y 230 Kpb, y estd organizado en una tnica molécula circular de DNA
de doble cadena (Caballero y col., 2001; Federici, 1986; International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) dB, 2006). En relacion a la organizaciéon y contenido
génico de los genomas de baculovirus, los que han sido secuenciados hasta el presente
contienen entre 140 y 180 marcos abiertos de lectura. Estos marcos de lectura se pueden
encontrar en cualquiera de las dos orientaciones posibles, separados por secuencias
intergénicas cortas, solapandose con frecuencia la sefial de finalizacion de la traduccion
con la senal de poliadenilacion del transcripto (Ayres y col., 1994), mientras que, por
otro lado, también los elementos promotores pueden solaparse sobre la secuencia
codificante de otro marco abierto de lectura (Passarelli y Miller, 1993). Los marcos
abiertos de lectura no parecen estar agrupados en el genoma por funciéon o patron
temporal de expresion. Si bien la mayoria de los genes se encuentran en copia Unica,
existen dos tipos de secuencia multicopia: los genes bro (Kuzio y col., 1999), y las
regiones homologas hrs, que podrian estar implicados como origenes de replicacion
(Pearson y col., 1992) y como activadores transcripcionales (Leisy y col., 1995; Pearson

y Rhormann, 1997).

La morfogénesis de los viriones es un rasgo particular de la familia
Baculoviridae. Por tratarse de virus envueltos, los viriones maduros se forman cuando
las nucleocapsides adquieren una envoltura que, de acuerdo a su origen, pueden originar
dos tipos de viriones:

a) Algunas nucleocapsides permanecen en la célula infectada y adquieren una
envoltura a partir de su sintesis de novo, dando lugar a la formacion de viriones que
posteriormente quedan ocluidos en los denominados cuerpos de oclusion. Estos viriones

reciben el nombre de viriones ocluidos (OV).
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b) Otras nucleocapsides, en cambio, brotan a través de la membrana
citoplasmatica de la célula huesped. A estos viriones se los conoce con el nombre de

viriones brotados (BV).

La particularidad de los viriones de ser morfoldégicamente distintos, pero
genotipicamente idénticos, refleja sus respectivos roles en el ciclo de infeccion viral.
Mientras los viriones brotados son los encargados de diseminar la infeccion de célula a
célula, los viriones ocluidos cumplen la misién de transmitir la infeccién de insecto a
insecto. Treinta afios atrds Summers y sus colaboradores determinaron, a través del
empleo de la microscopia electronica, centrifugacion en gradiente de densidad y
ensayos de infeccion que, si bien los viriones brotados obtenidos en cultivos celulares y
en hemolinfa de larvas eran similares entre si, diferian de los viriones obtenidos por
tratamiento alcalino de los cuerpos de oclusion. En estos ultimos, no se observo la
presencia de pepldmeros, estructura esencial para comenzar el ciclo de infeccion en
cultivos celulares. Estas observaciones se correspondieron con estudios previos que
hacian referencia a la imposibilidad de infectar cultivos de lineas celulares derivadas de

insectos con viriones obtenidos a partir de poliedros (Summers y col., 1976).

Virion brotado Virion ocluido
Componentes
comunes
DNA viral
Pornde P de Proteina bisica e DR
En 3 ‘ —
unién al DNA (P6.9) §25 (P26.4)
Proteina de la Capside
(P39) GP41
Proteina de i Capside (tegumento)
(P80/87)
Proteina de la Capside
{P24)
Proteina de ks Cipside
(P78/83)

Poliedro

Figural.3.: Estructura de los fenotipos virales del virus de la poliedrosis nuclear mltiple de
Autographa californica (AcMNPV) (VII report ICTV, 2000).
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Los viriones ocluidos pueden contener una sola nucleocapside por viridn
(viriones simples) o bien contener un numero variable de nucleocapsides (viriones
multiples). Los viriones derivados de los cuerpos de oclusiéon (ODV) son los elementos
infecciosos responsables de la transmision horizontal del virus, como asi también de
iniciar la infeccion primaria en las células epiteliales del mesenteron del insecto
huésped. La proteina P74, presente en la membrana de los ODVs, es la responsable de
la unién y la fusion de las membranas del virion a la célula huésped (Faulkner y col.,
1997). Entre la nucleocépside y la membrana de estos viriones existe una zona, a la que
se denomina tegumento, donde se ubica la glicoproteina GP41 cuya funcion ain es

desconocida (Whitford y Faulkner, 1992).

Los viriones brotados (BV) contienen una sola nucleocapside por virion. Ellos
son los agentes infecciosos responsables de diseminar la infeccion entre los drganos y
tejidos de la cavidad hemocélica del huésped, como asi también de iniciar el ciclo de
infeccion en los cultivos celulares. La forma de penetracion de los BV en la célula
huésped estad relacionada con el origen y la composicion proteica de su envoltura. La
glicoproteina GP64, presente en la envoltura de AcMNPV, aparece concentrada en uno
de los extremos del virion dando lugar a una estructura en forma de espiga, a la cual se
denomina “peplomero”. Esta estructura le confiere especificidad tisular al virion y es la
que esta involucrada en su entrada a la célula a través de un mecanismo de endocitosis
mediado por receptores. En conclusion, la glicoproteina GP64 es esencial para la
propagacion de AcMNPV de célula a célula (Caballero y col., 2001; Jarvis y Garcia,
1994; Pearson y col, 2001).

Hacia el final de su ciclo de replicacion, las células infectadas por baculovirus
sintetizan grandes cantidades de poliedrina o granulina. Estas proteinas, codificadas en
el genoma viral, cristalizan formando los cuerpos de oclusion (OB), con forma de
granulo o de poliedro irregular, que encierran uno o mas viriones ocluidos,
respectivamente. El tamafio de los cuerpos de oclusion varia entre 0,13 — 15 um, son
insolubles en agua, resistentes a la putrefaccion y desintegracion por agentes quimicos,
y también a tratamientos fisicos como la congelacion, la desecacion o la liofilizacion.
Todas estas caracteristicas le confieren capacidad de persistencia en el medio ambiente.
Por otra parte, los OBs son solubles en condiciones alcalinas como las que se

encuentran en los intestinos de algunos insectos (pH 9-11). Esta propiedad facilita la
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liberacion de los viriones de los OBs, los cuales comienzan la infeccidon en el insecto

huésped (Federici, 1986).

|.2.2. Taxonomia

Sobre la base de criterios morfologicos, el Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV), en su sexto reporte, distinguié dos géneros dentro de la familia
Baculoviridae, los Nucleopolyhedrovirus (NPV) y Granulovirus (GV) (VI" ICTV
report). Los baculovirus clasificados entre los NPVs se caracterizan por ensamblar, en el
nucleo celular, cuerpos de oclusién con forma de poliedros, los cuales contienen en su
interior varios viriones ocluidos. Dentro del género se reconocen dos grupos, I y II, en
el primero de los cuales ha sido clasificado el virus de la poliedrosis nuclear multiple de
Anticarsia gemmatalis (AgMNPV). Por otro lado, los virus clasificados entre los GVs
se distinguen por producir cuerpos de oclusion ovoides, que contienen en su interior un

solo virion. En este caso, los granulos son de localizacion citoplasmatica.

En cuanto al tipo de huésped de los cuales han sido aislados los virus que
integran estos dos géneros, se ha observado que los GVs provienen solamente de
insectos del orden Lepidoptera, en cambio los NPVs han sido aislados de un grupo mas
diverso de artropodos. La clasificacion de la familia Baculoviridae en dos géneros fue
posteriormente modificada por el ICTV al incorporar un nuevo género que se denomind
“Baculovirus sin clasificacion”. Este género incluye los siguientes grupos de virus:
Baculoviridae penaei; Gonad-specific virus; Monodon baculovirus y Baculovirus no

identificados.

En marzo de 2006, Jehle y col. (2006) presentaron una revision de la taxonomia
y la clasificacion de la familia Baculoviridae en base al estudio filogenético de 29
genomas de baculovirus. Estos investigadores propusieron que la familia Baculoviridae
deberia ser dividida en cuatro géneros:

a) Alphabaculovirus: Este género deberia incluir todos los virus de poliedrosis
nuclear especificos de Lepidopteros. Producen viriones ocluidos y viriones brotados, y
su genoma varia en un rango de 100 a 180 kpb. Para este género se propone como
especie tipo al virus de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica
(AcMNPV).
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b) Betabaculovirus: Aqui se posicionarian los virus del género Granulovirus. Al
igual que los alphabaculovirus, estos virus durante su ciclo de replicacion producen
viriones brotados y viriones ocluidos, y su genoma también varia en un rango de 100 a
180 kpb. Para este género se propone como especie tipo al virus de la granulosis de
Cydia pomonella (CpGV).

¢) Gammabaculovirus: Los virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion
lecontei (NeleNPV) y de la poliedrosis nuclear de Neodiprion sertifer (NeseNPV)
constituirian este género, con la posibilidad de incorporar un virus de poliedrosis
nuclear especifico de Hymenoptera aislado de Gilpinia hercyiniae. Los poliedros de un
tamafio comprendido entre 0,4 — 1,1 um contienen una unica nucleocapside. El tamafio
de los genomas de NeleNPV y NeseNPV oscila entre los 82 — 86 kpb. Entre los virus de
este grupo no se han identificado viriones brotados ni tampoco genes que codifiquen
para la proteina de fusion GP64. Para este género se propone como especie viral tipo al
virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion lecontei.

d) Deltabaculovirus: En este género se propone incluir al virus de la poliedrosis
nuclear de Culex nigripalpus (CuniNPV) y posiblemente otros baculovirus especificos
del orden Diptera. En estos virus se han hallado viriones brotados y viriones ocluidos.
Los cuerpos de oclusion de CuniNPV tienen forma esférica y su didmetro es de
aproximadamente 400 nm. Se ha determinado que los genes que codifican la proteina
que forma los cuerpos de oclusion no son homoélogos a los que codifican la poliedrina o

la granulina.

1.2.3. Ciclo deinfeccién en la naturaleza y patogénesis de las infecciones por

baculovirus

En general, el ciclo de infeccion de los baculovirus en la naturaleza comienza
cuando los cuerpos de oclusion son ingeridos por las larvas al alimentarse, contintia con
la diseminacién de la enfermedad dentro del insecto y finaliza con la muerte del
huésped que libera nuevos cuerpos de oclusion al medio ambiente. Si bien en el
apartado anterior fue presentada una nueva clasificacion taxonomica de la familia
Baculoviridae, propuesta por Jehle y col. (2006), la descripcion del ciclo de infeccion de
los baculovirus sera realizada siguiendo la clasificacion taxonomica propuesta por el

sexto reporte del ICTV.
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a) Género Granulovirus: El ciclo de infeccion de los virus clasificados en este
género comienza cuando los cuerpos de oclusion son ingeridos por las larvas y disueltos
a nivel del intestino medio debido a la alcalinidad de los fluidos intestinales.
Posteriormente, los viriones ocluidos atraviesan la membrana peritréfica; este proceso
es facilitado por la accion de proteinas virales que producen la ruptura de esta
membrana (Deksen y Granados, 1988). Continuando el ciclo de infeccion, los viriones
se unen por fusion a la membrana citoplasmatica de las microvellosidades de las células
del intestino medio del insecto. Una vez producida la fusién, las nucleocapsides
penetran en el citoplasma de las células y se dirigen hacia el nucleo inyectando el DNA
viral a través de los poros nucleares (Summers, 1971). Si bien la replicacion comienza
en el nicleo, inmediatamente se rompe la membrana nuclear produciéndose una mezcla
del material nuclear y citoplasmatico. En ese momento, las células de la membrana
peritréfica comienzan a disociarse desapareciendo las uniones (desmosomas y
hemidesmosomas) que las mantenian unidas. Finalmente, las nuevas nucleocéapsides

brotan a través de la membrana plasmatica.

Dependiendo del lugar al que se circunscribe la infeccion, Federici (1993)
clasifico los Granulovirus (GV) en tres tipos. En los de tipo I (Trichoplusia ni GV), el
virus invade el intestino medio en forma transitoria limitdndose la infeccion al cuerpo
graso. A pesar de la infeccion, las larvas no cesan de ingerir alimento y, la muerte de las
mismas se produce recién entre los 8 y los 12 dias post-infeccion. Los insectos se tornan
de color blanquecino debido a la acumulacion de los cuerpos de oclusion en el tejido
infectado, sin que se produzca la ruptura del tegumento por no encontrarse afectada la
epidermis. Una vez muertas, las larvas adquieren una coloracion oscura debido a la
invasion de los caddveres por microorganismos saprofitos. Finalmente, los cadaveres
presentan un aspecto seco que culmina con la desintegracion de las larvas. En los
granulovirus de tipo II (Cydia pomonella GV, Epinotia aporema GV), la infeccion es
poliorganotropica. Los tejidos mas afectados por la infeccion incluyen el cuerpo graso,
la matriz traqueal y la epidermis. La velocidad de accion de estos virus es mas rapida
que la advertida en los GVs de tipo I, ya que las larvas mueren entre los dias 5 y 6
posteriores a la infeccion. En estas larvas se observa la licuefaccion de los tejidos y,
finalmente, la ruptura de la cuticula con posterior liberacion de los cuerpos de oclusion.

Por ultimo, en los granulovirus de tipo III (Harrisinia brillians GV), la infeccion es

11
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monoorganotropica, afectando solamente el intestino medio del insecto. La misma
produce diarrea en los insectos afectados y es tansmisible a través de las heces. La
muerte de las larvas se produce, en promedio, a los 7 dias post-infeccion infeccion

(Sciocco, 2001).

b) Género Nucleopolyhedrovirus: Las larvas son infectadas, principalmente,
cuando ingieren los cuerpos de oclusion presentes como contaminantes en el alimento.
A causa de la alta alcalinidad presente en el intestino del insecto, y con la participacion
de proteasas alcalinas, se produce la hidrodlisis de la poliedrina, principal proteina
constituyente de los cuerpos de oclusion (Adams y McClintock, 1991). Una vez
liberados, los viriones ocluidos deben atravesar la membrana peritrdofica del intestino.
Superada esta primera barrera, los viriones ocluidos se unen por fusion a la membrana
citoplasmatica de las microvellosidades de las células del intestino medio (Horton y
Burand, 1993). Luego de la fusion, las nucleocapsides penetran en el citoplasma de las
células y se dirigen hacia el nucleo (Chalton y Volkman, 1993), inyectando el DNA a
través de los poros nucleares (Granados y Williams, 1986). El nucleo se hipertrofia,
observandose la formacion de un estroma virogénico en la region central del ntcleo
(Granados y Willaims, 1986), y comienza la transcripcion de los primeros genes virales,
activandose las cascadas responsables, finalmente, de la replicacion del genoma viral y
su posterior encapsidacion. Las nuevas nucleocapsides pasan a través de la membrana
nuclear adquiriendo una envoltura de dicha membrana; se alinean con la membrana
plasmatica en la base de la célula para finalmente emerger traspasando esta membrana
como viriones brotados. De ahi que, éstos ultimos, presenten una envoltura de
composicion similar a la membrana plasmatica de la célula huésped, pero modificada
por la presencia de proteinas virales (GP64 en AcMNPV vy el resto de los virus de
poliedrosis nuclear del grupo I). Concluida la etapa de la infeccion primaria, comienza
la diseminacion de los viriones brotados hacia las células de otros tejidos, para
comenzar la etapa correspondiente a la infeccidbn secundaria (hemocitos, matriz
traqueal, epidermis, cuerpo graso, tejidos muscular, nervioso, reproductivo, glandular y
células pericardiales). Si bien no esta del todo esclarecido cudl es la principal via de
diseminacion de la infeccion, estda comprobado que los hemocitos y las células
traqueales cumplen un rol muy importante en este proceso (Engelhard y col., 1994). A
diferencia de la via de penetracion de los viriones ocluidos en las células del epitelio

intestinal, que se produce por fusiéon de membranas, los viriones brotados, producto de
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la infeccidon primaria, penetran a las células mediante un mecanismo de endocitosis
mediada por receptores, el mismo mecanismo por el que penetran los viriones brotados
cuando infectan células en cultivo. Durante el proceso de infeccion secundaria se
produce una abundante progenie de viriones ocluidos. Los mismos quedan confinados
en el nucleo celular, atrapados en una matriz de la proteina poliedrina, formando asi los
cuerpos de oclusion. Avanzada la infeccion, el insecto muere, en promedio a los 7 dias
post-infeccion, produciéndose finalmente la lisis del tegumento y la liberacion de los

cuerpos de oclusion, que dan origen a un nuevo ciclo de infeccion (Sciocco, 2001).

1.2.4. Ciclodereplicacion y requlacion de la expresion génica

La mayor parte del conocimiento existente acerca del ciclo de replicacion de los
baculovirus y la regulacion de la expresion génica ha sido obtenida por infeccion de
cultivos de células de insectos lepidopteros. El estudio de las infecciones por
baculovirus en cultivos de células de insectos comenzd a cobrar interés a partir de que
Trager lograra, en el afio 1935, la replicacion de Bombyx mori NPV en explantes de
tejidos de insectos (Trager, 1935). Sin embargo, no fue hasta 1970 que se hizo posible
la replicacion de un virus de poliedrosis nuclear multiple en cultivos de una linea celular
establecida, cuando Goodwin y col. (1970) lograron replicar el virus de la poliedrosis

nuclear de Spodoptera frugiperda (SfNPV) en una linea celular de la misma especie.

A diferencia de lo que ocurre en la infeccion natural, las células en cultivo deben
ser inoculados con viriones brotados para comenzar el ciclo de replicacion. Su ingreso
se lleva a cabo por endocitosis mediada por receptores (Charlton y Volkman, 1993;
Volkman y Goldsmith, 1985). Esta via de ingreso depende de la GP64 viral, que actia
como anti-receptor y responsable de la fusion mediada por pH (Blissard y Wens, 1992).
No se han identificado atn los receptores celulares para GP64 o sus analogos. Una vez
liberadas las nucleocapsides desde las vesiculas endociticas al citoplasma, son
transportadas hacia el nucleo en asociacion con filamentos de actina cuya
polimerizacion es inducida por la infeccion (Charlton y Volkman, 1993). Las
nucleocapsides interaccionan con los poros nucleares, ingresan al nucleo y se desnudan
(Granados y Williams, 1986), quedando el genoma viral en condiciones de expresarse y

replicarse.
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La expresion del genoma de los baculovirus esta regulada en forma de cascada,
pudiéndose distinguir tres fases sucesivas: temprana, tardia y muy tardia.

I - La expresion de los genes tempranos (ie-0, ie-1, ie2, iapl, iap2, dnapol, p43,
p47, lefl, |ef3, gp64, etc.) comienza después de la desagregacion de la nucleocapside y
del desnudamiento del genoma, cuando algunos genes del DNA viral son transcriptos
por la RNA polimerasa II de la célula huésped, dando origen a una serie de productos
entre los que se cuentan las enzimas responsables de la replicacion del genoma viral
(DNA polimerasa, DNA helicasa), proteinas regulatorias de la transcripcion de genes
tempranos y tardios, y polipéptidos estructurales, como la GP64. Esta fase se extiende,
para el virus prototipo AcMNPV, desde el momento de la infeccion hasta las 6 a 8
horas post-infeccion (Romanowski y Ghiringhelli, 2001).

II- La replicacion del DNA parece ser una condicion para el comienzo de la
expresion de los genes tardios de los baculovirus. Prueba de ello es que la inhibicion de
la replicacion del DNA por afidicolina (inhibidor de la enzima DNA polimerasa)
también bloquea la transcripcion de este grupo de genes. A diferencia de los genes de
expresion temprana, los genes de expresion tardia y muy tardia son transcriptos por una
RNA polimerasa codificada por el virus (Grula y col., 1981; Beniya y col., 1996).
Muchos de los genes transcriptos durante la etapa temprana continuan haciéndolo
durante la fase tardia, y ademds se activa la transcripcion de nuevos genes, cuyos
productos son de naturaleza estructural (vp39), enzimatica (ChiA, ubi) o regulatoria
(lef2, 1ef10, vif-1) Con la expresion de los genes tardios comienza la etapa de
ensamblaje de las nucleocapsides en el nucleo de las células infectadas, y
posteriormente la liberacion de viriones brotados. Esta etapa se extiende
aproximadamente hasta las 18 horas post-infeccion (Romanowski y Ghiringhelli, 2001),
y durante la misma se produce una acumulacion exponencial de virus brotado en el
medio de cultivo sobrenadante.

ITII- La fase muy tardia de la infeccidon se caracteriza por la interrupcion de la
transcripcion de muchos de los genes tardios, y por la expresion de los genes muy
tardios, tales como polh, p10 y gp4l, cuyos productos van a formar parte de la
estructura de los viriones ocluidos, que es la progenie viral producida mayoritariamente
durante esta etapa, y los cuerpos de oclusion. Para ello, la proteina poliedrina forma una
matriz cristalina alrededor de los viriones ocluidos que se encuentran a nivel nuclear.

Este proceso se completa con la envoltura de los cuerpos de oclusiéon compuesta por, al
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menos, una glicoproteina (PEP o PP34). La proteina P10 interviene en el proceso de
maduracion y liberacion de los cuerpos de oclusion. La delecion del gen p10 conduce al
agregado defectuoso de la envoltura de los cuerpos de oclusion, produccion de poliedros
fragiles, bloqueo de la desintegracion del nticleo y lisis celular deficiente (Rohrmann,

1992; Romanowski y Ghiringhelli, 2001).
Finalmente, a partir de las 72 horas post-infeccion, se inicia el proceso de lisis
celular y, en consecuencia, el vertido de los cuerpos de oclusion al medio de cultivo

(Granados, 1980; Jarvis y Garcia, 1994; Palomares y Ramirez, 1998).

1.2.5. Aplicaciones tecnol6gicas de los baculovirus

1.2.5.1. Expresion de proteinas recombinantes

La produccion de proteinas recombinantes con fines terapéuticos, diagndsticos o
para su utilizacidon en investigacion y desarrollo ha cobrado en las ultimas décadas un
gran interés. Tradicionalmente, estas proteinas eran obtenidas en sistemas de expresion
procariotas. Sin embargo, estos organismos no son capaces de efectuar modificaciones
post-traduccionales tales como la glicosilacion, la fosforilacion, la carboximetilacion,
etc. Estas modificaciones son esenciales, por ejemplo, cuando las proteinas son
empleadas con fines terapéuticos, ya que determinan las propiedades del producto
(inmunogenicidad, solubilidad, tiempo de vida media, actividad especifica, resistencia a
las proteasas). Distintos sistemas de expresion de proteinas han sido desarrollados en los
ultimos 20 afios en células eucariotas, de los cuales el sistema de expresion célula de
insecto-baculovirus (IC-BEVS) es uno de los méas empleados. Basicamente, en este
sistema las proteinas son producidas luego de que un cultivo de células de insectos es
infectado con un baculovirus recombinante en cuyo genoma se ha incorporado el gen de
la proteina a expresar. Entre las ventajas que presenta el sistema IC-BEVS se destacan:
la capacidad de las células de insectos de efectuar modificaciones post-transcripcionales
y post-traduccionales propias de las células eucariotas, la facilidad de la construccion de
los virus recombinantes, su inocuidad para mamiferos y la posibilidad de expresar
simultineamente dos o mdas proteinas. Las proteinas recombinantes producidas en el

sistema IC-BEVS pueden ser utilizadas para la manufactura de productos
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farmacéuticos, en ensayos diagndsticos, en la produccion de vacunas y en el estudio de
las interacciones entre proteinas (Palomares y Ramirez, 1998). Un ejemplo importante
de la aplicacion del sistema de expresion célula-baculovirus es la produccion de las
“particulas virales similares a virus” (VLPs) empleadas para la produccion de vacunas
contra el virus del papiloma humano (HPV). Estas VLPs estain compuestas por las
proteinas estructurales L1 del HPV-16 y del HPV-18. Sus beneficios clinicos han sido
demostrados en la prevencion de las infecciones de estos dos tipos de papilomas
relacionados con las lesiones y anormalidades citoldgicas del cuello uterino (Kost y
col., 2005). Por ultimo, la principal desventaja que presenta el sistema IC-BEVS es la
calidad del proceso de modificacion post-traduccional de las proteinas expresadas,
principalmente debido a las diferencias en los patrones de glicosilacion entre las células
de insectos y las de mamiferos. Estas diferencias han limitado la produccion industrial

de proteinas terapéuticas en este sistema de expresion (Palomares y col., 2005).

1.2.5.2. Vehiculos detransferencia génica

Una de las aplicaciones mas novedosas de los baculovirus es su utilizacion como
vehiculos de transferencia génica (Kost y col., 2005). Hofmann y col. (1995)
demostraron por primera vez que un baculovirus recombinante, obtenido a partir la
modificacién del genoma de AcMNPYV silvestre, era capaz de infectar eficientemente
hepatocitos humanos y de transportar los genes funcionales hasta los nticleos celulares.
Utilizando un promotor que es activo en células de mamiferos, estos investigadores
observaron ademas que los hepacitos infectados con el baculovirus recombinante

expresaban altos niveles de los genes insertados en su genoma.

Los baculovirus tienen ciertas caracteristicas que propician su utilizacién como
vectores en terapia génica. Entre ellas se destacan la facilidad de su construccion y
propagacion, la capacidad de introducir genes en células de mamiferos que no se hallan
en division y su estrecho rango de huésped. Sin embargo, los baculovirus presentan el
inconveniente de ser inactivados por el sistema complemento de la sangre. Para superar
este problema, los baculovirus recombinantes deberian ser inyectados directamente en

tejidos tales como el musculo esquelético y el cerebro.
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Entre las aplicaciones mas importantes de los baculovirus en terapia génica se
pueden destacar la produccion de VLPs transportadoras de DNA para inmunizacion, y
la construccion de vectores hibridos. Cheshenko y col. (2001) disefiaron un sistema de
produccion de un vector amplicon sin necesidad de recurrir al empleo de un virus
helper. En su reemplazo, utilizaron un hibrido baculovirus / adenovirus que les permitié
obtener altos titulos del vector amplicon, libre de la contaminacién acompafiante

ocasionada por el virus helper.

|.2.5.3. Bioinsecticidas

Existen antecedentes acerca de la utilizacion de los baculovirus como
bioinsecticidas que se remontan al afio 1892 (Benz, 1986); sin embargo, no fue hasta
mediados del siglo pasado que se demostrd formalmente su utilidad en el control de
plagas. En los treinta afos siguientes se llevaron a cabo diversos estudios a campo,
culminando en 1975 con el registro del primer baculovirus insecticida. Asi, el virus de
la poliedrosis nuclear de Helicoverpa zea fue registrado en la Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente de los Estados Unidos bajo el nombre de Elcar® (Benz, 1986). Mas de
40 baculovirus, entre los que se incluyen nucleopoliedrovirus y granulovirus, han sido
utilizados como bioinsecticidas en distintos paises del mundo sin producir efectos
adversos sobre organismos distintos a los de su blanco de acciéon. Como ejemplos se
pueden citar el uso de AgMNPV en Brasil para el control de la isoca de las
leguminosas, donde anualmente son tratadas cuatro millones de hectareas de cultivos de
soja; el CpGV empleado en varios paises para combatir los gusanos que atacan los
cultivos de manzana, peras y nueces; y el virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa
armigera, empleado anualmente en China sobre mas de cien mil hectareas para proteger

los cultivos de algoddn, tabaco y plantas de tomate (Palomares y col. 2005).

Los baculovirus presentan caracteristicas propicias para que sean considerados
buenos bioinsecticidas. En primer lugar, acthan exclusivamente sobre insectos. Los
miembros de la familia Baculoviridae solo infectan organismos del phylum Arthropoda,
mayoritariamente a los de clase Insecta. En segundo lugar, tienen un reducido espectro
de huésped, y no afectan a los insectos que son parasitoides y depredadores de las

plagas, o a otros insectos benéficos como las abejas. En tercer lugar, persisten en el
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medio ambiente. Esta propiedad permite prolongar el efecto de una aplicacion o bien
posibilita el establecimiento del baculovirus como un factor regulador de las
poblaciones del insecto huésped. Sin embargo, el uso de baculovirus como agentes de
control bioldgico de plagas presenta también algunas limitaciones y desventajas, a
saber:

a) Desde el punto de vista comercial, la elevada especificidad podria
constituir una desventaja, ya que el nicho de utilizacion para cada virus es muy estrecho
y, por lo tanto, el desarrollo de procesos de produccion a nivel industrial se reduce a
baculovirus utilizados para controlar especies de plagas de gran importancia econdomica.

b) La persistencia de los baculovirus en el medio ambiente es afectada
por la accion de la radiacion solar ultravioleta. Por esta causa, es fundamental una
apropiada formulacion cuando son utilizados como bioinsecticidas.

¢) Todos los baculovirus destinados al control de plagas son producidos,
hasta el presente, mediante procesos de multiplicacion in vivo, en insectos susceptibles.
Esto determina que los costos aumenten significativamente con la escala de produccion
a causa de la mano de obra intensiva que se requiere. Una manera de resolver éste
problema es a través de la produccion de los baculovirus en cultivos celulares. Sin
embargo, no se cuenta aun con procesos desarrollados que permitan obtener un
producto competitivo desde el punto de vista econdémico.

d) La limitacion que mas influyo en el empleo de los baculovirus como
bioinsecticidas es su lento modo de accion. Un insecto infectado puede tardar entre 5 y
15 dias en morir. Durante el proceso de infeccion, el insecto continua su alimentacion vy,
en consecuencia, dafiando el cultivo. Sin embargo, los avances en el conocimiento de la
biologia molecular de los baculovirus posibilité la obtencidon de virus recombinantes
que expresan entomotoxinas que le otorgan una mayor virulencia, comparados con los
virus silvestres (Ibarra y Del Rincén Castro, 2001). Entre los genes que, expresados en
baculovirus bajo el control de promotores apropiados, les confieren un incremento de su
virulencia se incluyen toxinas bacterianas y de otros artrépodos, como avispas,
escorpiones y garrapatas. Dependiendo del gen empleado, se han observado distintos
efectos sobre las larvas, incluyendo reduccion del volumen de la hemolinfa, pérdida del
apetito y paralisis. En los casos mas efectivos se observd una caida de la supervivencia
de la larva del orden del 40%, respecto a los insectos infectados con un baculovirus

silvestre (Palomares y col., 2005).
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e) Por ultimo, en los ultimos afios, el desarrollo de plantas transgénicas que
expresan resistencia o tolerancia a insectos ha significado un fuerte freno al interés, por
parte de las grandes compafiias vinculadas a la produccién de agroquimicos y
agrobiologicos, por los bioinsecticidas en general, y por los baculovirus en particular.
Sin embargo, en forma paulatina, sobre todo en los paises con mayores niveles de
desarrollo socioecondémico, se verifica un incremento en el numero de personas
interesadas en producir y consumir alimentos producidos mediante agricultura orgénica.
Estas nuevas expresiones sociales pueden significar una revitalizacion del interés por el

desarrollo de nuevos bioinsecticidas formulados sobre la base de baculovirus.

[.2.5.3.1. Produccioén de baculovirusinsecticidasin vivo

En la actualidad, todos los baculovirus empleados para el control de plagas son
producidos en larvas de insectos susceptibles (Palomares y col., 2005). La produccion
de baculovirus in vivo es factible, desde el punto de vista técnico y econdémico, si se
alcanzan altos rendimientos de cuerpos de oclusion a bajo costo. La cantidad y calidad
de los cuerpos de oclusion producidos en insectos infectados con baculovirus estan
sujetas a la ifluencia de una serie de factores, entre los que se incluyen el insecto
huésped, el indculo viral, las condiciones ambientales y el tipo de dieta.

1- El insecto huésped: en general, las colonias de insectos de los laboratorios se
generan a partir de individuos colectados en el campo, aunque hoy es posible mantener
colonias de lepidopteros en condiciones de cautividad. La produccion de cuerpos de
oclusion por mg de larva estd comprendida entre 9.2x10° y 4,3x10” en las infecciones
con virus de la poliedrosis nuclear de insectos lepidopteros. La maxima produccion de
poliedros ocurre en los tejidos mds ricos en nutrientes y metabolicamente activos
(cuerpo graso, epidermis, matriz traqueal) entre los 5 y 10 dias post-infeccion. Sin
embargo, es aconsejable colectar las larvas cuando presentan estado de flacidez (5-6
dias post-inoculacion), antes de que se produzca la licuefaccion de los tejidos. El
almacenamiento del material colectado se realiza a —20° C.

2- El indculo viral: cuando se trata de un nuevo aislamiento viral, lo mas
frecuente es que sea obtenido a partir de larvas muertas o enfermas recolectadas en el
campo. Luego de la purificacion de los cuerpos de oclusion, se debe proceder a su
caracterizacion morfoldgica, bioldgica, bioquimica y molecular. Entre los baculovirus

de una misma especie existen aislamientos que presentan diferente actividad bioldgica
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y, en consecuencia, distinta virulencia y rendimiento. A causa de ello, se debe
seleccionar aquel aislamiento que presenta una mayor actividad. Para obtener el
maximo rendimiento de poliedros por gramo o por larva, se emplea la dosis mas baja de
indculo viral que produce el 100% de mortalidad de las larvas. El in6culo puede ser
utilizado por incorporacion en la dieta artificial, por contaminacion artificial o por
aplicaciéon a trocitos de la dieta. En general, las dosis varian entre 1x10° y 5x10’
poliedros.ml” de dieta.

3- Las condiciones ambientales y el tipo de dieta: las larvas en los laboratorios
son mantenidas a temperaturas comprendidas entre los 20° C y los 26° C, y una
humedad relativa del 60% promedio. La composicion de la dieta para la alimentacion de
los insectos repercute en forma directa sobre el costo de produccion. Desde el punto de
vista de su composicion, las dietas pueden ser naturales o semi-sintéticas. Estas ultimas
contienen fuentes de proteinas (germen de trigo, caseina, hidrolizados de distintas
proteinas), de lipidos y esteroles (aceite de germen de trigo, colesterol), de hidratos de
carbono (azucar, harinas) y de vitaminas (extractos de levaduras, complementos
vitaminicos). Ademas, las dietas semi-sintéticas deben incluir un agente gelificante para

darle al alimento la consistencia adecuada.

[.2.5.3.2. Produccién de baculovirusinsecticidasin vitro

Es posible también producir baculovirus insecticidas mediante propagacion en
cultivos celulares. La produccion a gran escala de baculovirus en cultivos de células de
insectos presenta una serie de ventajas potenciales respecto a los métodos de produccion
in vivo, como el mejoramiento de la relacion beneficio-costo a medida que se
incrementa la escala de produccion, el desarrollo de procesos mejor controlados que la
propagacion en larvas, y la posibilidad de obtener virus libre de contaminaciéon con
otros microorganismos o con productos alergénicos tales como proteinas de insecto o
cuticulas (Weiss y Vaughn, 1986). Sin embargo, a pesar de estas ventajas potenciales,
no se ha podido establecer aiin ninglin proceso que reuna, al mismo tiempo, factibilidad
técnica y econdmica. A este respecto se debe considerar que un insecticida formulado
sobre la base de baculovirus debe ser necesariamente un producto de bajo costo, ya que
su ambito de competencia econdmica es el del conjunto de los insecticidas, incluidos los
de sintesis quimica de muy bajo costo. Este marco impone fuertes condicionamientos

sobre las caracteristicas de los procesos a desarrollar, que deben ser altamente
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productivos y de muy bajo costo (Murhammer, 1996; Rhodes, 1996) Las principales
condiciones que deben satisfacerse para establecer un proceso factible, técnica y
economicamente, de produccion de baculovirus insecticidas in vitro son:
a) Linea celular bien caracterizada, adaptable a condiciones de produccion
industrial.
b) Medio de cultivo de composicion simple y bajo costo, apto para sostener la
proliferacion celular y la produccion viral.
c) Cepa viral de elevada patogenicidad para el insecto blanco, y genéticamente
estable.
d) Conocimiento de las condiciones Optimas de cultivo e infeccion para alcanzar
elevados rendimientos del fenotipo viral insecticida.

e) Estrategia de produccion apta para su escalamiento a nivel industrial.

Quizas porque el mayor interés por el desarrollo de procesos de produccion de
baculovirus insecticidas en cultivos celulares ha estado radicado en la industria (Gong y
col., 1997), mas que en los ambientes académicos, existe muy poca informacion
pubicada acerca de estos procesos (Murhammer, 1996), aunque por otro lado se ha
generado gran cantidad de informacion acerca de los procesos de produccion de
proteinas recombinantes en el sistema baculovirus — células de insecto (Palomares y
col., 2005). Luego de los trabajos iniciales de Vaughn (1976) y Weiss y col. (1981a;
1981b; 1982), quienes produjeron poliedros de baculovirus en cultivos celulares en
botellas “roller”, y de Hink y Strauss (1980) y Hink y col. (1977), que lo hicieron en
cultivos en suspension agitada, la mayor parte de las publicaciones han quedado
limitadas a la produccion de unos pocos grupos trabajando en Australia (Chakraborty y
col., 1995; 1999; Chakraborty y Reid, 1999; Lua y col., 2002; Lua y Reid, 2000; 2003;
Pedrini y col., 2005; 2006), Europa (Fertig y col., 1993; Kloppinger y col., 1990; Kool
y col., 1991; 1993a; 1993b; van Lier y col., 1990; 1992; 1994; Marteijn y col., 2000;
Miltenburger, 1985; Miltenburger y col., 1984).y Sudamérica (Batista y col., 2005;
Claus y col., 1993; Claus y col., 1997; Rodas y col., 2005; Visnovsky y Claus, 1994;
Visnovsky y col., 2003). Del analisis de esta informacion se desprende que los
principales problemas a resolver para alcanzar la factibilidad técnica y econdmica son la
baja productividad celular, o la falta de conocimiento de las condiciones que permitan
optimizar esa productividad, la carencia de medios de cultivo de bajo costo y capaces de

sostener altos rendimientos virales, la falta de experiencia en el escalamiento de
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procesos en reactores robustos, y la falta de estabilidad de los genomas virales cuando

los baculovirus son sometidos a repetidos pasajes en cultivos celulares.

[.3. Los cultivos de células de insectos aplicados a la produccion de
baculovirusinsecticidas

.3.1. Lineas celulares establecidas

Los primeros cultivos in vitro de células de vertebrados fueron establecidos por
Harrison en el afio 1902. Su metodologia de trabajo impuls6 las investigaciones de
Goldschmidt y de Glaser, pioneros en el cultivo de tejidos y de células de insectos
(Benz, 1986). Estos investigadores empleaban en sus trabajos un medio de cultivo
constituido integramente por fluidos corporales de insectos, o por sus diluciones en
soluciones salinas suplementadas con glucosa y peptona. En 1956, Wyatt y col.
publicaron la composicion de los compuestos organicos de la hemolinfa de Bombyx
mori. A partir de estos datos, y los correspondientes a la composicion idnica de la
hemolinfa, Wyatt desarrolld un medio de cultivo sintético suplementado con 5% de
hemolinfa. En 1962, Grace establecio las primeras cuatro lineas celulares derivadas de
insectos lepidopteros, a partir de Antherae eucalypti, utilizando un medio de cultivo
similar al empleado por Wyatt. Posteriormente, se observd que estas células podian ser
mantenidas en un medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino en reemplazo
de la tradicional hemolinfa (Wilkie y col., 1980). Actualmente, existen cientos de lineas
celulares establecidas, la mayoria de ellas pertenecientes a los oOrdenes Diptera y
Lepidoptera. En el cuadro 1.2. se presentan algunas de las principales lineas celulares
establecidas derivadas de tejidos insectos lepiddpteros. El significativo incremento en el
numero de las lineas celulares de insectos durante las tltimas décadas esta directamente
relacionado con el disefio de nuevos medios de cultivos (Caballero y col., 2001; Lynn,

1996; Lynn y Ferkovich, 2004).
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Cuadro|.2.: Principales lineas celulares establecidas derivadas de
insectos lepidopteros.

I nsecto de procedencia Lineascelulares
Adoxoples arana FTRS-AoL1
Anticarsia gemmatalis UFL-AG-286
Bombyx mori Bm-21E-HNUS
Heliothis zea BCIRL-Hz-AM1; -AM2
Heliothis virescens IPLB-HVTI1
Manduca sexta MRL-CH1; -CH2
Soodoptera exigua UCR-SE-1
Soodoptera frugiperda IPLB-Sf21AE; Sf-9
Trichoplusia ni TN-368; BTI-TN5B1-4

.3.1.1. Lalinea celular UFL-AG-286

La linea celular UFL-AG-286 fue establecida en la Universidad de Florida en
febrero de 1986, por Sieburth y Maruniak, a partir de huevos embrionados de Anticarsia
gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Sieburth y Maruniak, 1988a). El cultivo
primario se estableci6 utilizando TC-100, suplementado con 10% de suero fetal bovino
y 50 mg.1" de gentamicina, como medio de cultivo. Ademas, se incorporé una solucién
0,1M de cisteina para prevenir la melanizacion de las células. La suspension celular fue
colocada en una botella de cultivo de 25 cm?®. Al cabo de siete dias, cuando el cultivo
alcanz6 la confluencia, se realiz6 el primer subcultivo. Luego, en el término de un afio

se llevaron a cabo un total de treinta pasajes celulares.

Luego del establecimiento de la linea celular UFL-AG-286, Sieburth y Maruniak
procedieron a la caracterizacion de la misma. Asi se determind que un cultivo estatico
tenia que tener un indculo celular inicial minimo de 2x10° células viables.ml™, que la
temperatura Optima de proliferacion celular era 27° C y que el tiempo de duplicacion

estaba comprendido entre 142 horas y 161 horas, dependiendo del indculo celular inicial
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(3x10° células viables.ml” y 2x10° células viables.ml’, respectivamente). Si se
comparan estos resultados con los informados para otras lineas celulares de insectos
caracterizadas hasta ese momento, se puede observar que son similares a los hallados
para una linea celular de Blatella germanica (120 horas), pero mayores a los reportados
para la linea celular IPLB-Sf-21 (26 y 30 horas) (Sieburth y Maruniak, 1988a).

Los primeros estudios de susceptibilidad y permisividad a la infeccion viral
pusieron en evidencia que la linea celular UFL-AG-286 producia altos titulos de virus
brotado cuando era infectada con AgMNPV o con AcMNPV (Sieburth y Maruniak.,
1988b); sin embargo, por otro lado, era semipermisiva a la infeccion con SEIMNPV
(Hink y Hall, 1989). Posteriormente, en el afio 2003, Lynn realizé6 un nuevo estudio
comparativo sobre la susceptibilidad y la permisividad de la linea celular UFL-AG-286
a la infeccidon con distintos baculovirus. Los titulos mas elevados de viriones brotados
se obtuvieron en los cultivos infectados con AgMNPV, aunque se obtuvo también
replicacion de AcMNPV vy del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anagrapha
falcifera (AfMNPV) (Lynn, 2003).

1.3.2. Medios de cultivo para lineas de cédlulas de insecto

[.3.2.1. Una brevereseiia histérica

Como se menciond en parrafos anteriores, Goldschmidt en 1915 y Glaser en
1917 fueron quienes por primera vez demostraron que era posible el cultivo in vitro de
células de insectos. El medio de cultivo que utilizaban estos investigadores estaba
constituido integramente por fluidos corporales de insectos, o por sus diluciones en
soluciones salinas suplementadas con glucosa y con peptona. En 1928, Frew declar6
que el mayor obstaculo en el desarrollo de cultivos de tejidos de invertebrados residia
principalmente en el desconocimiento de la composicion de la hemolinfa. Hasta ese
momento, el mantenimiento de los cultivos de células dependia exclusivamente de los

fluidos corporales de insectos (Benz, 1986).
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El primer disefio de un medio de cultivo sintético para células de insectos se
remonta al afio 1956, cuando Wyatt y col. formularon un medio de cultivo sintético a
partir del conocimiento de la composicion de la hemolinfa de Bombyx mori. Este medio
de cultivo contenia altas concentraciones de aminoacidos, acidos organicos, sales
inorganicas y azucares, y era suplementado con hemolinfa sometida a calentamiento

para inactivar la enzima polifenol oxidasa. (Wyatt, 1961).

Al medio de cultivo formulado por Wyatt, Grace le adicioné vitaminas del
complejo B. Este nuevo medio de cultivo, suplementado también con hemolinfa
calentada, le posibilitdé a Grace establecer la primera linea celular de invertebrados
derivada de tejidos de ovariolas de Antherea eucalypti (Grace, 1962). La principal
modificacion del medio de cultivo original formulado por Grace fue realizada por Hink
en 1970. Este investigador reemplazé la hemolinfa por una combinacién de
lactoalbumina, extracto de levadura y suero fetal bovino como suplementos del medio,
denominado TNM-FH. No obstante, se debe destacar que ya en afos anteriores
Mitsuhashi y Maramorosch habian observado que la suplementacion de los medios de
cultivos basales con hidrolizados proteicos ejercian efectos positivos sobre el
mantenimiento y la proliferacion de las lineas celulares de insectos (Mitsuhashi y
Maramorosch, 1964). Una nueva modificacion del medio de cultivo Grace dio origen al
medio de cultivo TC-100, denominado en sus comienzos como BML-TC/10 (Gardiner
y Stockdale, 1975). El mismo fue disenado y optimizado para la produccion de
AcMNPV en cultivos celulares derivados de Spodoptera frugiperda. Respecto al medio
de cultivo Grace, en el medio de cultivo TC-100 se eliminaron los &cidos orgéanicos y la
glucosa fue utilizada como tUnica fuente de carbono. Como suplemento se adiciono,
ademas del suero, una solucion de caldo triptosa. Posteriormente, en 1981, Weiss disefio
un medio de cultivo para células de insectos mas complejo que el medio de cultivo TC-
100, denominado IPL-41 (Weiss y col., 1981). Basicamente, este medio de cultivo
difiere del medio Grace original en cuanto a su mayor concentraciéon de aminoacidos y

vitaminas (Schlaeger, 1996a).

La suplementaciéon de los medios de cultivo basicos con hemolinfa, y luego en
forma generalizada con suero fetal bovino, es una importante limitacion para el aumento
de escala de los procesos de produccion que hacen uso de los cultivos de células de

insectos. Para superar los inconvenientes que acarrea el empleo de suero, que seran
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explicados en detalle en el apartado 1.3.2.3., Roder (1982) utiliz6 como suplemento una
emulsion de yema de huevo. Posteriormente, en 1989, Inlow y col. (1989) disenaron, a
partir del medio de cultivo IPL-41 un nuevo medio de cultivo libre de suero,
denominado ISFM, suplementado con ultrafiltrado de extracto de levadura y una
compleja mezcla lipidica. Esta Gltima estaba compuesta principalmente por aceite de
higado de bacalao y por Tween 80 como fuentes de acidos grasos, colesterol como
fuente de esteroles, y acetato de a-tocoferol como antioxidante. El uso de ésta
formulacion libre de suero se generaliz6 durante los ultimos veinte afios, y en la
actualidad se dispone de varios medios de origen comercial, como el ExCell-401 y el
S£-9001I, cuya composicion deriva de esa formulacion, pero el precio de estos medios es
aun tan elevado que su uso es incompatible con la produccion de baculovirus con fines

insecticidas.

1.3.2.2. Medios de cultivo basicos para células deinsectos

Para que sean posibles el mantenimiento y la proliferacion celular, y la
replicacion viral, los medios de cultivo para células de insectos deben contener una
mezcla balanceada de distintos componentes que se adecuen a los requerimientos
nutricionales de la linea celular, antes y después de su infeccion. Se resumen a
continuacion los compuestos que generalmente estan presentes en un medio de cultivo
basico para células de insectos, asi como también la informacién disponible sobre sus
consumos, funciones y vias de aprovechamiento y metabolizacion.

a) Hidratos de carbono: Estos nutrientes constituyen la principal fuente de
energia para las células animales en cultivo. En general, los medios para células de
insectos contienen mezclas de hidratos de carbono. Asi, por ejemplo, mientras el medio
de cultivo TNM-FH contiene glucosa, fructosa y sacarosa, el medio IPL-41 contiene
maltosa en lugar de fructosa. La esencialidad de un determinado hidrato de carbono
depende de los requerimientos nutricionales de cada linea celular. En el ano 1993,
Ferrance y col. (1993) observaron que la linea celular Sf-9 era capaz de proliferar en un
medio de cultivo similar al medio de cultivo IPL-41, pero conteniendo solamente
glucosa, fructosa o maltosa; en cambio, no se observo proliferacion celular cuando el
medio de cultivo contenia solamente sacarosa. Sin embargo, este disacarido continta

incluyéndose en la formulacion del IPL-41 con el fin de regular la osmolaridad del
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medio de cultivo. Con respecto a la velocidad de consumo, Bédard y Kamen (1993)
determinaron que la glucosa era el hidrato de carbono mas rapidamente consumido por
los cultivos de la linea celular Sf-9 en los medios TNM-FH, suplementado con suero, y
St-900I1, libre de suero. Similares observaciones se registraron para los cultivos de las
lineas celulares BmN4 y M-BmN derivadas de Bombyx mori. Ambas lineas celulares
metabolizan, en primer lugar, la glucosa registrindose en forma paralela la
acumulacion del lactato. Finalmente, cuando los niveles de glucosa son bajos las células
comienzan, por un lado, a consumir lactato, y por otro, a metabolizar distintos
aminodcidos, principalmente glutamina. Esto ultimo trae como consecuencia un
aumento en el pH del cultivo celular debido a la acumulaciéon de amonio en el medio de
cultivo (Wang y col.,, 1999). En referencia a los cambios que la infeccion por
baculovirus produce sobre la demanda de glucosa, la informacidon disponible es
contradictoria. Mientras algunos investigadores encontraron que la demanda de glucosa
no se modifica o inclusive disminuye, otros observaron un incremento en su consumo
especifico respecto a los cultivos sin infectar (Wong y col., 1994; Kamen y col. 1996;
Radford y col., 1997; Rodas y col., 2005).

b) Aminoécidos: por supuesto, todos ellos forman parte de la estructura primaria
de las proteinas celulares. En segundo lugar, algunos aminoacidos, como la glutamina,
son utilizados como fuentes de energia. Por ultimo, existen antecedentes que relacionan
la prolongacion de la viabilidad celular, durante la fase estacionaria de un cultivo, con la
presencia de tirosina y metionina en el medio de cultivo (Mendonga y col. 1999; Claus
y Sciocco, 2001). Segun estudios llevados a cabo por Mitsuhashi, 15 aminoacidos son
esenciales para el cultivo de células de insectos: arginina, cistina, glutamina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano,
tirosina y valina (Mitsuhashi, 1989). Sin embargo, en trabajos posteriores se ha
demostrado que la glutamina no es esencial para el cultivo de las lineas celulares Sf-9 y
Sf-21, siempre y cuando se suplemente el medio de cultivo con glutamato y amonio
(Ohman y col., 1996). Respecto a las velocidades de consumo, en la mayoria de los
cultivos de células de insectos los aminoacidos mas rapidamente consumidos son
glutamina, serina, glutamato, aspartato y asparagina (Bédard y Kamen, 1993; Palomares
y Ramirez, 1998). En relacion a este ultimo aminoacido, Donaldson y Shuler (1998)
demostraron que el comienzo de la fase de crecimiento estacionaria de los cultivos de la
linea celular Tn-5 en el medio Ex — Cell 405 coincidia con la deplecion en la

concentracion de asparagina. Por ultimo, es escasa y contradictoria la informacién con
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la que se cuenta acerca de como modifica la infeccion con baculovirus el consumo de
los aminoacidos presentes en un medio de cultivo (Claus y Sciocco, 2001).

c¢) Vitaminas: Estos compuestos son esenciales para la proliferacion celular y el
mantenimiento de la viabilidad celular. Si bien se cuenta con escasa informacidn acerca
de como ejercen las vitaminas su efecto sobre las células en cultivo, se ha descripto que
algunas de ellos, entre las que se incluyen la colina, la biotina y el inositol, actian como
factores promotores del crecimiento de distintas lineas celulares de insectos
(Mitsuhashi, 1989). Otras vitaminas que se han utilizado para suplementar medios de
cultivo son acido folico, biotina, acido pantoteico, piridoxina, riboflavina y tiamina
(Liss, 1983).

d) Acidos organicos: Algunos medios de cultivo, como Grace e IPL-41,
contienen acidos orgéanicos en su formulacion, tales como el dcido succinico, el acido
malico, el acido fumarico y el 4cido a-cetoglutarico. Estos 4cidos orgénicos, a
excepcion del acido succinico, son rdpidamente consumidos en los cultivos de la linea
celular Sf-9 en el medio TNM-FH (Bédard y Kamen, 1993). La esencialidad de los
acidos organicos depende fundamentalmente de la linea celular, ya que se ha observado
proliferacion celular en cultivos carentes de estos compuestos. (Claus y Sciocco, 2001).

e) Sales inorganicas: Entre las funciones que cumplen estos compuestos se
destacan la regulacion de la presion osmoética y del pH, el mantenimiento de los
potenciales de membrana y la accion positiva sobre la adhesion de las células al soporte
cuando se cultivan en monocapa. Asi, el potasio y el sodio regulan la presién osmotica,
el calcio y el magnesio intervienen como co-factores en las reacciones enzimaticas y en
la adhesion de las células al soporte, y el bicarbonato actia como buffer. Existen,
ademas, medios de cultivo suplementados con trazas de iones metalicos (hierro, cobre,
manganeso, cobalto, zinc y molibdeno). Si bien se tiene conocimiento que estos iones
actlian como co-factores enzimaticos en distintas reacciones bioquimicas, sus funciones

especificas no estan dilucidadas (Liss, 1983; Mitsuhashi, 1989).
1.3.2.3. El suero fetal bovino como suplemento en medios de cultivo para

célulasdeinsecto

El suero fetal bovino (SFB) es una mezcla extremadamente compleja formada
por componentes de alto y bajo peso molecular. Este suplemento le aporta al medio de

cultivo hormonas, factores de adhesion, proteinas transportadoras, lipidos y minerales,
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que por lo general no se encuentran en la formulacion de un medio de cultivo basico
(Barnes y Sato, 1980; Claus y Sciocco, 2001; Van der Valk y col., 2003). Su
composicion le confiere al suero la posibilidad de actuar como un suplemento que
ejerce un efecto positivo sobre la proliferacion celular, la replicacion viral y la
produccion de proteinas recombinantes. Otras propiedades que se le han atribuido al
suero son las de aportar al cultivo celular componentes buffers y detoxificantes,
necesarios para mantener el pH e inhibir la accién de proteasas, respectivamente (Van
der Valk y col., 2003). Hild y col. (1992) demostraron, a través de sus trabajos con la
linea celular Sf-9, que el SFB se comporta como un limitante estequiométrico y cinético
del crecimiento de los cultivos, resultados que ponen en evidencia que el suero posee
propiedades nutricionales y promotoras de la proliferacion celular, respectivamente. Se
ha ensayado también la capacidad de otros sueros (humano, de caballo, de conejo y de
pollo) como suplementos de los medios de cultivo para células de insectos, pero
ninguno de ellos present6 ventajas frente al uso del suero de origen bovino (Mitsuhashi,

1989).

Por tultimo, si bien la suplementacién con suero presenta innegables ventajas, su
utilizacion trae aparejada una serie de inconvenientes, entre los que se destacan: el
riesgo de contaminacién con hongos, bacterias, virus y priones, el elevado costo, la
variabilidad de lote a lote, la composicion indefinida y la complejidad de los procesos
de purificacion de los productos de sintesis debida a la elevada concentracion de

proteinas que contiene el suero (Wu 'y col., 1988; Cruz y col., 1997).

|.3.2.4. Medios de cultivo libres de suero fetal bovino

A causa de los inconvenientes que ocasiona el empleo del SFB como
suplemento de un medio de cultivo, desde hace varios afios se ha comenzado a trabajar
en el disefio de medios de cultivo libres de este suplemento.

En general, un medio de cultivo libre de suero estd constituido por un medio
basico, enriquecido con una mezcla de hidrolizados proteicos, extractos naturales, y una
emulsion de lipidos y esteroles.

I) Hidrolizados proteicos y extractos naturales: Estos compuestos son obtenidos

a partir de la digestion acida o enzimadtica de distintos sustratos. En el primero de los
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casos se obtienen aminodcidos libres, mientras que en la digestion enzimatica el
producto resultante es una mezcla de di-péptidos, tri-péptidos y péptidos de mayor
tamafio. Los sustratos mas utilizados para la generacion de hidrolizados incluyen
proteinas de la leche, proteinas de soja y proteinas de carne (Donaldson y Shuler, 1998;
Franek y col., 2000). A continuacion se detallan los hidrolizados proteicos y los
extractos naturales mas empleados como suplementos de medios de cultivos para
células de insectos:

a) Hidrolizado de lactoalbumina: se describio que este hidrolizado ejerce
un efecto positivo sobre la proliferacion de algunas lineas celulares (Mitsuhashi, 1989).
Su acciéon no se deberia unicamente al aporte de aminodcidos ya que, cuando el
hidrolizado de lactoalbumina fue reemplazado por una mezcla de aminodcidos de
composicion quimica similar, el efecto desapareci6. Este fendémeno estaria indicando
que el hidrolizado de lactoalbumina aporta, ademas de los aminoécidos, factores de
crecimiento atin no identificados.

b) Ultrafiltrado de suero de leche: utilizado como suplemento del medio
de cultivo Grace, no solo posibilitd la disminucion de la concentracion de suero, sino
que también ejercid un efecto positivo sobre la proliferacion de la linea celular Sf-9 y la
replicacion de AgMNPV (Batista y col., 2005).

¢) Primatone RL: es un producto de la digestion enzimatica de carne,
empleado desde hace afios para reducir o reemplazar al suero (Mizrahi, 1977; Zoom y
col., 1979; Velez y col., 1986). Mediante su utilizacion se logré alcanzar altas
densidades celulares y prolongar la viabilidad celular en cultivos en suspension de
distintas lineas celulares de mamiferos (Schumpp y Schlaeger, 1990; Schlaeger y
Schumpp, 1992). Considerando estos antecedentes, Schlaeger desarrollé un medio de
cultivo libre de suero enriquecido con una mezcla de Primatone RL, hidrolizado de
lactoalbumina y extracto de levadura que permitié la proliferacion de la linea celular Sf-
9 (Schlaeger, 1996b). Posteriormente, Ikonomou y col. (2001) desarrollaron un medio
de cultivo libre de suero, al que denominaron YPR, que entre los suplementos contiene
Primatone RL. Este medio de cultivo soportd la proliferacion y la prolongacion de la
fase estacionaria de cultivos de las lineas celulares Sf-9 y BTI-Tn5B1-4. Ahora bien, el
Primatone RL, como el hidrolizado de lactoalbimina y el suero lacteo, tiene la
desventaja de ser de origen animal; ello puede traer aparejado una serie de
incovenientes, entre los que se destacan la potencial contaminacion con micoplasmas y

priones.
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d) Hidrolizado de soja: Donaldson y Shuler utilizaron este hidrolizado, junto con
ultrafiltrado de extracto de levadura y una emulsion lipidica, para suplementar el medio
de cultivo IPL-41. El medio de cultivo completo, denominado ISYL, permitio la
proliferacion de la linea celular BTI-Tn5B1-4 y la produccion de la proteina fosfatasa

alcalina humana recombinante (Donaldson y Shuler, 1998).

IT) Extracto de levadura (“yeastolate”): es uno de los suplementos mas utilizados
como integrante de mezclas sustitutas del suero. El extracto es el producto de una
digestion autolitica de levaduras, que provee aminoacidos, vitaminas, nucledtidos y
otros nutrientes esenciales. Lee y Park (1994) informaron que la adicion de extracto de
levadura al medio de cultivo Grace, suplementado con 5% de SFB, incrementaba cuatro
veces la densidad celular méaxima de cultivos estdticos de la linea celular Sf-9.
Posteriormente, Wu y Lee (1998) observaron que la densidad celular maxima alcanzada
por cultivos de la linea celular Sf-9 en el medio IPL-41 suplementado con 4 g.I"' de
yeastolate, fue similar a la alcanzada en el mismo medio suplementado con 2% de SFB.
Si bien se sabe que los principales constituyentes del extracto de levadura son las
vitaminas del complejo B y las bases puricas y pirimidinicas, no serian estos
componentes los que ejercen, exclusivamente, el efecto positivo sobre la proliferacion
celular. Recientemente, Shen y col. (2007) atribuyeron el efecto positivo del extracto de
levadura a oligopéptidos de alto peso molecular. Estos investigadores observaron un
efecto positivo sobre la proliferacion de la linea celular Sf-9 en el medio IPL-41
suplementado con una fracciébn de extracto de levadura de alto contenido de

oligopéptidos.

El ultrafiltrado de extracto de levadura es un producto derivado del extracto de
levadura, obtenido a partir de su filtracién a través de una membrana con un corte
nominal de 10000 dalton. Como consecuencia de este proceso, los componentes de
mayor peso molecular (proteinas y factores de crecimiento) son excluidos; sin embargo,
pequenos péptidos podrian actuar como factores de crecimiento. Ikonomou y col.
demostraron el efecto positivo de la adicion de ultrafiltrado de extracto de levadura
sobre cultivos de las lineas celulares BTI-Tn5B1-4 y Sf-9 en el medio YPR (Ikonomou

y col., 2001).
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IIT) Lipidos: El suministro de lipidos y esteroles, de naturaleza hidrofobica, en
medios de cultivo de base acuosa, ha sido un problema de importancia para el desarrollo
de tecnologia en cultivos de células animales. En medios suplementados con suero, éste
actiia como fuente natural de estos compuestos a través de la actividad de sus proteinas
transportadoras de lipidos y esteroles. Sin embargo, cuando se utilizan medios libres de
suero se debe recurrir a la preparacion de microemulsiones conteniendo acidos grasos,
esteroles, vitaminas liposolubles y fosfolipidos, en condiciones tales que aseguren su

disponibilidad para las células en cultivo.

En el afio 1982, Roder empled como fuente de lipidos una emulsion de yema de
huevo. Este suplemento, adicionado al medio de cultivo TC-100, permitio la
proliferacion de la linea celular Sf-21 y la replicacion de AcMNPV (Roeder, 1982).
Posteriormente, Maiorella y col. (1988) disefiaron una microemulsion constituida por
ésteres metilicos de acidos grasos de aceite de higado de bacalao, Tween-80, colesterol
y acetato de tocoferol; todos estos componentes fueron disueltos en etanol vy,
posteriormente, emulsionados en Pluronic F-68. La suplementacion del medio de
cultivo IPL-41 con esta microemulsion lipidica permitidé obtener elevados niveles de
produccion del factor estimulante de macrofagos (MCS-F) expresado en cultivos de la
linea celular Sf-9. Claus y col. lograron reducir la concentracion de SFB de un 10% a un
1%, empleando como suplemento del medio de cultivo TC-100, una emulsion de lipidos
extraidos de yema de huevo al 2%. En estos cultivos celulares también fue posible la
replicacion de AgMNPV. La produccion de viriones no ocluidos fue similar a la hallada
en cultivos suplementados con suero. Sin embargo, en el cultivo reducido en suero, la
cantidad de poliedros producidos fue significativamente menor respecto a la hallada en
el cultivo suplementado con 10% de SFB (Claus y col., 1993). Vaughn y Fan. (1997)
determinaron que cultivos de la linea celular Sf-21, suplementados con una
microemulsion lipidica de origen comercial, producian cantidades similares de ambas
progenies de AcMNPV, respecto a las halladas cuando el medio de cultivo IPL-41
estaba suplementado con suero. Estos investigadores observaron ademds, que la
actividad biologica de los poliedros que se obtuvieron en los cultivos libres de suero fue
tres veces menor a la determinada para poliedros producidos en larvas de Trichoplusia

ni.
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Los inconvenientes mas importantes que se han observado como consecuencia
de la eliminacién del suero como suplemento son:

a) El incremento de la fragilidad celular. Este fenomeno podria atribuirse al
descenso en la densidad del medio de cultivo y, en consecuencia, al aumento del estrés
mecanico sufrido por las células en cultivos en suspension. Para superar este problema,
a los medios de cultivo se les adiciona agentes tensioactivos como el polialcohol
Pluronic F-68.

b) El aumento de la sensibilidad celular a las bajas temperaturas.

¢) La disminucion de la proliferacion celular, la replicacion viral y la produccion
de proteinas recombinantes. Estos fendmenos se relacionan directamente con la
reduccion de los factores que ejercen un efecto positivo sobre los procesos antes
mencionados, y con la eliminacién o falta de disponibilidad de componentes esenciales

para el mantenimiento y la proliferacion celulares.

|.3.3. Factor es que condicionan la produccion de baculovirus en cultivos de células

deinsectos

[.3.3.1. Procesos “ batch”

La proliferacion celular, la produccion viral y la sintesis de proteinas
recombinantes en cultivos de células de insectos son condicionadas por un conjunto de
variables. Entre ellas se destacan la composicion del medio de cultivo, la edad y la
condicion metabolica de la poblacion celular al momento de su infeccion, la
multiplicidad de infeccién y la calidad del in6culo viral. A continuacion se resumen las
influencias de estas variables sobre la evolucion de cultivos de células de insectos no

infectados e infectados con baculovirus.

1.3.3.1.1. Concentracion de nutrientes (glucosa, glutamina, otros

aminoacidos)

a) Concentracion de glucosa: el agotamiento de este nutriente en cultivos de

células de insectos ha sido relacionado, por un lado, con la finalizacion de la fase de
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crecimiento exponencial en cultivos “batch”; por otro lado, con la caida de la viabilidad
celular. Estas observaciones hicieron suponer que la glucosa en un medio de cultivo
actlia como un nutriente limitante de la proliferacion celular (Kamen y col., 1991; Hild
y col. 1992; Bédard y Kamen, 1993; Drews y col., 1995). Al parecer, este hidrato de
carbono también actuaria como un limitante de la produccion de proteinas
recombinantes (Yamaji y col. 1999). Posiblemente este hecho se deba a la caida de la
viabilidad celular observada en los cultivos luego del agotamiento de glucosa.

b) Concentracién de glutamina: Ohman y col. (1996) investigaron la
esencialidad de la glutamina para distintas lineas celulares. Asi, observaron que la linea
celular Sf-9 era capaz de proliferar y de producir la proteina recombinante [-
galactosidasa en ausencia de glutamina, siempre y cuando al medio de cultivo se le
agregara amonio bajo la forma, por ejemplo, de cloruro de amonio. También fue posible
la proliferacion celular de las lineas Sf-21 y MB 503 (Mamestra brassicae), bajo las
condiciones antes descriptas. En contrapartida, la linea celular BTI-Tn5B1-4 no fue
capaz de proliferar en un medio de cultivo libre de glutamina.

c) Concentracion de otros aminodcidos: ademds de la glutamina, otros
aminoacidos son utilizados como fuente de energia y empleados para la sintesis de
proteinas. Ferrance y col. observaron que cultivos de la linea celular Sf-9 en el medio
IPL-41 libre de suero entraban en fase de crecimiento estacionaria cuando la
concentracion de aminoacidos era muy baja (Ferrance y col.,, 1993). El mismo
fenomeno fue reportado por Rhiel y col. cuando la asparagina se agotd en cultivos de la
linea celular Tn-5 en el medio Sf-900II (Rhiel y col. 1997). Por tltimo, Mendonga y col.
advirtieron que la presencia de tirosina y metionina contribuian eran determinantes del
mantenimiento de la viabilidad en cultivos de la linea celular Sf-9 (Mendonga y col.,
1999). Respecto a la produccion de proteinas recombinantes, Radford y col. observaron
que la caida en la produccion de B-galactosidasa coincidia con el agotamiento de la
cisteina en el medio de cultivo. Estos resultados se obtuvieron al infectar cultivos de la
linea celular Sf-9 con un AcMNPV recombinante, tanto en el medio IPL-41

suplementado con suero como en Sf-900 II (Radford y col., 1997).
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1.3.3.1.2. Concentracion de catabolitos (amonio, lactato)

a) Concentracion de amonio: La acumulacion de amonio en un cultivo de células
animales es una de las principales causas de inhibicion de la proliferacion celular. El
elevado nivel de amonio produce cambios de pH a nivel intracelular, afectando la
actividad de numerosas enzimas y provocando, finalmente, la caida de la viabilidad
celular (Ozturk y col., 1992; Ryll y col., 1994). También se ha observado que niveles de
amonio superiores a 40 mM afectan la produccion de proteinas recombinantes debido a
problemas que, al parecer, se generan a nivel de la glicosilacion. Estas observaciones
fueron registradas por Donaldson y col. (1999) cuando trabajaron en la produccion de
fosfatasa alcalina humana recombinante a través de la infeccion de la linea celular
Tn5B1-4 con un baculovirus modificado genéticamente.

b) Concentracion de lactato: El lactato es un metabolito tdxico capaz de inhibir
la proliferacion de las células en cultivo y disminuir la viabilidad celular (Stavroulakis y
col., 1991; Rhiel y col., 1997). Sus efectos negativos se basan en la acidificacion del
medio de cultivo y en el aumento de la osmolaridad (Ozturk y col.,, 1992). La
acumulacion o la ausencia del lactato en un cultivo parecen depender del metabolismo
de la linea celular. Por ejemplo, algunos investigadores observaron que el lactato se
acumulo en cultivos de la linea celular Tn-5, en tanto que no se registré acumulacion de
este metabolito en los cultivos de la linea celular Sf-9 (Rhiel y col., 1997; Benslimane y
col., 2005). También se le ha atribuido al lactato la propiedad de ejercer un efecto
negativo sobre la produccion viral cuando se encuentra en elevadas concentraciones.
Wu y col. (1993) observaron una importante caida en la producciéon de AcMNPV, en
cultivos de la linea celular Sf-9 en el medio TNM-FH suplementado con suero, cuando

la concentracion acumulada de lactato en el cultivo alcanzé valores superiores a 40 mM.

1.3.3.1.3. Densidad celular al momento dela infeccion

La capacidad de obtener cultivos de elevadas densidades celulares ha sido
considerada, con frecuencia, un requisito para el desarrollo de procesos
econdmicamente factibles para la produccion de baculovirus insecticidas en cultivos
celulares. Sin embargo, existen distintos antecedentes que refieren acerca de que las

productividades descienden en los cultivos son infectados a alta densidad celular,
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cuando alcanzaron las fases de crecimiento exponencial tardia o estacionaria. Este
fendmeno fue observado, entre otros, por Stockdale y Gardiner al infectar con
AcMNPV cultivos de la linea celular IPLB-Sf-21 (Stockdale y Gardiner, 1977); por
Reuveny y col. (1993), y también por Lee y Park (1995), al emplear la linea celular Sf-9
para la produccion de la enzima [-galactosidasa a través de la infeccion con un
AcMNPV recombinante; por Visnovsky y Claus (1994) al trabajar con la linea celular
IPLB-Sf-21 infectada con AgMNPV; y por Taticek y col. (2001) al infectar las lineas
celulares IPLB-Sf-21 y Tn 5B-1-4 con un virus recombinante de AcMNPV. El
descenso de la produccion de virus o proteinas recombinantes en cultivos celulares
“batch” de alta densidad podria deberse a distintas causas, entre ellas la disminucion de
la concentracion de los nutrientes esenciales, la acumulacion de metabolitos toxicos o el
aporte insuficiente de oxigeno (Lee y Park, 1995; Yamaji y col. 1999). Con el objeto de
superar estos inconvenientes, distintos grupos de investigacion plantearon diversas
estrategias de trabajo. Por ejemplo, Lee y Park observaron que la produccion de la
enzima [-galactosidasa aumentaba cuando se adicionaba glutamina al medio de cultivo.
Este resultado fue obtenido al trabajar con la linea celular Sf-9 en el medio de cultivo
Grace suplementado con suero e infectado en la fase tardia de crecimiento (Lee y Park,
1995). Otros investigadores informaron que el descenso en la produccion de proteinas
recombinantes en cultivos infectados de células Sf-9 fue revertido al reemplazar parte
del medio de cultivo envejecido por medio de cultivo fresco al tiempo de infeccion
(Bédard y col., 1994; Radford y col. 1997). Estos ejemplos ilustran acerca de la
importancia de la calidad del medio en el cual se encuentran en cultivo las células, en el
momento en que son infectadas, y multiplican un baculovirus o producen una proteina

recombinante.

[.3.3.1.4. Multiplicidad deinfeccién

La multiplicidad de infeccion (MOI) y el tiempo de infeccién son factores que
afectan en forma directa la produccion de virus y de proteinas recombinantes en cultivos
de células de insectos. Por lo general, se han utilizado bajas MOI (0,0001-1 ufp.célula™)
para infectar cultivos en la fase temprana del ciclo de proliferacion celular. Luego de la
infeccion viral, se pueden distinguir dos poblaciones celulares en estos cultivos: las
células no infectadas y las células infectadas. En tanto estas ultimas dejarian de

proliferar, las células no infectadas continian multiplicandose, si existe disponibilidad
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de nutrientes y de oxigeno, por lo menos hasta que resulten infectadas por los viriones
brotados generados en la poblacion de células infectadas originalmente. Ahora, esta
segunda generacion de células resulta infectada en condiciones diferentes a la primera,
diferencias que pueden condicionar la capacidad de produccion de virus o proteina
recombinante. El empleo de bajas multiplicidades de infeccion presenta la ventaja, por
un lado, de disminuir el requerimiento de inoculo viral, una de las materias primas de
mayor costo en los procesos de produccion de virus; por otro lado, reduce la
probabilidad de generar particulas defectivas interferentes (PDIs). Sin embargo, también
presenta una serie de desventajas, particularmente importantes en los procesos de
produccion de proteinas recombinantes, como la exposicion prolongada a la accion de
las proteasas celulares (Palomares y Ramirez, 1998), y la necesidad de alimentar el
cultivo con nutrientes agotados, si la proliferacion de las células no infectadas

originalmente produce un incremento significativo de la densidad celular.

Por otro lado, las MOI mas altas (5-500 ufp.célula™) se utilizaron para infectar
cultivos celulares en la fase de crecimiento exponencial tardia o estacionaria. La
combinacion de emplear alta MOI y tiempo de infeccion tardio acarrea como
desventajas el aumento de la cantidad de inoculo viral requerido para la infeccion, y por
otro lado favorecer la produccion de PDIs. Ademads, se debe tener en cuenta que, como
se describié previamente, la produccion especifica de virus y proteinas recombinantes
desciende cuando los cultivos celulares son infectados a alta densidad celular. Para
superar esta ultima limitacion, puede ser necesario recurrir a estrategias de cultivo
alternativas, como el “batch alimentado” o la perfusion, cuando no directamente al
recambio de medio (Bédard y col., 1994; Palomares y Ramirez, 1998; Radford y col.
1997; Tsao y col., 1996).

1.3.3.1.5. Calidad del inéculo viral

La calidad del indculo viral se relaciona en forma directa con la capacidad de
replicacion de los baculovirus en cultivos celulares, y por lo tanto con los rendimientos
obtenidos y con la calidad del virus. Por ello, se debe prestar especial atencion a la
generacion y propagacion de variantes gendmicas que originan bajos rendimientos

virales o poliedros con virulencia reducida. Entre las variantes de virulencia reducida
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generadas por pasajes repetidos en cultivos celulares se encuentran los fenotipos
productores de pocos poliedros y las particulas defectivas interferentes (PDIs). Estas
ultimas son mutantes virales de delecion, capaces de infectar células pero incapaces de
completar su ciclo de replicacion, a menos que la célula sea co-infectada con el virus
parental (De Gooijer y col., 1992; Kirkwood y Bangham, 1994). El pasaje repetido de
baculovirus en cultivos celulares tiene como consecuencia un aumento de las PDIs y
una rapida caida de los rendimientos virales. Este comportamiento, que recibe el
nombre de efecto pasaje, es acelerado cuando los cultivos celulares se infectan a altas
multiplicidades de infeccion. Por esta causa, esta recomendado que los stocks virales
sean producidos en cultivos celulares infectados a multiplicidades de infeccion
comprendidas entre 0,01 y 0,1 UFP.mI" (Claus y Sciocco, 2001). Asi, al utilizar bajas
multiplicidades de infeccion existe una alta probabilidad de que las células se infecten
solo con una particula viral (infecciosa o PDI), inhibiendo de esta manera la

propagacion de las PDIs.

Los fenotipos productores de pocos poliedros (FP) se han relacionado con
mutaciones que ocurren a nivel de la region 25K (nt 48513 — 49155) del genoma del
virus de la poliedrosis nuclear de Bombyx mori (BmNPV). Katsuma y col. (1999)
determinaron que mutaciones en esta region de BmNPV trajeron como consecuencia un
descenso en la produccion de poliedros. Estos investigadores observaron, ademads, que
cuando infectaban larvas de Bombyx mori con poliedros mutantes, la licuefaccion de los
tejidos también era afectada. Otro grupo de investigadores refirid que en cultivos de la
linea celular Sf-21 infectados con FP de AcMNPV se observa incremento en la
produccion de viriones brotados, caida en la cantidad de poliedros, descenso en la
produccion de viriones derivados de los cuerpos de oclusion, alteracion en las
membranas intranucleares, declive en la produccion de transcriptos de polh y una
modificacion en el transporte de la poliedrina en el ntcleo (Braunagel y col. 1999). Por
ultimo, Lua y col. observaron que al cabo de seis pasajes sucesivos en cultivos celulares
del virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera (HaSNPV), se obtenia un
100% de FP. El anélisis del genoma de las FP evidencié mutaciones puntuales o

pequeiias inserciones o deleciones en la region 25K (Lua y col. 2002).
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1.3.3.2. Metodologias alter nativas: fed-batch y perfusién

Los cultivos en perfusion permiten prolongar la viabilidad del cultivo y alcanzar
altas densidades celulares debido al continuo aporte de nutrientes y eliminacion de
metabolitos toxicos. Otra ventaja que presenta esta metodologia, especificamente
cuando el proceso estd destinado a la produccion de una proteina recombinantes, es la
de reducir el tiempo de permanencia de la proteina en el reactor, y por lo tanto su
exposicion a la degradacion por accion de proteasas. Sin embargo, como contrapartida,
los cultivos en perfusion presentan también una serie de desventajas. Wood y col.
(1982) observaron que la productividad especifica de AcMNPV en la linea celular Tn
368 cae abruptamente cuando se trabaja a altas densidades celulares. Similares
resultados fueron observados por Chung y Shuler al producir fosfatasa alcalina humana
en cultivos de la linea celular BTI-Tn 5B1-4 (Chung y Shuler, 1993). Por otra parte, la
produccion de particulas virales infecciosas en un cultivo prefundido decae con el

tiempo, como asi también la produccion de proteinas recombinantes (Jager, 1996).

Los cultivos en lote alimentado, o “fed batch”, constituyen otra opcién que
permite alcanzar elevadas densidades celulares en cultivos de algunas lineas de células
de insectos. Esto se debe principalmente a que, a diferencia de los cultivos de células de
mamiferos, estas células no son productoras de los metabolitos que son habitualmente
toxicos. Por ejemplo, Bédard y Kamen (1997) lograron alcanzar densidades celulares
del orden de 3x10” células.ml’ en cultivos de la linea celular Sf-9. Por otra parte, se han
reconocido una serie de ventajas que presenta el sistema de cultivo del tipo fed-batch
respecto al de perfusion. Entre ellas se destacan el menor costo de produccion, la
simplicidad de la metodologia de trabajo y la no necesidad de contar con un dispositivo
que retenga las células (Elias y col. 2000). Sin emargo, esta metodologia no resultaria
apta para la intensificacion de procesos que hagan uso de lineas de células de insectos

que excretan metabolitos toxicos.
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|. 4. El virusdela poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia
gemmatalis

1.4.1. Brevereseiia histérica eimportancia del virus como bioinsecticida

El primer aislamiento identificado de AgMNPV data del afio 1977, cuando
Carner y Turnipseed observaron la presencia de cuerpos de oclusion compatibles con
virus de poliedrosis nuclear en los cuerpos grasos de larvas de Anticarsia gemmatalis.
Las mismas habian sido infectadas con poliedros extraidos de larvas de ese insecto que
presentaban signos de infeccion viral, recolectadas en campos de soja del sur de Brasil.
Las pruebas biologicas dieron como resultado una mortalidad del 96% de las larvas con
una dosis de 174 poliedros por larva y un tiempo letal soo, de 9,2 dias (Carner y
Turnipseed, 1977). A partir de esta experiencia se planted la posibilidad de utilizar
AgMNPV como un virus insecticida para el control especifico de la isoca de las
leguminosas en los cultivos de soja en Brasil, a través de un proyecto implementado, a
partir de 1980, por el Centro Nacional de Pesguisa de Soja (CNPSO-EMBRAPA),
dirigido por Flavio Moscardi. En su fase piloto inicial, desarrollada sobre veintiun
campos de soja de los estados brasilefios de Parana y Rio Grande Do Sul, se observo
que la poblacion de Anticarsia gemmatalis disminuia en un 80 % bajo tratamiento con
AgMNPV, un porcentaje de control similar al hallado cuando los campos fueron
tratados con insecticidas quimicos (Moscardi, 1999). En forma paralela se desarrollé un
proceso de produccion del virus en larvas infectadas de Anticarsia gemmatalis, primero
en parcelas de cultivos de soja y luego en bio-fabricas. Actualmente, este bioinsecticida
es aplicado sobre mas de cuatro millones de hectareas anuales de cultivo de soja,
transforméandose en el ejemplo mas exitoso de utilizacion de un agente entomopatdgeno

para el control de una plaga de un cultivo extensivo.

|.4.2. Caracteristicas del virus

El virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis ha sido
incluido dentro del grupo I dentro del género Nuclepolyhedrovirus (Zanotto y col.,
1993). El prototipo de la especie es AgMNPV-2D (Maruniak y col., 1989), un
aislamiento clonal obtenido a partir de un plaqueo de la poblacion viral originalmente

aislada en Brasil (Carner y Turnipseed, 1977). Si bien el genoma completo de

40



Introduccioén

AgMNPV-2D fue secuenciado por de Castro Oliveira en el afo 2006 (de Castro
Oliveira y col., 2006), algunos de los genes individuales de este virus habian sido
secuenciados y analizados con anterioridad: polh (poliedrina) (Zanotto, y col. 1992),
gp4l(Liu y Maruniak, 1999), egt (Rodrigues y col. 2001), p10 (Razuck y col., 2002),
gp64 (Piloff y col. 2003; Slack y col. 2004); v-trex (Slack y Shapiro, 2004), pl43
(helicasa) (Lima y col. 2004).; dnapol (DNA polimerasa) (Dalmolin y col. 2005), iap-3
(Carpes y col., 2005) y p74 (Belaich y col. 2006). Por otra parte, la region homologa

hr4 también habia sido caracterizada por Garcia-Maruniak y col. (1996).

El genoma completo de AgMNPV-2D comprende 132.239 pb, con un contenido
de C+G de 44,5 mol % (de Castro Oliveira y col., 2006). En el genoma viral se han
identificado 152 marcos abiertos de lectura, de los cuales 24 codifican para proteinas
estructurales conocidas. De la totalidad de estos genes estructurales, nueve de ellos son
hallados en todos los baculovirus y seis en los baculovirus especificos de lepidopteros
(Herniou y col. 2003). Por otro lado, se han identificado tres genes que codifican para
proteinas anti-apoptoticas en el genoma de AgMNPV-2D: iap-1 (ag-40), iap-2 (ag-70),
e 1ap-3 (ag34) (de Castro Oliveira y col.,, 2006). Anteriormente, Carpes y sus
colaboradores habian determinado que el gen iap-3 codifica una proteina funcional anti-
apoptotica (IAP) (Carpes y col., 2005). Las IAPs fueron halladas por primeras vez en
los baculovirus (Crook y col. 1993). Sin embargo, luego fueron identificadas en varias
especies de animales, incluyendo algunos insectos y el hombre (Clem, 1997; Uren y
col., 1998). A diferencia de AcMNPV, el gen anti-apoptotico p35, que inhibe la
actividad caspasa, no fue hallado en AgMNPV-2D.

A pesar de que los genes auxiliares no son esenciales para la replicacion viral, le
confieren al virus ciertas particularidades. Por ejemplo, los genes auxiliares catepsin
(Hill y col., 1995) y chitinase (Hawtin y col. 1995), hallados en la mayoria de los
nucleopoliedrovirus de lepiddpteros, no se encontraron en el genoma de AgMNPV-2D.
La ausencia de estos genes podria ser la causa de la deficiente licuefaccion de las larvas
de Anticarsia gemmatalis, muertas por accion de AgMNPV. Cuando este virus es usado
como bioinsecticida, las larvas tardan en morir entre 7 y 10 dias. Posteriormente, sus
cuerpos permanecen intactos aproximadamente otros dos dias. Luego de este periodo, y
bajo condiciones de humedad, los cadéveres se oscurecen y se destruyen como producto

de la putrefaccion. Sin embargo cuando el clima se presenta seco, los cuerpos de las
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larvas permanecen intactos por mas tiempo. Por otro lado, se ha identificado el gen
ag32, que codifica para una superdxido dismutasa. Si bien su funcidon no se conoce
exactamente, podria proteger a los poliedros presentes en el medio ambiente de los
radicales superoxidos generados por la exposicion a la radiacion ultravioleta (Ignoffo y

Garcia, 1994).

1.4.3. Utilizacion como agente de control delaisoca de las leqguminosas

La isoca de las leguminosas es la especie mdas importante del complejo de
defoliadores que ataca los cultivos de soja. El dafio provocado por esta plaga puede ser
muy alto, llegando a reducir hasta un 40% el rendimiento del cultivo si no se aplica un
control eficiente. Como se mencion6 en apartados anteriores, AgMNPYV es un patdégeno
que presenta elevada virulencia hacia las larvas de Anticarsia gemmatalis, insecto que
por sus habitos desfoliadores presenta una alta exposicion al virus. Sin embargo, esta
comprobado que estos insectos en la edad adulta, en general, no son infectados por
AgMNPV. Los virus actiian en los primeros estadios de la fase larval, que son los mas
susceptibles a la infeccion. Anticarsia gemmatalis disminuye la susceptibilidad hacia el
virus hasta en un 50% a partir del cuarto estadio. Por lo tanto, la mejor fase para la
aplicacion de AgMNPV es en larvas de los primeros tres estadios, es decir, cuando éstas

son menores a 1.5 cm.

El control de la isoca de las leguminosas con AgMNPV favorece el
establecimiento y el incremento de la entomofauna benéfica asociada al cultivo de soja.
Esta poblacion comprende alrededor de veinte organismos, entre depredadores,
parasitoides y entomopatdogenos. Este fendémeno se debe fundamentalmente a que
AgMNPV no tiene ningun efecto negativo sobre estas especies benéficas. Otra ventaja
que presenta AgMNPV es que no necesita de un equipo especial de aplicacion, ya que
se puede utilizar el mismo con el que se aplican los insecticidas convencionales. Sin
embargo, se debe tener especial cuidado con el agua que se utiliza como vehiculo. La
misma no debe contener cloro debido a que esta sustancia inactiva el virus. Una de las
principales desventajas que presenta el uso de AgMNPV, y que ha condicionado su

empleo como bioinsecticida, es el largo periodo de tiempo entre la infeccion y la muerte
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de la larva (7 — 10 dias). Durante ese periodo la plaga contintia alimentdndose y, en

consecuencia, desfoliando el cultivo.

Desde la temporada 1989 / 1990, mas de un millon de hectareas de cultivos de
soja fueron tratadas anualmente con AgMNPV. Actualmente, esta cifra asciende a
cuatro millones de hectareas (Moscardi y Santos, 2005). El éxito del programa brasilefio
se debe a una combinacion de factores entre los que se destacan que la isoca de las
leguminosas es normalmente la inica especie plaga de importancia econdmica presente
en el cultivo de soja; la existencia previa de un exitoso programa de manejo integrado
de plagas, el cual facilito la aceptacion del virus por parte de los productores; disponer
de un virus altamente virulento que posibilita emplear baja dosis de bioinsecticida
(Cherry y Williams, 2001); un costo del bioinsecticida entre un 20% y un 30% menor a
los insecticidas quimicos; y la posibilidad de controlar la isoca de las leguminosa
mediante una unica aplicacién anual, contra al menos dos aplicaciones cuando se
emplean insecticidas quimicos (Szewczyk y col. 2006). Finalmente se debe destacar
que, desde el comienzo del programa brasilefio, mds de 17 millones de litros de

insecticidas quimicos no han sido volcados al ambiente (Moscardi y col. 2002).

|.4.4. Procesos de produccion de AgM NPV

1.4.4.1. Produccion in vivo

Inicialmente, el tnico método de produccion in vivo de AgMNPV en Brasil, era
en parcelas de cultivos de soja, a través de la aplicacion del virus en una zona con
elevada infestacion de isocas. Hacia fines de los afios noventa se destinaban
aproximadamente 30.000 hectareas de cultivos a la produccion de AgMNPV. Las larvas
de Anticarsa gemmatalis, muertas por accion de este virus, eran colectadas y
conservadas en camaras de frio hasta el momento de su procesamiento y formulacion
(Cherry y Williams, 2001). Sin embargo, en el afio 1999 la produccion de AgMNPYV no
fue suficiente para tratar los cultivos de soja debido a la creciente demanda de este
bioinsecticida. A fin de superar este inconveniente, en noviembre de 2004, la Estacion

Experimental Agropecuaria del estado de Parana (Brasil) inaugurd una “bio-fabrica” de
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gran escala. La misma tiene una capacidad de produccion de AgMNPYV suficiente para
el tratamiento de 1,3 a 1,5 millones de hectareas de cultivos de soja. Actualmente,
EMBRAPA Soja, Londrina, construyd una planta piloto con la finalidad, por una parte,
de mejorar los procesos de produccion de AgMNPV en los laboratorios; y por otra
parte, para entrenar mano de obra especializada en la produccion del virus (Szewczyk y

col. 2006).

[.4.4.2. Produccion in vitro

Si bien el programa de utilizacion de AgMNPV como bioinsecticida en el
control de la isoca de las leguminosas es muy exitoso en Brasil, su empleo se encuentra
muy condicionado por la capacidad de produccion del virus. Actualmente, mas de
veinte millones de hectareas se encuentran sembradas con soja en Brasil. Sin embargo,
solamente cuatro millones de hectdreas son tratadas anualmente con AgMNPV. La
produccion in vivo de este virus esta condicionada por factores bidticos y abidticos que
inciden sobre la abundancia de Anticarsia gemmatalis. El desarrollo de bio-fabricas
cada vez mas eficientes puede permitir el incremento de la escala de produccion del
virus in vivo, pero dificilmente se pueda producir en la cantidad suficiente para cubrir
totalmente el area sembrada. Alternativamente, el desarrollo de un proceso de
produccion in vitro podria permitir contar con una alternativa tecnoldgica cuya

factibilidad técnica y econdmica crece con la escala de produccion.

Existen algunos antecedentes acerca de la replicacion de AgMNPYV en distintas
lineas de células de insectos heterologas (Batista y col., 2005; Claus y col., 1993; Lynn
y Oberlander, 1983; Rodas y col., 2005; Sieburth y Maruniak, 1988b; Visnovsky y
Claus, 1994), pero los rendimientos virales alcanzados, principalmente de poliedros, no
resultaron compatibles con el establecimiento de un proceso de produccion factible. Por
otro lado, también se ha ensayado la multiplicacion del mismo en algunas lineas
homologas (Sieburth y Maruniak, 1988a; Grasela y McIntosh, 1998). Entre éstas, la
linea celular UFL-AG-286, establecida por Sieburth y Maruniak en 1986, es la que
presenta niveles de sensibilidad y permisividad a la replicacion de AgMNPV que la
tornan en candidata para desarrollar un proceso de produccion in vitro de AgMNPV

(Castro y col., 1997; Pombo y col., 1998; Sieburth y Maruniak, 1988b). Sin embargo,
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esta linea celular s6lo habia sido cultivada en forma estacionaria, y no se conocia su
potencial para el establecimiento de cultivos en suspension, una condicidon necesaria
para el desarrollo de un proceso de produccion escalable para un baculovirus insecticida
de bajo costo. Ademas, habia sido cultivada sé6lo en medios de cultivo convencionales,
suplementados con suero, y tampoco se conocia su aptitud para adaptarse a un medio
libre de suero de bajo costo. Por ultimo, tampoco se conocian sus caracteristicas
metabolicas particulares, cuyo conocimiento es una herramienta valiosa en el disefio de

un proceso de produccidn viral en cultivos celulares.

|. 5. Justificacion del tema detesis

Poco conocida a principio de los 70, la soja es hoy la oleaginosa mas difundida
del pais y, con sus derivados, el principal producto de exportacién argentino. Nuestro
pais figura como el principal exportador de aceite de soja, y como segundo proveedor
mundial de los subproductos proteicos de este cultivo. El importante aumento de la
produccion se ha logrado no solo con los incrementos de la superficie sembrada, sino
también con rendimiento unitarios que se ubican entre los mas altos del mundo. Esa
produccion agricola ha impulsado el desarrollo de una estructura industrial para la
elaboracion de aceites y harina que ha ganado rapidamente participacion en el mercado
internacional de estos productos, localizada en las areas de produccion y equipada con

las mas modernas tecnologias a nivel mundial.

Después del algodon, la soja es el cultivo que sufre los mayores ataques de
plagas, principalmente de insectos. Por esta razon, es el cultivo que requiere mas
insecticidas para su proteccion, respecto a otros cereales y oleaginosas. Bien conocidas
son las consecuencias negativas, sobre el ambiente y el hombre, que trae aparejada la

utilizacion de insecticidas quimicos.

En la actualidad, la produccion de AGMNPYV con fines bioinsecticidas es llevada
a cabo in vivo. Este proceso puede desarrollarse a través de dos métodos. Uno de ellos
consiste en la infeccion de las larvas de Anticarsia gemmatalis que se encuentran en
parcelas de cultivos de soja destinadas para este fin. La otra posibilidad permite la
produccion de AgMNPV en insectarios instalados como pequeias bio-fabricas virales.

Si bien la produccion in vivo constituye la tnica posibilidad actual de obtener
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AgMNPV, el proceso presenta una serie de desventajas entre las que se destacan el alto
requerimiento de mano de obra, la dependencia de la abundancia del insecto huésped, el
control de calidad del producto y las dificultades para escalar los procesos a los niveles

requeridos por el aumento de la demanda.

Una alternativa a la produccion in vivo la constituye la produccion del virus en
cultivos celulares. Se ha informado que la linea celular UFL-AG-286 presenta una
elevada susceptibilidad a la infeccion y permisividad a la replicacion de AgMNPV. La
disposicion de una tecnologia factible para la produccion in vitro de AgMNPYV abriria
una opcion para promover el control bioldgico o integrado en la proteccion de los
cultivos de soja y, por lo tanto, el cuidado ambiental. Sin embargo, un sistema de
produccién in vitro sera competitivo desde el punto de vista técnico y econdmico,
siempre y cuando retina una serie de requisitos. Entre ellos se destacan el conocimiento
del comportamiento cinético y metabolico de la linea celular utilizada en el proceso de
produccion, el empleo de medios de cultivo de bajo costo, la determinacion de la
influencia de las condiciones de infeccion de un cultivo celular sobre la produccion viral

y la capacidad de generar productos virales bioldogicamente activos.
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|I. Objetivos

[1.1. Objetivo general

Caracterizar la linea celular UFL-AG-286 y desarrollar un proceso de
produccion del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis en

cultivos de esa linea celular.

I1.2. Objetivos especificos

a) Identificar y cuantificar los principales nutrientes utilizados en cultivos de la

linea celular UFL-AG-286.

b) Caracterizar el comportamiento metabdlico de las células UFL-AG-286.

c) Disenar un medio de cultivo basico que se ajuste a los requerimientos

nutricionales de la linea celular UFL-AG-286.

d) Estudiar los efectos ejercidos por hidrolizados y extractos de bajo costo sobre
la proliferacion de células UFL-AG-286 y la aptitud para replicar el virus de la

poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis.

e) Disefiar un medio de cultivo completo, libre de suero fetal bovino, para la

linea celular UFL-AG-286.

f) Estudiar la influencia de las condiciones de infeccion sobre la produccion de

ambas progenies virales del AgMNPV.
g) Evaluar la actividad bioldgica de los poliedros de AgMNPV obtenidos a

partir de la infeccion de cultivos de la linea celular UFL-AG-286 en un medio de cultivo

completo libre de suero.
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[11. Materialesy M é&odos

[11.1. Linea celular

Se utilizo la linea celular UFL-AG-286 que fuera establecida por Sieburt y
Maruniak en el afio 1986 (Sieburt y Maruniak, 1988). Las células empleadas fueron
cedidas por el Dr. Victor Romanowski del Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. La linea celular
fue enviada y mantenida en monocapa en botellas de cultivo de 25 cm?® de superficie en
el medio de cultivo TC-100 (Gardiner y Stockdale, 1975) suplementado con 10% de

suero fetal bovino.

11.1.1. Medios de cultivo

11.1.1.1. Agua

Todas las soluciones y los medios de cultivo se prepararon con agua bidestilada,

previa desionizacion.

[11.1.1.2. Tipos de medios de cultivo

- TC-100 (Gardiner y Stokcdale, 1975) para preparar 900 ml de medio de cultivo
provisto como droga en polvo por GIBCO® (Cat. 11600-053).

- IPL-41 (Weis y col., 1981) para preparar 900 ml de medio de cultivo provisto
como droga en polvo por Sigma® (Cat. 440-1400EB).

- Sf-900II, provisto por Invitrogen-GIBCO® (Cat. 10902-088) como medio de
cultivo comercial libre de suero apto para el cultivo de células de insectos.

- UNL: serie de medios de cultivo basicos disefiados en el laboratorio de
Virologia de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional del Litoral, de acuerdo con los requerimientos nutricionales de la linea celular

saUFL-AG-286.
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111.1.1.3. Hidrolizados proteicos y extractos natur ales

- Hidrolizado enzimatico de lactoalbumina (Sigma®, Cat. L-4896).

- Peptona de soja tipo III (Sigma®, Cat. P-1265).

- Digesto papainico de soja (DMV®, Cat. B913 990855-1).

- Extracto de levadura (Difco®, Cat. 5577-15-5).

- Ultrafiltrado de extracto de levadura (Sigma®, Cat. Y-4375).

- Infusién cerebro-corazon (Difco®, Cat. 0037-01-6).

- Extracto de higado (Difco®, Cat. 0133-01-9).

- Primatone (Quest®).

- Peptona de carne (Fluka®, Cat. 70175).

- Hidrolizado enzimatico de caseina N-Z-Case Plus (Sigma®, Cat. N-4642).

- Caldo triptosa fosfato (Sigma®, Cat. T-9157).

[11.1.1.4. Suplementos

- Suero fetal bovino provisto por Bioser® (Cat. A 15-042).

- Concentrado lipidico quimicamente definido de origen comercial provisto por

Invitrogen-GIBCO® (Cat. 11905-031). El medio de cultivo se suplementa a razon de

Iml de concentrado lipidico por cada 100 ml de medio.

111.1.1.5. Preparacion de soluciones

111.1.1.5.1. Solucién concentrada de aminoacidos solubles

L-alanina

L-arginina

Acido L-aspartico
L-asparagina

Acido L-glutdmico
L-glutamina

L-glicina

Clorhidrato de L-histidina

225¢
55¢g
35¢g
35¢g
6,0 g
6,0 g
6,5¢g
33,8¢
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L-isoleucina 0,5¢g
L-leucina 0,75 g
Clorhidrato de L-lisina 6,25 ¢
L-metionina 0,5¢g
L-prolina 35¢g
L-fenilalanina 1,5¢g
L-serina 55¢g
L-treonina 1,75 g
L-valina 1.,0g
H;O044 csp 1000 ml

111.1.1.5.2. Solucién concentrada de aminoacidos insolubles

L-cisteina 0,22 ¢g
L-tirosina 0,5¢g
L-triptofano 10g
Acido Clorhidrico 2 N 50 ml
H;O044 csp 1000 ml

111.1.1.5.3. Solucién devitaminas | PL-160

Clorhidrato de tiamina 0,02 g
Pantotenato de calcio 0,11¢g
Clorhidrato de piridoxina 0,02 ¢
Acido p-aminobenzoico 0,02 g
Acido félico 0,02 ¢g
Acido nicotinico 0,02 ¢
i-inositol 0,02 g
Cianocobalamina 0,02 ¢
Riboflavina 0,02 g
Biotina 0,01 g
H>044 csp 1000 ml
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[11.1.1.5.4. Solucion concentrada de acidos or ganicos

Acido fumarico 0,220 g
Acido o ceto-glutérico 1,500 g
Acido L (-) mélico 2,700 g
H>044 csp 1000 ml

111.1.1.6. Preparacion de medios de cultivo

111.1.1.6.1. TC-100

El polvo para preparar el medio de cultivo se coloca en un vaso de precipitado
de 2 litros conteniendo 850 ml de agua bidestilada.

Se afiade 0,35 g de bicarbonato de sodio.

Se ajusta el pH a 6,23 con una solucién de hidréxido de potasio 10 N.

Se lleva la solucién a 900 ml con agua bidestilada.

Se esteriliza el medio de cultivo con un equipo de vacio, utilizando como filtro
una membrana de acetato de celulosa de 0,2 micras de tamafio de poro. El medio de
cultivo estéril se recoge en un kitasato de 2 litros de capacidad.

Posteriormente, se trasvasa a botellas estériles de 500 ml, y se conserva a 4° C

hasta el momento de su utilizacion.

11.1.1.6.2. IPL-41

El polvo para preparar el medio de cultivo se coloca en un vaso de precipitado
de 2 litros conteniendo 800 ml de agua bidestilada.

Se aniade 0,35 g de bicarbonato de sodio.

Se ajusta el pH a 6,23 con una solucion de hidréxido de potasio 10 N.

Se lleva a un volumen de 900 ml con agua bidestilada.
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Se esteriliza el medio de cultivo con un equipo de vacio, utilizando como filtro
una membrana de acetato de celulosa de 0,2 micras de tamafio de poro. El medio de
cultivo estéril se recoge en un kitasato de 2 litros de capacidad.

Posteriormente, se trasvasa a botellas estériles de 500 ml, y se conserva a 4° C

hasta el momento de su utilizacion.

11.1.1.6.3. UNL

En un vaso de precipitado de 1 litro conteniendo 290 ml de agua bidestilada se
disuelven los siguientes aminoacidos: glutamina (2,4g); asparagina (0,21g); serina
(0,125g); alanina (0,08g); metionina (0,145g); leucina (0,01g).

Posteriormente, se agregan las siguientes soluciones:

- 10 ml de la solucién de aminoécidos solubles.

- 19 ml de la solucién de vitaminas IPL-160.

- 100 ml de una solucion conteniendo: cloruro de potasio (2,9g); cloruro de
calcio di-hidratado (1,3g); glucosa (7,0g).

- 50 ml de una solucion de cloruro de magnesio hexa-hidratado (2,3g).

- 50 ml de una solucion de sulfato de magnesio (1,37g).

Se ajusta el pH a 6,29 con una solucidon de &cido clorhidrico 1 N 6 de hidréxido
de potasio 10 N.

Inmediatamente, se incorporan los siguientes componentes:

- 50 ml de una solucién salina conteniendo fosfato di-acido de sodio (0,88g);
carbonato 4cido de sodio (0,35g).

- 90 ml de una solucién de L-tirosina (0,011g).

- 10 ml de la solucién de aminoacidos insolubles.

- 10 ml de solucidn de acidos organicos.

- 100 pl de solucion de cloruro de colina (200 g/1).

- 100 pl de sulfato ferroso.7 H>O (27,5 mg/1).

- 100 pl de 4cido molibdico amoniacal.4H,0 (2 mg/l).

- 200 pl de cloruro de cobalto.6H,O (2,5 mg/l).

- 60 pl de cloruro cuprico (anhidro) (7,9 mg/l).

- 50 pl de cloruro de manganeso.4H,0 (1 mg/l).

- 150 ul de cloruro de zinc (2 mg/l).
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Se lleva a un volumen de 800 ml con agua bidestilada.

Se ajusta el pH a 6,23 con una solucidon de &cido clorhidrico 1 N ¢ de hidréxido
de potasio 10 N.

Se completa el volumen a 900 ml con agua bidestilada.

El medio se esteriliza con un equipo de vacio, utilizando como filtro una
membrana de acetato de celulosa de 0,2 micras de tamafio de poro.

Posteriormente, se trasvasa a botellas estériles de 500 ml, y se conserva a 4° C

hasta el momento de su utilizacion.

[11.1.1.6.5. UNL-5

Medio de cultivo UNL suplementado con 3 mg.ml™" de hidrolizado de caseina N-
Z Case Plus, 1 mg.ml" de caldo triptosa fosfato y 1 mg.ml" de ultrafiltrado de extracto

de levaduras.

[11.1.1.6.4. UNL-8

Medio de cultivo UNL-5 (libre de UFEL) suplementado con 3 mg.ml’' de
extracto de levaduras y 1% de concentrado lipidico quimicamente definido de origen

comercial provisto por Invitrogen-GIBCO® (Cat. 11905-031)

I11.1.2. Material para cultivos celulares

[11.1.2.1. Material de plastico

- Frascos de 25 cm?” (Greiner Bio-one®, Cat. 690160).
- Placas de 24 pozos (Greiner Bio-one®, Cat. 662160).
- Placas de 96 pozos (Greiner Bio-one®, Cat. 655180).
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[11.1.2.2. Material devidrio

- Botellas de vidrio con tapa a rosca de bakelita (forma: cilindrica; capacidad: 100 ml;
volumen de trabajo: 10 ml).
- Frascos de vidrio borosilicato con agitador magnético pendular marca Techne®,

modelo F7609 (capacidad nominal: 500 ml).

111.1.3. Acondicionamiento del material

[11.1.3.1. Lavado

Para el lavado del material de vidrio se empled una solucion al 1% de detergente
no iénico (DB-79%, Laboratorio Rivero).

Las botellas de vidrio se dejaron en remojo durante 24 horas. Posteriormente, se
cepillaron y enjuagaron, primero con agua de red y luego con agua desionizada.

Luego de su tratamiento con una solucion de detergente, las pipetas se
traspasaron a un lavador de pipetas a sifon conectado al sistema de agua de red, donde
permanecieron en enjuague durante 24 horas; posteriormente, se enjuagaron tres veces

con agua desionizada (tiempo de cada enjuague: 24 horas), y se seco en estufa a 40°C.

111.1.3.2. Preparacion y esterilizacion

A cada pipeta se le incorpord un tapon de algodon en su boquilla; luego, se
distribuyeron en cilindros de aluminio de acuerdo a su volumen. La esterilizacion se
realiz6 en estufa a 200° C durante 3 horas.

Las botellas de vidrio, las probetas, los tubos plasticos y las puntas de las
micropipetas se esterilizaron por calor humedo, autoclavando el material durante 30

minutos a 1 atmdsfera de presion.
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[11.1.4. Cultivos celular estipo batch

[11.1.4.1. Cultivos con células adheridas

La linea celular saUFL-AG-286 fue mantenida en cultivos en monocapa en
frascos de 25 ¢cm’ de superficie, utilizando distintos medios de cultivo. Cada botella,
con 5 ml de cultivo, se incubd a 28° C en una estufa de cultivo marca Dalvo®. Los
pasajes celulares se realizaron cuando se alcanzd un 80-90% de confluencia celular.
Para ello, se despegaron las células adheridas a la superficie por accion mecanica, se
homogeneizd la suspension celular por pipeteos sucesivos y se tomd una alicuota de 0,5

ml. La misma se transfirio a otra botella que contenia 4,5 ml de medio de cultivo fresco.

[11.1.4.2. Cultivos en suspension

Los cultivos celulares se mantuvieron en suspension utilizando dos tipos de
agitacion. Por un lado, se usaron frascos de vidrio con agitador magnético pendular de
500 ml de capacidad, los que se colocaron sobre una plataforma de agitacion marca
Techne®. La misma se reguld a una velocidad de agitacién de 80 revoluciones por
minuto y se coloco en una estufa de incubacion a 28° C. El volumen de trabajo fue de
30 ml y el indculo celular de 3x10° células viables.ml”, a menos que se especificara otra
densidad celular inicial. Los pasajes se realizaron cuando el cultivo celular alcanzé una
densidad comprendida entre 1,5x10° y 2,0x10° células viables.ml™. Por otro lado, los
cultivos se mantuvieron en suspension en botellas de vidrio cilindricas, de 100 ml de
volumen nominal, bajo agitacion orbital en un agitador marca Thermo Forma® modelo
4520. Este equipo permite la regulacion de la temperatura (28° C) y de la velocidad de
agitacion (100 revoluciones por minuto). Estos cultivos fueron iniciados a una densidad
celular de 3x10° células viables.ml”, empleando como volumen final de trabajo 10 ml.
Los pasajes se realizaron cuando el cultivo alcanzé una densidad comprendida entre

l,OXIO6 y I,SXIO6 células viables.ml ™.
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[11.1.5. Recuentos celulares

111.1.5.1. Recuento de células totales, no viablesy viables

En un tubo de plastico de 1,5 ml de volumen se colocéd 10 pl de una solucion de
Azul de Trypan 0,4 %. Posteriormente, se agreg6 45 ul de una solucion de PBS 1% y 45
ul de la suspension celular a cuantificar. Se homogeneizé suavemente y se cargaron
ambas hemicamaras de una cdmara de recuento globular de Neubauer. El recuento
celular se realizo por observacién en un microscopio Olimpus® modelo CK2 con un
aumento 10X de objetivo y 10X de ocular. Se cuantificd el nimero de células totales y
no viables (células teniidas de azul) en los cuatro cuadrados de los extremos del reticulo
de ambas hemicamaras. Las densidades celulares se calcularon aplicando las siguientes

formulas:

- Densidad de células totales (células totales.ml™") = recuento promedio x dil” x 1x10*.

- Densidad de células no viables (células muertas.ml™") = recuento promedio x dil”" x
1x10*,

- Densidad de células viables (células viables.ml™) = células totales.ml” — células no

viables.ml ™.

[11.1.5.2. Cuantificacién colorimétrica de células viables

El equipo comercial provisto por Promega®, denominado Cell Titer 96° (Cat. G-
5421), permite determinar el numero de células viables a través de un método
colorimétrico. Este equipo provee un compuesto salino tetrazélico (MTS) y un reactivo
dador de electrones (PMS). La reaccién esta basada en la reduccion del MTS por parte
de las enzimas deshidrogenasas presentes en las células metabdlicamente activas, en un
producto soluble coloreado denominado formazan. La cantidad de formazan producido
es cuantificado espectrofotométricamente a 490 nm de absorbancia, siendo este valor

directamente proporcional al nimero de células viables presentes en un cultivo celular.
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Para cuantificar las células viables mediante esta técnica, en primer lugar se
debid realizar una curva de calibrado. Con este fin se partié de un cultivo de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-1 suplementado con 10% de SFB. Luego de la
cuantificacion celular, se realizaron diluciones seriadas al medio de la suspension
celular. En todos los casos, la densidad de células viables se determind mediante el uso
del colorante de exclusion azul de trypan. Posteriormente, se dispensaron 100 pl de cada
muestra, por quintuplicado, en una placa de cultivo celular de 96 pocillos.
Seguidamente, se colocaron, en cada pocillo, 20 ul de la mezcla MTS-PMS. Los
cultivos en la placa se incubaron durante 3 horas a 28° C. Finalmente, la cantidad de
formazan se cuantifico a 490 nm en un espectrofotometro marca Molecular Devices®

modelo Emax.
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Figura Il1.1.; Curva de calibrado para la determinacion de células
viables empleando la técnica de reduccion de MTS.

Para evaluar la proliferacion celular, se sembraron alicuotas de 100 pl de
cultivos con una densidad celular inicial de 2x10° células viables.ml” en pocillos de
placas de cultivos de 96 orificios. Estas se incubaron a 28° C durante 120 horas, y al
cabo de este tiempo, se coloco en cada pocillo 20 ul de la mezcla reactiva MTS-PMS.

El tiempo de incubacion (cultivo celular — mezcla MTS + PMS) y la lectura
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espectrofotométrica se llevo a cabo de forma similar a la descripta en el parrafo anterior.
La densidad de células viables se determin6 mediante el empleo de la curva de calibrado

(figura I1.1.).

[11.1.6. Cuantificacion de nutrientesy metabolitos

Las concentraciones de los nutrientes y de los metabolitos se determinaron en
los sobrenadantes de cultivo. Para ello, una alicuota de cultivo se centrifugd en una
microcentrifuga marca Biofuge pico® a 13000 rpm durante 1 minuto. Los sobrenadantes

se conservaron a —20° C hasta el momento de realizar las respectivas determinaciones.

111.1.6.1. Dosaj e dela concentracion de glucosa

La cuantificacion de glucosa se realizd6 empleando un equipo enzimatico
provisto por Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina). Este método se basa en la
oxidacion enzimatica de la glucosa, por parte de la glucosa oxidasa, a acido glucénico y
peréxido de hidrogeno. Este tltimo, en presencia de peroxidasa, produce la copulacién
oxidativa del fenol con el reactivo 4-amino fenazona, formando un compuesto
coloreado proporcional a la concentracion de glucosa, que se cuantificd
espectrofotométricamente a 505 nm en un espectrofotdmetro marca Beckman® modelo
DU 530. Previo a la cuantificacion de la glucosa presente en las muestras, se construyé
una curva de calibrado que resultd lineal hasta una concentracion de 23 mM de glucosa
(figura 2.). Si la concentracion de la glucosa superaba este valor, la muestra se diluia al

medio con agua bidestilada.
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Figuralll.2.: Curva de calibrado para la determinacion de la concentracion de
glucosa.

111.1.6.2. Dosaj e de la concentracion de glucosa y de lactato mediante el
empleo de autoanalizador

Alternativamente, las concentraciones de glucosa y lactato, se determinaron con
un analizador automético de glucosa y lactato, modelo YSI 2700° (Yellow Spring
Instruments, EEUU de Norteamérica), basado en métodos enzimaticos. Las enzimas
(glucosa oxidasa y lactato oxidasa) estan inmovilizadas, cada una por separado, en una
membrana que se coloca sobre un electrodo. La glucosa y / o el lactato de la muestra
fluyen a través de la membrana y reaccionan con la enzima respectiva produciendo
peroxido de hidrogeno. El perdxido de hidrogeno es oxidado electroquimicamente en el
anodo de plata del electrodo, originando una sefal eléctrica cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de cada sustrato. En el display del equipo se indica la
concentracion del analito en las unidades previamente seleccionadas, pudiéndose

analizar muestras entre 0.05y 20 g.I" de glucosa y 0.05 y 2g.I" de lactato.
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111.1.6.3. Dosaje de la concentracion de aminoacidos

La cuantificacion de los aminoécidos presentes en un cultivo celular se llevé a
cabo en Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung GMBH, Inhoffenstr, Braunschweig,
Alemania, por gentileza del Dr. Voller Jiger y el Sr. J. Hammer. La determinacion se
realiz6 por un sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia en una columna de
fase reversa, con derivatizacion previa con o-ftaldialdehido. A través de este ensayo, se
cuantificaron los siguientes aminodcidos: 4cido aspartico, acido glutdmico, asparagina,
serina, histidina, glutamina, glicina, treonina, arginina, alanina, tirosina, triptofano,

metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina.

111.1.6.4. Dosaj e de la concentracion de amonio

Para la cuantificaciéon del amonio se utiliz6 un equipo comercial provisto por
Laboratorio Wiener (Rosario, Argentina), basado en la reaccion de Berthelot, donde el
amonio, en presencia de fenol e hipoclorito de sodio, produce un compuesto coloreado
(azul de indofenol) que es cuantificado espectrofotométricamente a 540 nm.

Previo a la cuantificacion del amonio presente en las muestras, se construyo una
curva de calibrado, empleando una soluciéon de sulfato de amonio. La curva resultd

lineal hasta la maxima concentraciéon de amonio ensayada (60 mM).

D.O. (540 nm)

0,0 T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Amonio (mM)

Figuralll.3.: Curva de calibrado para la determinacion de la concentracion de
amonio.
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[11.2. Virus

Se empled una cepa del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia
gemmatalis, aislada en la Estacion Experimental Oliveros del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, gentilmente cedido por la Prof. Sara Lorenzatti (Claus y col.,

1993).

I11.2.1. Preparacion de stock de AgM NPV

Los stocks virales se obtuvieron a partir de la infeccion con AgMNPV de
cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB.
Los cultivos, de densidad 2x10° células viables.ml”, se infectaron a una multiplicidad
de infeccion de 0,05 DICCsgo, .célula’. Durante la primera hora de incubacién a 28° C,
los cultivos se agitaron suavemente cada 15 minutos para lograr una adecuada
homogenizacion del inoculo viral. Los cultivos infectados se observaron diariamente y
se cosecharon cuando el efecto citopatico alcanzo aproximadamente al 90% de las
células. Cada cultivo se trasvasé a un tubo conico de plastico de 15 ml de capacidad y se
centrifug6 a 1.000 rpm durante 5 minutos. Inmediatamente, se colocd el sobrenadante
en otro tubo cénico de plastico y se centrifugo a 5.000 rpm durante otros 5 minutos.
Ambas centrifugaciones se realizaron a 4° C en una centrifuga marca Beckman Coulter®
modelo Allegra 2IR. Finalmente, alicuotas de 100 pl de los sobrenadantes se

fraccionaron en tubos conicos de plastico y se conservaron a —80° C.

[11.2.2. Cuantificacion viral

I11.2.2.1. Titulacién de virus brotado de AQM NPV

El titulo de virus brotado se determiné a través de una técnica de dilucion limite
y punto final. En primer lugar, a una alicuota del sobrenadante de un cultivo infectado,
previamente centrifugado, se le realizaron una serie de diluciones decimales (10° - 10).
Como solucién diluyente, se empled el medio de cultivo UNL-5 + 10% SFB.

Posteriormente, se sembraron 50 pl de una suspension celular (4x10° células
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viables.ml™") en cada pocillo de una placa de cultivos celulares de 96 orificios. A
continuacion, se dispensaron, por quintuplicado, 50 pl por pocillo de cada dilucion de la
muestra a titular. El control se realizd6 sembrando por quintuplicado 50 pl de la
suspension celular y 50 pl del medio de cultivo UNL-5 + 10% SFB. Las placas se
incubaron a 28° C durante 7 dias. Un pocillo fue considerado positivo cuando se
observaba en el microscopio Optico al menos una célula con presencia de poliedros. Al
cabo de los 7 dias de incubacion, los pocillos negativos y dudosos se replicaron. Asi, en
una placa de cultivo nueva se sembraron tantos pocillos con 50 ul de suspension celular
como pocillos a replicar. Inmediatamente, se les adicion6 50 pl del sobrenadante
proveniente del pocillo negativo o dudoso. Este nuevo cultivo en placa se incubd

durante 7 dias adicionales a 28°C.

Para calcular el titulo viral por el método desarrollado por Reed y Miiench (Reed
y Miiench, 1938) se confeccion6 una tabla de respuestas (+) y (-) para cada una de las
diluciones. Posteriormente, se calculd para cada dilucion la frecuencia acumulada para
las respuestas positivas y negativas. Por ultimo, se determinaron los porcentajes de
respuestas positivas que surgieron del cociente entre la frecuencia acumulada positiva y
las frecuencias acumuladas totales. Como punto final, se consider6 la dilucion que
produce un 50% de respuestas positivas que, para el caso de cultivos celulares, se
denomina dosis infectiva para cultivo celular 50% (DICC sg). Los titulos virales se

-1
expresaron en DICCsgo, . ml ™.

I11.2.2.2. Cuantificacién de poliedros de AgM NPV

Para cuantificar la cantidad de poliedros producidos en un cultivo celular, se
separ6 una alicuota de la suspension celular y se centrifugd en una microcentrifuga a
13.000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se descarté y el pellet celular se
resuspendié en una solucion de SDS 1%. Las muestras se conservaron a 4° C hasta el
momento de su procesamiento. Los recuentos de poliedros se realizaron en el cuadrado
central de una camara de Neubauer que tiene una superficie de 1 mm’ y se encuentra
dividido en 25 cuadrados medianos, cada uno de los cuales se encuentra sub-dividido en

16 cuadrados pequenos. Se cuantificaron los poliedros presentes en 5 de los cuadrados
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medianos (Z) (los 4 de los extremos y el central). Las producciones volumétrica y

especifica de poliedros se determinaron aplicando las siguientes férmulas:

- Produccion volumétrica de poliedros (poliedros.ml™) =% x 5 x 10.000
- Produccion especifica de poliedros (poliedros.célula™) = = x 5 x 10.000 x (células

viables.ml™)™.

111.2.2.3. Cuantificacién de la actividad biolégica de los poliedros de
AgM NPV

Para la preparacion de los poliedros virales, la suspension celular infectada se
centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto en una microcentrifuga. Posteriormente, el
pellet celular se resuspendié en medio de cultivo fresco. A continuacion, se llevo a cabo
la lisis celular a través del empleo de un equipo de sonicacién marca Vibra-Cell®
modelo VC 600 (1 pulso de potencia 4 durante 607, con 50% de silencio).
Inmediatamente, se centrifug6 la muestra en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante
1 minuto, se resuspendio el pellet en medio de cultivo fresco, se cuantificaron los
poliedros y la muestra se conservo a 4°C hasta el momento de la derminaciéon de la

actividad.

La evaluacion de la actividad biologica de los poliedros se llevd a cabo en el
Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola con sede en el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria de la localidad de Castelar, Buenos Aires, Argentina, por
gentileza de la Ing. Alicia Sciocco de Cap y el Licenciado Ricardo Salvador. Para esta
evaluacion se utilizaron larvas de Anticarsia gemmatalis de 3° estadio. La infeccion se
llevd a cabo siguiendo el método de inoculacion empleado por Hughes y Word, que se
basa en la infeccién per os de larvas que se han mantenido en ayunas durante un breve
periodo de tiempo (Hughes y cl., 1981). Luego de 12 horas de ayuno, se administr6 a
cada insecto una gota de la suspension viral dispuesta sobre papel film, utilizandose
sacarosa al 1% como fagoestimulante y Coomasie Brillant Blue al 0.1%, como
colorante para la verificacion final de la ingesta. Se ensayaron tres dosis (100, 200 y 300
poliedros.larva™) mas un control en el que se utilizé agua en lugar de indculo viral.

Cada dosis se ensay6 sobre un minimo de 20 insectos. Una vez ingerida la dosis, las
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larvas se transfirieron a recipientes individuales que contenian la dieta artificial. La
mortalidad se registr6 a intervalos de 12 horas y los resultados de mortalidad final se
analizaron por Probits (Finney, 1971). Mediante este andlisis, se obtiene una recta de
regresion entre dosis transformadas a logaritmos y los porcentajes de mortalidad

transformados a unidades Probit (DLso.larva™).

[11.3. Deter minacion de los par ametr os cinéticos de multiplicacion
celular

Cuando un inéculo de células viables de concentracion Ci es colocado en un
medio de cultivo que aporta los nutrientes necesarios para su mantenimiento y
proliferacion celular, en un intervalo de tiempo dt, el in6culo celular se incrementara en

una cantidad dCi, proporcional a Ci y al intervalo de tiempo dt. Por lo tanto:

dCi=p.Ci.dt(1)
dCi/dt=p.Ci (2)

El cociente dCi / dt es una expresion de la velocidad de multiplicacion de la
poblacion celular. El pardmetro x4, llamado velocidad de multiplicacion especifica,
representa la velocidad de multiplicacion por unidad de masa y tiene dimensiones de
tiempo .

Si p es una constante y se integra la expresion (2), resulta:
InCi=InCip+p.t (3)
donde Cig es el indculo celular inicial a tiempo cero.
Relacionada con la velocidad especifica de multiplicacion surge la definicion de
tiempo de duplicacion. Este pardmetro mide el tiempo necesario para que la masa

celular se duplique cuando la velocidad especifica de crecimiento es . Por lo tanto,

haciendo Ci = 2 x Ciy y reemplazando en (3)

ty,=In2/pn
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Para un cultivo del tipo batch las formulas antes deducidas son solo validas en la
etapa de crecimiento exponencial, fase en la cual se consideran constantes las

condiciones de la biomasa y del medio extracelular.

[11.4. Determinacion de los coeficientes de rendimiento y de las
velocidades especificas de consumo y produccion de nutrientes y

productos

I11.4.1. Coeficientes de rendimiento

Se define el coeficiente de rendimiento Ycjs para un nutriente consumido, S, al
cociente entre la cantidad de células producidas y la cantidad de sustrato empleada en

esa produccion:

YCi/s = dCl / ds (4)

Para un cultivo del tipo batch, en la zona de crecimiento celular exponencial, el

coeficiente de rendimiento (4) puede calcularse utilizando la siguiente expresion:

YCi/s = (Cl — Cl()) / (So — S)

donde Ci y Cig representan la variacion de la densidad celular y, Sy S, la variacion de la

concentracion del nutriente.
De la misma manera, se definen los coeficientes de rendimiento para los

productos del metabolismo celular y para las progenies virales (viriones no ocluidos y

poliedros).
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111.4.2. Velocidad especifica de consumo (produccion de nutrientesy metabolitos)

La velocidad de consumo de un sustrato, S, en un determinado momento esta
dada por:
ds/dt=qs.Ci

donde gs es un coeficiente conocido con el nombre de velocidad especifica de consumo.

Si las condiciones ambientales y la constitucion de la biomasa son constantes, entonces

gs es una constante. De las expresiones (1) y (4) surge la siguiente expresion:
Yeis.ds=p.Ci.dt

Reordenando:

ds/dt = n. Ci/ Ycis (5)

Considerando que ds/ (dt. Ci ) =qs y reemplazando en la expresion (5)

gs=un/Yys (6)

La expresion (6) es generalmente utilizada para estimar las demandas de sustrato

a diferentes velocidades de crecimiento (Pirt, 1975).

[11.5. Disefios experimentales

Se utilizaron tres tipos disefios experimentales diferentes: factorial completo,
factorial fraccionado saturado (disefio de Plackett-Burman) y superficie de respuesta
(disefio central compuesto). Los dos primeros se utilizaron para identificar factores
activos, mientras que el ultimo fue utilizado para optimizar el valor de los factores

activos.

[11.5.1. Ensayos factoriales completos

Los ensayos factoriales completos permiten estudiar simultineamente el efecto

de un ntmero limitado de factores sobre una respuesta, y los efectos que las
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interacciones entre esos factores ejercen sobre la respuesta. Se denomina factor a las
condiciones de un proceso que influencian la variable de respuesta, mientras que ésta se
define como una cantidad medible cuyo valor se ve afectado al cambiar los niveles de
los factores. Por otro lado, se dice que hay interaccion entre dos factores cuando las
diferencias de nivel de uno de ellos afectan la respuesta del otro. Una condicion
necesaria para detectar estas interacciones es la utilizacion de mas de un nivel para cada

factor.

En un disefio factorial completo, el nimero de experimentos a llevar a cabo es
igual a:
N=n"
donde N es el nimero de experimentos, k el nimero de factores a estudiar y n el

numero de niveles para cada factor.

En un experimento en el cual se estudia una determinada respuesta frente a dos
factores (X y X2), cada uno de ellos a dos niveles, el nimero de experimentos asciende a

cuatro, y el disefio puede ser representado de la siguiente manera:

Numero de experimento Factor Nivel
1 X1/ Xo +/+
2 X1/ Xy +/-
3 X1/ X2 -/-
4 X1/ X -/+

Si se disefia un experimento en el cual cada factor es analizado en mas de dos
niveles, se debe tomar el valor medio como valor de referencia del factor y elegir los
otros niveles de los experimentos en forma equidistante, siendo una determinada
proporcion del valor medio. Asi, por ejemplo, si se analizan 3 niveles, el valor de
referencia del factor sera 0, el superior (+1) y el inferior (—1). La significacion
estadistica de la magnitud del efecto ejercido por cada factor, y de las interacciones
entre ellos, se determina mediante el analisis de la varianza. Tanto el disefio como el
posterior analisis de las respuestas fueron asistidos, en esta tesis, con el paquete

estadistico JMP 4°.
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[11.5.1. Disefio de Plackett-Bur man

Generalmente, en las primeras etapas del proceso de disefio de un medio de
cultivo se realizan ensayos de screening para evaluar, entre las decenas de componentes
(factores) del mismo, aquellos que, producida una modificacion en su concentracion,
ejercen un efecto mensurable significativo sobre alguna variable del cultivo
(respuesta), como la velocidad de proliferacion, la densidad celular o la capacidad de
generar un determinado producto, como en este caso un virus. Habitualmente, este tipo
de estudios implica la evaluacion de un elevado numero de factores: si, por ejemplo, se
quisiera determinar, mediante un ensayo factorial completo, la magnitud de los efectos
principales producidos por 10 componentes de un medio de cultivo, y los efectos
surgidos de las interacciones entre los mismos, se deberian llevar a cabo 1024
experimentos, con un costo experimental injustificable. En estas situaciones, y con el
objetivo de reducir el nimero de experimentos, se utilizan disefios de tipo factorial
fraccionado. Este tipo de disefio experimental simplificado esta basado en la suposicion
que los efectos principales son provocados por unos pocos factores aislados, y que, por
lo tanto, las interacciones entre distintos factores son despreciables. Si las interacciones
se pueden considerar despreciables, una fraccion adecuada de todas las posibles
combinaciones de los niveles del factor es suficiente para proporcionar una estimacion
de los efectos principales. En un disefio factorial fraccionado, el nimero de

experimentos se reducird de acuerdo al valor dado a p, de tal manera que:

N=2"P

El disefio experimental de Plackett-Burman, presentado por R. Plackett y J.
Burman en 1946, es un tipo particular de modelo factorial fraccionado de dos niveles,
muy empleado en el desarrollo de experimentos de screening. La particularidad de este
disefio es que el nimero de experimentos es un multiplo de 4, y que la cantidad de

factores a analizar es igual:

donde E es un multiplo de 4.
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Mediante el empleo de un disefio de tipo Placket-Burman se pueden identificar
aquellos factores que ejercen los efectos mas importantes sobre una determinada
respuesta, no analizandose las interacciones entre ellos. Los disefios de tipo Plackett-
Burman, como asi también el estudio estadistico de los resultados a través del analisis

de la varianza, fueron realizados con la asistencia del paquete estadistico JMP 4°.

I11.5.3. Método de superficie derespuesta (RSM):

El método de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas muy utilizado para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta
de interés es influenciada por varias variables.

Para el caso de los factores X; € Xo, la respuesta y se relaciona con los factores X3

y X2 de la siguiente manera:

y =f(x1,X2) + € donde & representa el error observado en la respuesta Y.

Si la respuesta esperada se denota por E (y) = f(X1, X2) = 1, entonces la superficie
de respuesta queda representada por la ecuacion n = (X1, X2) y se denomina superficie
de respuesta. La superficie de respuesta se representa como una superficie solida en un
espacio tridimensional. E1 RSM tiene como objetivo determinar las condiciones de
operacion optima para un sistema, o determinar la region del espacio de los factores en

la que se satisfacen las condiciones de operacion.

Un disefio experimental para ajustar un modelo de segundo orden debe presentar
por lo menos tres niveles para cada factor. Dado que la finalidad del RSM es Ia
optimizacién, y se desconoce la localizacion del optimo antes de comenzar el
experimento, es recomendable usar un disefio que proporcione estimaciones igualmente
precisas en todas las direcciones. El disefio central compuesto es, probablemente, el
disefio experimental mas utilizado para ajustar superficies de respuesta de segundo

orden. Incluido en este disefio, se encuentra el disefio estrella que permite agregar mas
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niveles y describir una curvatura en la cual se agregan mas puntos «. Los mismos se

sitian a una determinada distancia del centro, describiendo una estrella. E1 nimero de
. 1/4

puntos responde a los puntos axiales Ng; el valor que toma o = (ns) "~ y un punto central

Np con todos los niveles iguales a cero, generalmente es el replicado (Montgomery,
1991).

X2
0,a)

(-1, +1) (+1,+1)

(-a,-0) (a.0)

X1

(L-1) (+1,-1)

(Ov - )

Figuralll.4.: Disefio central compuesto para dos factores

El analisis de la varianza para el modelo de segundo orden fue realizado con la

asistencia del paquete estadistico JMP 4°.
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V. Resultados

IV.1. Crecimiento, metabolismo y produccion de AgM NPV en cultivos

delalinea celular UFL -AG-286 en suspension

1V.1.1. Adaptacion delalinea celular al cultivo en suspension

Cultivos de la linea celular UFL-AG-286 en el medio TC-100 suplementado con
10 % SFB fueron adaptados al crecimiento en suspension. Para ello, cultivos estaticos
se desprendieron de la superficie de la botella plastica mecanicamente. La suspension
celular resultante se centrifugd, se resuspendid en medio de cultivo fresco a una
densidad celular de 3,5 x 10° células viables.ml™, se colocé en un frasco de cultivo tipo
“spinner”, con agitador pendular, y se comenz6 a agitar sobre una plancha magnética
hasta que el cultivo alcanzé una densidad de 1,5 x 10° células viables.ml™”, momento en
el cual se realizd el primer sub-cultivo. Los primeros pasajes en suspension se
caracterizaron por una elevada proporcion de células agrupadas en agregados de

diversos tamanos.

Con el objetivo de seleccionar una poblacion de células capaces de proliferar en
forma aislada en cultivos en suspension, antes de cada repique el cultivo se trasvasd a
un tubo plastico conico de 50 ml y se dejo sedimentar durante 1 minuto. Al cabo de ese
tiempo se cosecho la parte superior del cultivo, enriquecida en células aisladas, y se
resuspendié en medio de cultivo fresco para obtener una densidad de 3,5 x 10° células
viables.ml™. La proporcién de células aisladas se incrementé progresivamente con los
sub-cultivos sucesivos, hasta que luego de 30 pasajes el 80% de las células no formaba
agregados. En cultivos en suspension mantenidos sin sedimentacion previa a cada
pasaje, el porcentaje de células aisladas no vari6 significativamente a lo largo de los
sucesivos sub-cultivos. La linea celular resultante del proceso de adaptacion al cultivo

en suspension se denomind saUFL-AG-286.
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1V.1.2. Deter minacion de los par @metr os cinéticos de |os cultivos en suspension

Para caracterizar los parametros cinéticos de los cultivos de células UFL-AG-
286 adaptadas al crecimiento en suspension (saUFL-AG-286), un cultivo en el pasaje
trigésimo en suspension se diluyd en medio de cultivo fresco a una densidad de 3,7 x
10° células viables.ml”. El cultivo fue incubado en estufa a 28° C, y cada 24 horas se
tomd una alicuota de la suspension celular para cuantificacion de células totales y

viables.

) ’3/

Células totales
] Células viables

10

T T T T T T

T T —
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Figura 1V.1.1.: Curva de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos en
suspension agitada en el medio TC-100 suplementado con 10% de SFB. Los cultivos se realizaron
en frascos tipo “spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de volumen de cultivo. Cada punto
representa el promedio de los recuentos efectuados en tres cultivos independientes.

No se observo fase “lag” al comienzo del cultivo, cuyo crecimiento se extendid
hasta las 96 horas (figura IV.1.1.). La velocidad especifica de multiplicacion celular
mantuvo un valor constante de 0,024 h™' (tiempo de duplicacion: 28,9 h). La densidad
celular maxima, alcanzada a las 96 horas de cultivo, fue de 3,7 x 10° células viables.ml
! La viabilidad del cultivo se mantuvo en porcentajes superiores al 98% hasta las 96

horas, y luego decay6 abruptamente sin mediar fase estacionaria.
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1V.1.3. Consumo de nutrientesy produccion de metabolitos

Para caracterizar el perfil nutricional y metabolico de los cultivos de células
saUFL-AG-286, se determinaron las concentraciones de glucosa, lactato, amonio y
dieciocho aminoacidos en los sobrenadantes de las muestras obtenidas a los distintos

tiempos de cultivo.

Como se puede observar en la figura IV.1.2., la concentracion de glucosa decay6
constantemente desde el comienzo, hasta agotarse entre las 96 y 120 horas de cultivo.
La velocidad especifica de consumo celular de glucosa se mantuvo constante hasta las

96 horas, en un valor de 3,20)(10'11 mmol.cel ' .h.

La glutamina, luego de un incremento inicial de su concentracion durante las
primeras 24 horas de cultivo, que se verificé también para el resto de los aminoacidos
(no se muestra), fue consumida riapidamente hasta agotarse a las 120 horas. La
velocidad especifica de consumo celular de glutamina alcanzé un valor maximo de

5,87x10"" mmol.cel.h™ a las 48 horas y luego decayo exponencialmente.

La concentracion de lactato, un producto del metabolismo de la glucosa y la
glutamina en muchas lineas de células animales, se mantuvo constante durante toda la

evolucion del cultivo.
Por otro lado, la concentracion de amonio, un producto del metabolismo de los

aminoacidos, se mantuvo casi constante hasta las 72 horas de cultivo, para luego crecer

abruptamente y alcanzar un valor maximo cercano a 20 mM a las 96 horas.
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Figura 1V.1.2.: Evolucion en el tiempo de la concentracion de glucosa, lactato,
glutamina y amonio en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 en medio TC-
100 suplementado con 10% de SFB. Los cultivos se realizaron en frascos tipo
“spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de volumen de cultivo. Cada punto
representa el promedio de las concentraciones determinadas en tres cultivos
independientes.

La mayoria de los aminoacidos no fueron significativamente consumidos en
los cultivos de células saUFL-AG-286 (cuadro IV.1.1.). Sélo glutamina (89%),
asparagina (31%), metionina (29%) y leucina (20%) fueron consumidos en porcentajes
superiores al 20% de su concentracion inicial. Serina y tirosina fueron consumidos en
porcentajes cercanos al 15%, mientras que alanina, arginina, glicina, lisina, fenilalanina,
treonina y triptofano lo fueron s6lo en minimas proporciones, respecto a sus
concentraciones iniciales. Por otro lado, glutamato, aspartato, valina, isoleucina e
histidina incrementaron su concentracion en el transcurso del cultivo. Cabe destacar que
el consumo de glutamina represento el 50% del total del consumo de aminoécidos en los

cultivos en suspension de saUFL-AG-286.
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Cuadro IV.1.1. Concentraciones iniciales y finales de aminoacidos (mM) en los sobrenadantes de cultivo
de células saUFL-AG-286 en el medio TC-100 suplementado con 10% de SFB.

O hora 120 horas Consumo
Compuesto (mM) (mM) Porcentual (%)
Alanina 2,78 2,44 12
Arginina 3,52 3,32 6
Asparagina 3,47 2,38 31
Aspartato 3,25 3,51 -
Fenilalanina 1,34 1,29 4
Glicina 8,81 8,71 1
Glutamina 411 0,44 89
Glutamato 5,24 5,29 -
Histidina 16,56 17,59 -
Isoleucina 0,90 0,95 -
Leucina 1,27 1,02 20
Lisina 4,12 3,58 13
Metionina 0,76 0,55 28
Serina 5,22 4,40 16
Tirosina 0,49 0,42 14
Treonina 1,64 1,63 1
Triptofano 0,61 0,60 2
Valina 1,38 1,45 -

IV.1.4. Infeccion de células saUFL -AG-286 con AgM NPV

Cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 en medio TC-100
suplementado con 10% SFB, sembrados inicialmente a una densidad de 3,5 x 10°
células viables.ml™, fueron infectados 36 horas después con AGMNPV (multiplicidad de
infeccion: 3 DICCsgo, .célula’l) cuando habian alcanzado una densidad de 8,4 x 10°

células viables.ml”'. Se_tomaron muestras de los cultivos infectados cada 24 horas para
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realizar recuento de células totales, viables y con presencia de poliedros, y se separaron

muestras para realizar titulacion de virus brotados y recuento de poliedros.
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Figura 1V.1.3.; Infeccion de cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el
medio TC-100 suplementado con 10% de SFB. La infeccion con AGMNPYV se realizé a una MOI
de 3 DICCsg,.célula’, a una densidad celular de 8,4x10° células viables.ml". Los cultivos se
realizaron en frascos tipo “spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de volumen de cultivo.
Cada punto representa el promedio de los recuentos efectuados en tres cultivos independientes.

Las primeras 24 horas post-infeccion se caracterizaron por un ligero
incremento de la densidad de células totales, mientras la viabilidad se mantuvo por
arriba del 90%. Posteriormente, el nimero de células viables comenzd a disminuir,
lentamente hasta las 48 horas, y continud en forma exponencial hasta alcanzar un valor
de viabilidad inferior al 30 % a las 96 horas post-infeccion. La lisis celular no fue
importante, de acuerdo a la evolucion de los recuentos de células totales, que no

decrecieron significativamente hasta las 96 horas post-infeccion.

Las primeras células con poliedros virales visibles en su interior se observaron
a las 48 horas post-infeccion (50% del total de las células), si bien desde las 24 horas se
observaron claros signos de efecto citopatico temprano tipico de la infeccion por
baculovirus, caracterizado por el aumento de tamafio y el redondeamiento celular. El
nimero de células conteniendo cumulos de poliedros no se incrementd luego de las 48

horas post-infeccion.
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En la figura IV.1.4. se puede observar la evolucion en el tiempo de los titulos de
virus brotados y de poliedros. La produccion de virus brotados aumentd rapidamente
durante las primeras 24 horas post-infeccion, y luego mucho mas lentamente, hasta
alcanzar un titulo maximo de 6.3 x 10® DICCsgo,.ml™ a las 96 hpi (rendimiento celular
especifico: 692 DICCsgy.cel™.). Los primeros poliedros virales se detectaron a las 48
hpi, en forma coincidente con la observaciéon de las primeras células conteniendo
cuerpos de inclusion y con la reduccion inicial de la viabilidad celular. La concentracion
de poliedros se increment6 hasta alcanzar un titulo maximo de 5.8 x 10" poliedros.ml” a

las 72 hpi (rendimiento celular especifico: 64 poliedros.cel™).
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Figura IV.1.4.: Evolucion del titulo de virus brotados y de poliedros a partir de un cultivo en suspension de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100 suplementado con 10% de SFB e infectado con AgMNPV a
una MOI de 3 DICCsgy, . célula™. Los cultivos se realizaron en frascos tipo “spinner”, de 500 ml de volumen,
con 50 ml de volumen de cultivo.

1V.1.5. Consumo de nutrientesy produccion de metabolitos en cultivos infectados

Glucosa y glutamina, al igual que en los cultivos no infectados de saUFL-AG-

286, fueron los nutrientes consumidos a mayor velocidad en los cultivos infectados con
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AgMNPV (figura IV.1.5.). La velocidad especifica de consumo celular de glucosa se
redujo con respecto a los cultivos no infectados durante las primeras 24 hpi, periodo
durante el cual alcanzé un valor de 1,24 x 107" mmol.cel.'l.h'l, aproximadamente un
tercio de la velocidad correspondiente a la fase de crecimiento exponencial de un cultivo
no infectado. Sin embargo, en el periodo comprendido entre las 24 y 72 hpi la velocidad

de consumo de glucosa retom¢ el valor previo a la infeccion.

La concentracién de lactato no se modificd significativamente a lo largo del
periodo de infeccion observandose durante las primeras 24 horas post-infeccion un leve
aumento en su concentracion, parte del cual fue consumido en las 24 horas posteriores

para luego permanecer practicamente constante hasta el momento de la cosecha del

cultivo.

El consumo de glutamina también se redujo inmediatamente luego de la
infeccion a un valor de 1,42 x 10" mmol.cel.'l.h'l; esta velocidad se mantuvo constante
durante todo el periodo post-infeccion.
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Figura IV.1.5..: Evolucion de la concentracion de glucosa, lactato, glutamina y amonio en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en medio TC-100 suplementado con 10% de SFB e
infectado con AgMNPV a una MOI de 3 DICCsg, - célulal. Los cultivos se realizaron en frascos tipo
“spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de volumen de cultivo. Cada punto representa el promedio
de las concentraciones determinadas en tres cultivos independientes.

Ademas de la glutamina, s6lo cinco aminoacidos mas se consumieron en los

cultivos infectados: alanina, asparagina, lisina, metionina y triptofano (cuadro IV.1.2.).
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Los otros aminoacidos incrementaron su concentracion en los sobrenadantes de los

cultivos, mientras que la concentracion de amonio oscild sin cambios significativos

(figura IV.1.5.).

Cuadro 1V.1.2. Concentraciones iniciales y finales de aminoacidos (mM) en los
sobrenadantes de cultivo de células saUFL-AG-286 en el medio TC-100 suplementado
con 10% de SFB e infectado con AgQMNPV a una MOI de 3 DICCsg, . célula™.

0 hpi 96 hpi Consumo
Compuesto (mM) (mM) Por centual (%)
Alanina 2,75 2,40 13
Arginina 3,24 3,38 -
Asparagina 3,26 3,04 7
Aspartato 3,23 3,54 -
Fenilalanina 1,28 1,31 -
Glicina 8,40 8,97 -
Glutamina 3,22 2,38 26
Glutamato 4,87 5,61 -
Histidina 15,92 17,64 -
Isoleucina 0,96 1,03 -
Leucina 1,19 1,19 0
Lisina 3,84 3,72 3
Metionina 0,76 0,63 17
Serina 4,88 491 -
Tirosina 0,47 0,49 -
Treonina 1,62 1,75 -
Triptofano 0,67 0,57 14
Valina 1,48 1,53 -
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[V.2. Disefio de un nuevo medio de cultivo paralalinea celular saUFL -
AG-286

IV.2.1. Evaluacion de | PL-41 como medio basico para €l cultivo de la linea celular
saUFL -AG-286

Hasta el momento de comenzar los experimentos de esta tesis, la linea celular
UFL-AG-286 habia sido cultivada s6lo en el medio TC-100 suplementado con 10% de
suero. Existen muy pocos antecedentes en la bibliografia acerca del uso de este medio
basico como soporte para el desarrollo de medios de cultivo libres de suero (Rdder,
1982; Claus y col., 1993). En cambio, el medio IPL-41 (Weiss y col., 1981) ha sido
extensamente utilizado como base para la preparacion de medios de cultivo libres de
suero para distintas lineas celulares (Maiorella y col., 1988; Inlow y col., 1989). Por lo
tanto, se decidio evaluar la aptitud de este medio para sostener la proliferacion de la

linea celular saUFL-AG-286, inicialmente en condiciones de suplementacion sérica.

El intento de adaptacion de las células saUFL-AG-286 al medio IPL-41 se inici6
a partir de cultivos estaticos, en frascos de 25 cm?, adaptados al crecimiento en el medio
TC-100 suplementado con 10% de SFB, mediante reduccion paulatina del porcentaje de
este medio a lo largo de sucesivos subcultivos, y agregado de proporciones crecientes
del medio IPL-41 suplementado con 10% de suero fetal bovino. El porcentaje de
reduccion de TC-100 en cada subcultivo fue del 25%, siempre y cuando las células
hubieran alcanzado confluencia a los cinco dias de cultivo en el repique precedente. El
proceso de adaptacion transcurrié favorablemente en los dos primeros subcultivos, hasta
que el porcentaje de TC-100 se redujo al 50%. La subsiguiente reduccion al 25%
ocasion6 una disminucion en la velocidad de proliferacion celular, y la imposibilidad de
obtener cultivos confluentes a los cinco dias de cultivo. Mediante cambios de medio se
pudo alcanzar la confluencia, pero los repiques posteriores en la misma mezcla de
medios no mejoraron el comportamiento celular. Por lo tanto, se decidi6 mantener un
cultivo de saUFL-AG-286 en una mezcla 1:1 de IPL-41 y TC-100, y determinar la
capacidad de proliferacion celular en este medio basico suplementado con 10% de suero
fetal bovino. Para ello, cultivos adaptados al crecimiento en cultivos estaticos en TC-

100 + 10% SFB y en TC-100/IPL-41 (1:1) + 10% SFB, respectivamente, fueron
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cosechados cuando alcanzaron confluencia. Luego se diluyeron en los respectivos
medios de cultivo frescos para alcanzar una densidad celular de 3,5x10° células
viables.ml™, y se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm” (5 ml por botella), por
duplicado. Ademas, a partir del cultivo en TC-100/IPL-41, se sembr6 una alicuota en el
medio IPL-41 + 10% SFB, a la misma densidad celular inicial y con el mismo volumen
de cultivo. Las botellas se incubaron en forma estatica durante seis dias a 28° C, y al
cabo de ese tiempo las células se despegaron mecanicamente de la superficie de cada
botella, se homogeneizaron las suspensiones celulares y se tomaron alicuotas para

realizar el recuento de células viables.

4x10°-

3x10°

2x10°

Células viables/mI

1x10°-

5x105. :Vf%: .

TC-100 IPL-41 TC-100/IPL-41 (1:1)
M edio de cultivo

FiguralV.2.1.: Densidad celular alcanzada al tiempo de cosecha, en cultivos estaticos de la linea
celular saUFL-AG-286 en distintos medios suplementados con 10% de SFB. Los cultivos
celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm® con 5 ml de volumen de cultivo. Los
mismos fueron incubados durante 6 dias a 28° C.

Como se puede observar en la figura IV.2.1., casi no se verificoé proliferacion
celular en el medio IPL-41, mientras que la densidad celular maxima alcanzada en la
mezcla TC-100/IPL-41 result6 significativamente mas elevada que en el medio TC-100.
Por lo tanto, esta mezcla de medios parece constituir un soporte basico mas apto para
sostener la proliferacion de las células saUFL-AG-286 que el medio TC-100. En

funcion de estos resultados se decidio utilizar la mezcla TC-100/IPL-41 (1:1) como
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plataforma para la realizacion de experimentos tendientes a disefiar medios de cultivo

libres de suero para esta linea celular (ver seccion IV.2.5.).

IV.2.2. Estrategia de disefio de un nuevo medio de cultivo basico para la linea
celular saUFL -AG-286

Del anélisis del consumo de aminoéacidos y glucosa en los cultivos en suspension
de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio de cultivo TC-100 suplementado con
suero que se llevo a cabo en la seccion IV.1. de esta tesis, se pudo concluir que la
composicion de este medio no se ajusta a los requerimientos nutricionales de la linea
celular. Por una parte, la concentraciéon de la mayoria de los aminoacidos se encuentra
en exceso, mientras que la glucosa y la glutamina se hallan en concentraciones
limitantes. En la figura IV.2.2. se representa el porcentaje de consumo de los

aminoacidos y de la glucosa, respecto a sus concentraciones en el medio TC-100.
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FiguralV.2.2.: Porcentaje de consumo de nutrientes (aminoacidos e hidrato de carbono) en cultivos en suspension
de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100 + 10% SFB. 1- Alanina; 2- Arginina; 3- Asparagina; 4-
Acido aspartico; 5- Glutamina; 6- Acido Glutamico; 7- Glicina; 8- Histidina; 9- Isoleucina; 10-Leucina; 11- Lisina;
12-Metionina; 13- Fenilalanina; 14- Serina; 15- Treonina; 16- Triptofano; 17- Tirosina; 18- Valina; 19- Glucosa.
Los cultivos, por triplicado, se realizaron en frascos tipo “spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de volumen
de cultivo. Los mismos fueron incubados a 28° C durante 5 dias. El porcentaje de consumo de los nutrientes fue

calculado al tiempo de cosecha de los cultivos celulares.

Como se puede observar, diez de los dieciocho aminoacidos cuantificados en

aquellos experimentos se consumieron en porcentajes inferiores a 10%, y solo cuatro de
ellos (asparagina, glutamina, leucina y metionina) en porcentajes superiores al 20% de
sus respectivas concentraciones iniciales. A partir de estos datos se calcularon los

rendimientos celulares asociados al consumo de cada aminoacido en el medio TC-100
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(cuadro IV.2.1.). Estos datos se utilizaron para disefiar la composicion de la mezcla de
aminoacidos de un nuevo medio de cultivo, partiendo de las siguientes premisas:
a) la concentracion de cada aminoacido deberia ser suficiente para sostener la
proliferacion de un cultivo “batch” hasta una densidad celular de 107 células.ml™;
b) a los efectos de preservar la contribucion de la mezcla de aminoacidos a la
regulacion del pH del medio de cultivo, la concentracion de cada aminoacido no deberia

ser inferior al 10% de su concentracion en el medio TC-100.

Cuadro 1V.2.1.: Rendimientos celulares asociados al consumo de aminoacidos en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100 suplementado con 10%
SFB. Los cultivos se realizaron en frascos tipo “spinner”, de 500 ml de volumen, con 50 ml de
volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados a 28° C durante 5 dias.

Aminodcidos 10° células producidas / pmol de

aminoacido consumido.

Alanina 9.8
Arginina 16,6
Asparagina 3,0
Fenilalanina 66,6
Glicina 333
Glutamina 0,9
Leucina 13,3
Lisina 6,1
Metionina 15,8
Serina 4,1
Tirosina 47,6
Treonina 333,0
Triptofano 333,0

Sobre la base de estas premisas se prepard una nueva solucion de aminoacidos,
cuya composicion relativa respecto a la del medio TC-100 se presenta en la figura
IV.2.3. Esta solucién se utiliz6 como base para formular un nuevo medio de cultivo, al
cual se denomin6 UNL, cuya concentracion de glucosa, teniendo en cuenta el
rendimiento celular en este hidrato de carbono, es mas elevada que en el medio TC-100

(figura 1V.2.3.). En definitiva, el medio UNL difiere del medio TC-100 en la menor
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concentracion de la mayoria de los aminoacidos, y en su concentracion mas elevada de

glutamina y glucosa, los nutrientes mas consumidos por las células saUFL-AG-286.
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Figura IV.2.3.: Concentraciones relativas de aminoacidos y glucosa presentes en
el medio UNL respecto al medio TC-100. 1- Alanina; 2- Arginina; 3-
Asparagina; 4- Acido aspartico; 5- Glutamina; 6- Acido Glutamico; 7- Glicina; 8-
Histidina; 9- Isoleucina; 10-Leucina; 11- Lisina; 12-Metionina; 13- Fenilalanina;
14- Serina; 15- Treonina; 16- Triptofano; 17- Tirosina; 18- Valina; 19- Cisteina;
20- Prolina; 21- Glucosa.

Por otro lado, si se compara la composicion de los medios TC-100 e IPL-41 (ver
seccion Materiales y Métodos) con el objeto de explicar los beneficios de la adiciéon de
una proporcion del segundo al primero, se puede verificar que las principales
diferencias entre ambos radican en la presencia de acidos organicos y micronutrientes
minerales en la composicion del medio IPL-41, de los que carece el medio TC-100, y
una concentracion mas elevada de vitaminas. Para investigar si estas diferencias pueden
explicar aquellos beneficios, se prepard un suplemento conteniendo estos compuestos.
Al medio de cultivo UNL suplementado con esta solucion de acidos organicos,

micronutrientes minerales y vitaminas se lo denomin6é UNL-5.
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1V.2.3. Evaluacion de la capacidad de los medios UNL y UNL -5 para sostener la

proliferacion delalinea celular saUFL -AG-286

Previamente a evaluar la capacidad de los nuevos medios UNL y UNL-5 para
sostener el cultivo de la linea saUFL-AG-286, se llevo a cabo la adaptacion de las
células a los nuevos medios de cultivo. Este proceso se llevdo a cabo mediante la
reduccion paulatina del porcentaje del medio TC-100 en una mezcla de los medios TC-
100 y UNL (25% en cada sub-cultivo, siempre que se hubiera alcanzado el estado de
confluencia en el pasaje previo), en cultivos estaticos suplementados con 10 % de suero
fetal. Luego de 20 pasajes celulares fue posible eliminar totalmente el medio TC-100 y
cultivar las células en el nuevo medio de cultivo UNL suplementado con suero. A partir
de este medio, las células se adaptaron rapidamente al cultivo en el medio UNL-5 +

10% SFB.

Para realizar una evaluacion preliminar del rendimiento de los medios de cultivo
UNL y UNL-5 en relacion al original (TC-100), células adaptadas al crecimiento en
cultivos estaticos en cada uno de los medios, suplementados con 10% de SFB, fueron
cosechadas, centrifugadas y resuspendidas en medio de cultivo fresco. En placas de 96
pocillos (100 pl de suspension celular por orificio), por sextuplicado para cada medio,
se dispensaron 2x10* células viables por pocillo. Las placas fueron incubadas a 28° C y
la proliferacion celular fue evaluada a las 48 y 96 horas de cultivo. En la figura IV.2.4.
se puede observar que los cultivos proliferaron mas rapidamente en los medios UNL y
UNL-5, durante las primeras 48 horas, que en el medio TC-100. Luego la proliferacion
ceso en el medio UNL, pero continuo en los otros dos. La mayor densidad celular a las
96 hs. se alcanz6 en el medio UNL-5. Este resultado es coherente con la observacion
visual de la evolucion de los cultivos, donde se pudo apreciar que al momento de la
cosecha en el medio UNL-5 + 10 % SFB, ademas de una monocapa confluente,
sobrenadaban abundante cantidad de células en el medio de cultivo. Ademas, la
evolucion de la proliferacion celular en este medio mostré un perfil similar al obtenido

en la mezcla TC-100/IPL-41 (1:1) suplementada con 10% de suero (no se muestra).
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Figura IV.2.4.: Densidad celular en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en
distintos medios de cultivo suplementados con 10% de SFB. Los cultivos celulares fueron
realizados, por sertuplicado, en placas de 96 pocillos partiendo de una densidad celular inicial
de 2x10* células.100 pl™". Las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo
a través de la técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm, a las
48 horas (1) y 96 horas (2) de incubacion a 28° C.

IV.2.4. Evaluacion de la capacidad de los medios UNL y UNL -5 para sostener la

replicacion viral

La capacidad de los medios de cultivo UNL y UNL-5, suplementados con suero,
para sostener la replicacion del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia
gemmatalis fue evaluada a través de la infeccion de cultivos estaticos de células saUFL-
AG-286 adaptadas al crecimiento en cada uno de los medios de cultivo a ensayar (TC-
100, UNL y UNL-5, suplementados con 10 % SFB). Para llevar adelante esta
evaluacion, los cultivos confluentes fueron cosechados y las células cuantificadas,
centrifugadas y resuspendidas en medio de cultivo fresco, a fin de alcanzar una densidad
celular de 4x10° células viables.ml™'. Las células fueron infectadas inmediatamente a
una multiplicidad de infeccion de 2 DICCsg, .célula”. Los cultivos fueron mantenidos
en agitacion durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, fueron sembrados por triplicado
en pocillos de una placa para cultivos celulares de 96 orificios (100 pl por pocillo). Las
placas fueron incubadas en estufa a 28° C durante 6 dias, al término de los cuales los
sobrenadantes fueron removidos de los pocillos y reemplazados por 100 ul de una

solucion de SDS 1%.
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Figura 1V.2.5.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea
celular saUFL-AG-286 en distintos medios de cultivo suplementados con 10% de
SFB. La infeccion con AgMNPV se realiz6 a una MOI de 2 DICCs, . célula™, en
cultivos con una densidad celular de 4x10° células viables.ml”'. Los mismos, que se
realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, fueron incubados a 28° C durante 6
dias.

En la figura IV.2.5. se puede observar que los rendimientos volumétricos de
poliedros de AgMNPYV fueron significativamente mas elevados en ambos medios UNL
que en el medio TC-100. A su vez, la infeccion de las células saUFL-AG-286 en el
medio enriquecido UNL-5 produjo un niimero significativamente mayor de poliedros,

casi seis veces mayor que el rendimiento obtenido en el medio TC-100.
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IV.25. Evaluacion rapida de los efectos de la suplementacion individual con

hidrolizados proteicos y extractos naturales sobre la proliferacion de la linea
celular saUFL -AG-286

Si bien se ha documentado que algunos hidrolizados proteicos y extractos
naturales ejercen un efecto positivo sobre la capacidad de proliferacion de algunas
lineas de células de insectos, y que pueden ser utilizados como componentes en mezclas
complejas destinadas a reemplazar al suero fetal bovino (Schlaeger, 1996; Vaughn y
Fan, 1997; Donaldson y Schuler, 1998; Wu y Lee, 1998; Ikonomou y col., 2001; Batista
y col., 2005), no existen estudios publicados sobre los efectos que estos compuestos
ejercen, especificamente, sobre la linea celular UFL-AG-286 o su derivada saUFL-AG-
286. Por lo tanto, tampoco se sabe cual es su potencial para la preparacion de un
suplemento libre de suero para estas células. En razén de ello, se llevo a cabo un ensayo
rapido para identificar, entre un conjunto de hidrolizados proteicos y extractos
microbianos conocidos por su habilidad para promover el crecimiento de cultivos de
distintos tipos de células, aquellos capaces de ejercer un efecto positivo sobre los
niveles de proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286. Estos compuestos podrian
resultar candidatos a integrar un suplemento destinado a reemplazar al suero fetal
bovino en un medio completo especificamente desarrollado para esta linea. Células
previamente adaptadas al medio TC-100/IPL-41 (1:1) suplementado con 10% de SFB,
provenientes de un cultivo estatico, fueron cosechadas y cuantificadas. Luego del
recuento celular, la suspension se fracciono en doce alicuotas, que fueron centrifugadas
y resuspendidas, a una densidad celular de 2x10° células viables.ml”, en el mismo
medio de cultivo fresco suplementado con 1% de SFB y 2,5 mg.ml” de hidrolizado
proteico o extracto natural a ensayar. Como control se utiliz6 un cultivo en medio TC-
100/TPL-41 (1:1) suplementado con 2,5% de SFB. Las distintas suspensiones celulares
se dispensaron en pocillos de placas de cultivo de 96 orificios (100 ul por pocillo), las
cuales fueron incubadas a 28° C, en camara humeda, durante 120 horas. Al cabo de ese
tiempo se procedio a la cuantificacion del nivel de proliferacion celular mediante la

técnica de reduccion del colorante MTS.
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Figura 1V.2.6.: Proliferacion celular relativa de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en
medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB, suplementados con 2,5 mg.ml" de distintos hidrolizados
proteicos o extractos naturales (1: Lactoalbumina; 2: Hidrolizado de caseina N-Z Case Plus; 3:
Primatone; 4: Caldo triptosa fosfato; 5: Extracto de levadura; 6: Digesto papainico de soja; 7: Peptona
de carne; 8: Infusion cerebro-corazon; 9: Ultrafiltrado de extracto de levadura; 10: Extracto de higado).
Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células viables.ml”, fueron realizados, por
sextuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias de incubacion a 28° C, las células viables fueron
cuantificadas directamente en cada pocillo a través de la técnica de reduccion del colorante MTS,
midiendo absorbancia a 540 nm. La proliferacion celular relativa de cada cultivo fue calculada con
respecto a la proliferacion celular del cultivo control.

Tomando como criterio de positividad la superacion del nivel de proliferacion
del control suplementado con 2,5% de suero fetal, se puede observar en la figura IV.2.6.
que s6lo dos de los hidrolizados ensayados, hidrolizado de caseina N-Z Case Plus (HA)
y caldo triptosa fosfato (HB), y el ultrafiltrado de extracto de levaduras (UFEL)
resultaron activos promotores de la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286
cuando fueron adicionados en forma individual a una concentracion de 2,5 mg.ml™”. Se
debe notar, ademas, el fuerte efecto negativo sobre el nivel de proliferacion celular que
ejercieron el extracto de higado y el extracto de levaduras, éste ultimo utilizado con
frecuencia como componente de mezclas destinadas al reemplazo del suero fetal bovino

en cultivos de células de insectos.
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1V.2.6. Evaluacion de los efectos de la suplementacion combinada con distintos

hidrolizados y extractos naturales sobre los niveles de proliferacion de la linea

cdular saUFL-AG-286 v sobre la replicacion del virus de poliedrosis nuclear

multiple de Anticarsia gemmatalis

Luego de haber identificado tres aditivos que ejercen un efecto positivo sobre la
proliferacion de la linea saUFL-AG-286, se procedido a estudiar el efecto de la
suplementacion cuando los mismos son incorporados al medio de cultivo en una
mezcla. Para ello se realizd un ensayo de proliferacion celular, en las condiciones
experimentales descriptas en el ensayo precedente, de acuerdo a un disefo factorial
completo de tipo 2x2x2 (tres factores a dos niveles cada uno), de tal manera de poder
verificar el efecto de cada aditivo en forma individual, y también la existencia de

interacciones entre los mismos, ya sean sinérgicas o antagonicas.

El disefio empleado incluyé un total de 8 experimentos, y cada uno de ellos fue
replicado seis veces. Los tres factores cuyo efecto se estudié fueron la suplementacion
con HA, HB o UFEL, respectivamente, y los dos niveles correspondieron a la ausencia
de suplementacion (-1) o la suplementacion a una concentraciéon de 0,5 mg.ml” (+1). La
concentracion maxima de células viables a las 120 horas de cultivo en cada
experimento, determinada por la técnica de reduccion de MTS, fue utilizada como

respuesta del sistema.

En el cuadro IV.2.2. se presenta el disefio experimental, y la respuesta asociada a

cada una de las combinaciones de factores ensayadas.
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Cuadro 1V.2.2.: Diseiio de tipo factorial completo utilizado para evaluar la accion combinada de
tres suplementos (HA, HB y UFEL) en dos niveles de concentracion ((-1): 0 mg.ml™; (+1): 0,5
mg.ml™), sobre la proliferacién de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el
medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB. Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10°
células viables.ml”, fueron realizados, por sextuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5
dias de incubacion a 28° C, las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo
a través de la técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm. La
proliferacion celular relativa de cada cultivo fue calculada con respecto a la proliferacion celular
del cultivo control. HA: hidrolizado enzimatico de caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

HA HB UFEL Concentracion total de Absorbancia Proliferacion
C suplemento (mg.ml™) (540 nm) celular relativa
+1 +1 +1 1,5 0,460 1,76
-1 +1 +1 1 0,410 1,58
+1 -1 +1 1 0,367 1,42
+1 +1 -1 1 0,357 1,38
-1 -1 +1 0,5 0,333 1,29
+1 -1 -1 0,5 0,320 1,23
-1 +1 -1 0,5 0,317 1,22
-1 -1 -1 0 0,259 1,00

Como se puede observar, el nivel de proliferacion mas bajo se obtuvo en los
cultivos que no fueron suplementados con ningtn aditivo, mientras que el mayor nivel
de proliferacion se alcanzd en los cultivos que fueron suplementados con los tres
aditivos en forma conjunta. Estos resultados ratifican las conclusiones del experimento
anterior, es decir el efecto positivo del agregado de estos aditivos, aun a una

concentracion cinco veces mas baja que la utilizada en aquel ensayo.

En la figura IV.2.7. se representa el efecto calculado para cada uno de los
factores ensayados. Como se puede apreciar, el efecto positivo mas importante fue
ejercido por el ultrafiltrado de extracto de levaduras, seguido por el caldo triptosa
fosfato, ambos estadisticamente significativos (p < 0,05), y el hidrolizado de caseina.
Por otro lado, se puede apreciar que las interacciones entre los pares de factores, o entre
todos ellos, resultaron menos importantes que el efecto de cada suplementacion por

separado.
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Figura IV.2.7.: Magnitud del efecto originado por la incorporacion de
distintos suplementos sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-
286, en cultivos estaticos en el medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB.
1-HA x HB x UFEL. 2- HB x UFEL. 3-HA x UFEL. 4-HA x HB. 5-
UFEL. 6- HB. 7- HA. Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10°
células viables.ml”', fueron realizados, por sextuplicado, en placas de 96
pocillos. Luego de 5 dias de incubacion a 28° C, las células viables fueron
cuantificadas directamente en cada pocillo a través de la técnica de
reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm. HA:
hidrolizado enzimatico de caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

Es interesante resaltar, como se puede apreciar en la figura 1V.2.8. que
representa la variacion de la densidad celular méxima alcanzada con la concentracion
total de hidrolizado, que el nivel de proliferacion se incrementd linealmente con la
concentracion total de aditivos agregados al medio de cultivo, por lo menos hasta la

concentracién maxima, de 1,5 mg.ml™, evaluada en este ensayo.
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Figura 1V.2.8.: Variacion de la densidad celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos
estaticos en medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% SFB, suplementado con distintas
concentraciones totales de aditivos. Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células
viables.ml”, fueron realizados, por sextuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias
de incubacidon a 28° C, las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo
a través de la técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm.

Habiéndose demostrado el efecto positivo de la adicion de HA, HB y UFEL
sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286, se llevd a cabo un nuevo
ensayo factorial 2x2x2, con los mismos factores (suplementacion con HA, HB o UFEL)
y niveles (ausencia de suplementacion o suplementacion a una concentracion de 0,5
mg.ml"), para evaluar la accion de estos suplementos sobre la replicacion viral,
utilizando como respuesta los niveles de produccioén volumétrica de poliedros. Para ello,
células adaptadas al crecimiento en cultivos estdticos en la mezcla de medios TC-
100/TPL-41 (1:1) suplementada con 10% de SFB, fueron cosechadas, cuantificadas y
resuspendidas en las mezclas de suplementos a ensayar, de manera similar a como se
procedid en el ensayo precedente (cuadro 1V.2.3.). Como medio de cultivo base se
empled TC-100/IPL-41 (1:1) suplementado con 1% de SFB. Las células fueron
sembradas por sextuplicado a una densidad inicial de 2x10° células viables.ml”, en
pocillos de una placa para cultivo de 96 orificios (100 pul por pocillo) e infectadas
inmediatamente con AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 2 DICCsgy,.célula™.

Las placas fueron incubadas a 28° C durante 4 dias, al término de los cuales los
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sobrenadantes de los cultivos fueron removidos de los pocillos, incorporandose en su
lugar 100 ul de una solucion de SDS 1%. Los extractos homogenizados se conservaron
a 4° C hasta el momento de realizar el recuento de poliedros. En el cuadro IV.2.3. se
presentan los promedios de las producciones volumétricas de poliedros para cada una de

las condiciones ensayadas.

Cuadro 1V.2.3.: Produccion de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV a MOI de 2 DICCsgo,.célula™, en el medio
TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB, suplementado con distintas combinaciones de
HA, HB y UFEL ((+1): 0,5 mg.ml™; (-1): 0 mg.mlI™). Los cultivos celulares fueron
realizados, por sextuplicado, en placas de 96 pocillos partiendo de una densidad
celular de 2x10° células viables.ml”. La produccion volumétrica de poliedros fue
determinada luego de 4 dias de incubacion a 28° C. HA: hidrolizado enzimatico de
caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

Produccion volumétrica de poliedros

HA  HB UFEL (pol .mlI™)
+1 -1 +1 1,16x10’
+1 +1 +1 8,55x10°
+1 +1 -1 7,55x10°
+1 -1 -1 6,1x10°

-1 +1 -1 6,0x10°

-1 +1 +1 5,33x10°
-1 -1 +1 4,80x10°
-1 -1 -1 4,73x10°

Todos los cultivos suplementados con al menos un hidrolizado o extracto
produjeron mas poliedros que el cultivo sin suplementar. En la figura IV.2.9. se puede
observar que el efecto mas notable fue ejercido por el hidrolizado HA, que UFEL
ejercid un efecto positivo menor, y que la interaccion entre ambos resultd positiva. Por
el contrario, HB no demostro tener efecto sobre la replicacion viral, en forma individual,
pero en cambio interaccion6 negativamente con los otros dos aditivos, aunque en forma

no significativa.
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Figura 1V.2.9.: Magnitud del efecto originado por la incorporacion
de distintas concentraciones de suplementos sobre la produccion
volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% SFB. 1- HA.
2- UFEL. 3- HB. 4- HA x UFEL. 5- HB x UFEL. 6- HA x HB. Los
cultivos celulares, de densidad 2x10° células viables.ml”, fueron
infectados con AgMNPV a una MOI de 2 DICCs, - célula’. Por
cada variante evaluada fueron infectados seis cultivos celulares. La
produccion volumétrica de poliedros fue determinada luego de 4
dias de incubacion a 28° C. HA: hidrolizado enzimatico de caseina;
HB: caldo triptosa fosfato.

Cuando se analiza la influencia de la concentracion total de aditivos sobre la
produccion de poliedros de AgMNPV (figura 1V.2.10.), se puede observar que si bien
existe una tendencia al incremento de los rendimientos con el aumento de la
concentracion, esta relacion no presenta la linealidad que se observaba en el anélisis del
efecto sobre la proliferacion celular, y por lo tanto la replicacion viral parece estar tan

influida por la composicion especifica de la mezcla como por su concentracion total.
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Figura 1V.2.10.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% SFB, suplementado con
distintas concentraciones totales de aditivos. Los cultivos celulares, de densidad 2x10°
células viables.ml™, fueron infectados con AgMNPV a una MOI de 2 DICCsyy, . célula™. Por
cada variante evaluada fueron infectados seis cultivos celulares. La produccion volumétrica
de poliedros fue determinada luego de 4 dias de incubacion a 28° C.

Teniendo en cuenta el incremento de los niveles de proliferacion con la
concentracion total de aditivos, hasta 1,5 mg.ml'l, a través de un nuevo experimento
factorial se estudid el efecto de la suplementacion en un rango mas extendido de
concentraciones. Se utilizo en este caso un disefio de tipo 3°, es decir tres factores a tres
niveles cada uno. Los tres factores estudiados fueron los mismos que en el experimento
anterior (suplementacion con HA, HB y UFEL), mientras que los niveles seleccionados
en este caso fueron 0,5; 2 y 4 mg.ml™”. Por tanto, el rango de concentracién total de
aditivos se extendi6 entre 1,5 y 12 mg.ml”. El ensayo comprendié un total de 27
experimentos, cada uno de los cuales fue replicado seis veces. El resto de las
condiciones experimentales fueron similares a las de los dos experimentos precedentes.
En el cuadro 1V.2.4. se presenta el disefio experimental y la respuesta promedio

asociada a cada combinacion de aditivos.
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Cuadro 1V.2.4.: Disefio factorial 3° utilizado para evaluar la influencia de la concentracién de
suplemento sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el
medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB. ((-1): 0,5 mg.ml"; (0): 2 mg.ml™"; (+1): 4 mg.mlI™).
Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células viables.ml”, fueron realizados, por
sextuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias de incubacion a 28° C, las células viables
fueron cuantificadas directamente en cada pocillo a través de la técnica de reduccion del
colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm.

Concentracion total

HA HB UFEL de suplemento Absorbancia (540 nm) 10° células viables
(mg.ml™) .ml"
0 -1 -1 3 0,429 1,66
-1 -1 -1 1,5 0,418 1,61
+1 -1 -1 5 0,407 1,57
-1 -1 0 3 0,390 1,51
-1 0 -1 3 0,390 1,51
0 0 -1 4,5 0,382 1,49
0 +1 -1 6,5 0,382 1,49
0 -1 0 4,5 0,380 1,48
+1 0 -1 6,5 0,378 1,46
-1 +1 -1 5 0,377 1,43
-1 0 0 4,5 0,350 1,36
0 0 0 6 0,330 1,28
+1 -1 0 6,5 0,319 1,27
+1 +1 -1 8,5 0,310 1,22
-1 +1 0 6,5 0,302 1,20
+1 0 0 8 0,291 1,14
0 +1 0 8 0,275 1,06
-1 -1 +1 5 0,239 0,90
+1 +1 0 8 0,231 0,86
-1 0 +1 6,5 0,224 0,83
0 -1 +1 6,5 0,216 0,81
0 0 +1 8 0,186 0,71
+1 -1 +1 8,5 0,182 0,69
-1 +1 +1 8,5 0,177 0,67
0 +1 +1 10 0,164 0,60
+1 0 +1 10 0,158 0,57
+1 +1 +1 12 0,102 0,33

En la figura IV.2.11. estan representados los efectos calculados para cada uno de

los tres factores analizados. En el rango de concentraciones estudiado, el incremento de

la concentracion de cualquiera de ellos provocé una reducciéon de los niveles de

proliferacion. El efecto inhibitorio més notable fue provocado por la suplementacion

con el ultrafiltrado de extracto de levaduras, seguido por el hidrolizado de caseina y el

caldo triptosa fosfato, mientras que las interacciones, binarias o ternaria, en el rango de

concentraciones que abarco este experimento, resultaron no significativas. En la figura

IV.2.12., se puede observar que concentraciones de suplemento superiores a 6 mg.ml”™

ejercieron un efecto negativo sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286,

independientemente de la composicion especifica de la mezcla de hidrolizados.
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Figura 1V.2.11.: Magnitud del efecto originado por la incorporacion de altas concentraciones de suplementos
sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286, en cultivos estaticos en el medio TC-100/IPL-41 + 1% de
SFB. 1-Ha; 2- Hb; 3- UFEL; 4-Ha x Hb; 5- Ha x UFEL. 6- Hb x UFEL; 7- Ha x Hb x UFEL (de acuerdo a los
datos del experimento representado en el cuadro IV.2.4.). HA: hidrolizado enzimatico de caseina; HB: caldo
triptosa fosfato.
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Figura|V.2.12.: Influencia de la concentracion del suplemento sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-
AG-286, en cultivos estaticos en el medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1% de SFB (de acuerdo a los datos
del experimento mostrados en el cuadro IV.2.4.).
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IV.2.7. Efectos de la suplementacion con hidrolizados proteicos v ultrafiltrado de

extracto de levaduras en un medio de cultivo con baja concentracion de

aminoacidosy librede suero

En el apartado IV.2.6. se demostro que el hidrolizado de caseina, el caldo
triptosa fosfato y el ultrafiltrado de extracto de levadura ejercen efectos, dependientes
de la concentracion individual de cada aditivo y de la concentracion total del
suplemento adicionado, sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 cuando
fueron utilizados como suplementos del medio de cultivo TC-100/IPL-41 (1:1)
suplementado con 1% de SFB. En el mismo medio de cultivo, la adicion de los
hidrolizados y del ultrafiltrado de extracto de levaduras fue también capaz de estimular
la replicacion viral, determinada a través de la produccion de poliedros. Por otro lado,
también se demostré que las células saUFL-AG-286 pueden proliferar en un medio con
una concentracion significativamente reducida de aminoacidos, como el medio UNL-5,
el cual podria ser utilizado como una base para la formulacion de un medio libre de
suero. Por lo tanto, se decidid estudiar la respuesta proliferativa de las células saUFL-
AG-286 a la adicion de los hidrolizados (HA, HB y UFEL), cuando estos son agregados
al medio UNL-5 sin suplementar con suero fetal bovino. El ensayo se llevo a cabo
utilizando un disefio experimental de tipo factorial completo 2°, es decir tres factores
(HA, HB y UFEL) a dos niveles de concentracién cada uno (0,5 y 1,5 mg.ml'l). Para
ello, un cultivo de células adaptadas al crecimiento en monocapa en el medio TC-
100/TPL-41 (1:1), suplementado con 10% de SFB, fue cosechado y las células
cuantificadas. Posteriormente, se tomo de la suspension celular la alicuota necesaria a
fin de partir de un indculo celular inicial de 2x10° células viables.ml™'. La suspension
celular fue centrifugada y las células resuspendidas en el medio de cultivo UNL-5 libre
de suero. Por cada una de las variantes, cuya composiciéon se detalla en el cuadro
IV.2.5., fueron sembrados 100 pl de la suspension celular, por quintuplicado. A
continuacion, se adicionaron los aditivos HA, HB y UFEL de acuerdo al esquema
establecido por el disefio experimental. Las placas fueron incubadas durante 120 horas
en camara humeda en estufa a 28° C. Al cabo de ese tiempo, se procedido a la

cuantificacion de la proliferacion celular.
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Cuadro 1V.2.5.:. Disefio factorial 2* utilizado para evaluar la influencia de la concentracion de
suplemento sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio
UNL-5. ((-1): 0,5 mg.mI™"; (+1): 1,5 mg.ml™"). Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células
viables.ml”, fueron realizados, por quintuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias de
incubacion a 28° C, las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo a través de la
técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm. HA: hidrolizado enzimatico
de caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

Concentracion total del Densidad celular

Variante HA  HB UFEL suplemento (mg.ml') (10’ células viables. ml™")

1 1 -1 -1 1,5 2,66
2 1+l -1 2,5 2,81
3 N e | 2,5 2,66
4 N S | 3,5 2,86
5 +1 -1 -1 2,5 2,80
6 +1 41 -1 3,5 2,81
7 +1 -1+l 3,5 3,33
8 +1 41+l 45 3,44

En la figura IV.2.13. estan representadas las magnitudes de los efectos asociados
a la suplementacion con cada uno de los hidrolizados o el ultrafiltrado de extracto de
levaduras. Como se puede observar, la suplementacion con HA y con UFEL, dentro del
rango de concentraciones evaluado, estd asociada a un efecto positivo, estadisticamente
significativo, sobre la proliferacion celular. También se observa una interaccion positiva
estadisticamente significativa entre HA y UFEL. En cambio, la suplementacion con HB
solo esta asociada a un ligero efecto positivo, no significativo. La maxima proliferacion
celular fue registrada en el experimento identificado con el nimero 8, en el cual cada
uno de los hidrolizados proteicos y el UFEL fueron agregados a la maxima
concentracion ensayada (1,5 mg.ml™), y por lo tanto el rendimiento celular mas alto se
alcanz6 a una concentracion total de 4.5 mgml', que es mas elevada que la
concentracion total de hidrolizado a la cual se alcanzé la maxima densidad celular en el

medio TC-100/IPL-41 (1:1) + 1%SFB.
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Figura IV.2.13.: Tamaifio del efecto originado por la incorporacion de suplementos sobre la proliferacion
de la linea celular saUFL-AG-286, en cultivos estaticos en el medio UNL-5. 1-HA; 2- HB; 3- UFEL; 4-HA
x HB; 5- HA x UFEL. 6- HB x UFEL. Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células
viables.ml™, fueron realizados, por quintuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias de
incubacion a 28° C, las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo a través
de la técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm. HA: hidrolizado
enzimatico de caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

En el ensayo anterior, el maximo nivel de proliferacion se obtuvo en el extremo
del rango de concentraciones sometido a estudio, y por lo tanto podria ser posible que la
concentracion optima de cada uno de los aditivos, o la concentracion total, se
encontraran por arriba de ese extremo. Por lo tanto, se llevo a cabo un nuevo ensayo, en
este caso de tipo central compuesto de tal manera de poder determinar la curvatura de la
respuesta, medida como la concentracion total de células, frente a cambios en la
concentracion de los hidrolizados HA y HB y el UFEL. El resto de las condiciones
experimentales fueron similares a las empleadas en el ensayo previo. El disefio

experimental y la respuesta alcanzada en cada experimento se muestran en el cuadro

IvV.2.6.
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Cuadro IV.2.6.: Proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio
UNL-5 suplementado con distintas concentraciones de HA, HB y UFEL ((-1,68): 0,32; (-1): 1; (0):
2; (+1): 3; (+1,68): 3,68) mg.ml’. Los cultivos celulares, de densidad inicial 2x10° células
viables.ml™, fueron realizados, por quintuplicado, en placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias de
incubacion a 28° C, las células viables fueron cuantificadas directamente en cada pocillo a través de
la técnica de reduccion del colorante MTS, midiendo absorbancia a 540 nm. HA: hidrolizado
enzimatico de caseina; HB: caldo triptosa fosfato.

Concentracion total del Densidad celular

HA HB UFEL suplemento (mg.ml™) (10° células viables.ml™)
-1 -1 -1 3 3,80
-1 +1 -1 5 3,96
-1 -1 +1 5 2,66
-1 +1 +1 7 2,76
+1 -1 -1 5 4,01
+1 +1 -1 7 3,80
+1 -1 +1 7 2,45
+1 +1 +1 9 2,29
-1,68 0 0 4,32 2,60
+1,68 0 0 7,68 3,02
0 0 -1,68 4,32 2,66
0 0 +1,68 7,68 1,67
0 -1,68 0 4,32 2,70
0 +1,68 0 7,68 2,20
0 0 0 6 2,70
0 0 0 6 2,50

Como se puede apreciar, el maximo nivel de proliferacion se alcanzé a una
concentracioén total de hidrolizados de 5 mg.ml”, con concentraciones individuales de
HA, HB y UFEL iguales a 3, 1 y 1 mg.ml”, respectivamente. El comportamiento del
sistema puede ser representado, de manera estadisticamente significativa (p<0,05), por

el siguiente modelo de superficie de respuesta:

DC (células viables.ml™) = 37239 + 55,41x[HA] + 2410x([HA]-2)* — 696,24x[HB] +
1134,49x([HB]-2)* — 5184x[UFEL]
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El modelo no muestra evidencia estadisticamente significativa de falta de ajuste

(p>0,05).

En la figura IV.2.14. se muestra el grafico de contornos correspondiente a la
variacion de la densidad celular en funcion de la concentracion de HA y UFEL, para un
valor constante de HB igual a 1 mg.ml™”. Los valores mas elevados de densidad celular
se pueden obtener por la combinacién de concentraciones de HA y UFEL que estan
representadas en la region inferior del grafico, que puede considerarse la region del

plano de combinacidon de concentraciones Optimas para ambos suplementos.

4

25000 0000 /

UFEL

Figura 1V.2.14.: Representacion grafica de contornos del modelo de
variacion de la densidad celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos
estaticos en el medio UNL-5 en funcion de la concentracion de HA y UFEL,
manteniendo constante la concentracion de HB (1 mg.ml'l). HA: hidrolizado
enzimatico de caseina. HB: caldo triptosa fosfato.

IV.2.8. Evaluacion de la producciéon viral en cultivos libres de suero vy de

suplementacion lipidica

Una vez determinada la concentracion dptima de los componentes que integran
la mezcla de hidrolizados y extractos, se llevd a cabo la evaluacion de la produccion

volumétrica de poliedros de AgMNPV en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-
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AG-286 en el medio UNL-5 libre de suero y suplementado con la mezcla 6ptima de
aditivos, a la cual se denomin6 “H”. A fin de establecer una comparacion de las
aptitudes de distintos medios bésicos suplementados con H, para sostener la produccion
viral, también se utilizaron cultivos en los medios TC-100 y UNL libres de suero. Para
llevar a cabo este experimento, se partioé de distintos cultivos de células adaptadas a los
medios TC-100, UNL y UNL-5 suplementados con 10% de SFB, respectivamente.
Cuando los cultivos celulares alcanzaron una confluencia entre el 80% y el 90% fueron
cosechados y las células cuantificadas, centrifugadas y resuspendidas en el medio de
cultivo fresco (TC-100, UNL y UNL-5, suplementados con H). Los cultivos, con un
inoculo celular inicial de 4x10° células Viables.ml'l, fueron infectados inmediatamente a
una MOI de 2 DICCsgy.célula” y mantenidos en agitacion y protegidos de la luz
durante 1 hora. Posteriormente, se sembraron por triplicado 100 pl de cada cultivo en
placas para cultivos celulares de 96 pocillos. Las placas fueron incubadas en estufa a
28° C durante 6 dias, al término de los cuales fueron descartados los sobrenadantes y las

monocapas celulares tratadas con igual volumen de una solucion de SDS 1%.

1,0x10° T T

8,0x10"1

6,0x10"

Poliedros/ ml

4,0x10" 7

i

1 2 3
Medios de cultivo

2,0x107

Figura1V.2.15.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en
los medios TC-100 (1), UNL (2) y UNL-5 (3) suplementados con H. La infeccién con AgMNPV se realiz6 a una
MOI de 2 DICCsg, . célula’, en cultivos con una densidad celular de 4x10° células viables.ml™. Los mismos,
que se realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, fueron incubados a 28° C durante 6 dias.

Como se puede observar en la figura IV.2.15., los cultivos en los medios UNL y
UNL-5 suplementados con H produjeron tres veces mayor cantidad de poliedros de
AgMNPV que los cultivos en el medio TC-100 suplementados con la misma mezcla de

hidrolizados proteicos y UFEL.
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En conclusién, el medio UNL-5 demostré ser superior que los medios TC-100 y
UNL, tanto para sostener la proliferacion celular como la produccion de poliedros de
AgMNPV, bien en condiciones de suplementacion con suero o adicionado con la
mezcla optimizada de hidrolizados proteicos y ultrafiltrado de extracto de levadura (H).
Por lo tanto, se decidid utilizar el medio UNL-5, suplementado con H, para los
experimentos posteriores, tendientes a una caracterizacion mas profunda del
metabolismo de la linea celular saUFL-AG-286 y el desarrollo de un medio completo

libre de suero y de bajo costo.
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IV.3. Estudio del metabolismo de la linea celular saUFL -AG-286:

respuesta a los cambios en las concentraciones de los nutrientes

principales

1V.3.1. Respuesta a los cambios en la concentracion de glutamina

1V.3.1.1. Influencia de la concentracion de glutamina sobre la proliferacion
celular

Al determinar el consumo porcentual de los nutrientes en los cultivos en
suspension agitada de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100
suplementado con suero, se observd que la glutamina fue el Unico aminoécido
consumido préacticamente en forma total. En estos cultivos se habia observado, ademas,
que la caida de la viabilidad celular coincidia temporalmente con el agotamiento de la
glutamina. Por estas razones, la concentracion de este aminodcido se increment6 cuatro
veces en el medio de cultivo UNL-5 respecto al contenido en el medio TC-100. Sin
embargo, el incremento en la concentracion de glutamina podria provocar un aumento
en la velocidad de consumo del aminoacido y, consecuentemente, un incremento en la
acumulacion de amonio que, a su vez, podria ejercer un efecto toxico y afectar tanto la
viabilidad como la funcionalidad celulares. Por lo tanto, se decidi6 estudiar el efecto de
la concentracién de glutamina sobre la proliferacion y el metabolismo celulares y la

produccion volumétrica de poliedros.

Para ello, cultivos estaticos de células saUFL-AG-286 (densidad celular inicial:
3,5x10° células viables.ml) en el medio UNL-5 + 10% SFB se suplementaron con
distintas concentraciones de glutamina ( 0,5 mM; 9 mM y 18 mM). Los cultivos, en
frascos T de 25 cmz, se incubaron en estufa a 28° C. Cada 24 horas, durante 14 dias, los
cultivos fueron resuspendidos, homogeneizados y cuantificados. Se tomaron muestras
diarias de sobrenadantes de cada cultivo, las cuales fueron conservadas para la posterior

determinacion de las concentraciones de glucosa, glutamina y amonio.
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Figura IV.3.1.: Efecto de la concentracion de glutamina sobre la proliferacion de la
linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio UNL-5 + 10% SFB. Los
cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm’ con 5 ml de
volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

Se observo una fase de retardo de 24 horas en los tres cultivos celulares (figura
IV.3.1.). La velocidad especifica de multiplicacion celular varidé con la concentracién
inicial de glutamina, con el maximo valor en los cultivos con una concentracion de 9,5
mM, y el minimo en los cultivos con la concentracidon mas baja. Las densidades
celulares maximas alcanzadas a las 120 horas de cultivo fueron similares en los tres
cultivos (cuadro IV.3.1.). La fase de muerte celular se alcanz6 més rapido en el cultivo

con la concentracion inicial de glutamina mas baja.

107



Resultados

Cuadro 1V.3.1.: Densidad celular maxima y velocidad especifica de
multiplicacion celular en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en
medio UNL-5 + 10% de SFB, conteniendo distintas concentraciones de glutamina.
Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm’ con 5 ml
de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

Concentracion inicial de glutamina (mM)

0,5 9 18
Densidad celular maxima (células viables. 2,04x10° 2,32x10° 2,46x10°
ml™)
Velocidad especifica de multiplicacion 0,024 0,035 0,029

celular (b

En cuanto a la evolucién de la concentracion de glutamina, se pudo observar que

(figuraIV.3.2.):

- el cultivo que contenia 18 mM de glutamina experimenté un leve

aumento en su concentracion durante las primeras 24 horas.

- en los tres cultivos se registr6 una primera etapa de mayor consumo de

glutamina hasta las 96 horas de cultivo, seguida de una etapa de menor consumo.

- s6lo en el cultivo con una concentracion inicial de 0,5 mM, la

glutamina fue consumida totalmente.
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Figura IV3.2.: Evolucion de la concentracion de glutamina en cultivos estaticos de
la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% de SFB conteniendo
distintas concentraciones de glutamina. Los cultivos celulares se realizaron, por
duplicado, en frascos de 25 cm® con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos
fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

La figura IV.3.3. representa la evolucion temporal de la velocidad especifica de
consumo celular de glutamina en los distintos cultivos. Como se puede observar en la
misma, esta velocidad esta relacionada en forma directa con el contenido de glutamina
en el medio de cultivo: a mayor concentracion de glutamina, mayor velocidad de
consumo. Esta relacion se evidencid claramente entre las 24 y 72 horas de cultivo,
excepto para los cultivos conteniendo una concentracion 18 mM, durante las primeras

24 horas de cultivo, en los cuales se verifico un ligero incremento de la concentracion

de glutamina.
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Figura 1V.3.3.: Variacion de la velocidad especifica de consumo de glutamina en cultivos estaticos de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% de SFB conteniendo distintas concentraciones de
glutamina. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm? con 5 ml de volumen
de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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Por otro lado, en la figura 1V.3.4. se puede observar que el rendimiento celular en

glutamina durante la fase exponencial de crecimiento fue diez veces mayor en los

cultivos con la menor concentracion inicial, respecto a los que contenian 9 mM, y

dieciocho veces mayor respecto a los cultivos adicionados de 18 mM de glutamina.

Cédulas producidas/ mmal de glutamina

(IT1T) 18 mM glutamina
BRI 9mM glutamina

3
4x10°7 [ 05 mM glutamina

3x10°1

2x10°

1x10°

B

1x10°

Figura IV.3.4.: Rendimiento celular por mmol de glutamina consumido en cultivos estaticos de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% de SFB, conteniendo distintas
concentraciones de glutamina. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25
cm’ con 5 ml de volumen de cultivo y fueron incubados a 28° C.

Con respecto a la evolucion de la glucosa, su concentracion decayod rapidamente,

y sin diferencias remarcables entre los tres cultivos, entre las 24 y 120 horas, tiempo

coincidente con la fase de crecimiento exponencial del cultivo (figura IV.3.5.).
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FiguraIV.3.5.: Evolucion de la concentracion de glucosa en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones de
glutamina. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm” con 5 ml de
volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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En la figura IV.3.6., que representa la evolucion temporal de la velocidad
especifica de consumo celular de glucosa en los cultivos que contenian distintas

concentraciones iniciales de glutamina, se puede observar que:

- el cultivo con concentracion inicial mas baja de glutamina experimentd una
mayor velocidad especifica de consumo celular de glucosa entre las 48 y 72 horas de

incubacion, respecto a los otros dos cultivos.

- en la fase de crecimiento exponencial del cultivo, la menor velocidad
especifica de consumo celular de glucosa fue registrada en el cultivo que contenia
inicialmente 9 mM de glutamina [(1,01x10" mmol.cel” . h"' (9 mM); 1,30x10™"°
mmol.cel’ . h™' (0,5 mM); 2,70x10™"” mmol.cel’ . h™" (18 mM)].

- todos los cultivos experimentaron un abrupto aumento en la velocidad
especifica de consumo celular de glucosa coincidentemente con el registro de la maxima

densidad de células viables.

- al ingresar los tres cultivos celulares a la fase de muerte, la velocidad de
consumo celular especifico de glucosa decayd y permaneciod practicamente constante

hasta la finalizacion del cultivo.
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Figura 1V.3.6.: Variacion de la velocidad especifica de consumo de glucosa en
cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB
conteniendo distintas concentraciones de glutamina. Los cultivos celulares se
realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm® con 5 ml de volumen de cultivo. Los
mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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Al analizar el rendimiento celular en funcién del consumo de glucosa en la fase
de crecimiento exponencial del cultivo se observd que el menor valor fue registrado en
el cultivo que contenia la concentracion inicial de glutamina mas baja, mientras que los
rendimientos celulares fueron similares en los cultivos que contenian 9 mM y 18 mM de

glutamina (figura IV.3.7.).
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Figura 1V.3.7.: Rendimiento celular por mmol de glucosa consumido en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones de glutamina. Los cultivos
celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm? con 5 ml de volumen de cultivo y fueron incubados a
28° C.

La concentracion de amonio fue aumentando progresivamente en los tres
cultivos, aunque con distintas velocidades. En la figura IV.3.8. se puede observar,
ademas, que la concentracion final de este metabolito se relaciond directamente con la
cantidad inicial de glutamina en el medio de cultivo. Asi en el cultivo suplementado con

18 mM de glutamina, la concentracion final de amonio fue 6,7 veces superior a la

determinada en el cultivo que contenia la concentracion inicial mas baja de glutamina.
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Figura 1V.3.8.: Evolucion de la concentracion de amonio en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-
286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones de glutamina. Los cultivos
celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm? con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos
fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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Mas atin, como se puede observar en la figura IV.3.9., las cinéticas de consumo

de glutamina y produccién de amonio se relacionaron estrechamente en cada uno de los

cultivos suplementados con distintas concentraciones de glutamina. Cabe remarcar, sin

embargo, que en el cultivo conteniendo la menor concentracion inicial de glutamina el

amonio continué acumuldndose, aunque a bajo nivel, durante los nueve dias posteriores

al agotamiento del aminoacido.
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Figura1V.3.9.: Evolucion de la concentracion de amonio y de glutamina en cultivos estaticos de

la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10%

SFB conteniendo distintas

concentraciones iniciales de glutamina (a- 18 mM; b- 9 mM; c- 0,5 mM). Los cultivos celulares
se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm” con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos
fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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IV.3.1.2. Influencia de la concentracion de glutamina sobre lareplicacién
viral

La influencia de la concentracion de glutamina sobre la produccion viral fue
evaluada a través de la produccion volumétrica de poliedros. Para ello, se utilizaron
cultivos de células saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 suplementado con 10% de SFB.
Después de haber cosechado los cultivos celulares y cuantificado las células, cinco
alicuotas de la suspension celular fueron centrifugadas y resuspendidas en el medio de
cultivo UNL-5 + 10% SFB (el medio de cultivo UNL-5 en este caso contenia solamente
0,5 mM de glutamina). A las alicuotas celulares (densidad celular inicial: 4x10° células
viables.ml") se les agregaron cantidades adicionales de glutamina para alcanzar
concentraciones iniciales de 5, 9, 15 y 18 mM, e inmediatamente fueron infectadas con
AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 2 DICCsgs.célula’. Los cultivos fueron
mantenidos en agitacion durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, fueron sembrados
por triplicado en pocillos de una placa para cultivo celulares de 96 orificios (100 pl por
pocillo). La placa fue incubada en camara humeda en estufa a 28° C durante 6 dias, al
término de los cuales los sobrenadantes de los cultivos fueron removidos de los
pocillos, donde posteriormente se agregé 100 pl de una solucion de SDS 1%. Las

muestras fueron conservadas a 4° C hasta el momento de realizar el recuento de

poliedros.
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Figura 1V.3.10.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio de cultivo UNL-5 + 10% SFB, adicionado de  distintas
concentraciones de glutamina. La infeccion con AgMNPYV se realizé a una MOI de 2 DICCsy, .
célula™, en cultivos con una densidad celular de 4x10° células viables.ml™!. Los mismos, que se
realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, fueron incubados a 28° C durante 6 dias.
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Como se observa en la figura IV.3.10. la produccion volumétrica de poliedros
fue aumentando junto con el incremento de la concentracién de glutamina en el medio
de cultivo. El méaximo titulo viral, de 4,48x10’ poliedros.ml'l, fue obtenido en el cultivo
con una concentracion inicial de 9 mM de glutamina. Cuando la concentracion inicial se
incrementd por encima de ese valor, el resultado obtenido fue una disminucion en la
produccion volumétrica de poliedros. Asi, en el cultivo con una concentracion inicial de
18 mM de glutamina, la produccion viral disminuyé 3.4 veces, respecto al cultivo que

contenia la mitad de la concentracion inicial de este aminodacido.
En funcién de los resultados obtenidos (pardmetros cinéticos, metabdlicos y de
produccion volumétrica de poliedros de AgMNPV) se decidi6 que la formulacion basica

del medio de cultivo UNL-5 contuviera 9 mM de glutamina.

1V.3.2. Respuesta a los cambios en la concentracion de glucosa

En los cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio TC-100
suplementado con suero, la concentracion de glucosa tendid a agotarse hacia el final del
cultivo, coincidiendo este hecho con el comienzo de la fase de muerte celular. Para
evaluar la esencialidad de la glucosa en el cultivo de la linea celular saUFL-AG-286, y
verificar la respuesta celular a los cambios en la concentracion, como asi también
optimizar la concentracion en el medio de cultivo UNL-5, se estudid la cinética de
proliferacion celular, la cinética de consumo de glucosa y de glutamina, y la cinética de

produccion de amonio, en cultivos que contenian distintas concentraciones de glucosa.

Para ello, cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10%
SFB (densidad celular inicial: 2x10° células viables.ml") se iniciaron con distintas
concentraciones de glucosa: 0mM; 22mM y 44 mM. Los cultivos se sembraron en
frascos T de 25 cm? y se incubaron en estufa a 28° C. Cada 24 horas, durante 14 dias,
los cultivos fueron resuspendidos y homogeneizados, separando una alicuota de la
suspension celular para su cuantificacion y posterior determinacioén de la concentracion

de glucosa, glutamina y amonio en el medio de cultivo.
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Figura 1V.3.11.: Efecto de la concentracion de glucosa sobre la

proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10%

SFB. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25

cm? con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados
durante 14 dias a 28° C.

En la figura IV.3.11., se puede observar que ninguno de los tres cultivos
presentd fase de retardo. En el cultivo sin glucosa so6lo se observd proliferacion durante
tres dias, alcanzando una densidad celular méaxima de 5,9x10° células viables.ml™.
Posteriormente ingreso en fase de muerte celular, concluyendo el cultivo al quinto dia
de su siembra. Distinto comportamiento presentaron los cultivos iniciados con 22mM y
44 mM de glucosa, en los cuales la fase de crecimiento exponencial se extendi6 hasta el
séptimo dia de cultivo. Ademas, la cinética de proliferacion celular y la méaxima

densidad celular fueron similares en ambos cultivos (cuadro 1V.3.2.).
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Cuadro 1V.3.2.: Densidad celular maxima y velocidad especifica de multiplicacién celular en
cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en medio UNL-5 + 10% de SFB conteniendo
distintas concentraciones de glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos
de 25 cm? con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

Concentracién inicial de glucosa (mM)

0 22 44
Densidad celular maxima (células viables. 5,90x10° 1,91x10° 1,97x10°
ml ™)
Velocidad especifica de multiplicacion 0,011 0,022 0,025

celular (h™")

Analizando las curvas de evolucion de la concentracion de glucosa (figura
IV.3.12.) se puede observar que los valores de concentracion se mantuvieron constantes
durante los primeros dias. A partir de las 72 horas, la concentracion de glucosa decay6
constantemente en ambos cultivos, observandose el agotamiento de este hidrato de

carbono en el cultivo suplementado con 22 mM de glucosa.
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Figura 1V.3.12.: Evolucion de la concentracion de glucosa en cultivos estaticos de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones
de glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm® con 5 ml
de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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La figura IV.3.13. representa la evolucion temporal de la velocidad especifica de
consumo celular de glucosa en los cultivos suplementados con 22 o 44 mM del hidrato
de carbono. Como se puede observar en la misma, la velocidad especifica inicial de
consumo celular de glucosa en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en
el medio UNL-5 + 10% SFB est4 relacionado en forma directa con el contenido de
glucosa en el medio de cultivo. A mayor concentracion de glucosa, mayor velocidad
inicial de consumo. Esta relacion se evidencié claramente en las primeras 48 horas de
cultivo. Mas aun, al analizar este parametro cinético durante la fase de crecimiento
exponencial del cultivo, se determin6 que su valor se duplico en el cultivo que contenia
inicialmente 44 mM (1,03x10™'"® mmol.cel’.h™), respecto al cultivo adicionado de 22

mM de glucosa (5,67x10"" mmol.cel".h™).
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Figura 1V.3.13.: Variacion de la velocidad especifica de consumo de glucosa en cultivos
estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas
concentraciones de glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25
cm’ con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

Por otra parte, en la figura IV.3.14. se puede observar que el rendimiento celular
en glucosa durante la fase exponencial de crecimiento fue 1,65 veces mayor en el
cultivo celular que contenia inicialmente 22 mM de glucosa, respecto al cultivo

conteniendo 44 mM de glucosa.
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Figura 1V.3.14: Rendimiento celular por mmol de glucosa consumido en cultivos estaticos de
la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% de SFB conteniendo distintas
concentraciones de glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de
25 ¢cm? con 5 ml de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

La glutamina fue consumida constantemente en los tres cultivos desde el

momento inicial. En los cultivos conteniendo 22 mM y 44 mM de glucosa se observo

una etapa de mayor consumo comprendida entre las 48 y 120 horas de cultivo, mientras

que en el cultivo sin glucosa el consumo de glutamina se interrumpi6 al mismo tiempo

que la proliferacion.

Glutamina (mM)
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Figura 1V.3.15.; Evolucion de la concentracion de glutamina en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones de glucosa.
Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm? con 5 ml de volumen de
cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.
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En cuanto a la evolucion temporal de la velocidad especifica de consumo celular
de glutamina (figura IV.3.16.) se puede observar que:

- La menor velocidad inicial de consumo se verifico en el cultivo libre de
glucosa. Posteriormente, aument6 a las 48 horas, para finalmente decaer abruptamente
hasta tornarse nula a los cuatro dias de cultivo.

- En los cultivos conteniendo glucosa, la velocidad de consumo de glutamina, en
las primeras 24 horas, fue inversamente proporcional al contenido inicial de glucosa en
el medio de cultivo.

- Entre las 24 y 96 horas de cultivo, la velocidad de consumo de glutamina fue
menor en el cultivo que contenia inicialmente 22 mM de glucosa, respecto al que
contenia 44 mM. Luego, ambas velocidades se igualaron.

- En la etapa de crecimiento exponencial del cultivo, el pico de velocidad de
consumo de glutamina se verificd en el cultivo que contenia inicialmente 22 mM de
glucosa (6,50x10™"" mmol.cel'.h™), aunque no difiri6 significativamente del valor
méximo determinado en el cultivo suplementado con 44 mM de glucosa (6,24x10™"!

mmol.cel.h™).
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Figura IV.3.16.: Variacion de la velocidad especifica de consumo de glutamina en cultivos estaticos de
la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones de
glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm* con 5 ml de volumen de
cultivo.
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En la etapa de crecimiento exponencial del cultivo, el rendimiento celular en
glutamina no difiri6 significativamente en los cultivos conteniendo distintas
concentraciones iniciales de glucosa (22 o 44 mM). Sin embargo, fue marcadamente

menor en los cultivos libres de glucosa.

400 1
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B 22 mM glucosa

[ ] 0mM glucosa
300

200

1001

Células producidas/ mmol de glutamina

Figura 1V.3.17.. Rendimiento celular por mmol de glutamina
consumido en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el
medio UNL-5 + 10% de SFB conteniendo distintas concentraciones de
glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos
de 25 cm?® con 5 ml de volumen de cultivo.

Con respecto a la evolucion de la concentracion de amonio, todos los cultivos
presentaron aumentos constantes en su concentracion (Figura IV.3.18.). El mayor valor
de concentracién de amonio (15,9 mM), fue determinado en el cultivo conteniendo 22
mM de glucosa, a los 11 dias de cultivo, coincidentemente con el agotamiento de la

concentracion de glucosa (figura IV.3.12.).
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Figura IV.3.12.: Evolucion de la concentraciéon de amonio en cultivos estaticos de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas concentraciones
de glucosa. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm® con 5 ml
de volumen de cultivo. Los mismos fueron incubados durante 14 dias a 28° C.

Al comparar en los tres cultivos las cinéticas de consumo de glutamina y
produccion de amonio se puede observar una evolucion paralela en los cultivos
conteniendo glucosa, hasta el momento en que el hidrato de carbono se agotd en el
cultivo que contenia 22 mM de concentracion inicial, en que produjo un agudo pico de
produccion de amonio. Este mismo pico se observd, en forma mds temprana, en el

cultivo libre de glucosa.
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Figura 1V.3.19.: Evolucion de la concentracion de amonio y de glutamina en cultivos estaticos
de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB conteniendo distintas
concentraciones de glucosa (a- OmM; b- 22 mM; c- 44 mM). Los cultivos celulares se
realizaron, por duplicado, en frascos de 25 cm” con 5 ml de volumen de cultivo.
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FiguralV.3.19.: Continuacion

Si bien los parametros cinéticos fueron similares en los cultivos suplementados
con 22 mM y 44 mM de glucosa, en el primero de ellos el hidrato de carbono se agotd
antes de la finalizacion del cultivo. Concomitantemente, el agotamiento de glucosa fue
seguido por un pico de produccion de amonio, que podria resultar toxico o interferir con
la funcionalidad celular. En funcién de estos resultados, se decidid que en la
formulacion habitual del medio de cultivo UNL-5 la concentracién inicial de glucosa

fuera de 44 mM.

1V.3.3. Influencia de la concentracién de amonio sobre la produccién de poliedr os

Como se demostrd previamente, las células saUFL-AG-286 producen
activamente amonio. Por otro lado, también se observé que la produccioén de poliedros
de AgMNPV disminuye cuando los cultivos infectados son suplementados con elevadas
concentraciones de glutamina. Esta accion inhibitoria podria ser la consecuencia de la
acumulacion de elevados niveles de amonio. Para demostrar esta hipodtesis, se llevo a
cabo un experimento en el cual los cultivos fueron suplementados con distintas
concentraciones de amonio al momento de la infeccion.

Cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 adaptados al crecimiento en
el medio UNL-5 + 10% SFB, con una densidad inicial de 4x10° células viables.ml™, se

suplementaron con cloruro de amonio para obtener distintas concentraciones iniciales
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del cation: 11, 20, 25, 30, 35, 40 mM. Inmediatamente, se infectaron con AgMNPV a
una multiplicidad de infeccién de 2 DICCsgy, .célula” y se mantuvieron en agitacion
durante 1 hora protegidos de la luz. Posteriormente, se sembraron por triplicado
alicuotas de 100 ul en placas para cultivo de células de 96 pozos. Los cultivos
infectados se incubaron durante 6 dias en estufa a 28° C. Cumplido ese tiempo, se
eliminaron los sobrenadantes de los cultivos y las monocapas celulares se trataron con
una solucion de SDS 1%. Para descartar que las variaciones en la produccion de
poliedros se debieran al aumento progresivo en la osmolaridad del medio, se realizaron
cinco cultivos de control, los cuales se suplementaron con distintas cantidades de una
solucion de cloruro de sodio, para alcanzar idénticas concentraciones molares a las
ensayadas anteriormente cuando el medio de cultivo fue suplementado con cloruro de
amonio. Como control se utilizd un cultivo en el medio UNL-5 + 10% SFB sin el
agregado de ningiin componente extra. En este cultivo, se determin6 una concentracion

basal de amonio igual a 5,5mM.
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Figura 1V.3.20.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-
AG-286 en el medio UNL-5 + 10% SFB suplementados con distintas concentraciones de cloruro de
sodio o de amonio. La infeccién con AgMNPV se realizd a una MOI de 2 DICCsg, . célula™, en
cultivos con una densidad celular de 4x10° células viables.ml"'. Los mismos, que se realizaron por
triplicado en placas de 96 pocillos, fueron incubados a 28° C durante 6 dias.

En la figura 1V.3.20. se puede observar que la produccion de poliedros
permanecid inalterada para concentraciones de amonio inferiores, o igual, a 11 mM,
pero cayd mas de tres veces cuando la concentracion aumentd a 20 mM, y se redujo a
menos del 5% para una concentracion de 30 mM. Se puede observar, también, que el

efecto inhibitorio no fue provocado por el aumento de osmolaridad concomitante, ya
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que la produccién de virus no fue afectada por la adicion de cloruro de sodio, ni atin a la

maxima concentracion evaluada.
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IV.4. Cultivo de la linea celular saUFL -AG-286 en medios libres de

suero vy optimizacion de la composicion de un nuevo medio de cultivo

completo

IV.4.1. Estudio de la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 vy la
produccion de AQM NPV en e medio de cultivo Sf-900I |

El desarrollo de medios de cultivo libres de suero ha cobrado en los tltimos afios
gran importancia sobre todo en lo referente a los procesos de produccion a gran escala.
El medio de cultivo Sf-900 II es uno de los medios libres de suero mas utilizado en el
cultivo de células de insectos, pero su utilidad especifica para el cultivo de la linea
celular UFL-AG-286 no habia sido evaluada previamente, como tampoco su aptitud

para sostener la replicacion de AgMNPV.

La adaptacion de las células saUFL-AG-286 al cultivo estatico en el medio Sf-
9001I fue llevada a cabo, en forma progresiva, a partir de células en la mezcla TC-100 /
IPL-41 (1:1) suplementada con 10% de SFB. Asi, a través de sucesivos pasajes
celulares fue incrementandose en los cultivos la proporcion del medio S-900 II respecto
al medio suplementado con suero. Este proceso condujo a una disminucién paulatina de
la concentracion total de suero, hasta su completa eliminacion cuando las células fueron
cultivadas exclusivamente en Sf-900II. Una vez adaptadas las células a este medio, se
determino la cinética de proliferacion en cultivos estaticos. Para ello, un cultivo de
células adaptadas al crecimiento en monocapa en el medio Sf-900 II fue cosechado y las
células cuantificadas. Posteriormente, se tomo de la suspension celular la alicuota
necesaria a fin de partir de un inéculo celular inicial de 2x10° células viables.ml™.
Luego de su centrifugacion y resuspension en medio de cultivo fresco, alicuotas de 500
ul se dispensaron en placas de cultivo de 24 pozos que se incubaron en estufa a 28° C. A
partir del primer dia de cultivo y posteriormente cada 48 horas se cosecharon dos pozos

para cuantificacion de células totales y viables.
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Figura 1V.4.1.; Curva de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el
medio Sf-90011. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en placas de cultivos de 24 pozos
partiendo de un indculo celular inicial de 2x10° células viables.ml™. Las placas fueron incubadas a
28° C durante 11 dias.

Una importante caida de la viabilidad celular se observo a las 24 horas de
cultivo. Este fendémeno podria atribuirse a la metodologia utilizada para resuspender la
monocapa celular, que en los primeros dias de cultivo, en este medio libre de suero, se
encuentra firmemente adherida a la superficie de la placa. Posteriormente, el cultivo
ingreso a la fase de crecimiento exponencial la que se extendi6 hasta las 167 horas. En
esta etapa, la velocidad especifica de multiplicacion celular fue de 0,021 h™ (tiempo de
duplicacion: 33 horas). La densidad celular méxima, alcanzada a las 216 horas de
cultivo, fue de 2,33)(106 células viables.ml!. A partir del noveno dia de cultivo, la

viabilidad celular decayd abruptamente.

Luego de determinar la cinética de proliferacion celular se procedi6 a evaluar la
aptitud del medio de cultivo Sf-900 II respecto a la produccion de AgMPNV. Para ello,
se parti6 de un cultivo estatico de células adaptadas al medio Sf-900 II. Una vez
cosechadas, las células se infectaron inmediatamente a una multiplicidad de infeccion
de 2 DICCsO%.célula'l. El cultivo se mantuvo en agitacién durante 1 hora. Transcurrido
el mismo se sembro en una placa para cultivos celulares de 24 pozos y se incubd en
estufa a 28° C. Cada 24 horas se procesaron dos pocillos, extrayendo su sobrenadante y
adicionando el mismo volumen de una soluciéon de SDS 1%. Las muestras se

conservaron a 4° C hasta el momento de realizar el recuento de poliedros.
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Figura 1V.4.2.: Evolucion de la produccion volumétrica de poliedros a partir de un
cultivo estatico de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio Sf-900II infectado
con AgMNPV a una MOI de 2 DICC50%.célula'1. Los cultivos celulares se
realizaron en placas de 24 pozos y fueron incubados a 28° C.

Los primeros poliedros virales se detectaron a las 48 horas post-infeccion.
Posteriormente, se observd una etapa importante de produccion viral que se extendid
hasta las 72 horas. A partir de alli, la velocidad de producciéon de poliedros decayo
significativamente, aunque el ligero incremento verificado entre las 72 y 144 horas
permitié alcanzar una concentracion méaxima de 8,6x10’ poliedros.ml™ a los 6 dias

post-infeccion.

1V.4.2. Adaptacion delalinea celular saUFL -AG-286 al crecimiento en € medio de

cultivo UNL-5 librede suero

El medio de cultivo UNL-5 fue disefiado segtin los requerimientos nutricionales
de la linea celular saUFL-AG-286. La suplementacion de este medio de cultivo con
10% de SFB permiti6 obtener mayor densidad celular y produccion viral respecto a las
registradas en el medio de cultivo TC-100 suplementado con la misma concentracion de

suero (figuras [V.2.4. y IV.2.5.).
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Si se reemplaza el suero fetal bovino, en razén de las desventajas que acarrea su
utilizacion, es necesario enriquecer el medio de cultivo, ya sea a través del agregado de
distintos componentes o de la optimizacion de la concentracion de los ya existentes. En
la seccion IV.2. fueron identificados tres compuestos de naturaleza proteica como

sustitutos parciales del SFB.

Sin embargo, para poder cultivar en forma permanente las células en un medio
libre de suero es necesario introducir al mismo una fuente exdgena de lipidos y
esteroles. Por lo tanto, el medio UNL-5 fue suplementado con 1% de un concentrado de
lipidos y esteroles de origen comercial (GIBCO ©, cat. 11905-031), y se evalué la
capacidad del mismo para el cultivo de células saUFL-AG-286 previamente adaptadas

al medio S£-900 II.

Células adaptadas al crecimiento en cultivos estaticos en el medio Sf-900 II
fueron sucesivamente cultivadas en mezclas de Sf-900 II y UNL-5, que contenian
concentraciones crecientes de este ultimo medio, hasta obtener un cultivo adaptado al
medio UNL-5 suplementado con 10% de Sf-900 II. Estas células fueron utilizadas para

realizar la optimizacion de la composicion del medio UNL-5.

La primera etapa en el proceso de optimizacion fue la realizacion de un ensayo
de screening para identificar posibles limitaciones en la concentracion de los
componentes del medio UNL-5. Se disefi¢ entonces un experimento de tipo Plackett-
Burman, de diez factores a dos niveles con un punto central (cuadro IV.4.1.). Un cultivo
de células adaptadas al crecimiento en cultivos estaticos en el medio UNL-5 + 10% Sf-
900 II se cosecho y cuantificd. Se tomaron trece alicuotas similares de la suspension
celular, las cuales se centrifugaron por separado. Luego de la centrifugacion, cada pellet
de células se resuspendié en medio de cultivo UNL-5 suplementado con los distintos
compuestos a diferentes concentraciones, segun el esquema que se muestra en el cuadro

IVA4.1.
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Cuadro 1V.4.1.: Disefio experimental de tipo Plackett-Burman, de diez factores a dos niveles con un punto central
utilizado en la identificacion de los componentes en defecto en el medio de cultivo UNL-5 + H. Concentraciones
analizadas: UFEL (+1: 4 mg.ml”; 0: 2,5 mg.ml"); HA (+1: 5 mg.ml"; 0: 4 mg.ml"); HB (+1: 3 mg.ml"; 0: 2 mg.ml™");
lipidos (+1: 1,5%; 0: 1,25%); solucion de aminoacidos (+1: 20%; 0: 15%); cloruro de colina (+1: 30 mg.ml™; 0: 25
mg.ml™); solucién de vitaminas (+1: 1,5%; 0: 1,25%); oligoelementos (+1: 0,137 Fe™ / 0,01 Mo™" / 0,0125 Co™' / 0,039
Cu*" /0,005 Mn*' /0,005 Zn*" ; 0: 0,069 Fe™ / 0,005 Mo™ / 0,0062 Co*' / 0,0195 Cu**/ 0,0025 Mn"" / 0,0025 Zn™") mg.I
'; solucién de 4cidos organicos (+1: 0,5%; 0: 0,25%). En todas las variantes (-1) significo la no adicién extra del
componente analizado. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en placas de 24 pozos partiendo de un indculo
celular inicial de 1,5x10° células viables.ml”. Las placas fueron incubadas durante 5 dias a 28° C. HA: hidrolizado
enzimatico de caseina. HB: caldo triptosa fosfato. UFEL: ultrafiltrado de extracto de levadura. Lp: emulsion lipidica. AA:
solucion de aminodcidos. ClCol: cloruro de colina. Vit: solucion de vitaminas. Oligo: solucion de oligoelementos.
AcOrg: solucion de acidos organicos.

Respuesta
Oligo AcOrg (10° celulas

viables.ml™)

Expto. UFEL HA HB Lp AA ClICol Vi

—
=

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 1,50
2 +1 +1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 1,70
3 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 2,60
4 -1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 3,03
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,33
6 +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 0,66
7 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 4,8
8 -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 0,63
9 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 0,30
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 2,20
11 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 3,33
12 -1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 4,51
13 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 0,58

En placas de cultivos de 24 pozos se dispensaron, por duplicado, 500 pul de cada
suspension celular conteniendo 1,5x10° células viables.ml™. Los cultivos se incubaron
en estufa a 28° C durante 5 dias. Al cabo de ese tiempo, las células se cosecharon y
cuantificaron. Como se puede observar en el cuadro IV.4.1. las mayores densidades
celulares fueron obtenidas en los cultivos suplementados con la emulsion lipidica y con
el cloruro de colina. Mas atn, a través del andlisis de la figura IV.4.3. se determin6 que
el cloruro de colina fue el componente que ejercid el mayor efecto positivo sobre la
proliferacion celular. Sin embargo, este efecto no fue estadisticamente significativo (p >
0,05). Otros componentes que ejercieron un efecto positivo fueron la emulsion lipidica

y las soluciones de acidos organicos, aminoacidos y oligoelementos.
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Figura 1V.4.3.: Magnitud del efecto originado por la incorporacion
de distintos componentes sobre la proliferacion de la linea celular
saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio UNL-5. 1-UFEL;
2- hidrolizado de caseina; 3- caldo triptosa fosfato; 4-lipidos; 5-

solucion de aminoacidos; 6- cloruro de colina; 7- solucién de
vitaminas; 8- oligoelementos; 9- solucion de acidos organicos.

Por otro lado, el aumento de la concentracion del UFEL ejercio un claro efecto
negativo sobre la proliferacion celular. En forma menos marcada, también los aumentos
en las concentraciones del hidrolizado de caseina y del caldo triptosa fosfato, y de la

solucion de vitaminas, ejercieron un efecto negativo sobre la proliferacion celular.

IV.4.3. Adaptacion de la linea celular saUFL -AG-286 a concentraciones elevadas

de ultrafiltrado de extracto de levadur as

En todos los experimentos realizados hasta aqui, el efecto ejercido por el
ultrafiltrado de extracto de levaduras sobre la proliferacion de la linea celular saUFL-
AG-286 dependié de su concentracion: estimulante a concentraciones iguales o
inferiores a 0,1%, e inhibitorio a concentraciones mayores. Sin embargo, en cultivos de
otras lineas celulares de insectos el UFEL es utilizado como un aditivo con efecto

estimulante a niveles de concentracion de 0,3 % a 0,4% (Schlaeger, 1996; Ikonomou y
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col. 2001). Esta diferencia de comportamiento podria ser la expresion de una propiedad
caracteristica de las células saUFL-AG-286, o bien, teniendo en cuenta que estas células
nunca habian sido cultivadas en forma permanente en presencia de concentraciones de
UFEL superiores a 0,1%, ser la consecuencia de la necesidad de adaptacion a
concentraciones mas elevadas. Para evaluar esta posibilidad, células adaptadas al medio
UNL-5 + 1% emulsion lipidica + 10% S£-900 11, fueron cultivadas en ese mismo medio

suplementado con 0,3% adicional de UFEL, en frascos de 25 cm’.

En el primer pasaje el crecimiento resultd inicialmente mds lento que en el
control sin UFEL adicional, pero al cabo de seis dias la densidad celular comenz6 a
aumentar mas rapidamente, y al décimo dia la superficie de la botella estaba totalmente
cubierta de células, ademds de que una gran cantidad de ellas sobrenadaba en el medio
de cultivo. Luego, en ulteriores pasajes, la velocidad inicial de crecimiento en el cultivo
suplementado con UFEL result6 cada vez mas elevada, hasta evolucionar de la misma

manera que el control, pero alcanzando finalmente densidades celulares mas altas.

Para verificar cuantitativamente esta diferencia, partiendo de cultivos de células
adaptadas al medio UNL-5 + 1% emulsion lipidica + 0,3% UFEL + 10% Sf-900 II, se
sembraron placas de 24 pocillos con 1,5x10° células viables.ml™”, en el medio UNL-5 +
1% emulsion lipidica + 10% Sf-900 II, suplementado con 0,3% adicional de UFEL
(concentracion final de UFEL: 0,4%), o no (concentracion final de UFEL: 0,1%). Los
cultivos se incubaron a 28° C durante 7 dias, al cabo de los cuales se cosecharon y se

cuantificaron las células viables.

Como se puede observar en la figura IV.4.4., la densidad final alcanzada en los
cultivos que contienen 0,4% de UFEL fue casi cuatro veces mayor que la obtenida en
los cultivos que contenian 0,1% de UFEL. En consecuencia, al igual que otras lineas
celulares de insectos, la linea saUFL-AG-286 puede tolerar, con una respuesta

proliferativa positiva, concentraciones mas elevadas de UFEL.
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Figura 1V.4.4.: Proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio UNL-5 +
1% emulsion lipidica + 10% Sf-900 II conteniendo distintas concentraciones de UFEL. Los cultivos
celulares se realizaron, por duplicado, en placas de 24 pozos partiendo de un indculo celular
inicial de 1,5x10° células viables.ml™. Las placas fueron incubadas durante 7 dias a 28° C.

1V.4.4. Efecto de la adicion de cloruro de colina sobre la proliferaciéon de la linea
celular saUFL -AG-286

Como se determind en el experimento cuyos resultados se muestran en la figura
IV.4.3., la adicion de cloruro de colina parece ejercer un efecto positivo sobre la
proliferacion de las células saUFL-AG-286. Para verificar ese efecto, partiendo de un
cultivo adaptado al medio UNL-5 + 0,3% UFEL + 10% Sf-900 II, se tomaron cuatro
alicuotas de una suspension celular, que luego de centrifugadas se resuspendieron en el
mismo medio de cultivo (densidad celular inicial: 1,5x10° células viables.ml™). A cada
una de las alicuotas se le adicion6 la cantidad necesaria de cloruro de colina para
alcanzar las siguientes concentraciones: 0,020, 0,10, 1 o 10 mg.ml'l. Las distintas
suspensiones celulares se dispensaron, por duplicado, en placas de cultivo de 24 pozos.
Las placas se incubaron en estufa a 28° C durante 7 dias, al término de los cuales se

cosecharon determindndose las respectivas densidades celulares.
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Figura 1V.4.5.: Proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio
UNL-5 + 0,3% UFEL + 1% emulsion lipidica + 10% Sf-900 II conteniendo distintas
concentraciones de cloruro de colina. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en placas
de 24 pozos partiendo de un indculo celular inicial de 1,5x10° células viables.ml”. Las placas
fueron incubadas durante 7 dias a 28° C.

A los efectos de acotar el rango de concentraciones de cloruro de colina en el
intervalo que presenta mayor actividad estimulante de la proliferacion celular, se realizod
un nuevo ensayo utilizando condiciones experimentales similares a las usadas en el
experimento previo pero variando la concentracion de cloruro de colina entre 0,02 y

2,00 mg.ml™". En la figura IV.4.6. se pueden observar los resultados alcanzados.
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FiguraIV.4.6.: Proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio
UNL-5 + 0,3% UFEL + 1% emulsion lipidica + 10% Sf-900 II conteniendo distintas
concentraciones de cloruro de colina. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en
placas de 24 pozos partiendo de un indculo celular inicial de 1,5x10° células viables.ml". Las
placas fueron incubadas durante 7 dias a 28° C.
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Como se observd en el experimento anterior, la proliferacion celular se
incrementd conforme aumentd la concentracion de cloruro de colina en el medio de
cultivo. La mayor densidad celular fue alcanzada cuando la concentracion de este
compuesto fue de 1 mg.ml”'. En cambio, se registr6 un descenso en la proliferacion

celular cuando al medio de cultivo se lo suplementé con 2 mg.ml™ de cloruro de colina.

IV.4.5. Sustitucion del ultrafiltrado de extracto de levadura por e extracto de

levadura

El ultrafiltrado de extracto de levadura es un componente de alto costo que
incide en forma directa sobre el valor final del medio de cultivo. El reemplazo del
ultrafiltrado por el extracto de levaduras, de costo mucho menor, podria representar una
significativa reduccion del costo final del medio de cultivo. Si bien en experimentos
iniciales (figura IV.2.6.) el extracto de levaduras ejercid un efecto inhibitorio sobre la
proliferacion de las células saUFL-AG-286, estas células no habian sido previamente
adaptadas a ese suplemento. Se decidi6 entonces evaluar la aptitud de la linea celular
saUFL-AG-286 para proliferar en un medio de cultivo donde el ultrafiltrado fuera
reemplazado por el extracto de levadura completo, y verificar si en estas condiciones era
posible prescindir de la suplementaciéon con el medio de cultivo libre de suero

comercial.

Asi, en primer lugar, células provenientes de cultivos estaticos en el medio
UNL-5 (conteniendo 1 mg.mlI™ de cloruro de colina) + 1% emulsion lipidica + 10% Sf-
9001I debieron ser adaptadas al cultivo en el mismo medio, pero libre de UFEL y Sf-
900 II, y suplementado con distintas concentraciones de extracto de levadura (0; 0,5; 1;
2: 3; 4 mg.ml™). La adaptacion de las células se llevo a cabo en frascos T de 25 cm’.
Cada pasaje fue realizado partiendo de un indculo celular inicial de 2x10° células
viables.ml™. Luego de diez subcultivos en cada medio, se determind la cinética de
proliferacion celular. Para ello, se tomaron seis alicuotas de suspension celular,
provenientes de los cultivos cuyos medios estaban suplementados con 0; 0,5; 1;2;3 6 4
mg.ml " de extracto de levadura, que luego de ser centrifugadas se resuspendieron en el
medio de cultivo correspondiente (densidad celular inicial: 2x10° células viables.ml™).

Posteriormente, alicuotas de 500 pul se dispensaron en placas de cultivo de 24 pozos que
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se incubaron en estufa a 28° C. A partir del primer dia de cultivo y posteriormente cada

48 horas se cosecharon dos pozos para cuantificacion de células totales y viables.
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Figura 1V.4.7.: Curva de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos estaticos en el medio UNL-5
(libre de UFEL) + 1% emulsion lipidica, suplementado con distintas concentraciones de extracto de levaduras. Los
cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en placas de cultivos de 24 pozos partiendo de un indculo celular
inicial de 2x10° células viables.ml". Las placas fueron incubadas a 28° C durante 11 dias.
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Todos los cultivos presentaron una fase inicial caracterizada por una importante
caida de la viabilidad celular. Este fendmeno podria atribuirse, al igual que para los
cultivos en el medio Sf-900 II (figura IV.4.1.), a la metodologia empleada para
resuspender la monocapa celular. La fase de crecimiento exponencial se desarrollo con
diferente velocidad especifica de proliferacion, dependiendo de la presencia de extracto
de levaduras, mientras que la maxima densidad celular alcanzada en cada caso varid con
la concentracion del suplemento. En el cuadro IV.4.2. se presentan los valores de ambos

parametros en los distintos cultivos.

Cuadro 1V.4.2.: Velocidad especifica de multiplicacion celular y maxima densidad celular alcanzada
en cultivos estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 (libre de UFEL) + 1%
emulsion lipidica, suplementado con distintas concentraciones de EL. Los cultivos celulares se
realizaron, por duplicado, en placas de cultivos de 24 pozos partiendo de un inoculo celular inicial de
2x10° células viables.ml™. Las placas fueron incubadas a 28° C durante 11 dias.

UNL-5 (libre de UFEL) + 1%

emulsion lipidica, suplementado ~ Méxima densidad celular. Velocidad especifica de
con extracto de levaduras (Células viables.ml™) multiplicacién celular (horas™)
0 mg.ml™" EL 4,62x10° 0,010
0,5 mgml"' EL 2,61x10° 0,020
1 mgml™! EL 2,55x10° 0,021
2 mgml”! EL 2,31x10° 0,020
3 mgml! EL 3,64x10° 0,024
4 mgml! EL 3,76x10° 0,021

El agregado de extracto de levaduras provocd un marcado incremento de la
velocidad especifica de proliferacion, respecto al control sin agregado del suplemento.
Sin embargo, en el rango de concentraciones evaluado, la velocidad de proliferacién no
se modificd con los cambios en la concentracion del extracto. Por otro lado, el agregado
del suplemento también produjo un incremento de la méxima densidad celular, pero en
este caso de una manera dependiente de la concentracion. Por otro lado, estos resultdos
demostraron la factibilidad del cultivo ininterrumpido de la linea celular saUFL-AG-
286 en el medio UNL-5, libre de suero y de la suplementacion con un medio de cultivo

comercial.
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1V.4.6. Influencia de la concentracion de extracto de levadura sobre la produccion

viral

En el apartado anterior se demostr6 que la suplementacion con extracto de
levadura en un medio libre de suero ejerce un efecto positivo sobre la proliferacion de la
linea celular saUFL-AG-286 (figura IV.4.7.). Sin embargo, se desconocia su efecto
sobre la produccion viral. Para evaluar el mismo, se llevé a cabo un ensayo de infeccion
en el cual se trabajo con cinco cultivos celulares adaptados previamente al crecimiento
en monocapa en el medio UNL-5 + H (libre de UFEL) + 1 mg.ml"' de cloruro de colina
+ 1% de emulsion lipidica, y suplementado con distintas concentraciones de extracto de
levadura (0; 1; 2; 3; 4 mg.ml'l). Cada cultivo, de indculo celular inicial igual a 4x10°
células viables.ml”, se sembré en un frasco para cultivo celular de 25 cm® y se infectd
con stock de AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 2 DICCsqo, . célula™. Los
cultivos se cosecharon luego de siete dias de incubacion a 28° C. Luego de centrifugar,
el pellet celular se resuspendid en una solucion de SDS 1%, para la posterior

cuantificacion de viriones ocluidos.
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Figura 1V.4.8.: Produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + (libre de UFEL) + 1mg.ml
cloruro de colina + 1% de emulsion lipidica, adicionado de distintas
concentraciones de extracto de levadura. La infeccion con AGMNPYV se realizo
a una MOI de 2 DICCsg, . célula’ en cultivos con una densidad celular de
4x10° células viables.ml™. Los mismos, que se realizaron en frascos de 25 cm’,
fueron incubados a 28° C durante 7 dias.
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El extracto de levadura ejercio un efecto positivo sobre la produccion viral. Asi,
la produccion volumétrica de poliedros fue incrementandose conforme aumentd la
concentracion de extracto de levadura en el medio de cultivo. El mayor titulo de
poliedros se obtuvo en el cultivo suplementado con 3 mg.ml” de este componente

(3,17x10® poliedros.ml™).

Al medio UNL-5 suplementado con 3 mg.ml" de hidrolizado enzimatico de
caseina, 1 mg.ml" de caldo tiptosa fosfato, 3 mg.ml™" de extracto de levadura, 1 mg.ml”
de cloruro de colina y 1% de emulsion lipidica se lo denomindé UNL-8, y fue utilizado

para la realizacion de los experimentos posteriores.

IV.4.7. Evaluacion de la actividad de los componentes del medio libre de suero

sobre la produccién de poliedros de AgM NPV

Mas alla de la aptitud del medio libre de suero para soportar la proliferacion
celular, también es necesario que posea capacidad para sostener la produccion viral.
Para determinar la existencia de limitaciones que podrian afectar la produccion de
poliedros de AgMNPV, se llevo a cabo un ensayo de Plackett-Burman con seis factores,
a dos niveles y un punto central. Para ello, se partié de células adaptadas al cultivo
estatico en el medio UNL-8. Luego de la cuantificacion celular, se tomaron las alicuotas
necesarias a fin de iniciar catorce cultivos una densidad inicial de 4x10° células
viables.ml™'. Las suspensiones celulares se centrifugaron y los pellets se resuspendieron
en el mismo medio. A cada cultivo se le adiciond una mezcla de componentes, de
acuerdo al esquema presentado en el cuadro IV.4.3. Inmediatamente, los cultivos se
infectaron con AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 2 DICCsgy.célula’,
permaneciendo en agitacion durante 1 hora. Posteriormente, se dispens6 por triplicado
100 ul por pocillo de cada muestra, en placas para cultivos celulares de 96 orificios. Los
cultivos se incubaron a 28° C durante seis dias. Transcurrido ese tiempo, los
sobrenadantes se descartaron y en su lugar se adicion6 idéntica cantidad de una solucion
de SDS 1% para extraer los poliedros, los cuales fueron posteriormente contados en
camara de Neubauer. En el cuadro 1V.4.3. se muestra la respuesta de cada cultivo,

medida en pol.ml™.

139



Resultados

Cuadro 1V.4.3.: Disefio experimental de tipo Plackett-Burman a seis factores en dos niveles y un punto
central, empleado para la identificacion de los componentes del medio de cultivo UNL-8 que ejercen un
efecto positivo sobre la produccion volumétrica de poliedros. Concentraciones ensayadas: lipidos (+1:
2% 0: 1,5%); solucion de aminoacidos (AA) (+1: 20%; 0: 15%); cloruro de colina (+1: 2mg.ml; 0:
1,5mg.ml™); solucién de vitaminas (+1: 1,5%; 0: 1,25%); oligoelementos (Oligoel.) (+1: 0,137 Fe™ /
0,01 Mo 70,0125 Co™ /0,039 Cu®" / 0,005 Mn"' / 0,005 Zn'' ; 0: 0,069 Fe** / 0,005 Mo"" / 0,0062
Co'' 70,0195 Cu?* /0,0025 Mn*' / 0,0025 Zn'") mg.1"; solucién de 4cidos organicos (Ac. Org.) (+1:
1,5%; 0: 1,25%). En todas las variantes (-1) significa la no adicion extra del componente analizado.

Expto. Lp AA ClCol Vit Oligo AcOrg  Respuesta
(Pol.ml™)

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 2,24x10°
2 -1 -1 -1 +1 -1 -1 2,24x10®
3 -1 +1 +1 +1 -1 -1 2,00x10°
4 +1 -1 -1 -1 +1 -1 2,49x10°
5 -1 +1 -1 +1 +1 +1 1,76x10*
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1 1,98x10*
7 +1 +1 +1 -1 -1 -1 1,95x10°
8 0 0 0 0 0 0 1,76x10®
9 +1 -1 -1 +1 -1 +1 2,21x10°
10 -1 +1 -1 -1 +1 -1 1,19x10®
11 0 0 0 0 0 0 2,33x10°
12 +1 -1 +1 +1 +1 -1 2,28x10*
13 -1 -1 +1 -1 +1 +1 1,83x10°
14 +1 +1 -1 -1 -1 +1 2,4x10°

Lp: emulsion lipidica; AA: solucién de aminoacidos; CICol: cloruro de colina; Vit: solucion
de vitaminas; Oligo: solucion de oligoelementos; AcOrg: solucion de acidos orgéanicos.

Los resultados obtenidos se procesaron estadisticamente utilizando el software
JMP 4. En la figura IV.4.9. se puede apreciar la respuesta discriminada frente a cada

uno de los factores ensayados.
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Figura IV.4.9.: Magnitud del efecto originado por la incorporacion de distintos componentes del
medio UNL-8 sobre la produccion volumétrica de poliedros en cultivos estaticos de la linea celular
saUFL-AG-286 en medio UNL-8. 1- emulsion lipidica. 2- aminoacidos. 3- cloruro de colina. 4-
vitaminas. 5- oligoelementos. 6- acidos organicos. Los cultivos celulares, de densidad 4x10° células
viables.ml™”, fueron infectados con AGMNPV a una MOI de 2 DICCsg, . célula™. Por cada variante
evaluada fueron infectados tres cultivos celulares. La produccion volumétrica de poliedros fue
determinada luego de 6 dias de incubacién a 28° C.

La microemulsion lipidica y las vitaminas ejercieron un efecto positivo sobre la
produccion volumétrica de poliedros, pero soélo la primera ejerci6 un efecto
estadisticamente significativo (p < 0,05). Por otro lado, el aumento en la concentracion
de aminodacidos, cloruro de colina y vitaminas ejercid un efecto negativo. Por lo tanto, si
bien el medio UNL-8 es capaz de sostener el cultivo continuo de la linea celular saUFL-
AG-286, y también la produccion de elevados rendimientos de poliedros en cultivos
infectados con AgMNPV, debe aun optimizarse la concentraciéon de la emulsion

lipidica. Este aspecto es considerado en el apartado siguiente.
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[V.5. Crecimiento, metabolismo y produccion de AgM NPV en cultivos
en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en un medio libre de
suero

IV.5.1. Crecimiento y metabolismo de la linea celular saUFL -AG-286 en cultivos

en suspension en & medio UNL -8 librede suero

Como se describio en el apartado previo, el medio UNL-8 es capaz de sostener
el cultivo continuo de la linea saUFL-AG-286, y también la produccion de poliedros de
AgMNPYV en cultivos infectados. Sin embargo, debido a que el desarrollo de este nuevo
medio se realizd, por razones de practicidad y economia, en cultivos estaticos y a
pequetia escala, no se conocia su aptitud para soportar la proliferacion celular y la
replicacion viral en cultivos en suspension agitada. Para investigar esta capacidad,
cultivos estaticos de células saUFL-AG-286 adaptadas al medio UNL-8 se
desprendieron de la superficie de la botella plastica mecanicamente. Se cuantificaron las
células y se tom¢ la alicuota necesaria para partir de un cultivo con un in6culo inicial de
3x10° células viables.ml” en un volumen final de trabajo de 10 ml. Los cultivos se
realizaron en botellas de vidrio de 100 ml de capacidad, y se mantuvieron en agitacion
(100 rpm), a 28° C. Los subcultivos se realizaron cuando la densidad celular alcanzada
en el cultivo estaba comprendida entre 1x10° y 1,5x10° células viables.ml”. Los
primeros pasajes en suspension se caracterizaron por la presencia de pequeios cumulos
celulares, los que fueron desapareciendo rapidamente después de los primeros pasajes,

sin necesidad de realizar una seleccion.

Para determinar los parametros de los cultivos de células saUFL-AG-286
adaptadas al crecimiento en suspension en el medio UNL-8, un cultivo se diluyé en
medio de cultivo fresco a una densidad inicial de 3x10° células viables.ml™. El cultivo
se incubd en un agitador orbital a 28° C. Cada 24 horas, se tom6 una alicuota de la
suspension celular para su cuantificacion y posterior determinacion de nutrientes y

metabolitos (glucosa, lactato, glutamina y amonio).
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Figura IV.5.1.: Curva de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos en
suspension en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en botellas de
vidrio partiendo de un indculo celular inicial de 3x10° células viables.ml™, en un volumen final de
trabajo de 10 ml. Las botellas fueron incubadas en agitacion a 28° C y 100 rpm, durante 8 dias.

El cultivo presentd una corta fase “lag”, ingresando rapidamente a la fase de
crecimiento exponencial, que se extendio hasta las 120 horas. La velocidad especifica
de multiplicacion celular fue de 0,018 horas™ (tiempo de duplicacion: 37 horas). La
densidad celular maxima, alcanzada a las 120 horas de cultivo, fue de 1,79x10° células
viables.ml™'. La viabilidad del cultivo se mantuvo en porcentajes comprendidos entre el

90 y el 95% hasta las 120 horas, descendiendo luego rapidamente.

Como se puede observar en la figura IV.5.2., la concentracion de glucosa
descendié durante las primeras 24 horas, para volver a elevarse a las 48 horas.
Posteriormente, la concentracion de glucosa decay6 en forma constante hasta la etapa
final del cultivo. La velocidad especifica de consumo celular de glucosa experimentd
una inversiéon en su valor a las 48 horas de cultivo. A partir de las 72 horas este
parametro fue descendiendo y, finalmente, luego del quinto dia de cultivo permanecid

practicamente constante (figura IV.5.3.).
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Figura IV.5.2.: Evolucién de la concentracion de glucosa, lactato, glutamina y amonio en
cultivos en suspension de la linea celular saUFLAg-286 en el medio UNL-8. Los cultivos
celulares se realizaron, por duplicado, en botellas de vidrio partiendo de un indculo
celular inicial de 3x10° células viables.ml™', en un volumen final de trabajo de 10 ml.
Las botellas fueron incubadas en agitacion a 28° C y 100 rpm, durante 8 dias.
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Figura IV.5.3.: Variacién de la velocidad especifica de consumo de glucosa en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se
realizaron, por duplicado, en botellas de vidrio partiendo de un indculo celular inicial de 3x10°
células viables.ml™, en un volumen final de trabajo de 10 ml. Las botellas fueron incubadas en

agita

cion a 28° C y 100 rpm durante 8 dias.
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La glutamina no fue consumida de manera constante durante el cultivo. Asi se
pudo observar una primera etapa, correspondiente a las primeras 24 horas, en la cual fue
maxima la velocidad especifica de consumo celular (1,91x10"° mmol.célula”.h™),
seguida por una segunda, entre las 24 y las 48 horas, en que decay6 abruptamente.
Finalmente, entre las 48 y las 144 horas la velocidad de consumo de este aminoacido se

mantuvo casi constante en un valor de 3,67x10"" mmol.célula™.h (figura IV.5.4.).
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Figura 1V.5.4.: Variacién de la velocidad especifica de consumo de glutamina en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron,
por duplicado, en botellas de vidrio partiendo de un indculo celular inicial de 3x10° células viables.ml”
! en un volumen final de trabajo de 10 ml. Las botellas fueron incubadas en agitaciéon a 28° C y 100
rpm, durante 8 dias.

La concentracion de lactato se mantuvo practicamente constante durante el
cultivo. Solo una leve produccion de este metabolito fue registrada entre las 48 y las 96

horas, pero posteriormente, fue consumido casi totalmente (figura IV.5.2.).

Por ultimo, si bien la concentracion de amonio fue aumentando durante el
cultivo alcanzando un valor maximo de 11 mM, la mayor etapa de produccion coincidio
con la fase de crecimiento exponencial del cultivo, donde la velocidad especifica de

produccion celular fue de 4,42x10™"" mmol.célula™ . h™ (figura IV.5.2.).
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IV.5.2. Cultivo en suspensién en “ spinner flasks’

Con el objetivo de comparar el comportamiento en diferentes sistemas de
cultivo, y determinar la cinética de proliferacion en el mismo sistema en el cual se
realiz6 la caracterizacion inicial de la linea celular, un cultivo en suspension de 10 ml de
la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8 se cosechd cuando su densidad
celular era del orden de 1,5)(106 células viables.ml™. De este cultivo, se tomo la alicuota
de suspension celular necesaria para comenzar un nuevo cultivo con un inéculo de
3x10° células viables.ml” en 30 ml de volumen final de trabajo. La nueva suspension se
cultivo en un “spinner flask” de 1000 ml de capacidad, con agitacion pendular, a 28° C.
Cuando el cultivo alcanzé una densidad celular comprendida entre 1,5x10° y 2,0x10°
células viables.ml™”, se realizo un nuevo pasaje celular. A fin de determinar si los
parametros cinéticos sufrian modificaciones en el transcurso de los sucesivos pasajes
celulares, se sigui6 la evolucion de los cultivos durante los primeros seis pasajes, hasta

que se estabilizo la velocidad especifica de proliferacion.
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Figura 1V.5.5.: Velocidad especifica de multiplicacion celular en funcion
del niimero de pasajes de la linea celular saUFL-AG-286 en cultivo en
suspension en el medio UNL-8 . Los cultivos celulares se realizaron en
frascos tipo spinner partiendo de un inéculo celular inicial de 3x10° células
viables.ml”, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los frascos fueron
incubados en agitacion, a 28° C y 80 rpm.
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En la figura IV.5.5. se puede observar como, a medida que aument6 el nimero
de pasajes en el nuevo sistema de cultivo, se produjo un aumento de la velocidad
especifica de multiplicacion celular. Luego de los cinco primeros sub-cultivos sucesivos
la velocidad de multiplicacion se mantuvo constante, indicando la culminacién del

proceso de adaptacion.

Una vez adaptados los cultivos al nuevo sistema, se estudid la cinética de
proliferacion celular y la evolucién temporal de los pardmetros de consumo y
produccion de glucosa y amonio, respectivamente, en cultivos iniciados a dos

densidades celulares diferentes: 3x10° y 1x10° células viables.ml™ de cultivo.
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Figura IV.5.6.: Curvas de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos en suspension en el medio
UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner flasks” partiendo de dos densidades
celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner flasks” fueron incubados a 28° C y
agitados a 80 rpm.

En la figura IV.5.6., se puede observar que el cultivo iniciado a la menor
densidad present6 una fase “lag” de 48 horas, y que la fase de crecimiento exponencial
se extendi6 hasta el dia 10, alcanzando una densidad celular maxima de 3,1x10° células

viables.ml”. En este cultivo se determind una velocidad especifica de proliferaciéon
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celular de 0,016 h™' (tiempo de duplicacion: 44 horas). Por otro lado, el cultivo iniciado
a una densidad celular mayor present6 una fase “lag” menos evidente al comienzo del
cultivo, y su crecimiento exponencial se extendié hasta los 6 dias, cuando alcanzé una
densidad maxima de 3,5x10° células viables.ml'. La velocidad especifica de
proliferacion celular fue de 0,019 h™' (tiempo de duplicacion: 36 horas). Se debe hacer
notar que, en otros experimentos no mostrados la velocidad especifica de proliferacion

en este mismo sistema de cultivo oscild entre 0,019 h! y 0,026 h',

En cuanto a la evolucion de la concentracion de glucosa en ambos cultivos, se
puede observar en la figura IV.5.6. que comenzo6 a decaer a partir del quinto dia en el
cultivo iniciado a la mayor densidad celular, y recién tres dias después en el cultivo

comenzado a menor densidad. No se observo agotamiento de glucosa en ninguno de

ellos.
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Figura 1V.5.7.: Evolucion de la concentracion de glucosa en cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-
286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner flasks” partiendo de dos
densidades celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner flasks” fueron incubados a
28° Cy agitados a 80 rpm.

La figura IV.5.8. representa la evolucion temporal de la velocidad especifica de
consumo celular de glucosa en ambos cultivos. Como se puede observar, la velocidad
inicial de consumo de glucosa se relacion6 en forma inversamente proporcional con la
densidad celular inicial. A mayor densidad celular inicial, menor velocidad especifica
inicial de consumo de glucosa. Ademads, en tanto que en el cultivo de baja densidad
celular inicial la velocidad especifica de consumo celular de glucosa fue oscilante, en el
cultivo que se inici6 a 3x10° células viables.ml™ oscilé levemente durante los primeros

tres dias y luego se mantuvo constante a partir del cuarto dia.
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Figura 1V.5.8.: Variacion de la velocidad especifica de consumo de glucosa en cultivos en suspension de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner flasks”
partiendo de dos densidades celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner flasks”
fueron incubados a 28° C y agitados a 80 rpm.

Por otra parte, en la figura IV.5.9. se puede observar que el rendimiento celular
en glucosa durante la fase exponencial de crecimiento fue 28 veces mayor en el cultivo

celular iniciado a 3x10° células viables.ml™, respecto al cultivo de baja densidad.
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Figura1V.5.9..: Rendimiento celular por mmol de glucosa consumida en cultivos en suspension de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner flasks”
partiendo de dos densidades celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner flasks”
fueron incubados a 28° C y agitados a 80 rpm.
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Con respecto a la evolucién de la concentracion de amonio, se observd un
aumento progresivo en los dos cultivos (figura IV.5.10.). La concentracion maxima
alcanzada fue significativamente mds alta en el cultivo iniciado a la menor densidad
celular (aproximadamente 14 mM), que en el cultivo iniciado a una densidad mayor

(aproximadamente 10 mM).
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Figura 1V.5.10.: Evolucion de la concentracion de amonio en cultivos en suspension de la linea celular
saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner flasks”
partiendo de dos densidades celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner
flasks” fueron incubados a 28° C y agitados a 80 rpm.

La velocidad especifica inicial de produccion celular de amonio dependié del
indculo celular del cultivo. A menor densidad celular inicial, mayor velocidad inicial de
produccion. Luego, al igual que lo observado con la velocidad de consumo de glucosa,
en el cultivo iniciado a la densidad celular mas elevada se observd una evolucion mas
estable de la velocidad de produccién de amonio, respecto al comportamiento oscilante

del cultivo comenzado a menor densidad celular inicial.
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Figura 1V.5.11.: Variacion de la velocidad especifica de produccion de amonio en cultivos en suspension de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se realizaron, por duplicado, en “spinner
flasks” partiendo de dos densidades celulares diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner
flasks” fueron incubados a 28° C y agitados a 80 rpm.
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Finalmente, en la figura IV.5.12 se puede observar que la produccion celular por
mmol de amonio producido en la fase exponencial de crecimiento fue practicamente dos

. e, . 5 . -1
veces mayor en el cultivo que se inici6 a una densidad de 3x10° células viables.ml.
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Figura 1V.5.12.: Rendimiento celular por mmol de amonio producido en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares se
realizaron, por duplicado, en “spinner flasks” partiendo de dos densidades celulares
diferentes, en un volumen final de trabajo de 30 ml. Los “spinner flasks” fueron incubados a
28° Cy agitados a 80 rpm.

IV.5.3. Estudio de la influencia de los par ametr os de infeccion sobre la replicacion
de AQM NPV en cultivos de células saUFL -AG-286 en & medio UNL -8

La produccion viral en cultivos celulares depende tanto de factores relacionados
con las caracteristicas del cultivo celular (linea celular, composicion del medio de
cultivo, sistema de cultivo, etc.), como también de las caracteristicas del virus y de los
parametros de infeccion. Previamente se mostré como el rendimiento viral puede ser
influenciado por la concentracion de determinados nutrientes y catabolitos en el medio
de cultivo. En esta seccion se presentaran resultados que muestran la influencia de los
parametros de infeccidon sobre la produccion viral en cultivos en suspension de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio libre de suero UNL-8. Para evaluar la influencia de
los parametros multiplicidad y tiempo de infeccion, se utilizd como estrategia

experimental un disefio factorial del tipo central compuesto.
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El experimento se llevo a cabo partiendo de cuatro cultivos de células saUFL-
AG-286 en el medio UNL-8 adaptadas al crecimiento en suspension en botellas de 100
ml, en un volumen de trabajo de 10 ml. Los cultivos fueron incubados en un agitador
orbital termostatizado a 28° C y agitados a 100 rpm. Cuando estos cultivos alcanzaron
una densidad de 1,5x10° células viables.ml”' fueron cosechados, y a partir de esta
suspension celular se iniciaron diez cultivos con una densidad de 3x10° células
viables.mI” en un volumen final de 10 ml. Una vez alcanzada la densidad celular
correspondiente a cada experimento, los cultivos fueron infectados con AgMNPV
(cuadro 1V.5.1.) continuando la etapa de incubacién bajo idénticas condiciones de

temperatura y de velocidad de agitacion.

Cuadro IV.5.1.; Disefio factorial de tipo central compuesto para dos variables: multiplicidad de infeccion y
densidad celular del cultivo (Ci). A partir de una suspension celular proveniente de cuatro cultivos en botellas de
vidrio de la linea celular sa UFL-AG-286 adaptadas al crecimiento en suspension en el medio UNL-8, se iniciaron
diez cultivos de densidad 3x10° células viables.ml” en un volumen final de trabajo de 10 ml. Los cultivos se
siguieron en el tiempo, y una vez alcanzada la densidad celular correspondiente a cada experimento, se infectaron
con AgMNPV. Todos los cultivos se incubaron en un agitador orbital termostatizado a 100 rpm y 28° C.

Ci MOI DCM RVP REP RVVB REVB
(cél. v.ml™") (DICCss, .c6L™) (cél. t .ml™) (Pol.ml™) (Pol.cél.’)  (DICCsgy.ml™)  (DICCsgy, cél.™)

1 4,00x10° 0,30 1,64 1,47x10° 90 9,57x10° 0,0058

2 1,30x10° 0,30 1,84 1,30x10° 71 632 0,0003

3 4,00x10° 1,30 1,62 9,60x10’ 59 6,32x10° 0,0039

4 1,30x10° 1,30 1,75 1,62x10° 93 6,32x10° 0,0036

5 8,50x10° 0,09 2,11 1,58x10° 75 135 6,4x107

6 8,50x10° 1,51 1,89 1,34x10° 71 632 0,0003

7 2,14x10° 0,8 436 1,34x107 26 8,43x10’ 165

8 1,49x10° 0,8 1,54 1,55x10° 101 4,74x10° 0,0031

9 8,5x10° 0,8 1,60 1,97x10° 123 6,32x10° 0,3900

10 8,5x10° 0,8 1,70 2,10x108 123 9,57x10° 0,5620

Ci: densidad celular inicial; MOI: multiplicidad de infeccion; DCM: densidad celular maxima; RVP: rendimiento volumétrico de
poliedros; REP: rendimiento especifico de poliedros; RVVB: rendimiento especifico de virus brotado; REVB: rendimiento
especifico de virus brotado.

Cada 24 horas se tomaron muestras para la cuantificacion celular y posterior
determinacion de la produccion de poliedros y de virus no ocluido. El tiempo de
cosecha final de cada experimento dependid de la viabilidad celular porcentual. Cuando

se determinaron porcentajes menores al 40% de viabilidad, el cultivo fue cosechado y el

experimento terminado.
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Figura IV.5.13.: Evolucion de la densidad celular y de la produccion volumétrica de poliedros en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8, infectados con AgMNPV a distintas
densidades celulares y multiplicidades de infeccion (la flecha indica el momento de la infeccion del cultivo). Los
cultivos fueron incubados a 28° C y agitados a 100 rpm. Los experimentos se agruparon de acuerdo a la densidad

celular del cultivo al momento de su infeccion.
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En la figura IV.5.13. se puede observar que todos los cultivos presentaron un
aumento importante en la densidad celular después de su infeccion. Solo el cultivo
celular del experimento 7, infectado inmediatamente después de su siembra, no presentod
un incremento significativo en la densidad celular. Por otra parte, en todos los
experimentos se evidencid un alto porcentaje de lisis celular en los ultimos dias de

cultivo.

En el cuadro IV.5.1. se puede observar que la mayor produccion volumétrica de
poliedros fue obtenida cuando el cultivo celular fue infectado en la etapa media de la
fase de crecimiento (8,5x10° células viables.ml') a una multiplicidad de infeccion
intermedia (0,8 DICCsgy.célula™). El modelo de superficie de respuesta representado en
la figura IV.5.14. permite apreciar que la produccion volumétrica de poliedros varid

mas fuertemente con los cambios en la densidad celular en el momento de la infeccion.

Poliedrosml™

Figura 1V.5.14.: Representacion grafica del modelo de superficie de la respuesta de produccion
volumétrica de poliedros obtenidas en cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en
el medio UNL-8 infectados con AgMNPV.

El comportamiento del sistema puede ser representado, de manera
estadisticamente significativa (p<0,05), por el siguiente modelo de superficie de

respuesta:

PVP (poliedros.ml™) = 1,44x10®* + 75,11 x Ci — 2,63x10™* x (Ci - 8,86x10°)* — 7,93x10°
x MOI - 1,017x10® x (MOI — 0,8)*
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En la figura IV.5.15. se muestra el grafico de contornos correspondiente a la
variacion de la produccion volumétrica de poliedros en funcion de la densidad celular
del cultivo y de la multiplicidad de infeccién. Los valores mas elevados de produccion
volumétrica de poliedros se pueden obtener por la combinacion de las dos variables de

infeccion que estan representadas en la region central del grafico.

1,51
)
S 0,8
0
2,14x10° 8,86x10° 1,49x10°
Ci

Figura 1V.5.15.; Representacion grafica de contorno
del modelo de variacion de la produccion volumétrica
de poliedros de AgMNPV en cultivos en suspension
de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-
8, en funcién de la densidad celular del cultivo al
momento de su infeccion y de la multiplicidad de
infeccion.

Por otro lado, sélo se alcanzé un rendimiento aceptable de viriones brotados en
el cultivo infectado a la menor densidad celular. En el resto de los cultivos el titulo final

de virus brotado resulté notablemente bajo.
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IV.5.4. Deter minacion de los componentes en defecto en un medio de cultivo libre

desueroy su relacién con la produccion de virus no ocluido

Al analizar los resultados de produccion de virus brotado obtenidos en los
cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8, se
observo que solo se alcanzaron titulos elevados en los cultivos infectados a muy baja
densidad celular, en la fase temprana de crecimiento exponencial, apreciandose una
marcada reduccion de los titulos virales con el incremento de la densidad celular
(cuadro IV.5.1.). Este comportamiento podria ser consecuencia de una restriccion
nutricional en el medio UNL-8, aunque no se deberia descartar la posibilidad de que el
descenso del titulo viral se deba a una combinacion de factores nutricionales,

metabolicos y fisicoquimicos.

Para investigar la existencia de una restriccion nutricional capaz de afectar la
produccion de virus brotado en cultivos de células saUFL-AG-286 en medio UNL-8
cuando estos cultivos son infectados a una densidad celular intermedia, se realizo un

experimento de suplementacion nutricional, empleando un disefio de Plackett-Burman.

Para llevar adelante este ensayo, se parti6 de catorce cultivos en suspension de
células en el medio UNL-8 en botellas de 100 ml, con 10 ml de volumen de trabajo. Los
cultivos, de indculo celular inicial 3x10° células viables.ml”, se infectaron con
AgMNPV a un multiplicidad de infeccion de 0,8 DICCso, . célula™ cuando alcanzaron
una densidad de 8,5);105 células viables.ml”. Inmediatamente, se adicioné a cada
cultivo una mezcla de distintos componentes que forman parte del medio de cultivo
UNL-8, de acuerdo a lo detallado en el cuadro IV.5.2. Cada 24 horas, se tomaron
muestras de los cultivos celulares para recuento de células totales y viables. Cuando la
viabilidad celular fue menor a un 40% los cultivos fueron cosechados y centrifugados y

los sobrenadantes conservados a —80° C para posterior cuantificacion de virus brotados.
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Cuadro 1V.5.2.: Disefio factorial de tipo Plackett-Burman empleado para identificar los
componentes del medio de cultivo UNL-8 que se encuentran en defecto, en cultivos de la linea
celular saUFLAg-286 al momento de su infeccion con AgMNPV y que afectan la produccion de
virus no ocluido. Concentraciones analizadas: lipidos (+1: 1%; 0: 0,5%), solucion de aminoacidos
(+1: 1%; 0: 0,5%), cloruro de colina (+1: 1 mg.l'l; 0:0,5 mg.l'l), solucion de vitaminas (+1: 1%; 0:
0,5%), solucion de oligoelementos (+1: 0,137 Fe* /0,01 Mo"' / 0,0125 Co"' / 0,039 Cu*" / 0,005
Mn*' /0,005 Zn™" ; 0: 0,069 Fe™ /0,005 Mo™" / 0,0062 Co™' / 0,0195 Cu** / 0,0025 Mn"' / 0,0025
Zn'"") mg.I'"; solucion de 4cidos organicos (+1: 0,5%; 0: 0,25%), hidrolizados proteicos y extractos
naturales (H. Proteicos, Extr. Nat.) (+1: 1,5Ha/0,5Hb /1,5 E.L.; 0: 0,75 Ha/ 0,25 Hb /0,75 E.L.)
mg.ml”". Para todos los casos (-1) significa la no adicién extra del componente analizado al
momento de la infeccion del cultivo

Respuesta
Expto. Lp AA ClCol Vit Oligo AcOrg H RVVB

(DICCsg,. ml™)

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 4,00x10°
2 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 4,00x10*
3 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 4,74x10°
4 0 0 0 0 0 0 0 6,32x10*
5 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 6,32x10°
6 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 7,96x10*
7 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 4,00x10°
8 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 4,74x107
9 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 7,96x10°
10 0 0 0 0 0 0 0 6,32x10*
11 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 4,00x10°
12 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 6,32x10*
13 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 4,74x10°
14 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 1,35x10°

Lp: emulsion lipidica; AA: solucion de aminoacidos; CICol: solucion de cloruro de colina; Vit: solucion de vitaminas; Oligo:
solucion de oligoelementos: H: solucion conteniendo hidrolizado enzimatico de caseina, caldo triptosa fosfato y extracto de
levadura.

A partir del analisis estadistico de los titulos virales, se observo la existencia de
una correlacién positiva, aunque no significativa (p > 0,05) entre la adicion de la
microemulsion lipidica y el incremento del titulo viral (figura IV.5.16.). También se
observé un efecto positivo, aunque de menor magnitud, en relacion a la adicion de las

soluciones de acidos organicos y aminoacidos.
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Figura 1V.5.16.: Magnitud del efecto asociado a la suplementacion con componentes del
medio de cultivo UNL-8 relativo a la produccion de virus brotado, en cultivos de la linea
celular saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV. 1-lipidos; 2- aminoacidos; 3- cloruro de
colina; 4- vitaminas; 5- oligoelementos; 6- acidos organicos; 7- hidrolizados proteicos y
extractos naturales.

A los efectos de corroborar el efecto positivo de la suplementacion lipidica, y
determinar su nivel 6ptimo, se llevo a cabo un nuevo experimento, en el cual se partid
de seis cultivos en suspension bajo las mismas condiciones del ensayo anterior. Cuando
los cultivos alcanzaron una densidad de 8,5){105 células Viables.ml'l, se infectaron con
AgMNPV a una multiplicidad de infeccion igual a 0,8 DICCsq, . célula™.
Inmediatamente, se adicionaron distintas concentraciones de lipidos (0,5; 1; 2; 4y 8 %),
respecto a la concentracion inicial. Como control se infect6é un cultivo sin adicion extra

de lipidos.

A los 9 dias post-infeccion, los cultivos se cosecharon y los sobrenadantes se
separaron por centrifugacion, conservandose a —80° C para posterior cuantificacion de
virus brotado, mientras que los pellets celulares fueron extraidos para la cuantificacion

de la produccion de poliedros virales en cada condicion.
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Cuadro 1V.5.3.: Rendimientos virales obtenidos con suplementaciéon con distintas concentraciones
lipidicas al momento de la infeccion con AgMNPYV de cultivos en suspension de la linea celular saUFL-
AG-286 en el medio UNL-8. Los cultivos celulares fueron realizados en botellas de 100 ml e infectados a
una MOI de 0,8 DICCsg,.célula’ cuando alcanzaron una densidad de 8,5x10° células viables.ml”. Las
botellas fueron incubadas en agitacion a 28° C y 100 rpm.

Concentracion de lipidos RVVB RVP

adicionada (%) (DICCsg9y/ml) (pol.ml™)

0 7,14.10° 1,56.10°

0,5 7,14.10° 1,00.10°

1 4,74.10° 1,17.10®

2 4,74.10’ 1,10.10°

4 7,14.10* 1,09.10®

8 1,05.10° 9,42.107

RVVB: rendimiento volumétrico de virus brotado; RVP: rendimiento volumétrico de poliedros.

La adicién de lipidos suplementarios en el momento de la infeccion de los
cultivos produjo una respuesta positiva y creciente sobre la produccion de virus brotado.
Este fenomeno fue observado hasta un nivel de suplementacion igual al doble de la
concentracion inicial de lipidos que contenia originalmente el medio de cultivo UNL-8.

El incremento del titulo final de virus brotados de AgMNPV fue de méas de tres 6rdenes
de magnitud (4,74x107 DICC50%.ml'1), respecto al cultivo control (7,14);103
DICCSO%.ml'l), confirmando la conclusion del experimento previo. Sin embargo, al

mismo tiempo la produccion de poliedros se redujo a medida que se incrementd la
concentracion de lipidos, casi un 30% para la concentracion que permitid obtener el
rendimiento mds elevado de virus brotado, y mas del 50% para la concentracion de

lipidas ensayada en este experimento.

Este ultimo resultado parece contradictorio con la conclusion del experimento
mostrado en la figura IV.4.9, en la cual se puede observar como la adicion de lipidos
producia un efecto positivo sobre la produccion de poliedros de AgMNPV en
infecciones de cultivos estaticos de saUFL-AG-286. Por otro lado, la reducciéon de la
produccion de poliedros asociada al incremento de la produccion de virus brotado,

puede significar que la suplementacion lipidica no produzca un incremento neto de la

159



Resultados

replicacion viral, sino s6lo una redistribucion del potencial replicativo entre ambas
progenies virales, virus brotado y virus ocluido. Si esto fuera asi, la adicion de lipidos
no s6lo podria reducir el rendimiento cuantitativo de poliedros, sino que también podria
afectar su virulencia, a través de una disminucion de la cantidad de viriones ocluidos
por poliedro. Por lo tanto, a los efectos de evaluar esta posibilidad, y verificar si el
mismo comportamiento se reproduce en cultivos infectados a menor densidad celular y
mayor multiplicidad de infeccion, asemejando las condiciones de infeccion a las del
experimento mostrado en la figura IV.4.9., se infectaron cultivos en diferentes
condiciones de densidad celular, multiplicidad de infeccion y nivel de suplementacion
lipidica, y los poliedros producidos en cada uno de estos experimentos fueron utilizados
para evaluar la actividad bioldgica del virus sobre larvas de Anticarsia gemmatalis. Para
ello, se cosecharon cuatro cultivos en suspension en el medio UNL-8 provenientes de
botellas de vidrio, con 10 ml de volumen de trabajo. A partir de esta suspension celular
se iniciaron cuatro cultivos en “spinner flasks” con una densidad de 4x10° células
viables.ml”. Dos de estos cultivos fueron infectados inmediatamente con AgMNPV a
una multiplicidad de infeccion de 10 DICCso%.célula'l y, a su vez, uno de ellos fue
suplementado con 2% extra de lipidos. Los otros dos cultivos fueron infectados a una
multiplicidad de infeccion de 0,8 DICCsgs;.célula’ cuando alcanzaron una densidad de
8,5);105 células Viables.ml'l; inmediatamente uno de estos cultivos fue suplementado
con 2% de lipidos, respecto a su concentracion inicial. Luego de nueve dias de
incubacion a 28° C, los cultivos se cosecharon y los sobrenadantes se separaron por
centrifugacion, conservandose a —80° C para posterior cuantificaciéon de virus brotado.
Los pellets celulares se resuspendieron en un minimo volumen de medio de cultivo
fresco, para luego realizar la extraccidon y cuantificacion de poliedros, y posterior
determinacion de su actividad biologica. Los poliedros se liberaron mediante sonicado
(1 pulso de potencia 4 durante 60, con 50% de silencio), se cuantificaron y se enviaron
al Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola con sede en el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (Castelar, Argentina). En esta prueba, se utilizaron larvas de
Anticarsia gemmatalis de tercer estadio, a las que se les suministraron, per oS, dosis de
100, 300 y 900 poliedros. La DLsy se estim6 utilizando la metodologia de trabajo
descripta por Hughes y Wood (1981).
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Cuadro 1V.5.4.: Evaluacion del efecto combinado de los parametros de infeccion y la suplementacion
lipidica sobre los rendimientos de virus brotado y poliedros, y la actividad biologica de éstos ultimos, en
cultivos de células saUFL-AG-286 en medio UNL-8. Los cultivos celulares fueron realizados en frascos
“spinner”, con un volumen de trabajo de 30 ml, e infectados en las condiciones indicadas en el cuadro.
Para la determinacion de actividad bioldgica se utilizaron larvas de Anticarsia gemmatalis de 3° estadio.
La infeccion se llevo a cabo, per 0s, en larvas que se habian mantenido en ayunas durante 12 horas de

ayuno.

Ci MOI Adicidon RVVB RVP DLsge, RVAB RVAB/
Lp (DICCsqo,.ml™) (pol.ml™) (pol./larva) (DLsgs,.ml1™) RVVB
(DLsgo/
DICCss)
4.10° 10 - 4. 10’ 1,24. 108 432 2.85.10°  7,13.10°
4.10° 10 2% 4.10’ 1,88.10° 230 827.10°  2,06.107
8,5.10° 0,8 - 5.10° 1,03. 108 238 433.10° 0,87
8,5.10° 0,8 2% 4.10° 5,50. 107 485 1,16.10°  2,90.107

Ci: densidad celular inicial; MOI: multiplicidad de infeccion; Lp: emulsion lipidica; RVVB: rendimiento volumétrico de virus

brotado; RVP: rendimiento volumétrico de poliedros; RVAB: rendimiento volumétrico de actividad biologica.

Como se puede observar en el cuadro IV.5.4., los poliedros de AgMNPV
producidos en las cuatro condiciones ensayadas fueron activos en larvas de Anticarsia
gemmatalis del 3“estadio, aunque con diferencias de mas de 100% entre los extremos.
Las muestras que presentaron una mayor actividad bioldgica, exhibieron valores
ligeramente inferiores a los de los poliedros producidos en larvas (168 poliedros/larva)
(Alicia Sciocco, comunicacion personal). La suplementacion lipidica parece ejercer
distintos efectos, de acuerdo a las condiciones de infeccion de los cultivos
suplementados. En los cultivos infectados mas tardiamente, y a menor multiplicidad de
infeccion, la adicion de lipidos provoco, confirmando el resultado del experimento
previo, un aumento de la sintesis de virus brotado, acompafiado de una reduccion de la
produccion de poliedros y, ademds, una disminucion de la actividad bioldgica de los
poliedros producidos. Por el contrario, cuando el cultivo fue infectado mas temprano, y
a mayor multiplicidad de infeccion, el agregado de lipidos adicionales no modifico el
rendimiento volumétrico de virus brotado, pero aumentd tanto el rendimiento de
poliedros (més del 50%), confirmando el resultado mostrado en la figura IV.4.9., como
también su actividad bioldgica (mas del 80%). Por otro lado, los resultados de este
experimento permiten apreciar como en los cultivos “batch” infectados a baja densidad
celular y a elevada multiplicidad de infeccion, es decir sincronicamente temprano, la
replicacion viral se orienta preferencialmente a la sintesis de virus brotado, denotada por

un bajo valor de la relacion RVAB/RVVB, mientras que en los cultivos infectados a
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mayor densidad celular y baja MOI, es decir asincronicamente tardios, el proceso de
replicacion orienta un volumen mayor de su potencial a la produccion de virus ocluido,
lo cual se manifiesta por un incremento de mas de 100 veces de la relacion

RVAB/RVVB.
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V. Discusion

Si bien la linea celular UFL-AG-286 parecia constituir un sustrato celular
promisorio para el desarrollo de un proceso de produccion del virus de la poliedrosis
nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis, al comenzar esta tesis era escasa la
informacion publicada acerca de sus caracteristicas cinéticas, nutricionales y
metabolicas como asi también acerca de los cambios que, en cada uno de esos aspectos,
se asocian a la infeccion con AgMNPV. Los resultados obtenidos durante el desarrollo
de este trabajo de tesis se discutiran a continuacion en el marco del conocimiento
existente en el campo de los cultivos de células animales, mas especificamente de los
cultivos de células de lepidopteros, y de los procesos de produccion de baculovirus y
proteinas recombinantes en cultivos de células de insectos. Esta seccion, a los efectos
de una mejor integracion del andlisis de los resultados obtenidos en distintas etapas del
trabajo, se ha ordenado en seis apartados, a saber: cinética de crecimiento de cultivos en
suspension de células UFL-AG-286, caracteristicas metabolicas, andlisis de la
influencia de la infeccion con AgMNPYV sobre la nutricion y el metabolismo celular, la
formulacion de un nuevo medio de cultivo bésico, la preparacion de un medio de cultivo
completo, y la producciéon de poliedros de AgMNPV en cultivos de la linea celular

saUFL-AG-286.

a) Sobre el crecimiento de cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286

Un paso necesario en el proceso de produccion in vitro de un baculovirus con
fines bioinsecticidas es su produccion a partir de cultivos celulares en suspension. Por
esta razon, se propuso como primer objetivo la adaptacion de la linea celular UFL-AG-
286 al cultivo en suspension agitado. La formacion de agregados celulares de gran
tamafio fue una de las caracteristicas mas notables durante el proceso de adaptacion al
crecimiento en suspension, a partir de cultivos estaticos adherentes en el medio TC-100
suplementado con suero. Este mismo comportamiento fue descripto por Rhiel y col.,
(1997) en la linea celular Tn-5 durante su adaptacion a cultivos en suspension en el
medio TNM-FH suplementado con 10% de SFB y 0,1% de Pluronic F-68. Para obtener
cultivos en suspension de células aisladas de esta linea celular se utilizaron diversos
procedimientos, entre ellos el agregado de sulfato de dextran (Dee y col., 1997) . El

procedimiento empleado en este trabajo con la linea celular UFL-AG-286, aplicando
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sedimentacion diferencial para separar los agregados celulares de mayor tamafio antes
de cada sub-cultivo, permitié seleccionar en un tiempo relativamente reducido una sub-
poblacion de células capaces de proliferar aisladas en suspension bajo agitacion. Por el
contrario, cuando los agregados no fueron separados antes de cada sub-cultivo, la linea
celular no modificoé significativamente su comportamiento original, permaneciendo
practicamente constante la proporcion de cimulos celulares y su tamafo. La posibilidad
de separar una sub-poblacion celular con caracteristicas diferenciales podria ser una
evidencia de la complejidad poblacional de la linea celular UFL-AG-286, establecida
originalmente a partir de embriones de Anticarsia gemmatalis. Si bien en el proceso de
establecimiento de una linea celular se selecciona una sub-poblacion particular entre los
diferentes tipos de células presentes en un cultivo primario heterogéneo, es aun posible
la coexistencia de diferentes sub-poblaciones en una linea celular establecida, tal como
se ha demostrado previamente en cultivos de la linea celular Sf-21 (Pasumarthy y
Murhammer, 1994). El proceso de separacion de células con capacidad de proliferar en
suspension agitada sin formar agregados celulares podria haber seleccionado, entre la
poblacion original (UFL-AG-286), una sub-poblacion celular (saUFL-AG-286) con

caracteristicas diferentes a la linea parental.

La linea seleccionada conserva la habilidad de ser cultivada alternativamente en
forma estatica adherente o en suspension de células aisladas, si bien deben transcurrir
unos pocos pasajes hasta que desaparecen algunos escasos agregados celulares
observados inicialmente cuando las células saUFL-AG-286, mantenidas en cultivos
adherentes, son transferidas a suspension, aunque sin necesidad de aplicar
sedimentacion diferencial. De la misma manera, cuando células saUFL-AG-286
cultivadas en suspension en botellas en agitacion orbital se transfirieron a frascos
“spinner”, se requirieron seis sub-cultivos sucesivos hasta la estabilizacion de la
velocidad de proliferacion. Ambos hechos son reveladores de la capacidad de la sub-
linea saUFL-AG-286 para adaptarse a entornos con diferentes caracteristicas mecanicas
y/o hidrodindmicas, si bien la transferencia entre diferentes sistemas de cultivo requiere
de cortos periodos de exposicion a las nuevas condiciones antes de que las células
expresen completamente el conjunto de caracteristicas fenotipicas mas apropiadas para

sobrevivir y proliferar en el nuevo entorno.
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La velocidad de multiplicacion celular especifica determinada en esta tesis para
cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en frascos con agitacion
magnética pendular (0,024 h™' en el medio TC-100 y 0,026 h™' en el medio UNL-8) es
similar a la determinada para cultivos en suspension de otras lineas de células de
lepidopteros, como las lineas Sf-9, Sf-21, Tn-5 y TN-368 (Hink, 1970; Vaughn y col.
1977 (Rhiel y col., 1997). Sin embargo, este valor es marcadamente mas alto que el
determinado por Sieburth y Maruniak, en cultivos estaticos, cuando establecieron la
linea parental (0,0043 h™) (Sieburth y Maruniak, 1988a). Tomando en consideracion
que la velocidad de proliferacion actual de los cultivos estaticos de la linea UFL-AG-
286 es también mas elevada que la determinada originalmente por quienes la
establecieron, se puede conjeturar que en esta diferencia podria jugar un rol principal el
numero de sub-cultivos al que fue sometida la linea UFL-AG-286, desde el afo 1986
hasta la realizacion de estos experimentos. Como antecedentes de similar patrén de
evolucion de la velocidad de proliferacion con la cantidad de sub-cultivos a que se
someten las lineas de células de insectos lepidopteros, se pueden citar los trabajos
realizado por Donaldson y Shuler (1998a), quienes observaron un significativo aumento
de la velocidad de proliferacion cuando compararon el comportamiento de cultivos de la
linea celular Tn-5 sometidos a un creciente numero de sub-cultivos, y mas
recientemente por Calles y col. (2006), quienes determinaron que cultivos de células St-
9 sometidos a mas de 100 pasajes proliferaban mas rapido que cultivos sometidos a

menos de 40 repiques.

Si bien la forma de la cinética de proliferacion de los cultivos de saUFL-AG-286
en distintos sistemas en suspension fue similar, los parametros de cultivo (velocidad
especifica de proliferacion y densidad celular méxima) fueron significativamente mas
elevados en los cultivos realizados en frascos con agitacion magnética pendular
rotatoria que en aquellos cultivos llevados a cabo en botellas en agitador orbital,
utilizando UNL libre de suero como medio de cultivo. Por otro lado, los parametros
resultaron similares para cultivos llevados a cabo en frascos con agitador magnético
suspendido, en medio UNL y en medio TC-100 suplementado con suero, si los cultivos
fueron iniciados a similar densidad celular. Estos resultados parecen indicar que la
proliferacion de las células sa-UFL-AG-286 en cultivos en suspension es sensible a las
caracteristicas del sistema, especificamente a la forma de agitacion y a los parametros

de disefio y la geometria del recipiente de cultivo. Si bien existe informacion publicada
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en relacion a la utilizacion de diferentes tipos de reactores para el cultivo de células de
insectos (Agathos, 1996; Claus y Sciocco, 2001), la influencia de las caracteristicas de
los sistemas de cultivo a escala de volimenes reducidos (agitadores orbitales, frascos
con agitacion magnética, etc.), y la comparacion de diferentes sistemas sobre el
desempeinio de los cultivos de células animales, en general, son problemas que han sido
escasamente abordado como temas de investigacion (Miiller y col., 2005). Rodas y col.
(2005) estudiaron la cinética de crecimiento de cultivos de células Sf-9 en frascos tipo
“spinner” y en botellas tipo “Schott” bajo agitacion orbital, y demostraron que, a pesar
de una superior transferencia de oxigeno en éstas ultimas, la velocidad de proliferacion
celular resulté mas elevada en los primeros, hecho que los autores vincularon al efecto
adverso del estrés mecanico al que estdn sometidas las células en los cultivos en
agitador orbital. Los experimentos de esta tesis fueron llevados a cabo con volimenes
de cultivo no superiores al 10% del volumen total del recipiente, tanto en las botellas
con agitacion orbital como en los frascos “spinner”, por lo que se puede suponer que en
ninguno de los dos sistemas se produjeron deficiencias en el aporte de oxigeno. Por lo
tanto parece probable que, también en este caso, la agitacion orbital imponga sobre las
células saUFL-AG-286 un nivel de estrés mecanico que, sin alterar su viabilidad,
perturbe su funcionalidad, perturbacién que se expresaria en la alteracion de los

parametros de cultivo.

Los parametros cinéticos de los cultivos de saUFL-AG-286 no fueron
modificados sustantivamente por los cambios en las concentraciones de los nutrientes
principales en el medio de cultivo. En los experimentos realizados en cultivos estaticos,
la velocidad especifica de proliferacion y la densidad celular maxima no variaron con
concentraciones iniciales de glucosa de 22 y 44 mM en medio UNL, mostrando un
comportamiento similar al descripto en cultivos “batch” de la linea Sf-9, cuyos
parametros cinéticos fueron también insensibles a los cambios en las concentraciones
iniciales del hidrato de carbono (Drews y col., 1995). Cabe sefalar aqui que debe existir
un valor minimo limite de la concentracion inicial de glucosa, por debajo del cual no se
produce proliferacion, como se desprende de la limitacion del crecimiento de los
cultivos privados inicialmente de glucosa. Por otro lado, los cambios en la
concentracion de glutamina tampoco produjeron cambios significativos en los
rendimientos finales de células, aunque si se verificé una disminucién de la velocidad

especifica de proliferacion a concentraciones muy elevadas de glutamina, efecto que
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podria estar asociado con la acumulacién de niveles mas elevados de amonio, como se
discutira mas adelante. Tampoco se verificaron diferencias significativas de los
parametros de proliferacion entre los cultivos en suspension realizados en frascos
“spinner”, en los medios TC-100 -suplementado con suero- y UNL —libre de suero- a
pesar de que ambos difieren en las concentraciones iniciales de glucosa y glutamina.
Esta independencia de la velocidad de proliferacion respecto a la concentracion de los
nutrientes limitantes, en cultivos de células animales, ha sido previamente analizada por
Doverskorg y col. (1997), quienes sefialaron que en estas células la proliferacion esta
primariamente asociada al desarrollo de los eventos del ciclo celular. Como se discutira
mas adelante, es posible que la evolucion del ciclo celular sea principalmente regulado
por factores autocrinos, que actuarian principalmente a nivel del ingreso a la fase de

mitosis (Doverskorg y col, 2000).

En los experimentos iniciales de esta tesis, cuando se estudid la cinética de
proliferacion de la sub-linea saUFL-AG-286 en cultivos en suspension en el medio TC-
100+10% SFB, se observo una remarcable estabilidad de la velocidad especifica a lo
largo de la fase de crecimiento exponencial de cultivos iniciados a una densidad celular
inicial de 3.10° cél.ml”. Este mismo patrén de comportamiento se observé también en
los cultivos en suspension realizados en el medio UNL libre de suero, tanto en botellas
en agitacion orbital como en frascos “spinner”, a condicién de que la densidad celular
inicial no fuera inferior a 3.10° cél.ml™. Tal estabilidad de la velocidad especifica de
proliferacion contrasta con la variabilidad observada en cultivos de otras lineas de
células de insectos lepidopteros, en los cuales la velocidad especifica de proliferacion se
incrementa hasta un maximo durante la etapa temprana de la fase de crecimiento
exponencial en cultivos en suspension, para luego decrecer (Drews y col., 1995;
Doverskog y col., 1997). El nivel de variabilidad de la velocidad especifica de
proliferaciéon puede considerarse como una expresion de la sensibilidad de los
mecanismos de regulacion de la proliferacion celular a los cambios ocurridos en la
biomasa y en el ambiente como consecuencia de las actividades celulares en el cultivo.
En cultivos de la linea celular Sf-9, donde la variabilidad de la velocidad es
especialmente notable, la misma ha sido atribuida al agotamiento de nutrientes o la
acumulacion de metabolitos (Bedard y Kamen, 1997) o, alternativamente, por la
dependencia de la actividad de factores de crecimiento autocrinos (Doverskog y col.,

1997). De cualquier manera, la regulacion de los mecanismos de proliferacion de la
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linea saUFL-AG-286 parece ser relativamente menos sensible a las modificaciones
celulares y ambientales que determinan la variaciéon de la velocidad especifica de
proliferacion en otras lineas de células de insectos, la que no se modifica
sustantivamente por la presencia de suero o sus suceddneos en el medio, aunque si es

influida por la densidad inicial del cultivo.

La magnitud del inéculo celular, que determina la densidad inicial, afecto
significativamente diferentes pardmetros cinéticos de los cultivos en suspension de
saUFL-AG-286. Por un lado, la velocidad especifica de proliferacion durante la fase de
crecimiento exponencial alcanz6 un valor maximo mas bajo cuando la densidad celular
inicial se redujo de 3 a 1.10° cél.ml”, y en este caso los cultivos mostraron ademas una
evolucion variable de este parametro similar a la observada en cultivos de otras lineas
de células de lepidopteros. Por otro lado, en los cultivos iniciados a menor densidad
inicial se observo la existencia de una prolongada fase lag inicial, tal como fue también
observado, entre otros, por Doverskorg y col. (1997) y Rodas y col. (2005) en cultivos
de la linea celular Sf-9. Ademas, la densidad méxima alcanzada finalmente por estos
cultivos resultd mas baja que la obtenida en cultivos iniciados a mayor densidad inicial.
Estas diferencias, asociadas a la magnitud del indculo celular, se expresaron también a
nivel del metabolismo: las velocidades especificas de consumo de los principales
nutrientes, glucosa y glutamina, mostraron un mayor nivel de variabilidad durante los
cultivos comenzados a menor densidad celular inicial, y la utilizacion de ambos resulto
mas eficiente en su transformacion final en biomasa cuando los cultivos fueron
iniciados con un in6culo celular mayor. Por lo tanto, la magnitud del indculo celular no
solo impactd sobre las caracteristicas cinéticas iniciales de los cultivos “batch” de
saUFL-AG-286, sino que condiciond su evolucion en todo su transcurso. Durante el
desarrollo de esta tesis no se ha obtenido informacion concreta que permita establecer
cuales son los mecanismos que median el vinculo entre el tamafno del inoculo celular y
la evolucion cinética y metabolica, aunque se podria conjeturar acerca de la existencia
de factores autocrinos, que podrian ser aportados por el medio condicionado del cultivo
antecesor y/o ser producidos in situ por las propias células del nuevo cultivo; en
cualquier caso, la reduccion del indculo implicaria una concentracidon inicial mas baja
de estos factores, lo cual podria traducirse en diferencias a nivel de la regulacion de la
proliferacion y del metabolismo. La existencia de factores autocrinos que podrian

regular la proliferacion de las células de insectos lepidopteros en cultivo fue
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inicialmente postulada por Kioukia y col. (1995), y posteriormente por Doverskorg y
col. (1997). Luego, este ultimo grupo demostré que la velocidad especifica de
crecimiento de cultivos “batch” de Sf-9 se incrementaba por adicion de una fraccion de
medio condicionado, de naturaleza peptidica y bajo peso molecular, cuyo principal
blanco de regulacion estaria localizado a nivel del ingreso del ciclo celular a la fase de
mitosis (Doverskorg y col., 2000), mientras que, por otro lado, identificé una
metaloproteinasa como el Uinico factor responsable de la estimulacion de la proliferacion
presente en el medio condicionado en cultivos libres de suero de células High Five®
(Eriksson y col., 2005). Ninguno de estos factores ha sido identificado en los cultivos
de UFL-AG-286 o de saUFL-AG-286, pero el comportamiento de esta sub-linea parece

ser también compatible con una regulacion autocrina de la proliferacion celular.

Una de las caracteristicas relevantes de la curva de proliferacion de saUFL-AG-
286 en el medio TC-100 suplementado con suero fue la inmediata caida de la viabilidad
celular luego de la finalizacion de la fase de crecimiento exponencial, sin que pudiera
advertirse la fase estacionaria que es caracteristica en las curvas de crecimiento de
cultivos en suspension de otras lineas de células de lepidopteros (Drews y col. 1995;
Ohman y col., 1995; Doverskog y col. 1997; Mendonga y col. 1999). En primera
instancia este comportamiento podria asociarse con el agotamiento de glucosa, el tinico
carbohidrato presente en la formulacion del medio TC-100, si se toman en
consideracion, por un lado, la demostracion de la esencialidad de la glucosa para la
supervivencia y proliferacion de las células saUFL-AG-286, y, por otro lado, los
resultados obtenidos en cultivos de otras lineas de células de lepidopteros, en los cuales
se advirtié un incremento de la mortalidad luego del agotamiento de los hidratos de
carbono en el medio de cultivo (Drews y col., 1995; Mendonga y col., 1999; Meneses-
Acosta y col., 2001; Palomares y Ramirez, 1996). Se ha indicado que la carencia de
glucosa induce el desencadenamiento de fendmenos caracteristicos de procesos de
muerte celular programada (Liu y col.,, 2007). Sin embargo, la répida caida de la
viabilidad de los cultivos de saUFL-AG-286 al final de la fase de crecimiento
exponencial también se verificd en los cultivos en suspension realizados en el medio
UNL, libre de suero, tanto en botellas bajo agitacion orbital como en frascos “spinner”,
a pesar de que en estos cultivos la concentracion de glucosa se encontraba en exceso al
comienzo de la fase de muerte celular. Por lo tanto, si bien el agotamiento de glucosa

puede ser una causa principal del aumento de la mortalidad, deben existir otras causas
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que producen el desencadenamiento de este fendmeno cuando existe un exceso en la
concentracion del hidrato de carbono. El agotamiento de glutamina, el otro nutriente
consumido en alta proporcion en los cultivos de saUFL-AG-286, tampoco parece
constituir una causa principal del abrupto aumento de mortalidad, ya que, como se
demuestra en esta tesis, estas células pueden sobrevivir en un medio privado de este
aminoacido, tal como ha sido descripto también que sucede con las células de la linea
Sf-9 (Ohmann y col., 1996), aunque la depleciéon de glutamina podria contribuir a
acelerar el aumento de la mortalidad, como se puede observar en los cultivos en medio
libre de este aminoacido. La acumulacion de metabolitos toxicos puede ser otra causa de
aumento de la mortalidad. En este sentido se debe descartar la actividad toxica del
lactato, ya que este producto metabolico no se acumula en los cultivos de saUFL-AG-
286. En cambio, estas células producen activamente amonio, que se acumula a
concentraciones relativamente elevadas hacia el final de la fase de crecimiento
exponencial, contemporaneamente con el inicio de la fase de muerte celular. La
actividad toxica del amonio ha sido bien establecida en cultivos de células de mamiferos
(Ozturk y col., 1992; Ryll y col., 1994), y aunque las células de insectos parecen ser
menos sensibles (Bédard y col., 1993), en esta misma tesis se demuestra que la
acumulacion de este producto se asocia a una restringida capacidad de las células
saUFL-AG-286 para la replicacion viral, una evidencia de alteracion de la funcionalidad
celular que podria estar asociada a la actividad toxica del amonio. Sin embargo, no se
puede afirmar, sobre la base de los resultados de esta tesis, que el rapido descenso de la
viabilidad celular al fin de la fase de crecimiento exponencial sea provocado
directamente por la acumulacion de amonio. No se debe descartar, ademas, la influencia
de otros factores, como el agotamiento de otros nutrientes no evaluados en esta tesis,
por ejemplo lipidos y esteroles, cuya carencia podria causar la interrupcion de la
progresion del ciclo celular y la activacion de mecanismos de muerte celular
programada; o el impacto del estrés mecanico asociado a la agitacion de las células en
suspension, considerando que la caida de la viabilidad fue mas rapida en los cultivos en
suspension que en los cultivos estacionarios adherentes. En conclusion, la abrupta caida
de la viabilidad de las células saUFL-AG-286 al final de la fase exponencial podria estar
provocada por la accion alternativa, aditiva o sinérgica, de factores nutricionales,
toxicos y mecanicos, cuya contribucion relativa debe aun evaluarse, y por mecanismos

que aun no han sido dilucidados.
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b) Sobre las caracteristicas metabodlicas de las células saUFL-AG-286

Los hidratos de carbono y la glutamina constituyen la principal fuente de
carbono y energia en los cultivos de células animales. La glucosa es el unico
carbohidrato presente en los medios TC-100 y UNL-8, y resulté el nutriente consumido
en mayor extension en los cultivos de las células saUFL-AG-286 en ambos medios de
cultivo. Por otro lado, el veloz aborto de la proliferacion, y la rapida caida de la
viabilidad, en los cultivos en un medio sin contenido inicial de glucosa, demuestran que,
cuando ésta es el unico hidrato de carbono presente en el medio, resulta esencial para
sostener la supervivencia y proliferacion de estas células en cultivo. La velocidad
especifica de consumo de glucosa en estos cultivos vari6 de acuerdo a las distintas
condiciones experimentales empleadas. En cultivos en suspension con agitacion
magnética pendular, en frascos “spinner”, iniciados a una densidad celular de 3 x 10’
células.ml™, tanto en medio TC-100 suplementado con suero como en medio UNL libre
de suero, la velocidad especifica de consumo de glucosa fue menor que las velocidades
maximas medidas en cultivos de otras lineas de células de lepidopteros (Bédard y col.,
1993; Drews y col, 1995; Mendonca y col., 1999; Rhiel y col., 1997), aunque en el
medio UNL result6 ligeramente mayor que en el medio TC-100. Por otro lado, tanto en
cultivos estaticos como en cultivos en suspension con agitacion orbital, en medio
suplementado con suero o libre de ¢él, la velocidad especifica de consumo del
carbohidrato fue mas elevada, alcanzando valores similares, o aun mas elevados, a los
determinados previamente para las otras lineas de células de lepidopteros. Es posible
que en los frascos “spinner” las células saUFL-AG-286 encuentren un entorno
particularmente favorable, con una adecuada transferencia de oxigeno y un bajo nivel de
estrés mecanico, condiciones que se traducirian en una elevada velocidad de
proliferacion, como se discutid6 mdas arriba, y también en una menor velocidad de
consumo de glucosa, indicativa de una mas eficiente utilizacion de la principal fuente de
energia. Esta conjuncion de condiciones favorables no se produciria en los cultivos
estaticos, donde el nivel de estrés mecanico es muy bajo, pero con limitaciones para la
transferencia de oxigeno que harian menos eficiente la utilizacion de la glucosa como
fuente de energia, lo cual obligaria a las células a incrementar la velocidad de consumo
del carbohidrato. Este mismo efecto se produciria en los cultivos bajo agitacion orbital,
pero por causas diferentes: en los mismos la transferencia de oxigeno seria apropiada,

pero el mayor nivel de estrés mecénico podria imponer a las células un mayor
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requerimiento energético, que se saldaria a expensas de una mayor velocidad de

consumo de glucosa.

La velocidad especifica de consumo de glucosa en los cultivos de células
saUFL-AG-286 también se modifico con las variaciones en el nivel de carbohidratos en
el medio de cultivo. En los cultivos estaticos realizados en el medio UNL suplementado
con suero, la velocidad de consumo de glucosa se increment6 con el aumento de su
concentracion inicial. En este mismo sentido, la velocidad especifica de consumo fue
mas elevada, para un mismo sistema de cultivo (suspension en frascos “spinner”) en el
medio UNL, con una concentracion de glucosa siete veces mas alta, que en el medio
TC-100. Estos resultados, que describen un fendmeno repetido en los cultivos de células
de mamiferos (Hu y col., 1987; Millar y Blanch, 1991), concuerdan también con las
observaciones realizadas por Bédard y col. (1993) en cultivos de células de insectos,
quienes determinaron, para dos lineas distintas de células de lepidopteros, que ambas
consumieron hidratos de carbono a una menor velocidad especifica cuando fueron
cultivadas en el medio TNM-FH, respecto a los cultivos en otros medios de cultivo con
concentraciones mas elevadas de hidratos de carbono. Como la variacion en la
concentracion inicial de glucosa de 22 a 44 mM no produjo cambios en el rendimiento
final de biomasa, la mayor velocidad de consumo del hidrato de carbono termind
traduciéndose en un menor rendimiento de células por unidad de glucosa consumida,
observacion que ratifica que las células saUFL-AG-286 pueden regular el metabolismo
de la glucosa mas o menos eficientemente de acuerdo a la disponibilidad de

carbohidratos en el medio de cultivo.

La regulacién de la velocidad especifica de consumo de glucosa result6 afectada
por la magnitud del indculo celular. En los cultivos de células saUFL-AG-286 en
suspension, iniciados a una densidad celular minima de 3 x 10° células.ml'l, se observo
una remarcable estabilidad de la velocidad de consumo de glucosa, tanto en medio libre
de suero como en medio adicionado con este suplemento animal, desde el comienzo de
los cultivos y a lo largo de la evolucion de la fase de crecimiento exponencial. En
cambio, en cultivos iniciados a densidades celulares mas bajas, este pardmetro presentd
marcadas oscilaciones, que podrian revelar una mas dificultosa regulacion del consumo
y metabolismo del hidrato de carbono cuando el indculo celular es menor. Tal como se

discuti6 anteriormente sobre la relacion entre la magnitud del inoculo celular y la
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variacion de la velocidad especifica de proliferacion, también el metabolismo de la
glucosa, como principal fuente de carbono y energia, podria estar sometido a una

hipotética regulacion autocrina, cuya naturaleza debe aun ser desentrafiada.

Por otro lado, la velocidad especifica de consumo de glucosa no resultd
significativamente afectada por los cambios en la concentracién inicial de otro nutriente
principal, la glutamina. Este hallazgo concuerda con los obtenidos por Mendonga y col.
(1999), quienes en cultivos de células Sf-9 alimentados con glutamina observaron que
no se producian cambios en la velocidad especifica de consumo del carbohidrato
respecto a cultivos sin alimentar con el aminoacido. La insensibilidad de la velocidad
especifica de consumo de glucosa a los cambios en la concentracion de glutamina, y la
imposibilidad de sobrevivir y proliferar en un medio carente de glucosa, a pesar de la
presencia de glutamina, parecen ratificar que, para las células saUFL-AG-286, la
glucosa (o potencialmente otro monosacarido) constituiria una fuente insustituible de
carbono y/o energia, y que, como tal, no puede ser reemplazada por la glutamina o por

cualquier otro aminoécido.

La glutamina ha sido considerada, en los trabajos pioneros sobre el metabolismo
de las células de insectos en cultivo, como un aminoacido de aporte exodgeno esencial
(Ferrance y col., 1993; Mitsuhashi, 1989; Stavroulakis y col., 1991). Sin embargo, esta
presuncion inicial fue desafiada por los resultados obtenidos por Ohman y col. (1996),
quienes demostraron que la linea celular Sf-9 es capaz de proliferar en un medio de
cultivo libre de glutamina, glutamato y aspartato, siempre y cuando exista
disponibilidad de una fuente de amonio, sustrato para la sintesis enddgena del
aminoacido. Los resultados obtenidos en esta tesis sugeririan que el aporte exdgeno de
glutamina, a pesar de ser uno de los dos nutrientes consumidos a mayor nivel, tampoco
resulta esencial para las células saUFL-AG-286, ya que éstas pudieron proliferar en un
medio de cultivo deficiente de glutamina en su composicion, aunque no absolutamente
libre de este aminoacido. La carencia de glutamina en los medios de cultivo utilizados
en este trabajo de tesis debe relativizarse, ya que la inclusion de hidrolizados proteicos
(hidrolizado de caseina y caldo triptosa), no permiten asegurar que esos hidrolizados no
aporten trazas del aminoacido. Aun teniendo en cuenta esta prevencion, resulta claro
que si el aporte exdgeno de glutamina es esencial para estas células, lo es a un muy bajo

nivel de demanda. Considerando que la glutamina resulta esencial como sustrato para la
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sintesis de nucledtidos, Ohman y col. (1995) sugirieron que las células Sf-9 eran
capaces de sintetizar glutamina. Los resultados de esta tesis no permiten dilucidar si las
células saUFL-AG-286 poseen la capacidad de sintetizar glutamina a partir de la
fijacion de nitrégeno inorganico, o utilizan una fuente exdgena de composicion quimica
no definida para satisfacer sus demandas esenciales, pero demuestran que, cuando el
aporte exogeno del aminoacido es limitado, se resiente la capacidad celular para
sostener la proliferacion: tanto la velocidad especifica de proliferacion como la densidad
celular maxima resultaron menores en los cultivos carentes de glutamina, comparados
con aquellos suplementados con el aminoécido. Esta conclusion contradice lo observado
por Ohman y col. (1996) en cultivos de células Sf-9, pero coincide con los hallazgos de
Mendonga y col. (1999) en cultivos de la misma linea celular. Esta contradiccion puede
deberse a que los primeros adicionaron amonio al medio de cultivo libre de glutamina,
glutamato y aspartato, mientras que los segundos, al igual que en este trabajo, no
agregaron una fuente de amonio al medio libre de glutamina. En definitiva, si bien es
posible cultivar células saUFL-AG-286 en un medio no adicionado de glutamina, la
carencia de este aminodcido se traduce en alteraciones de la funcionalidad celular que se
expresan en la curva de proliferacion de los cultivos. Otra evidencia de la importancia
de la presencia de glutamina en los medios de cultivo sobre la funcionalidad de esta
linea celular es la limitacion de la replicacion viral observada en cultivos con una

concentracion muy baja de glutamina.

Por otro lado, el agregado de una elevada concentracion de glutamina al medio
UNL se tradujo en una ligera reduccion de la velocidad especifica de proliferacion
durante la fase exponencial, aunque no impactd sobre la densidad celular maxima, al
menos en cultivos estaticos. Sin embargo, el efecto de la adicion de altas
concentraciones de glutamina fue mas evidente sobre la replicacion viral: la produccion
de poliedros de AgMNPV fue significativamente reducida en presencia de una
concentracion inicial de 18 mM, en comparacion con los cultivos con una concentracion
inicial de 9 mM. Este fenomeno podria estar relacionado con la variacién de la
velocidad especifica de consumo de glutamina: este pardmetro se incrementa a medida
que se aumenta la concentracion inicial del aminoacido en el medio de cultivo. La
relacion entre la velocidad de consumo celular especifica de glutamina y su
concentracion en el medio de cultivo fue descripta anteriormente para los cultivos de las

lineas celulares Sf-9 y Sf-21, y podria indicar que las células de insectos son capaces de
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regular el metabolismo de la glutamina de forma similar a las células de mamiferos
(Ohman y col., 1995; Neerman y Wagner, 1996; Mendonga y col., 1999). El vinculo
entre el incremento de la velocidad especifica de consumo de glutamina y la alteracion
de la funcionalidad celular, expresada por la limitacion en la replicacion viral, podria
estar mediada por el incremento en la velocidad especifica de producciéon de amonio,
que, como se discutirda mdas adelante, constituiria el unico producto catabdlico
proveniente del metabolismo de los compuestos nitrogenados en esta linea celular. Por
lo tanto, a través de la actividad téxica del amonio producido en exceso, las altas
concentraciones de glutamina, que a su vez inducen una mayor velocidad especifica de

consumo del aminoacido, interferirian con la funcionalidad celular.

De lo analizado en los dos parrafos precedentes surge como conclusion la
necesidad de optimizar el valor de la concentracion inicial de glutamina en el medio de
cultivo. Los resultados obtenidos en esta tesis llevaron a seleccionar una concentracion
inicial de 9 mM para el medio UNL. Esta concentracion es mas elevada que la presente
en otros medios de cultivo para células de insectos lepiddpteros, pero debe tomarse en
consideracion que el medio UNL posee una concentracion muy inferior del resto de los
aminoacidos (entre el 10 y el 40% respecto a la concentracion en el medio TC-100), de
tal manera que el aumento de la concentracion de glutamina supliria una parte
importante de la demanda del resto de los aminoacidos, especialmente aquella fraccion
del consumo destinada al aporte energético. De hecho, los cultivos de células saUFL-
AG-286 en el medio TC-100 produjeron niveles mas elevados de amonio que en el
medio UNL, a pesar de la concentracion mas elevada de glutamina de este ultimo. Por
lo tanto, el andlisis de la importancia de la concentracion inicial de glutamina no puede
realizarse sin tomar en consideracion el nivel de la concentracion total de aminoacidos,
dada la plasticidad para su utilizacién que parecen mostrar las células de la linea saUFL-

AG-286.

La velocidad especifica maxima de consumo de glutamina en los cultivos de
saUFL-AG-286, en los diferentes medios de cultivo ensayados en esta tesis, mostrd una
evolucion en el tiempo similar para todos los casos: un pico de consumo durante la fase
exponencial temprana, seguida por una declinacion rdpida, y luego mas lentamente
hasta anularse con la finalizacion de esa fase, aun cuando quedara una concentracién

remanente del aminodcido disponible en el medio de cultivo. Este perfil es similar al

175



Discusion

descripto por Neermann y Wagner (1996) en cultivos “batch” de distintas lineas de
células de mamiferos, y difiere del que los mismos autores describieron en cultivos de la
linea celular IPLB-Sf-21 en medio TC-100, en los cuales el pico de velocidad especifica
de consumo se produjo en la mitad de la fase de crecimiento exponencial, luego del pico
en la velocidad de consumo de glucosa, para luego decrecer. Ademas, los valores
maximos de la velocidad especifica de consumo de glutamina en los cultivos de saUFL-
AG-286 fueron mas elevados que los determinados en cultivos de otras lineas de células
de lepidopteros (Bédard y col., 1993; Rhiel y col.,, 1997; Mendonga y col., 1999).
Ambos datos, en conjunto, parecen evidenciar que esta linea celular exhibe una mayor
avidez inicial por utilizar glutamina como fuente de energia, en comparacion con otras
lineas de células de lepidopteros, que empezarian a consumir a mayor nivel este

aminodcido luego del pico inicial de consumo de glucosa.

La evaluacién del consumo de aminodacidos en los cultivos de saUFL-AG-286 en
medio TC-100 suplementado con suero mostré que ningin otro de los aminoacidos
cuya concentracion fue determinada, se consumi6 en la misma proporcion que
glutamina. So6lo asparagina (31%), metionina (28%) y leucina (20%) fueron consumidos
en proporciones significativas en relacion a su concentracion inicial en el medio de
cultivo. En general, el exceso en la concentracion de aminodcidos de los medios de
cultivo, en relacion a las demandas celulares, es una caracteristica comun a los cultivos
de todas las lineas de células de insectos lepidopteros (Bédard y col., 1993; Ferrance y
col., 1993), aunque en esta linea celular la desproporcion entre oferta y demanda, para la
mayoria de los aminoacidos, parece ser mas amplia que en otras. Por otro lado, el perfil
de evolucién del consumo de algunos aminoacidos muestra caracteristicas particulares.
Notablemente la alanina, un aminoéacido que es acumulado en los sobrenadantes de los
cultivos de todas las lineas de cé¢lulas de lepidopteros analizadas hasta el presente
(Bédard y col., 1993; Ferrance 1993; Drews y col. 1995; Ohman y col., 1995;
Doverskog y col. 1997; Mendonga y col. 1999), es consumido, si bien a bajo nivel, en
los cultivos de células saUFL-AG-286. Como se discutira mas adelante, este
comportamiento podria estar relacionado con los altos niveles de amonio que se
acumulan en los sobrenadantes de cultivo de estas células. Por otro lado, los
aminodcidos 4acidos, glutamato y aspartato, que son consumidos en elevadas
proporciones en cultivos de células Sf-9 (Bédard y col., 1993; Ferrance y col., 1993),

aqui lo fueron sdélo marginalmente. Sin embargo, como contrapartida se verifico un
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consumo relativamente mas elevado de asparagina, aunque en menores proporciones
que en cultivos de células High Five®, donde este aminoacido es consumido como una
fuente de energia principal, inclusive con preferencia sobre la glutamina (Rhiel y col.,
1997). Se debe destacar que la mayor proporcion de asparagina fue consumida, en
cultivos en medio TC-100 suplementado con suero, luego de la finalizacion de la fase
de crecimiento exponencial y del agotamiento de glucosa y glutamina en el medio de
cultivo, por lo cual podria actuar como una fuente de energia alternativa ante el

agotamiento de aquellas, aunque su utilizacion no permita sostener la viabilidad celular.

El medio UNL posee una composicion de aminoacidos diferente a la del medio
TC-100, y un contenido total de aminoécidos significativamente reducido respecto a
¢éste ultimo. Sin embargo, las células saUFL-AG-286 son capaces de proliferar en
ambos medios con valores similares de velocidad especifica de multiplicacion,
alcanzan también niveles similares de densidades celulares méaximas y, como se
discutira mas adelante, pueden soportar la replicacion viral con mayor nivel de
eficiencia. Como se mencion6 mas arriba, esta capacidad pone en evidencia la
plasticidad de estas células para adaptar sus demandas de aminodcidos a la composicion
nutricional del medio de cultivo; mas aun, ratifica que esas demandas pueden ser
satisfechas con concentraciones mucho mas bajas de practicamente la totalidad de los
aminoacidos, frente al contenido de los medios de cultivo estdndar para células de
lepidopteros. Existen muy pocos antecedentes acerca de medios de cultivo para células
de insectos lepiddpteros con una concentracion de aminoacidos tan reducida como el
medio UNL (Ferrance y col, 1993; Lua y Reid, 2003), y, por otro lado, no existe atn
evidencia acerca de si otras lineas celulares pueden adaptarse a esta baja concentracion
de aminoacidos como lo hace la linea saUFL-AG-286. Considerando que la mezcla de
aminoacidos constituye uno de los componentes de mayor costo en la formulacion de un
medio de cultivo bésico, la utilizacion del medio UNL para el cultivo de células saUFL-
AG-286, en lugar de los medios de cultivo habituales para células de lepiddpteros,
puede implicar una significativa disminucion de costos en los procesos que hagan uso

de los cultivos de esta linea celular.

Los analisis destinados a optimizar la composicion del medio cultivo libre de
suero para las células saUFL-AG-286 revelaron la existencia de limitaciones

nutricionales adicionales a las debidas al agotamiento de carbohidratos o aminoacidos.
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En este sentido, la mas notable es la limitacion asociada a la concentracion de cloruro de
colina. La colina es una amina vital que juega un rol en la integridad estructural de las
membranas celulares, en el metabolismo de los grupos metilo, en la sefalizacion
transmembrana y en el transporte y metabolismo de lipidos y esteroles (Blusztajn,
1998). Es un precursor para la sintesis de fosfatidilcolina y esfingomielina, dos
fosfolipidos que son componentes esenciales de las membranas bioldgicas y precursores
de mensajeros intracelulares como la ceramida y el diacilgligerol, y ademas la colina
puede acetilarse a acetilcolina u oxidarse a betaina. En la mayoria de los tejidos
animales, el 95% del total de colina se encuentra en forma de fosfatidilcolina (Li y
Vance, 2008). Esta, a su vez, es precursora en la sintesis de fosfatidilserina y
fosfatidiletanolmina, éste Uultimo el fosfolipido mas abundante, seguida por
fosfatidilcolina, en las células Sf-9 y Tn-5 ( Marheineke y col., 1998; Yeh y col., 1997).
No se posee informacion especifica acerca de la composicion de fosfolipidos de las
células de la linea celular UFL-AG-286. Mientras que en humanos y otros mamiferos la
colina es un nutriente esencial (Li y Vance, 2008), en los insectos se han descripto
diversas consecuencias asociadas a la deficiencia de colina. Si bien existen evidencias
de que la carencia de colina, o fosfatidilcolina, se asocia al disparo de procesos de
muerte celular programada en células de mamiferos cultivadas in vitro, (Holmes-
McNary y col.,, 2001; Yen y col. 2002) no se han descripto hasta el presente
consecuencias de la limitacion de colina en cultivos de células de insectos. Todos los
medios para células de insectos, desarrollados y utilizados para el cultivo de otras lineas
celulares, contienen colina en su composicidon, pero con concentraciones entre 50 y 500
veces menores que la concentracion Optima determinada en esta tesis para el medio
UNL aplicado al cultivo libre de suero de la sub-linea saUFL-AG-286. Si bien no puede
descartarse que estas células expresen un requerimiento especificamente mas alto por la
amina, parece mas probable que la necesidad de adicionar altas concentraciones de
colina est¢ revelando la existencia de un balance nutricional particular en la
composicion del medio UNL. A este respecto, se debe tener en cuenta, por un lado, que
el medio UNL no estd suplementado con suero fetal, y éste es una fuente de colina y
fosfatidilcolina (Esko y Matsnoka, 1983), de tal manera que la adicion con altas
concentraciones de colina podria estar compensando la carencia asociada a la
eliminacion del suero. Por otro lado, el medio UNL posee menores concentraciones de
metionina y serina que otros medios utilizados en el cultivo de células de insecto: como

estos aminoacidos son precursores de la sintesis de fosfatidilcolina 'y
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fosfatidiletanolamina (Vance y Ridgway, 1988; Li y Vance, 2008), la suplementacion
con colina podria suplir deficiencias de esos aminoacidos, deficiencias que limitarian la
sintesis de fosofolipidos. Por lo tanto, la necesidad de suplementacion con altas
concentraciones de colina podria estar poniendo en evidencia una limitacion, ya sea en

la disponibilidad de fosfolipidos y/o su sintesis en las células saUFL-AG-286.

La linea celular saUFL-AG286 exhibe un patrén de produccion de productos del
metabolismo caracterizado por la produccion de amonio y la falta de acumulacion de
lactato y alanina. Este patron, que es diferente al que muestran otras bien caracterizadas
lineas de células de insectos lepiddpteros (Rhiel y col., 1997; Benslimane y col., 2005),
podria ser el resultado de la expresion de un ordenamiento especificamente particular de
vias metabolicas. Si bien esta hipotesis requeriria de la realizacion de estudios que
involucren la medicion de actividades enzimadticas y el seguimiento de trazadores, una
comparacion con la informacion obtenida en estudios llevados a cabo en otras lineas
celulares podria permitir especular acerca de las caracteristicas metabodlicas de las

células de la linea saUFL-AG-286.

La falta de acumulacion de lactato, un producto del metabolismo de los
monosacaridos que se acumula en cultivos de células de mamiferos, y también en
cultivos de algunas células de insectos lepidopteros, podria considerarse un indicio de
que las células saUFL-AG-286 podrian metabolizar la glucosa en forma tan eficiente
como la que caracteriza a las lineas celulares derivadas de ovariolas de Spodoptera
frugiperda, IPLB-Sf-21 y Sf-9. Neermann y Wagner (1996) llevaron a cabo un estudio
en el cual compararon el metabolismo de la glucosa, a través de la determinacion de
actividades enzimaticas y el seguimiento de los flujos metabolicos utilizando
marcadores radiactivos, en cultivos de células de mamiferos -primarios y lineas
transformadas- y en la linea celular IPLB-Sf-21, que también se caracteriza por no
acumular lactato en los sobrenadantes de cultivo. En dicho estudio encontraron que,
mientras las células de mamiferos transforman una gran proporcion de la glucosa
consumida en lactato (relacion lactato producido / glucosa consumida superior a 1
mol/mol), en los cultivos de IPLB-Sf-21 la misma relacion es aproximadamente igual a
0,02. Adicionalmente, encontraron que, en estas ultimas células, la tasa de conversion
de la glucosa en intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos alcanzaba al 60%

del total de glucosa consumida, contra menos del 1% medido en lineas de células de
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mamiferos. En un estudio posterior, Benslimane y col. (2005) compararon los flujos
metabolicos en cultivos de células Sf-9 y Tn-5, determinando en las primeras una tasa
de oxidacion completa de glucosa a dioxido de carbono, mediante su procesamiento en
el ciclo de los acidos tricarboxilicos, de 2,7%, contra 0,7% en los cultivos de Tn-5, que
son activos productores de lactato. Ambos estudios evidencian que la falta de
acumulacion de lactato en cultivos de células de Spodoptera frugiperda se asocia a una
mayor eficiencia para la oxidacion completa de la glucosa, propiedad que podria

caracterizar también a las células saUFL-AG-286.

Aun considerando que una fraccion de toda la glucosa consumida similar a la
encontrada en células Sf-9 es oxidada completamente a didxido de carbono, y teniendo
en cuenta que, de acuerdo a lo determinado en otras lineas de células de lepidopteros,
otra fraccion no superior al 15% podria ser metabolizada a través del ciclo de las
pentosas-fosfato para satisfacer los requerimientos asociados a la sintesis de nucleotidos
(Benslimane y col., 2005), ain resta saber como es utilizada la mayor parte de la
glucosa consumida por las células saUFL-AG-286. En los cultivos de otras lineas de
células de insectos, especificamente IPLB-Sf-21 y Sf-9, parte del esqueleto de carbono
de la glucosa es utilizado para la sintesis de alanina, una via para la detoxificacion del
amonio (Drews y col., 2000). Las células Tn-5 también producen alanina, y se supone
que la glucosa es también el precursor del esqueleto de carbono para su sintesis
(Benslimane y col., 2005). Pero las células saUFL-AG-286 no parecen producir alanina,
por lo cual persiste la incognita acerca de cudl es el destino de la mayor parte de la
glucosa consumida. Sobre este aspecto se podria especular acerca de la produccion de
otros productos metabdlicos, como el glicerol y el etanol, cuya presencia ha sido
detectada en los sobrenadantes de cultivos de otras lineas de células de lepidopteros
(Drews y col., 2000). Una via posible es la transformacion del piruvato en acetaldehido,
y posteriormente en etanol, por accion de las enzimas piruvato carboxilasa y alcohol
deshidrogenasa, respectivamente. El etanol, que fue identificado como producto de la
glicolisis en cultivos de distintas lineas celulares de insectos (Takahashi y col, 1995;

Benslimane y col., 2005), no fue cuantificado en este trabajo de tesis.

Como se menciond en el parrafo anterior, los cultivos de células saUFL-AG-286
no acumulan alanina en los sobrenadantes. Por el contrario, aunque en una baja

proporcion, la consumen a partir del aporte exdgeno del medio de cultivo. Esta es una
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caracteristica Unica entre las lineas de células de lepidopteros cuyo metabolismo ha sido
estudiado hasta el presente. En cultivos de la linea celular Sf-9 se observaron dos
comportamientos diferentes, dependientes de la presencia o no de glucosa: activa
sintesis y secrecion de alanina, sin acumulacion de amonio, en presencia de un exceso
de glucosa, o bien falta de produccion de alanina y acumulacion de amonio cuando la
glucosa se agota (Doverskorg y col. 1995). En estas mismas células, Drews y col.
(2000) mostraron que, en exceso de glucosa, el nitrogeno amidico de la glucosa
consumida se incorpora a alanina, y que la enzima clave en este proceso es la glutamato
sintasa, que transfiere el nitrogeno amidico de la glutamina a la posicion amino en la
molécula de glutamato, a partir de la cual es transaminado a piruvato (proveniente del
procesamiento de la glucosa a través de la via glicolitica) para formar alanina, reaccion
catalizada por la enzima alaninoaminotransferasa; en cambio, en los cultivos limitados
en glucosa, la hidrolisis de la glutamina se llevaria a cabo por la actividad sucesiva de la
glutaminasa, que libera el nitrégeno amidico, y de la glutamato deshidrogenasa, que
rinde el nitrégeno aminico, ambos en forma de amonio que es excretado y se acumula
en el sobrenadante de cultivo. La glutamato sintasa (GOGAT) es una enzima que forma
parte del sistema de asimilaciéon de nitrégeno inorganico en procariotas, levaduras,
hongos y plantas, y cuya presencia no habia sido identificada en células animales, hasta
su hallazgo en el gusano de seda (Hirayama y col, 1997; 1998), y posteriormente
demostrada su actividad en extractos de células Sf-9 (Doverskorg y col., 2000). La falta
de deteccion de produccion de alanina no implica que las células saUFL-AG-286
carezcan de la expresion de GOGAT o alguna otra de las enzimas involucradas en el
metabolismo de la glutamina o la sintesis de alanina, como la alaninaaminotransferasa,
ya que podria estar limitado, por otro lado, el aporte del piruvato proveniente de la via

glicolitica.

En definitiva, la falta de capacidad de produccion de alanina parece ser una
caracteristica Unica entre las lineas de células de lepiddpteros que han sido estudiadas
hasta el presente, caracteristica que resultaria de la expresion de arreglos metabdlicos
particulares que deberan ser analizados en el futuro. Es importante remarcar, por otro
lado, que la aparente incapacidad de sintesis de alanina le impide a las células saUFL-
AG-286 contar con la via mas importante para la detoxificacién del amonio, y que,

como se analizard mdas adelante, esta incapacidad puede imponer importantes
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consecuencias sobre la utilizacion de los cultivos de esta linea celular en procesos

biotecnologicos.

La falta de capacidad de sintesis de alanina parece estar asociada a la
acumulacioén de amonio en los sobrenadantes de los cultivos de células saUFL-AG-286.
Las distintas lineas de células de insecto cuyo metabolismo ha sido analizado hasta el
presente no presentan un comportamiento uniforme en relaciéon a la produccion de
amonio. Mientras que las lineas derivadas de ovariolas de Spodoptera furgiperda
(IPLB-Sf-21 y Sf-9) s6lo acumulan amonio bajo condiciones de carencia de glucosa en
el medio de cultivo, en los cultivos de células Tn-5 el amonio se acumula ain en
presencia de exceso de glucosa (Bedard y col., 1993; Takeyuki y col., 1996; Rhiel y
col., 1997; Mendonga y col., 1999; Benslimane y col., 2005). A diferencia de lo que
ocurre con la produccion de lactato, la produccion de amonio en los cultivos de células
saUFL-AG-286 presenta un perfil similar, aunque no idéntico, al de las células Tn-5, y
totalmente diferente al de las células IPLB-Sf-21 o Sf-9. La acumulaciéon de amonio
ocurri6 en todos los medios y condiciones de cultivo que fueron empleados en este
trabajo de tesis, aunque la magnitud de la acumulacion del metabolito fue influido por

distintos factores.

Por un lado, se verifico una relacion entre la acumulacion de amonio y la
concentracion inicial de glutamina en el medio de cultivo, que evidenciaria que el
amonio es un producto de la utilizacién de este aminodcido. Mas atin, en casi todas las
condiciones estudiadas, el monto total de amonio acumulado equivali6 a la suma de las
concentraciones molares del nitrogeno amidico y aminico correspondiente a la
glutamina consumida, por lo que podria plantearse como plausible la hipotesis de una
hidrolisis de la glutamina por vias idénticas a las que operan en las células de
Soodoptera frugiperda en un medio limitado en glucosa, es decir a través de la actividad
sucesiva de una glutaminasa y una glutamato dehidrogenasa (Drews y col., 2000). Sin
embargo, la acumulacion de amonio, aunque en menor magnitud, también se verifico en
cultivos en medios no adicionados de glutamina, hecho que indicaria que otros
aminoacidos, como la asparagina, podrian ser también utilizados y metabolizados con
liberacion de amonio libre, tal como la metabolizan las células Tn-5 (Rhiel y col.,

1997).
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Por otro lado, aunque la acumulacion de amonio se produjo aun en presencia de
exceso de glucosa, los picos mas agudos en la velocidad de acumulacion de amonio
siempre coincidieron, temporalmente, con las limitaciones en el nivel de glucosa. Esta
relacion podria inducir a considerar que, ante la limitacion en la disponibilidad de
energia a través de la utilizacion de monosacéaridos, se produciria un incremento de la
velocidad de consumo de aminoacidos como fuente alternativa, y que su metabolismo
daria lugar a la aceleracion en la produccion de amonio. Sin embargo, como el pico de
produccion de amonio no estuvo precedido o acompanado de un aumento significativo
de la velocidad de consumo de la mayoria de los aminoacidos, es posible plantear una
hipotesis alternativa que considera la expresion de una via diferente para la
detoxificacion del amonio. La sintesis de acido urico constituye el principal mecanismo
de disposicion no toxica del amonio en los insectos terrestres. Stavroulakis y col. (1991)
demostraron que una linea celular establecida a partir de tejidos del gusano de seda
(Bombix mori) producia acido trico como catabolito nitrogenado principal. La via
uricotélica para la sintesis de acido urico es compleja y requiere de una contribucion
energética, mientras que, por otro lado, el 4cido urico puede ser degradado a través de la
via uricolitica, que lleva a la produccion de amonio (Lehninger, 1979). Asi, podria ser
postulada la existencia de dos estadios diferentes en relacion a la eliminacion de amonio
en las células de la sub-linea saUFL-AG-286: un estadio inicial, caracterizado por la
sintesis de acido Urico durante la fase de crecimiento exponencial, en presencia de
recursos energéticos suficientes para sostener la sintesis, luego seguido de un segundo
estadio caracterizado por la degradacion de acido trico y la consecuente produccion de
amonio, cuando los recursos energéticos se tornan escasos. De esta manera, estas
células expresarian también, como otras células de insecto, un mecanismo de
detoxificacion de amonio. En ensayos preliminares, utilizando una técnica de baja
sensibilidad, no se ha podido detectar acido urico en el sobrenadante de los cultivos de
células saUFL-AG-286, por lo que serd necesario realizar nuevas determinaciones, con
metodologias mas sensibles, tanto en sobrenadantes de cultivo como en extractos
celulares, para verificar si estas células pueden expresar, efectivamente, este

mecanismo alternativo de detoxificacion.
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¢) Sobre la nutricién y el metabolismo en cultivos de células saUFL-AG-286 infectados

con AgMNPV

La infeccioén de una célula por un virus impone sobre la primera, en la mayoria
de los casos, profundas transformaciones estructurales y funcionales. Por otro lado, la
concrecion eficiente del proceso de replicacion viral puede implicar la necesidad de que
se produzcan alteraciones de la fisiologia y del metabolismo celular que permitan
satisfacer requerimientos especificos de dicho proceso. En todo caso, una poblacion de
células infectadas, en las cuales se desarrolla un activo proceso de replicacion viral,
deberia exhibir un comportamiento fisioldégico diferente al de una poblacion de células
no infectadas. Siendo la nutricién un aspecto central de la fisiologia celular, es esperable
que la infeccion y replicacion virales sean acompafiadas por cambios en los
requerimientos de los distintos nutrientes. Si estos requerimientos superan las
posibilidades del medio a partir del cual se nutren las células, o dicho medio no posee
un balance adecuado a la condicion fisiologica caracteristica de las células infectadas, la
replicacion viral puede limitarse. En los estudios llevados a cabo en células saUFL-AG-
286 infectadas sincronicamente con AgMNPV en la fase exponencial temprana, en
medio TC-100 suplementado con suero, no pudieron detectarse limitaciones
nutricionales obvias, ya que ninguno de los nutrientes principales evaluados (glucosa y
aminodcidos) result6 agotado durante la infeccion. Ademas, los resultados obtenidos en
esos experimentos demuestran que la demanda nutricional global de las células
infectadas fue reducida luego de la infeccion, principalmente durante las primeras 24
horas posteriores a la infeccion, coincidente con el periodo de produccion de viriones
brotados. Los efectos de las infecciones con baculovirus sobre las demandas
nutricionales de las células de insectos fueron estudiados bajo diferentes condiciones
experimentales, con resultados contradictorios. En algunos trabajos se inform6 que las
velocidades de consumo de los principales nutrientes aumentaban luego de la infeccion
(Sugiura y Amman, 1996; Radford y col., 1997; Rodas y col., 2005), mientras que en
otros, por el contrario, se mostro que esas velocidades no se modificaban (Wong y col.,
1994; Kamen y col., 1996; Palomares y col., 2004), o inclusive se reducian (Rhiel y
Murhammer, 1995). La explicacion para esta contradiccion podria radicar en las
diferentes condiciones experimentales (lineas celulares, virus, medios de cultivo, tiempo
y multiplicidad de infeccion, etc.) empleadas en los diferentes trabajos. En este sentido,

Rhiel y col. (1997) demostraron que los cambios en las demandas nutricionales luego de
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la infeccion viral dependen de la linea celular y el medio de cultivo. Por otro lado, es
posible que la respuesta celular a la infeccion, en términos de velocidad de demanda de
nutrientes, también sea influida por el estado metabolico y nutricional previo: cultivos
de células que se encuentran en estado de activa division, y por lo tanto en un periodo
de elevada velocidad de consumo y acumulacion de nutrientes, probablemente muestren
una caida de esa velocidad, debida a la interrupcion de la multiplicacion celular y a los
distintos efectos de la infeccion viral sobre la fisiologia celular, que podrian interferir
con la normal nutricion celular; por el contrario, en un cultivo infectado al final de la
fase de crecimiento, en el cual las velocidades de consumo son mas bajas, y las reservas
de los principales nutrientes y fuentes de energia se encuentran reducidas, o incluso
agotadas, es posible que las necesidades surgidas de la infeccion puedan incrementar la
velocidad de demanda de algunos nutrientes, o que no puedan verificarse cambios en la
misma luego de la infeccion. La marcada reduccion de la velocidad de consumo de los
principales nutrientes durante las primeras 24 horas post-infeccion, verificada en los
experimentos de esta tesis, podria ser explicada, entonces, por la abrupta interrupcién de
la multiplicacion de una poblacion celular que se encontraba en activo estado de
proliferacion, en un contexto de amplia disponibilidad de nutrientes. La rémora en la
captacion de nutrientes abarc6 a la mayoria de los que fueron evaluados en este trabajo,
aunque la velocidad de consumo de algunos aminoacidos (alanina, lisina y asparagina)
se incrementd selectivamente. A pesar de la marcada reduccion de las velocidades
especificas de consumo de glucosa y glutamina, la sintesis de viriones brotados se llevo
a cabo con alta eficiencia, lo cual indicaria que este proceso presenta una menor
demanda energética que la requerida para sostener la proliferacion celular, o bien que en
el momento de la infeccion las células se encontraban suficientemente abastecidas de
recursos energéticos. La etapa posterior, dominada por la sintesis masiva de poliedrina y
la produccion de poliedros, estuvo acompafiada por un incremento de la velocidad
especifica de consumo de glucosa, hasta un nivel aproximadamente similar al de las
células de un cultivo no infectado, lo que indicaria, por un lado, que la inhibicion de la
incorporacion de glucosa, caracteristica de las primeras 24 horas, es reversible, y que
esta etapa podria requerir un mayor aporte energético. En relacion a la glutamina, su
velocidad especifica de consumo permanecid en un nivel similar al de las primeras 24
horas, hasta la finalizacion del experimento. Ademas de la glutamina, también
asparagina, alanina, lisina y triptofano fueron consumidos en forma constante en

cultivos de saUFL-AG-286 durante la fase de sintesis de poliedrina y ensamblaje de
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poliedros. Sorprendentemente, el resto de los aminoacidos presentd un balance de
consumo negativo, es decir, incrementaron su concentracion en el sobrenadante, a pesar
de que también la produccion de poliedros fue eficiente. Este hecho parece confirmar
que la infeccion sincréonica, en medio TC-100, de un cultivo en la fase de crecimiento
exponencial se desarrolla en un contexto de amplia disponibilidad celular de reserva de
aminoacidos, suficiente para cubrir las exigencias inherentes a la hiperexpresion de la

proteina poliedrina.

Los resultados comentados en el parrafo anterior mostraban que la velocidad
especifica de consumo de glutamina, por parte de las células saUFL-AG-286, se reduce
luego de la infeccion con AgMNPV en medio TC-100. Sin embargo, los experimentos
realizados en medio UNL mostraron que la carencia de glutamina, o una concentracion
inferior a la 6ptima, producen una limitacioén de la replicacion viral, verificable a través
de la reduccioén en la produccion de poliedros. En este mismo sentido, Palomares y col.
(2004) demostraron, en cultivos de células Sf-9 infectados con un baculovirus
modificado, que la glutamina es requerida para sostener una adecuada sintesis de
proteina recombinante. La marcada reduccion (menos del 50%) de la produccion de
poliedros en el medio UNL deficiente en glutamina puede estar vinculada al menor
contenido del resto de los aminoacidos en el medio UNL, lo cual podria aumentar la
demanda de glutamina, en relacion a los cultivos realizados en medio TC-100, tal como
sucede también en los cultivos no infectados. Por el contrario, cuando la concentracion
inicial de glutamina en el medio UNL superd el valor 6ptimo de 9 mM, la consecuencia
fue una reduccion de la produccion viral. Taticek y Shuler (1997) no encontraron
efectos negativos de la adicion de glutamina, sobre la produccién de una proteina
recombinante en cultivos de células Sf-9, hasta una concentracion de 13 mM.
Considerando, como se discuti6 previamente, que existe una relacion directa entre la
concentracion inicial de glutamina en el medio UNL y la acumulacion de amonio, es
posible que sea éste el agente toxico responsable de la limitacion de la replicacion viral
en cultivos infectados de saUFL-AG-286 con elevadas concentraciones de glutamina.
Esta presuncion se refuerza por los resultados que demuestran el efecto negativo
creciente de las concentraciones de amonio superiores a 11 mM sobre la produccion de
poliedros de AgMNPV en cultivos de células saUFL-AG-286 en medio UNL. Un efecto
similar del amonio fue descripto previamente sobre la produccién de proteinas

recombinantes en cultivos de otra linea celular que produce activamente amonio, la
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linea Tn-5 (Yang y col., 1996; Donaldson y col., 1999). Si bien el amonio puede
interferir con la normal fisiologia celular, y esto podria ser una causa de la limitacion de
la multiplicacioén viral, es también un conocido agente inhibidor de la replicacion a
través de la interferencia con los procesos de fusion de membrana dependientes de pH
que se producen durante la penetracion y desnudamiento de virus que ingresan a la
célula por endocitosis mediada por receptores, inclusive los viriones brotados de los
baculovirus (Hefferon y col., 1999). Cualquiera sea la causa, la sensibilidad de la
replicacién de AgMNPYV a la inhibicion por altas concentraciones de amonio, junto con
la inhabilidad de las células saUFL-AG-286 para detoxificarlo, impone restricciones
sobre la utilizacion de los cultivos “batch” de esta linea celular para la produccion de
poliedros virales, ya que acumulan elevadas concentraciones de amonio cuando
alcanzan altas concentraciones celulares, obligando a disefar estrategias de cultivo e

infeccién que minimicen la exposicion celular al toxico durante la infeccion viral.

La infeccién de cultivos en suspension “batch” de células saUFL-AG-286 en
medio UNL libre de suero, utilizando distintas combinaciones de los pardmetros
multiplicidad y tiempo de infeccion, permitié observar que solo los cultivos infectados
muy temprano, a muy baja densidad celular, eran capaces de producir viriones brotados
en niveles aproximadamente similares a los alcanzados en los cultivos en medio TC-100
suplementado con suero, y que aun a densidades celulares en las cuales no se registra
acumulacion significativa de amonio, se produce una marcada reduccion de la
produccion de esta progenie viral. El andlisis de un ensayo de “screening” disefiado para
evaluar si tal deficiencia estaba asociada a una limitacion nutricional, reveld que la
carencia de algun componente contenido en la emulsion de lipidos probablemente
constituyera el factor causal de mayor relevancia. Esta presuncion luego fue confirmada
mediante experimentos de suplementacion con cantidades adicionales de la emulsion
lipidica, que permitieron alcanzar rendimientos volumétricos de viriones brotados
similares a los obtenidos en cultivos infectados a muy baja densidad celular, aunque atn
con rendimientos especificos mas bajos. Por otro lado, la produccion de poliedros de
AgMNPV en medio UNL libre de suero también mostrd una respuesta positiva a la
adicion de cantidades suplementarias de emulsion lipidica, cuando las infecciones se
llevaron a cabo en cultivos estaticos de células saUFL-AG-286. Estos resultados, en su
conjunto, indican que la suplementacion con la emulsion lipidica de origen comercial,

en la proporcion sugerida por el fabricante para su utilizacion en cultivos de células de
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insectos, si bien parece suficiente para sostener la normal proliferacion celular, no lo es
para sustentar la replicacion viral. Por otro lado, la diferencia en los requerimientos de
suplementacion con la emulsion de acuerdo al momento de la infeccion, parece indicar
que la carencia observada en cultivos infectados a mayor densidad celular podria derivar
del activo consumo de uno de los componentes de la emulsion durante la proliferacion

celular.

La emulsion lipidica utilizada en este trabajo, de composicion quimica definida,
pero no revelada por su fabricante, probablemente derive de la formulada originalmente
por Maiorella y col. (1988) e Inlow y col. (1989), que contenia fuentes de acidos grasos
(ésteres metilicos de acidos grasos de aceite de higado de bacalao y Tween 80),
colesterol y acetato de a-tocoferol, disueltos en etanol y emulsionados en el polialcohol
Pluronic F-68. Los resultados obtenidos en esta tesis no permiten discriminar cudl, o
cudles, de los componentes de la emulsion es el limitante de la replicacion de AgMNPV
pero es posible plantear una hipdtesis en relacion al rol de los acidos grasos. Si las
células saUFL-AG-286 poseen una composicion lipidica semejante a la de otras lineas
de células de lepidopteros que han sido analizadas previamente, en las que se
encontraron valores significativamente mayores para la relacion de concentraciones
fosfolipidos:colesterol que los hallados en células de mamiferos (Marheineke y col.,
1998; Yeh y col., 1997), considerando ademas que las células de insectos tienen una
limitada capacidad para sintetizar, desaturar y elongar 4cidos grasos (Ohmann y col.,
1995), y que los requerimientos de colina de esta linea celular parecen ser mas elevados
que en otras células, podria ser posible que la respuesta frente a la adicion de cantidades
suplementarias de la emulsion lipidica constituya la expresion de una limitacion en el
abastecimiento de 4cidos grasos requeridos para la sintesis de los fosfolipidos
requeridos para el ensamblado de las envolturas virales. Se ha descripto que la privacion
de lipidos en cultivos celulares infectados es causa de la produccién de baculovirus
carentes de infectividad (Goodwin, 1991), pero no existen otras referencias previas en
relacion a las demandas especificas de estos nutrientes para sostener la replicacion de
baculovirus en cultivos de células de insectos. Por otro lado, si bien parece menos
probable la existencia de una deficiencia de colesterol, dado que las células de insectos
parecen requerirlo en menor medida que las células de mamiferos, existen antecedentes
de limitaciones en la replicaciéon de baculovirus debidas a la carencia de esteroles

(Gilbert y col., 1996) .
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d) Sobre la formulacién de un nuevo medio de cultivo basico para la linea celular UFL-

AG-286

La composicion de la mayoria de los medios de cultivo basicos para células de
lepidopteros, como se describid en la introduccion de esta tesis, estd basada en la
composicion quimica de la hemolinfa de estos insectos. Sin duda, esta estrategia ha
resultado exitosa para la formulacion y el uso de medios destinados a cultivos celulares
utilizados a baja escala. Sin embargo, el desarrollo de procesos industriales, en los
cuales el costo del medio de cultivo tiene una importante influencia sobre la factibilidad
econdmica del proceso, impone la necesidad de que la composicion de los medios se
ajuste, de la manera mas estricta, a los requerimientos del proceso. La produccion de un
baculovirus insecticida en cultivos de células de insecto, por las razones que ya fueron
expuestas en la introduccion, requiere del empleo de medios de bajo costo. Ahora bien,
no todos los medios de cultivos basicos presentan una formulacién que posibilite su
empleo sin la suplementacién con costosos aditivos, como el suero fetal bovino. En
consecuencia, estos medios de cultivo dejan de ser econdémicamente competitivos
cuando deben ser utilizados en procesos industriales a mayor escala. Para esta clase de
procesos se requiere el desarrollo de medios optimizados, que presenten un balance
ajustado entre la oferta nutricional, las demandas celulares y las exigencias de los

procesos productivos a los cuales serdn aplicados.

Los medios utilizados en el cultivo de células animales, en general, y también de
células de insectos, en particular, tienen una composicion quimica muy compleja, con
decenas de componentes de distinta naturaleza quimica, cuyas funciones especificas
estan, con frecuencia, pobremente establecidas. Los criterios utilizados para el disefio de
los medios conocidos han sido casi totalmente empiricos, y provienen mas del
conocimiento de la composicion de los fluidos biologicos de los animales de los cuales
derivan las células, que del conocimiento de los requerimientos nutricionales y
metabolicos de las células en cultivo, cuya fisiologia in vitro es necesariamente
diferente a la de sus precursoras in vivo. El desarrollo totalmente racional de un medio
de cultivo requeriria del conocimiento detallado de los distintos requerimientos
fisicoquimicos, nutricionales y metabolicos que caracterizan a las células adaptadas al
cultivo in vitro, y ademas de manera dinamica, ya que esos requerimientos varian con el

tiempo y con la variedad de condiciones a las que se deben enfrentar las células durante
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la evolucion de cultivos en diferentes condiciones ambientales. En el caso de cultivos
celulares que seran aplicados a la produccion de virus, la infeccion viral introduce
elementos adicionales de anélisis, debido al profundo efecto que ejerce sobre la
fisiologia celular. Por lo tanto, la adopcion de una estrategia racional analitica para el
disefio de un nuevo medio de cultivo requeriria de recursos humanos, materiales y
temporales, cuya cuantia es incompatible con la formulacién de un medio de bajo costo.
En este trabajo de tesis, el enfoque racional de disefio para la formulacién de un nuevo
medio de cultivo para la linea celular UFL-AG-286 se ha reservado al andlisis de los
principales nutrientes y metabolitos: hidratos de carbono y aminoécidos, y los productos
de su metabolismo, en condiciones de cultivo “batch”, no infectados e infectados con el
virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis. Dado que esta linea
celular no habia sido caracterizada previamente, la informacidon requerida para este
disefio debio ser obtenida durante el desarrollo de este trabajo de tesis. Estos resultados
han sido discutidos previamente, y sélo serdn comentados en esta seccion aquellos
aspectos vinculados directamente con la politica de formulacion del nuevo medio de

cultivo.

En los ultimos afios se ha generalizado la aplicacion de distintos métodos
estadisticos, propios del andlisis multivariado, para la resolucion de problemas
complejos cuya resolucion es, de facto, inabordable por otras metodologias (Plackett y
Burman 1947; Khuri y Cornell, 1987; Kalil y col. 2000). Estas metodologias se han
aplicado al disefio y optimizaciéon de procesos fermentativos que utilizan bacterias y
hongos (Chen y col, 1992, Gomes y col. 1994; Pham y col. 1998), pero solo
excepcionalmente al disefio de medios de cultivo para células animales (Gaertner y
Dhurjati, 1993; Kim y col. 1999), y nunca a la formulacién de un medio de cultivo para
células de insectos lepidopteros. En este trabajo se han empleado métodos de
“screening” para la identificacion de compuestos, o grupos de compuestos agrupados de
acuerdo a su naturaleza quimica, cuyas concentraciones limitaban la proliferacion
celular y/o la replicacion viral. Una vez identificados, las concentraciones de esos
compuestos o grupos de compuestos fueron optimizadas mediante ensayos de
suplementacion individual o conjunta. Es importante remarcar que, para los
componentes cuya concentracion se revelo critica la respuesta del sistema frente a la
suplementacion nutricional se evalud en términos de proliferacion celular y, de resultar

necesario, de capacidad para sustentar la replicacion viral.
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La primera etapa en la formulacion del nuevo medio de cultivo fue la seleccion
de la base del mismo. Existen dos bases probadas en cultivos de células de lepidopteros,
la del medio de Grace, a partir de la cual se han formulado luego los medios TC-100 y
TNM-FH, a la cual estaban adaptadas las células UFL-AG-286 en el momento de
comenzar los experimentos de esta tesis, y la del medio IPL-41, a partir del cual se han
originado posteriormente la mayoria de los medios de cultivo libres de suero conocidos
en la actualidad. Ambas bases fueron evaluados en este trabajo, observandose que las
células UFL-AG-286 no son habiles para proliferar en una base de medio IPL-41, pero
lo pueden hacer en una mezcla 1:1 de TC-100 e IPL-41, incluso mas rapido y con
mayores rendimientos celulares que en el medio TC-100. Es probable que la inhabilidad
para proliferar en medio IPL-41 sea consecuencia de la carencia de caldo triptosa, si
presente en el medio TC-100, que, como se discutird mas adelante, tiene actividad
promotora de la proliferacion de estas células. Por otro lado, el rendimiento superior de
la mezcla TC-100-IPL-41 1:1, respecto al TC-100, podria explicarse por el aporte de
acidos organicos y oligoelementos inorgéanicos, no presentes en la formulacion del
medio TC-100, como asi también por una concentracion mas elevada de vitaminas. A
partir de estos resultados se decidid trabajar con una formulacion basica similar a la del
medio TC-100, con el agregado de las concentraciones de acidos orgénicos y
oligoelementos presentes en la mezcla TC-100-IPL-41 1:1, y reforzando la
concentracion de la mezcla de vitaminas. Este medio, suplementado con 10% de suero
fetal bovino, permiti6 alcanzar un rendimiento celular similar al de la mezcla TC-100-
IPL-41 1:1 (resultado no mostrado), y fue luego utilizado como base para los estudios

destinados al diseno del medio libre de suero.

Como se comentd previamente, los hidratos de carbono constituyen la principal
fuente de energia, y también de carbono, para las células de insecto. Los distintos
medios de cultivo basicos para células de lepidopteros poseen diferentes composiciones
cualitativas y cuantitativas de hidratos de carbono. La mas simple es la del medio TC-
100, que so6lo posee glucosa a una concentracion de 1 g/l, mientras que otros medios
(IPL-41, TNM-FH) incorporan otros monosacaridos, como fructosa, y también
disacaridos, como maltosa y sacarosa. Si bien se ha comprobado en cultivos de otras
lineas de células de lepidopteros que la fructosa y la maltosa son consumidas, esto
siempre ocurre luego del agotamiento de la glucosa (Ferrance y col., 1993). En cambio,

la sacarosa nunca es consumida, y su funciéon en la composicion del medio de cultivo
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probablemente se limite al mantenimiento de la osmolaridad (Ferrance y col., 1993).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, sabiendo que las células saUFL-AG-286 pueden
proliferar en un medio conteniendo glucosa como unico hidrato de carbono, que no lo
pueden hacer en absoluto en un medio carente de glucosa, y tomando en consideracion
que la incorporacion de un Unico hidrato de carbono en la formulacion podria facilitar el
posterior analisis de la demanda nutricional, se decidi6 que la glucosa fuera el unico
hidrato de carbono incorporado a la formulacion del nuevo medio. Ahora bien, ;cual
deberia ser la concentracion optima de glucosa?. Los resultados obtenidos en esta tesis
muestran que el agregado de una concentracion de glucosa tan alta como 44 mM no
produce efectos negativos, ni sobre la proliferacion celular ni sobre los rendimientos
virales, ni tampoco induce la formacion de lactato. Por otro lado, el agregado de esta
alta concentracion permite que se produzca un leve incremento del rendimiento celular
en glutamina, evidenciando un uso mas eficiente de este aminoacido, y, principalmente,
que se reduzcan significativamente los niveles de amonio acumulados durante el cultivo
de las células saUFL-AG-286, previniendo sus efectos toxicos y su accidon inhibitoria
sobre la produccién viral. En comparacion con el medio TC-100, en el cual se acumula
amonio hasta una concentracion superior a 20mM, en el medio UNL, para la misma
densidad celular maxima, s6lo se acumula 12 mM. Si bien la formulacion con 22 mM
de glucosa permite alcanzar un rendimiento mas eficiente en biomasa con respecto al
consumo del hidrato de carbono, a esta concentracion inicial de glucosa atin se acumula
amonio a una concentracion de 16 mM. En definitiva, la utilizacion mas eficiente de
glutamina y la prevencion de la acumulacion de amonio son las razones que justifican la
seleccion de una concentracion inicial de glucosa de 44 mM, que ademas, de acuerdo a
los rendimientos de biomasa en glucosa en el medio UNL, podria soportar,
tedricamente, el crecimiento de un cultivo de células saUFL-AG-286 hasta una densidad

celular maxima de 1.107 células.ml™.

La glutamina es la otra fuente principal de energia en los cultivos de células
saUFL-AG-286, y junto con la glucosa fueron los nutrientes mas consumidos en los
experimentos iniciales de esta tesis. Ademas, en un medio donde el resto de los
aminoacidos se encuentran a concentraciones inferiores a las presentes en otros medios
de cultivo, la glutamina es también la principal fuente de nitrégeno. Como se discutio
previamente, estas células pueden proliferar en un medio libre de glutamina, pero con

un significativo resentimiento de los niveles de produccion viral. Para las dos
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concentraciones de glutamina evaluadas en esta tesis, 9 y 18 mM, no hubo diferencias
significativas en la eficiencia de la utilizacion del propio aminodcido, y tampoco en la
de la glucosa. Sin embargo, a la concentracion mas alta de glutamina se acumularon
niveles mas elevados de amonio, y también se produjo una muy significativa reduccion
de la produccion viral. Por lo tanto, la decision de fijar la concentracion de glutamina
del medio UNL en un valor de 9 mM se tomo, principalmente, en funcion de los

mayores rendimientos virales alcanzados.

Se ha demostrado repetidamente que los medios de cultivo clasicos para células
de insectos se encuentran sobredimensionados en su contenido de aminoacidos, frente a
los requerimientos de distintas lineas de células de lepidopteros (Bedard y col., 1993;
Ferrance y col., 1993). A pesar de estos antecedentes, con muy pocas modificaciones se
siguen utilizando las mismas bases de aminodcidos desarrolladas para los medios de
Grace e IPL-41, y no existen casi antecedentes publicados acerca de la evaluacion de
nuevos medios de cultivo con un contenido de aminoacidos més ajustado a los reales
requerimientos celulares (Ferrance y col., 1993). En este trabajo de tesis, ademas de
verificarse que también la linea celular saUFL-AG-286 expone requerimientos de
aminoacidos marcadamente inferiores en relacion a las posibilidades nutricionales del
medio TC-100, se demostrd que estas células pueden cultivarse en forma indefinida, sin
desmedro de su sensibilidad y permisividad a la replicaciéon con AgMNPV, en un medio
en el cual las concentraciones de la mayoria de los aminoacidos (acido aspartico, acido
glutamico, arginina, cisteina, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, prolina,
treonina, triptofano, valina) fueron reducidas al 10% de su concentracion inicial en el
medio TC-100, otros cuatro a porcentajes inferiores al 20% (alanina, asparagina, leucina
y serina) y uno mas (metionina) al 40%, mientras que s6lo la concentracion de
glutamina se increment6 dos veces respecto a su concentracion en el medio TC-100. En
su conjunto, la concentraciéon de aminodcidos totales del medio UNL es entre 3 y 5
veces inferior a la de los otros medios de cultivo conocidos para células de insectos
lepidopteros (Grace, 1962; Gardiner y Stockdale, 1975; Weis y col., 1981). La
composicion de aminoacidos del medio UNL presenta dos claras ventajas especificas,
para la linea saUFL-AG-286 y la produccion de AgMNPV en cultivos de la misma,
frente a los otros medios utilizados en el cultivo de células de insectos: un balance
nutricional que reduce la produccion y acumulacién de amonio, previniendo sus efectos

toxicos sobre la produccion viral, y por otro lado la reduccion del costo del medio de
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cultivo. Ambas ventajas pueden ser criticas en la definicion de la factibilidad econémica
de un proceso que haga uso de este medio para el cultivo de UFL-AG-286 y saUFL-
AG-286 y la produccion de poliedros de AgMNPV. La factibilidad de utilizar este
medio, con esta particular composicion de aminoacidos, para el cultivo de otras lineas
de células de lepidopteros, o aplicado a la produccion de otros virus o proteinas

recombinantes, debe aun evaluarse.

Los medios de cultivo formulados para células de insectos lepidopteros
contienen diferentes concentraciones de cloruro de colina. Mientras el medio TC-100
carece absolutamente de la amina, y el medio de Grace presenta una concentracion de 2
x 10* g.L"', los medios IPL-41 y KBM 10 (Doverskog y col., 1997) fueron formulados
con una concentracion de 0,02 g.L”'. Significativamente, estos dos ultimos medios, al
igual que el desarrollado en este trabajo de tesis, han sido utilizados como base para el
desarrollo de medios completos libres de suplementacion con suero fetal bovino. El
medio UNL contiene una concentracion de colina 50 veces superior a los dos ultimos, la
cual fue determinada como Optima para promover la proliferacion celular, en
experimentos de suplementacion de un medio libre de suero que fueron discutidos

anteriormente.

En conclusion, el medio basico UNL presenta un balance de nutrientes novedoso
en relacion a la composicion de otros medios utilizados para el cultivo de lineas
celulares de insectos lepidopteros. La composicion del medio UNL fue establecida
sobre la base de estudios destinados, por un lado, a identificar los consumos de los
principales nutrientes y la produccion de los principales metabolitos potencialmente
toxicos, y por otro lado, a cuantificar las respuestas frente a la suplementacion con
componentes previamente identificados como limitantes de la proliferacion celular y/o
la produccion viral, en ensayos de “screening”. Las principales diferencias, en relacion a
otros medios basicos, radican en la menor concentracion de aminoécidos en general, y
en las concentraciones mas elevadas de glucosa, glutamina y colina. Es probable que la
composicion actual del medio UNL no sea Optima para el cultivo de la linea celular
saUFL-AG-286 y/o la replicacion de AgMNPV, ya que la identificacion de limitaciones
se realiz6 trabajando con conjuntos de nutrientes, en los que podrian quedar ocultos los
efectos ejercidos por componentes individuales. Una posterior optimizacion requerira

del analisis individualizado de esos efectos ocultos.
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e) Sobre la formulacién de un nuevo medio de cultivo completo, libre de suero, para la

linea celular saUFL-AG-286

En general, las lineas de células animales, incluidas las de insectos, son capaces
de proliferar en medios de cultivo basicos suplementados con proporciones variables de
suero fetal bovino. Como se mencion6 en la introduccion, este suplemento ejerce
multiples funciones nutricionales, regulatorias, mecénicas, etc., cuyo reemplazo ha
planteado, y atn lo hace, complejos problemas a la tecnologia de cultivos celulares. En
la mayoria de los medios de cultivo libres de suero para células de insectos lepidopteros
cuya composicion es conocida, el suero ha sido reemplazado por una mezcla de
hidrolizados proteicos, extractos microbianos y una fuente de lipidos y esteroles (Rdder,
1982; Maiorella y col., 1988; Vaughn y Fan, 1997; Donaldson y Shuler, 1998; Wu y
Lee, 1998 Franek y col. 2000; Ikonomou y col., 2001). Considerando que estos
suplementos han sido utilizados con éxito en el cultivo de distintas lineas, se decidio
seguir la misma estrategia, evaluando la competencia de distintos hidrolizados y
extractos, y mezclas de los mismos, para promover la proliferacion en cultivos de
células saUFL-AG-286, y la replicacion de AgMNPV, y completando el reemplazo

sérico con una fuente convencional de lipidos.

En los experimentos iniciales de “screening” se identificaron dos hidrolizados de
origen animal, de origen enzimatico, con capacidad individual para promover
significativamente la proliferacion de cultivos de saUFL-AG-286: un hidrolizado de
caseina, y el caldo triptosa fosfato. Por otro lado, ninguno de los hidrolizados acidos,
incluido el de caseina, mostré actividad (no se muestra), lo que indicaria que los efectos
de promocién de la proliferacion estarian asociados a la presencia de péptidos, mas que
al aporte adicional de aminoacidos libres. En este sentido, Franek y col. (2000)
sugirieron que los péptidos aportados por los hidrolizados podrian ejercer actividades de
factores de crecimiento y anti-apoptdticas. Los hidrolizados enzimaticos de caseina no
estan entre aquellos que han sido utilizados previamente para la formulacion de
suplementos libres de suero para cultivos de células de insectos, aunque se han
publicado trabajos que demostraron que estos hidrolizados exhiben propiedades
caracteristicas de factores de crecimiento sobre cultivos de células de insectos
(Mendonga y col., 2007). Por el contrario, el caldo triptosa, o el caldo triptosa fosfato,

son muy utilizados en tecnologia de cultivos de células de insectos, ya que forman parte
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de la composicion del medio TC-100, y su actividad promotora de la proliferacion
celular y la replicacion de baculovirus ha sido descripta previamente en cultivos de otras
lineas de células de insectos (Munderloh y Kurtti, 1989; Deutschmann y Jéger, 1994;
Vaughn y Fan, 1997).

Resulta sorprendente, sin embargo, que otros hidrolizados muy utilizados en la
formulacion de medios de cultivo para células de insectos no hayan mostrado actividad
para promover la proliferacion de las células saUFL-AG-286, particularmente el
hidrolizado enzimatico de lactoalbimina y el digesto enzimatico de carne bovina
conocido como Primatone®. El hidrolizado enzimatico de lactoalbumina forma parte de
la composiciéon del medio TNM-FH, y también fue utilizado en la formulacion de
suplementos de reemplazo sérico (Mitsuhashi, 1989). Por su parte, Primatone”® fue
sefialado como una fuente de factores de crecimiento para el desarrollo de medios de
cultivo libres de suero (Schlaeger, 1996; Ikonomou y col., 2001). La falta de respuesta
de las células saUFL-AG-286 podria resultar la expresion de un cierto nivel de
selectividad en la actividad de los péptidos presentes en estos hidrolizados. Sin
embargo, no puede descartarse que los mismos resulten activos a concentraciones
diferentes a la unica evaluada en el ensayo de “screening” en el que se seleccionaron los
hidrolizados activos para esta linea celular en particular, ya que, como se discutira mas
adelante, los efectos de la suplementacion con los hidrolizados proteicos varian con sus
concentraciones. Esta hipdtesis deberd ser evaluada en ensayos de proliferacion que

abarquen una variedad de concentraciones para cada hidrolizado.

Entre los extractos microbianos ensayados en el “screening” inicial, la adicién
de extracto de levaduras y un ultrafiltrado del mismo extracto produjo efectos opuestos.
Mientras el ultrafiltrado mostré la mayor actividad promotora de la proliferacion de
células saUFL-AG-286 entre todos los productos ensayados, el extracto de levaduras,
adicionado a la misma concentracion, ejercid un fuerte efecto inhibitorio. El extracto es
el producto de la autolisis de levaduras, proceso que puede ser inducido por distintos
procedimientos (Ikonomou y col., 2003), mientras que el ultrafiltrado es el producto
obtenido luego de la separacion de los componentes de mayor peso molecular del
primero, cuando son retenidos por una membrana con un corte de 10 kDa (Eriksson y
Haggstrom, 2005). Tanto el extracto como su ultrafiltrado fueron repetidamente

utilizados como suplementos con efectos estimulantes de la proliferacion celular, tanto
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en cultivos de células de mamiferos como de insectos, y sus efectos han sido
invariablemente referidos como positivos (Wu y Lee, 1998; Ikonomou y col., 2001).
Por lo tanto, resultd sorprendente el fuerte efecto negativo del extracto, ya que la
concentracion evaluada estd en el mismo orden que la utilizada anteriormente en
cultivos de otras células de lepidopteros. Posteriormente, como se discutird mas
adelante, se determind que también el extracto de levaduras era capaz de estimular
fuertemente la proliferacion de las células saUFL-AG-286, pero luego de un periodo de

adaptacion celular.

Existen muy pocas referencias acerca del estudio sistematizado de los efectos del
agregado de distintos mezclas de hidrolizados y extractos en cultivos de células de
insectos (Ikonomou y col., 2003; Mendonga y col, 2007). En este trabajo se han
evaluado, mediante la utilizacion de ensayos de disefio factorial, los efectos de la
adicion conjunta de los hidrolizados y extractos que resultaron activos en el ensayo
inicial de “screening”. Por un lado, estos ensayos permitieron confirmar que el
hidrolizado enzimatico de caseina, el caldo triptosa fosfato y el ultrafiltrado de extracto
de levaduras pueden ejercer un efecto positivo sobre la proliferacion celular.
Mayormente, las interacciones entre los componentes de la mezcla fueron aditivas,
aunque también se pudo apreciar la existencia de una interaccion sinérgica entre el
hidrolizado enziméatico de caseina y el ultrafiltrado de extracto de levaduras. Por otro
lado, se observo que el efecto positivo estuvo condicionado por la concentracion total de
aditivos, ya que, superado un determinado limite, el efecto de la suplementacion se
tornd fuertemente negativo. Este efecto negativo parece ser inespecifico, ya que se
verificé en forma independiente de la proporcion de los distintos componentes de la
mezcla de hidrolizados y extractos. Cabe destacar, ademads, que el efecto de la mezcla
de hidrolizados y extractos también depende de la composicion global del medio de
cultivo. En este trabajo se verificé que el medio UNL-5 muestra una mayor tolerancia a
la suplementacion con altas concentraciones de hidrolizados que la mezcla TC-100 —
IPL-41 (1:1), probablemente debido a la menor concentracion total de aminoacidos del
primero, ya que el mismo efecto negativo pudo ser reproducido por el agregado de altas
concentraciones de aminodcidos (resultados no mostrados). El efecto negativo de las
elevadas concentraciones de hidrolizados o aminoacidos no parece estar asociado a un
incremento de la osmolaridad, ya que las células saUFL-AG-286 pueden soportar

niveles de osmolaridad mas elevados sin menoscabo de su funcionalidad.
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La produccion de poliedros de AgMNPV en cultivos infectados de células
saUFL-AG-286 también fue sensible a la suplementacion con mezclas de hidrolizados y
extractos. El hidrolizado enzimatico de caseina y el ultrafiltrado de extracto de
levaduras demostraron ejercer un efecto positivo individual, y ademds se verifico la
existencia de sinergia entre ambos. Por otro lado, la adicion de caldo triptosa fosfato no
ejercio ningun efecto individual, e interacciond negativamente con el agregado de los
otros dos componentes de la mezcla, aunque estos efectos negativos no presentaron
significacion estadistica, al menos en las condiciones en que se desarrollaron estos
experimentos. En la definicion de la composicion de la mezcla de hidrolizados se
plante6 entonces un conflicto entre los efectos opuestos del caldo triptosa fosfato sobre
la proliferacion celular y la produccion viral. Si bien es posible utilizar medios de
composicion diferente para las etapas de proliferacion celular e infeccion viral, esto
implicaria realizar un reemplazo del medio de cultivo, una operacion dificultosa cuando
se debe ampliar la escala de produccion. Considerando la importancia del caldo triptosa
fosfato en la estimulacion de la proliferacion celular, se decidi6é incluirlo en el

suplemento de hidrolizados, manteniendo su concentracién en 1 mg.ml™.

En los experimentos de optimizacion se determind que, impuesta una
concentracién de 1 mg.ml™ de caldo triptosa fosfato, las concentraciones de hidrolizado
enzimdtico de caseina y de ultrafiltrado de extracto de levaduras que permitian alcanzar
la maxima densidad celular eran, respectivamente, 3 mg.ml” y 1 mg.ml™. Sin embargo,
luego se determind que, superado un periodo de adaptacion, y en presencia de los dos
hidrolizados (caseina y triptosa fosfato), el agregado de hasta 4 mg.ml™” de ultrafiltrado
de extracto de levadura provocaba un fuerte efecto estimulante de la proliferacion
celular. Ademas, el ultrafiltrado pudo ser reemplazado por una solucion del extracto
completo —de menor costo- cuya adicion al medio UNL produjo efectos positivos, tanto
sobre la proliferacion celular como sobre la produccion viral. El estudio cuantitativo de
los efectos de la adicion de extracto de levaduras sobre la proliferacion en cultivos de
células saUFL-AG-286 demostr6 un fuerte efecto estimulante de la velocidad especifica
de proliferacion celular, que es independiente de su concentracion, por lo menos en el
rango de concentraciones de 0,5 a 4 mg.ml™'. Por otro lado, también mostré un efecto
estequiométrico, ya que su agregado provocod un incremento de la méxima densidad
celular. De esta manera, a pesar de las diferencias en su origen y composicion, y

seguramente también en los mecanismos de accidon responsables, el extracto de
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levaduras y el suero fetal bovino parecen ejercer un efecto similar sobre la proliferacion
de cultivos de células de lepidopteros (Ikonomou y col., 2001; Shen y col., 2007). Si a
esto se suma su capacidad de estimular la produccion de poliedros de AgMNPV, el
extracto de levaduras aparece como un componente relevante de un sustituto economico
y seguro del suero fetal para el cultivo de células saUFL-AG-286 destinadas a la
produccion de AgMNPV, tal como ha sido utilizado también para el cultivo libre de
suero de otras lineas de células de lepidopteros y la produccion de baculovirus y
proteinas recombinantes (Batista y col., 2005; Donaldson y Shuler, 1998; Hink, 1991;
Kim y col., 2000; Maiorella y col., 1998; Mendong¢a y col., 2007; Schlaeger y col.,
1993; Vaughn y Fan 1997; Wu y Lee, 1998). Las razones por las cuales el extracto de
levaduras, o su ultrafiltrado, son capaces de estimular la proliferacion celular y la
replicacion viral (o la produccion de proteina recombinante), no son bien conocidas, y
tampoco se han identificado los componentes responsables de esos efectos, aunque en
los ultimos afios se ha avanzado en la separacion de fracciones activas del extracto
(Mendonga y col., 2007; Shen y col., 2007), y se ha aislado un factor, con un peso
molecular aproximado de 35 kDa, esencial para la proliferacion de células High Five en
un medio libre de suero (Eriksson y Hiaggstrom, 2005). La concentracion de extracto de
levaduras finalmente seleccionada para el medio UNL-8, de 3 mg.ml”, que permite
alcanzar la maxima velocidad especifica de proliferacion y los rendimientos virales mas
elevados, es un 33% menor que la presente en los medios formulados por Maiorella y
col. (1998) y por Doverskog y col. (1997), y la mitad de la que contiene el medio ISYL
(Donaldson y Shuler, 1998).

Como se sefiald ya en la Introduccion de esta tesis, una de las funciones
principales del suero como componente de medios de cultivo para células animales, es
el aporte de lipidos y esteroles. Dada la naturaleza hidrofobica de estos componentes, su
provision en medios libres de suero ha significado un problema tecnoldgico dificil de
resolver. Sin embargo, desde los trabajos de Inlow y col. (1989) y Maiorella y col.
(1998), las microemulsiones de acidos grasos (frecuentemente ésteres metilicos de de
aceite de higado de bacalao), Tween 80, acetato de a-tocoferol y colesterol, en una
solucion de Pluronic F68, han sido utilizadas como fuente de lipidos y esteroles en la
formulacion de medios de cultivo libres de suero para células de insectos. Se han
utilizado otros suplementos con este proposito (Vaughn y Fan, 1989), pero ninguno ha

resultado tan practico y ha dado tan buenos resultados como las microemulsiones. En
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este trabajo se ha empleado una microemulsion de origen comercial, quimicamente
definida, adicionada inicialmente en la concentracion de 1% sugerida por el fabricante
(Invitrogen-GICO, cat. 11905-031), la misma concentracion que ha sido utilizada
también en la formulacion de otros medios de cultivo libres de suero para células de
Soodoptera frugiperda (Inlow y col., 1989; Maiorella y col, 1988; Schlaeger, 1996).
Los resultados obtenidos muestran que es posible mantener en forma permanente la
linea celular UFL-AG-286 en un medio de cultivo libre de suero y suplementado con
1% de una microemulsion de lipidos y esteroles, de la misma manera que otras lineas de
células de lepiddopteros. Sin embargo, los experimentos de “screening” revelaron que
esa concentracion era limitante de la densidad celular méxima para cultivos de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-8. Ademads, los experimentos de infeccion con
AgMNPV en cultivos en suspension en el mismo medio, mostraron que la
concentracion de 1% de emulsion lipidica era también limitante para la produccion
viral, resultando la produccion de virus brotado especialmente sensible a la deficiencia
de la microemulsion. Por tal razon, se decidio utilizar el rendimiento del fenotipo de
virus brotado como respuesta indicadora para establecer el nivel Optimo de la
concentracion de microemulsion en el medio UNL-8, determinidndose que una
concentracion de 2%, el doble de la sugerida por el fabricante, era la que permitia
obtener los maximos titulos de virus brotado. Como se discutira en el tltimo apartado
de esta Discusion, el agregado adicional de emulsion lipidica al medio UNL-8, en otras
condiciones de infeccion, puede asociarse también una mayor produccion de poliedros
de mayor actividad bioldgica. Parece probable que las células saUFL-AG-286 presenten
requerimientos mas elevados para alguno/s de los componentes de la microemulsion, en
comparacion con los de la linea celular Sf-9, tal como Donaldson y Shuler (1998) lo
demostraron también para la linea celular Tn5 durante el desarrollo del medio de cultivo
libre de suero ISYL. Sin embargo, ni de este ultimo trabajo, ni de los experimentos de
esta tesis, es posible extraer conclusiones acerca de la identidad del/los componente/s de
la microemulsion sobre el cual ambas lineas podrian presentar mayores requerimientos
que las células de Spodoptera frugiperda. Para tal fin sera necesario realizar
experimentos  utilizando  microemulsiones suplementadas con componentes

individuales.

El medio de cultivo UNL-8, formulado a partir del medio béasico UNL

adicionado de una mezcla de dos hidrolizados de origen animal (hidrolizado enzimatico
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de caseina y caldo triptosa fosfato), extracto de levaduras y una microemulsion
comercial de lipidos y esteroles, cuyas concentraciones fueron optimizadas en este
trabajo de tesis, permite cultivar en forma permanente la linea celular saUFL-AG-286,
tanto en cultivos adherentes como en suspension agitada. Los parametros de la curva de
crecimiento de los cultivos en suspension no difieren de los obtenidos en cultivos de la
misma linea en el medio de cultivo estandar TC-100 suplementado con 10% de suero
fetal bovino. En cuanto a la produccion viral, los cultivos de células saUFL-AG-286 en
medio UNL-8 producen rendimientos mas elevados de poliedros virales que en el medio
TC-100 suplementado con suero, aunque, por lo contrario, los rendimientos de virus
brotado obtenidos en el medio UNL-8 son consistentemente mas bajos que en el medio
estandar suplementado con suero. Los poliedros virales producidos en los cultivos de
saUFL-AG-286 en el medio UNL-8 son bioldgicamente activos, aunque esta actividad

es menor a la de los poliedros producidos en larvas infectadas.

f) Sobre la multiplicacién de AgMNPYV en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286

La obtencion de la linea saUFL-AG-286, adaptada al cultivo en suspension
agitada, implicod el riesgo de seleccionar una sub-poblacidon celular con una aptitud
diferente para sostener la replicacion viral, en relacion a la poblacion original. Sin
embargo, la infeccion de los cultivos de saUFL-AG-286 con AgMNPYV sigui6 un patrén
de evolucion similar al descripto para los cultivos infectados en monocapa de la linea
celular parental. (Castro y col., 1997; Sieburth y Maruniak, 1998b). Por lo tanto, la sub-
poblacion seleccionada parece exhibir una susceptibilidad al baculovirus de Anticarsia
gemmatalis similar a la de la linea de origen. Por otro lado, los rendimientos obtenidos
para ambas progenies virales, en las distintas condiciones de cultivo e infeccion
ensayadas en esta tesis, demuestran que las células saUFL-AG-286 han conservado su

permisividad para la replicacion de AgMNPV.

Los rendimientos especificos de poliedros AgMNPV en los cultivos de saUFL-
AG-286 resultaron consistentemente mas elevados que los descriptos previamente para
cultivos de otras lineas celulares infectados con el mismo virus. Mientras en este trabajo
se alcanzaron rendimientos especificos de 64 poliedros por célula en cultivos en el
medio estandar suplementado con suero, y de hasta 180 poliedros por célula en el medio

UNL-8, libre de suero, en cultivos de células de Spodoptera frugiperda, en distintos
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medios, se obtuvieron entre 2 y 52 poliedros por célula (Visnovsky y Claus, 1994;
Batista y col., 2005; Rodas y col., 2005; Zhang y col., 2005), y en otra linea celular
establecida a partir de tejidos de Anticarsia gemmatalis, BCIRL-AG-M1, sélo se
obtuvieron 14 poliedros por célula (Grasela y McIntosh, 1998). La comparacion de los
rendimientos especificos revela que saUFL-AG-286 parece presentar un potencial
superior al de otras lineas celulares para su utilizaciéon como sustrato celular para la
produccién in vitro de poliedros de AgMNPYV, coincidentemente con las conclusiones
obtenidas por Castro y col. (2006), quienes compararon la infectividad de AgMNPV
para diferentes lineas celulares, incluyendo UFL-AG-286. Por otro lado, la posibilidad
de alcanzar rendimientos volumétricos de poliedros superiores a 2 x 10'' "', por encima
del valor de 1,7 x 10" I"" definido por Rhodes (1996) como limite para que un proceso
de produccion de poliedros de baculovirus en cultivos celulares resulte econémicamente
factible, permitiria proyectar el empleo de esta linea celular como soporte para la

produccion de este bioinsecticida viral a escala industrial.

No existen muchas referencias publicadas acerca de rendimientos en la
produccion de poliedros de otros baculovirus, con potencial uso bioinsecticida, en
cultivos celulares. Chakraborty y col. (1999) produjeron poliedros del virus de la
poliedrosis nuclear simple de Helicoverpa armigera en cultivos libres de suero de la
linea celular BCIR-HZ-AMI1, obteniendo rendimientos especificos de 27 poliedros por
célula en un medio suplementado con suero, y 112 poliedros por célula en un medio
libre de suero. Para el mismo virus, en la misma linea celular cultivada en el medio libre
de suero comercial Sf900II, se alcanzaron rendimientos especificos maximos entre 161
(Lua y Reid, 2000) y 222 poliedros por célula (Lua y col., 2002). Por otro lado, también
trabajando con diferentes medios libres de suero, McKenna y col. (1997) alcanzaron
rendimientos especificos de hasta 185 poliedros por célula del virus de la poliedrosis
nuclear multiple de Autographa californica en cultivos infectados de la linea celular Tn-
5. Por lo tanto, el desempeiio de los cultivos de saUFL-AG-286 en la produccion de
poliedros de AgMNPV es similar al de otras lineas celulares utilizadas en el desarrollo

de procesos de produccion in vitro de poliedros de otros baculovirus bioinsecticidas.

La comparacion de los rendimientos especificos de poliedros de AGMNPV en
cultivos de saUFL-AG-286 infectados en el medio estandar suplementado con suero, y

en el medio UNL-8 libre del suplemento, permite apreciar el superior potencial de este
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ultimo para sostener la produccién de poliedros. Este resultado coincide con lo
observado por Chakraborty y col. (1999), quienes alcanzaron rendimientos especificos
de poliedros de HaSNPV significativamente mas elevados en cultivos celulares en un
medio comercial libre de suero que en un medio control suplementado. Sin embargo,
por otro lado, Vaughn y col. (1991) y Claus y col. (1993), habian observado una
reduccion del rendimiento de poliedros en cultivos celulares cuando el suero fetal
bovino era reemplazado por emulsiones lipidicas en la suplementacion de un mismo
medio de cultivo bésico. Esta discordancia podria explicarse por la diferencia
conceptual entre desarrollar un medio de cultivo completo, con una composicion global
optimizada para un fin determinado, y el mero reemplazo del suero fetal por otro
suplemento, sin tomar en cuenta la necesidad de establecer nuevos balances
nutricionales, tanto en la composicion del suplemento como en la del medio basico. En
el caso especifico del desarrollo del medio UNL-8, el rendimiento de poliedros fue
tomado como uno de los criterios de respuesta para la optimizacion de su composicion,
y por lo tanto su elevada aptitud para sostener la produccion de los cuerpos de oclusion
podria considerarse como una evidencia satisfactoria de éxito en la seleccion de la

estrategia de desarrollo utilizada.

Sin embargo, el medio UNL-8 presenta un comportamiento menos satisfactorio
en relacion a la produccion de la otra progenie viral. Los rendimientos de virus brotado
en los cultivos de saUFL-AG-286 en el medio UNL-8 resultaron consistentemente mas
bajos que en el medio TC-100 suplementado con suero fetal bovino, aun en aquellos
experimentos en que se aumento la concentracion del suplemento lipidico, que, como se
discutié anteriormente, aparece como un limitante principal de la sintesis de virus
brotado en algunas condiciones de cultivo e infeccion. La produccion, durante la
replicacion de los baculovirus, de dos fenotipos diferentes que comparten la misma
nucleocapside, implica que el potencial total de sintesis de esta ultima debe distribuirse
para abastecer la morfogénesis de ambas progenies virales. Por lo tanto, la capacidad de
produccion de uno de los dos fenotipos no solo va a estar determinada por el potencial
replicativo total del virus, sino también por la proporcién en que se reparten las
nucleocapsides entre las dos progenies. Llevando este andlisis al caso especifico de la
replicaciéon de AgMNPV en células saUFL-AG-286 en el medio UNL-8, respecto al
medio TC-100, es posible suponer que los elevados rendimientos de poliedros podrian

estar asociados a una mayor retencion de nucleocapsides en el nacleo celular, para su
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posterior ensamblaje en los cuerpos de oclusion, independientemente del efecto de la
composicion del medio sobre el potencial replicativo total. Inversamente, en los cultivos
en el medio TC-100 suplementado con suero, las nucleocapsides podrian orientarse en
mayor proporcion hacia su egreso desde el nucleo, transito citoplasmatico y brotacion,
orientacion que resentiria la capacidad celular para el ensamblaje de poliedros. Un
efecto similar fue observado en los experimentos de infeccion en el medio UNL-8 en
cultivos en suspension de saUFL-AG-286: en los cultivos en los cuales la infeccion de
las células se llevo a cabo temprano y sincronicamente, se verificd una tendencia a
orientar la replicacion hacia la produccion de virus brotado, mientras que, cuando las
células fueron infectadas mas tarde, como resultado de la infeccion a mayor densidad
celular y menor multiplicidad de infeccion, el balance se orientd hacia la produccion de
virus ocluido. La compensacion, o competencia, entre la sintesis de ambas progenies
virales durante la replicacion in vitro de los baculovirus ha sido previamente sugerida
(Claus y col., 1993; King y col., 1991). Por otro lado, existe un ejemplo natural de la
capacidad de las células de lepidopteros, infectadas con baculovirus, para orientar la
replicacion viral preferencialmente hacia la sintesis de una u otra progenie: es un hecho
demostrado que, durante la infeccion natural con baculovirus, las células del epitelio
intestinal de las larvas infectadas, donde se produce la replicaciéon primaria y se
amplifica el inéculo viral que invadird el resto del organismo, producen -casi
exclusivamente virus brotado, mientras que en el resto de los tejidos del insecto
infectado, al incremento de la capacidad de ensamblaje de poliedros se une la
disminucién de la capacidad de sintesis de virus brotado. No se conoce cuales son los
mecanismos moleculares que estan involucrados en la regulacion de la distribucion del
potencial replicativo entre ambos fenotipos virales, pero recientemente se describido que
la expresion del gen pl3 del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Leucania
separata (LsMNPV) (Wang y col., 1995) durante la replicacion del virus AcMNPV,
que naturalmente carece de ¢l, como todos los virus de poliedrosis nuclear del grupo I,
producia como efecto una fuerte represion de la sintesis de poliedros, acompafiada de un
incremento del rendimiento de virus brotado, tomando como referencia la replicacion
del virus “wild-type” (Du y col., 2007). Si bien no ha sido descripto un gen analogo a
p13 en el genoma de AgMNPV, es probable que otros productos de la expresion del
genoma puedan cumplir el rol de regular la distribucidon del potencial replicativo del

virus entre ambas progenies, y que tal regulacion pueda ser afectada por factores
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celulares, por ejemplo la etapa del ciclo celular, y ambientales, como la concentracion

de nutrientes y catabolitos.

Los cultivos celulares “batch” son sistemas dinamicos, en los cuales tanto el
sustrato celular como el ambiente (medio de cultivo), van modificandose con el tiempo.
Estos cambios pueden, a su vez, determinar alteraciones de la susceptibilidad y/o la
permisividad celulares cuando un virus es introducido al sistema, de tal manera que el
tiempo de infeccion constituye, a priori, un parametro que puede ser manipulado para
obtener un determinado efecto sobre la multiplicacion viral. Por otro lado, la proporcién
de virus por célula introducido inicialmente en un cultivo celular “batch” (multiplicidad
de infeccion) determina que proporcion de la poblacion celular resulta inicialmente
infectada, y por lo tanto la magnitud de las dos sub-poblaciones que coexistiran a partir
de la introduccion del virus al sistema: la de células infectadas y la de células no
infectadas. Estas ultimas, a su vez, podran infectarse en un tiempo posterior, lo cual
implica que la multiplicidad de infecciéon puede manipularse para determinar la
proporcion de células de la poblacion de un cultivo “batch” que resultan infectadas a
distintos tiempos de infeccion. Si bien se ha demostrado previamente que la produccion
de poliedros de baculovirus o proteinas recombinantes en cultivos de células de insectos
lepidopteros es sensible a las variaciones del tiempo y la multiplicidad de infeccion
(Licari y Bailey, 1992; Visnovsky y Claus, 1994; Wong y col., 1996), no resulta posible
predecir, en funcidon de estos antecedentes, cudl es la combinacion Optima de ambos
parametros para un determinado sistema (célula — medio de cultivo — virus) diferente.
En este trabajo de tesis se ha empleado un disefio de tipo central compuesto para
estudiar la influencia del tiempo y la multiplicidad de infeccion sobre la produccion de
poliedros de AgMNPV en cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 en el
medio libre de suero UNL-8, trabajando dentro de rangos de valores de los parametros
que resultan compatibles con las posibilidades de desarrollo de un proceso industrial
utilizando la linea celular saUFL-AG-286. Los resultados obtenidos muestran que el
rendimiento volumétrico de poliedros virales resulta mas sensible a los cambios en el
tiempo de infeccion que a las variaciones de multiplicidad de infeccidn, por lo menos en
el rango 0,09 — 1,51 DICCsgs,.cél.”" abarcado en este estudio. Por otro lado, se pudo
determinar la existencia de una region de la superficie de respuesta que permite
maximizar ese rendimiento, alcanzando valores superiores a 2 x 10'' poliedros.l”.

Estos maximos se alcanzan infectando los cultivos a densidades celulares cercanas a 8 x
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10° células.ml’ y una multiplicidad de infeccioén de 0,8 DICCso%.célula'l, aunque con
una amplia tolerancia en relacidon a la variacion de este ultimo parametro. Como se
menciond anteriormente, esta combinacion Optima de pardmetros es propia de este
sistema particular, y es esperable que la modificacion de alguno de los componentes del
mismo, por ejemplo la composicion de nutrientes del medio de cultivo, provoque un
cambio de los pardmetros Optimos. La densidad celular Optima para el sistema
AgMNPV — saUFL-AG-286 — UNL-8 es ligeramente mas alta que la utilizada para la
produccion de poliedros de HaSNPV, otro baculovirus bioinsecticida, mientras que la
multiplicidad de infeccion es menor (Chakraborty y col., 1995; Chakraborty y col.,
1999; Lua y col., 2002). La posibilidad de trabajar a multiplicidades de infeccion
relativamente bajas es importante para el desarrollo de procesos econdmicamente
factibles para la produccion de baculovirus insecticidas en cultivos celulares, ya que

implica una reduccion de la demanda de “stock” viral

Un proceso de escala industrial para la producciéon de un baculovirus
bioinsecticida en cultivos celulares necesariamente requerird de una sucesion de etapas
de infeccion de cultivos, de escala creciente, para producir la cantidad de virus brotado
suficiente para infectar las células contenidas en el reactor donde finalmente se
produciran los poliedros virales (Rhodes, 1996). Por lo tanto, tan importante como
definir las condiciones Optimas para la produccion de poliedros, es definirlas también
para la amplificacion de virus brotado, aunque este es un aspecto al que se le ha
prestado poca atencion hasta el momento. Los experimentos de infeccion con distintas
combinaciones de tiempo y multiplicidad de infeccion no solo permitieron ubicar la
region Optima de combinacion de ambos parametros para maximizar el rendimiento de
poliedros, sino que también permitieron definir condiciones para la produccion del
“stock” de virus en el medio UNL-8: solo las células saUFL-AG-286 infectadas muy
temprano, a una multiplicidad de infeccion relativamente baja, en cultivos “batch” de
muy baja densidad celular, produjeron rendimientos especificos de virus brotado
relativamente elevados. Esta combinacion de condiciones es apropiada para la
produccion de “stock™, ya que la manipulacion de cultivos de muy baja densidad celular
es mas simple y economica que la de cultivos de alta densidad, por un lado, y la
productividad mas alta, por la reduccion del tiempo total insumido hasta la cosecha, por
otro. Ademas, la infeccion a baja multiplicidad de infeccion tiende a reducir el riesgo de

generacion de particulas defectivas interferentes, una cuestion que debe considerarse
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cuidadosamente en el disefio de un proceso de produccion de baculovirus en cultivos
celulares, ya que afecta el rendimiento cuantitativo y la calidad del producto (Krell,

1996; Kompier y col., 1988).

Como se comentd previamente, no es infrecuente que la replicacion de
baculovirus en cultivos celulares de lugar a la generacion y seleccion de distintas
variantes gendmicas de menor virulencia y, en consecuencia, reducida potencia
insecticida (Lua y col., 2002; Pedrini y col., 2006). Por lo tanto, la preservacion de la
calidad del virus, y el control de la misma, son factores que deben ser cuidadosamente
considerados en un proceso de produccion de baculovirus insecticidas en cultivos
celulares. La actividad biologica de los poliedros virales sobre el blanco de la accion
insecticida constituye una referencia insoslayable en relacion al control de calidad del
virus producido y, en el caso del desarrollo de un nuevo proceso es, en definitiva, el
parametro que determinard su factibilidad. En este trabajo se ha evaluado la actividad de
los poliedros de AgMNPV producidos en células saUFL-AG-286 en medio UNL-8,
bajo diferentes condiciones de cultivo e infeccion. La seleccion de condiciones se
realizd considerando los pardmetros Optimos para maximizar los rendimientos
volumétricos de poliedros, asi como también el efecto, sobre la produccion de viriones
brotados, de la suplementacion del medio de cultivo con cantidades adicionales de la
emulsion lipidica. La hipdtesis que se deseaba evaluar era que la suplementacion
lipidica adicional no sélo estimula la produccion del fenotipo de virus brotado, sino
también la de virus ocluido, produciendo por lo tanto poliedros con mayor contenido de
viriones y mayor actividad biologica. Al mismo tiempo se evaluo la actividad biologica
de poliedros producidos en cultivos infectados temprana y sincrénicamente, con y sin
suplementacion lipidica adicional, para verificar si a los cambios en los pardmetros de
infeccion se asociaba una modificacion de la actividad bioldgica. Los resultados
obtenidos muestran que los poliedros obtenidos en todas las condiciones fueron
bioldgicamente activos, con una variacion de la DLsg entre valores extremos de 230y
485 poliedros.larva™. Teniendo en cuenta que para los poliedros de la misma cepa de
AgMNPV, producidos in vivo en larvas de Anticarsia gemmatalis, la DLsy es de 168
poliedros.larva™ (Alicia Sciocco, comunicacién personal), la actividad insecticida de los
poliedros producidos in vitro resulté entre 1,3 y 2,9 veces menor que la de los poliedros
producidos in vivo. Estas diferencias, si bien no parecen ser importantes, teniendo en

cuenta que los intervalos de confidencia para las determinaciones de actividad bioldgica
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suelen ser muy amplios, no pueden dejar de considerarse como un problema potencial a

superar para el desarrollo de un proceso industrial, y sus causas deben ser identificadas.

La mayoria de los trabajos publicados hasta el presente muestran que los cuerpos
de oclusion de diferentes baculovirus producidos en cultivos de células de insectos son
menos virulentos que los producidos en larvas de insectos susceptibles. Chakraborty y
col. (1999) produjeron poliedros de HaSNPV en cultivos celulares que resultaron entre
2 y 5 veces menos activos, segin fueron producidos en medio con suero o libre de él,
que el control de virus propagado en larvas, adjudicando como una causa posible de la
menor actividad a la extraccion de los poliedros con una solucién de SDS. Esta causa
debe ser excluida como explicacion de la menor actividad de los poliedros de AgMNPV
producidos en este trabajo de tesis, ya que los mismos fueron extraidos de las células
infectadas mediante sonicado. Por otro lado, McKenna y col. (1997) produjeron
poliedros de ACMNPV en cultivos de células High Five® en cuatro medios de cultivo
libres de suero diferentes, los cuales resultaron entre 1,6 y 2,4 veces menos activos que
los poliedros del mismo virus producidos en larvas; en este caso, los autores postularon
que la diferencia de virulencia podia asociarse a la presencia adicional de cuerpos de
oclusién inmaduros en las muestras de poliedros obtenidas de larvas. Por otro lado,
Bonning y col. no advirtieron diferencias de DLsy entre poliedros de AcMNPV
producidos en cultivos de células High Five™ o en larvas de Heliothis virescens, aunque
observaron un incremento del tiempo letal 50% para la actividad de los poliedros
producidos en cultivos celulares, especulando que esta diferencia podia asociarse a una
menor estabilidad de los cuerpos de oclusion producidos en cultivos. Una causa
frecuente de reduccion de la actividad bioldgica de los cuerpos de oclusion de
baculovirus producidos in vitro es la seleccion de variantes virales defectivas, como las
obtenidas por Rodas y col. (2005) por pasajes repetidos de AgMNPV-2D en cultivos de
células Sf-9, o por Pedrini y col. (2006) por pasaje in vitro de HaSNPV y HzZSNPV en
cultivos de células BCIRL-HZ-AMI1. Sin embargo, en estos ultimos dos casos la
generacion de las variantes de menor virulencia estuvo acompafiada de una reduccion en
los rendimientos de poliedros y virus brotado, caracteristicas no advertidas en los
experimentos llevados a cabo en este trabajo. Para evaluar la posibilidad del
enriquecimiento de los “stocks” en variantes defectivas, se debera implementar un
control rutinario de la integridad genomica del virus utilizado como semilla, y su

seguimiento a través de las sucesivas etapas de amplificacion que podrian resultar
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necesarias hasta alcanzar el volumen de inoculo del reactor de producciéon, en un

eventual proceso industrial.

En relacién a la variacion de la actividad biologica de los poliedros producidos
en las diferentes condiciones de cultivo e infeccion ensayadas, y ain teniendo en cuenta
que la falta de ensayos repetidos no permite realizar un analisis estadistico de los
resultados, como asi también que la amplitud de los intervalos de confidencia para la
determinaciones de actividad biologica es muy grande, no puede dejar de soslayarse en
el analisis que las variaciones observadas estuvieron acompanadas por cambios en las
capacidades de produccion de ambas progenies virales. En primer término, cabe
destacar que en los cultivos infectados temprano y sincronicamente, el agregado de
lipidos provoco un incremento del rendimiento de poliedros, con una mayor virulencia,
que determinaron un rendimiento de actividad insecticida por unidad de volumen de
cultivo casi tres veces superior al control sin suplementar con cantidades adicionales de
emulsion lipidica. Este resultado pareceria confirmar la hipdtesis de que el agregado de
cantidades suplementarias de lipidos puede estimular globalmente la replicacion viral,
incrementado la sintesis del fenotipo ocluido, verificada por el aumento de la
produccion de poliedros, y aumentando la actividad biologica por poliedro, verificada
por la reduccion de la DLso, aunque sin modificar el nivel de sintesis de virus brotado,
al menos en estas condiciones de infeccion. Sin embargo, la duplicacion de la
concentracion de emulsion lipidica en un cultivo infectado en las condiciones Optimas
establecidas para un proceso de escala industrial (baja multiplicidad de infeccion,
infeccion mas tardia), tuvo un efecto opuesto: al incremento en la sintesis de virus
brotado que ya habia sido observada en los experimentos previos, se le contrapuso una
reduccion de la sintesis del fenotipo ocluido, verificada por la reduccion de la
produccion de poliedros, con una menor virulencia, verificada por el aumento de la
DLso, determinando en definitiva una reduccion de la actividad insecticida por volumen
de cultivo de casi cuatro veces respecto al control. Por lo tanto, el agregado de
cantidades adicionales de emulsion lipidica parece ejercer distintos efectos, variando de
acuerdo a las condiciones de infeccion. Por un lado, en cultivos infectados
sincronicamente temprano, que mantienen una baja densidad celular en todo su
transcurso, la adicion suplementaria de lipidos pareceria provocar una estimulacion de
la replicacion viral, mientras que en los cultivos infectados mas tardiamente, y en forma

no sincrénica, que terminan alcanzando densidades celulares maximas entre tres y
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cuatro veces superiores a los primeros, la adicién de una cantidad suplementaria de
emulsion lipidica parece provocar mas un cambio en la orientacion del ciclo de
replicacion hacia la sintesis de virus brotado que un incremento neto de la
multiplicacion viral. Es posible que, en estos cultivos que alcanzan mayores densidades
celulares, la incapacidad para responder a la suplementacién lipidica con un incremento
neto de la replicacion viral esté poniendo de manifiesto la existencia de una limitacion
adicional. En este sentido, cabe recordar que los resultados presentados en las figuras
4.49 y 4.5.16 evidenciaban la posibilidad de limitaciones sobre la produccion de
poliedros y de virus brotado, respectivamente, debidas a otros nutrientes diferentes a la
emulsion lipidica, aunque de manera menos notable que ésta. Estas posibles

limitaciones deberan evaluarse mediante experimentos adicionales.

En conclusion, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que la linea
celular saUFL-AG-286 es tan susceptible y permisiva a la infeccioén por el virus de la
poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis como la linea UFL-AG-286, a
partir de la cual aquella fue seleccionada. Los rendimientos especificos de poliedros de
AgMNPYV alcanzados en los cultivos infectados de saUFL-AG-286 en el medio libre de
suero UNL-8 resultaron mas elevados que los obtenidos previamente para el mismo
virus en cultivos de cualquier otra linea celular, y son, al menos, tan elevados como los
alcanzados para otros baculovirus insecticidas producidos en procesos in vitro que
hacen uso de otras lineas celulares. Sin embargo, el mismo medio no resultd tan apto
para la produccion de virus brotado. Por otro lado, los rendimientos de ambas progenies
del virus AgMNPYV en los cultivos de saUFL-AG-286 en UNL-8 resultaron sensibles a
los cambios en los pardmetros de infeccion, principalmente el tiempo, y se pudo
identificar una combinacion de pardmetros que permite maximizar el rendimiento
volumétrico de poliedros, como asi también que la produccion de stocks de virus
brotado requiere necesariamente de la infeccion de cultivos de muy baja densidad
celular. Por ultimo, tanto los rendimientos de ambas progenies virales como la actividad
bioldgica de los poliedros resultaron sensibles a los niveles de suplementacion con
emulsion lipidica, aunque los efectos de ésta variaron con las condiciones de cultivo e

infeccion.
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V1. Conclusiones

a- Se aislo una sub-poblacion de la linea celular UFL-AG-286, a la cual se
denominé saUFL-AG-286, capaz de proliferar en forma de células aisladas en cultivos

en suspension con agitacion.

b- La velocidad maxima de multiplicacion celular especifica, de la linea celular
saUFL-AG-286 es similar a la determinada para cultivos en suspension de otras lineas
de células de lepidopteros (0,024 h™' en el medio TC-100 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, y 0,026 h™! en el medio UNL-8 libre de suero).

c- El comportamiento de los cultivos en suspension de la linea celular saUFL-
AG-286 es significativamente afectado por la magnitud del indculo celular. En cultivos
iniciados a baja densidad celular la fase lag es mas prolongada, la velocidad especifica
de proliferacion es mas reducida y oscilante, y es menos eficiente la utilizacion de los
principales nutrientes. La susceptibilidad a la magnitud del indculo celular podria ser

una evidencia de la actividad de factores autocrinos.

d- La glucosa, tnico hidrato de carbono presente en los medios de cultivo
evaluados en esta tesis, resulta esencial para sostener la supervivencia y la proliferacion
de las células saUFL-AG-286. La velocidad especifica de consumo demostré ser
sensible a la concentracion de glucosa, y a las caracteristicas del sistema de agitacion,

pero no fue afectada por los cambios en la concentracion inicial de glutamina.

e- La falta de acumulacion de lactato en los sobrenadantes de cultivo puede
considerarse un indicio de que las células saUFL-AG-286 metabolizarian la glucosa con

similar eficiencia que las lineas celulares Sf-21 y Sf-9.

f- Si bien la glutamina no es esencial para la proliferacion de la linea celular
saUFL-AG-286 y la replicacion de AgMNPV, su carencia produce alteraciones en la
funcionalidad celular y limita la replicacion viral. Por otro lado, las concentraciones de
este aminoacido superiores a 9 mM también afectan negativamente la proliferacion
celular y la replicacion viral, por lo cual esa concentracion fue seleccionada para la

formulacion de un nuevo medio de cultivo.
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g- La linea celular saUFL-AG-286 expone requerimientos de aminoacidos
marcadamente inferiores en relacion a las posibilidades nutricionales del medio TC-100.
Ademas de glutamina, sélo asparagina, metionina y leucina fueron consumidos en

proporciones significativas en relacion a su concentracion inicial en el medio de cultivo.

h- Las células saUFL-AG-286 presentan una gran plasticidad para adaptarse al
contenido de aminoacidos del medio de cultivo, y pueden proliferar en un medio
conteniendo una concentracion total de aminodcidos mas baja que la presente en los

medios de cultivo estandar para células de insectos lepidopteros.

h- La falta de produccion de alanina es una caracteristica unica entre las lineas
celulares de lepidopteros descriptas hasta el presente. La incapacidad de excretar alanina
podria estar evidenciando que las células saUFL-AG-286 carecen de la via mas
importante para la detoxificacion del amonio presente en otras células de insectos

lepidopteros.

i- Dependiendo del medio de cultivo utilizado, los cultivos de saUFL-AG-286
pueden acumular niveles de amonio superiores a 20 mM, una concentraciéon que

interfiere con la replicacion viral.

j- La aplicacion de distintos métodos estadisticos, empleados en el disefio y la
optimizacion de procesos fermentativos, hizo posible la formulacion de un nuevo medio
de cultivo basico que, adecuadamente suplementado, permite la proliferacion de la linea
celular saUFL-AG-286 y la replicacion de AgMNPV. Las principales diferencias en
cuanto a la composiciéon del medio de cultivo basico UNL, respecto a otros medios,
radican en la menor concentracion de aminoacidos en general, y en las concentraciones

mas elevadas de glucosa, glutamina y colina.

k- La necesidad de suplementacion con altas concentraciones de colina del
medio UNL libre de suero podria estar poniendo en evidencia una limitacion en la
disponibilidad de fosfolipidos y / o en su sintesis, debido a la ausencia de suero fetal y /
0 a la menor concentracion de metionina y serina (precursores de la sintesis de

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina).
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Conclusiones

I- Se identificaron dos hidrolizados de origen animal y un extracto microbiano
con capacidad individual para promover significativamente la proliferacion de cultivos
de saUFL-AG-286. A su vez, la produccion de poliedros de AgMNPV en cultivos
infectados de células saUFL-AG-286 también fue estimulada por la suplementacion con
hidrolizado de caseina y extracto de levaduras. Una mezcla Optima de los tres

componentes puede ser utilizada como suplemento del medio de cultivo basico UNL.

m- El medio de cultivo UNL-8, formulado a partir del medio béasico UNL,
adicionado de una mezcla de hidrolizados de origen animal, extracto de levaduras y una
microemulsion de comercial de lipidos y esteroles, permite cultivar en forma
permanente la linea celular saUFL-AG-286, tanto en cultivos adherentes como en

suspension agitada.

n- El virus AgMNPYV replica en los cultivos en suspension de células saUFL-
AG-286 en el medio UNL-8, con rendimientos especificos de poliedros
consistentemente mas elevados que los descriptos previamente para cultivos de otras
lineas celulares infectados con el mismo virus, o de la misma linea celular en otros

medios de cultivo.

o- Los cultivos de células saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV en medio
UNL-8 producen, generalmente, niveles de virus brotado mas bajos que en un medio
estandar suplementado con suero. Esta limitacion puede ser superada mediante

suplementacion con una cantidad adicional de la emulsion de lipidos y esteroles.

p- Los poliedros de AgMNPV producidos en cultivos en suspension de células
saUFL-AG-286 en el medio UNL-8 libre de suero, bajo diferentes condiciones de
cultivo e infeccion, resultaron biologicamente activos sobre larvas de Anticarsia

gemmatalis infectadas per os.

g- Las variaciones de los parametros tiempo y multiplicidad de infeccion afectan
los rendimientos de AgMNPV en los cultivos de células saUFL-AG-286 en medio
UNL-8, aunque la produccion de cada fenotipo responde de forma diferente a las
variaciones de dichos pardmetros. Se establecié la combinacion de pardmetros que

permite maximizar la produccion de poliedros.
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Conclusiones

r- La distribucion del potencial de replicacion total del virus parece distribuirse
entre los dos fenotipos en respuesta a cambios en los parametros de infeccion y las

condiciones nutricionales del medio de cultivo durante la infeccion.

En definitiva, los resultados obtenidos han permitido caracterizar cinéticamente
los cultivos de células saUFL-AG-286 en suspension agitada, como asi también sus
principales requerimientos nutricionales y algunas de sus caracteristicas metabolicas
mas relevantes. Esta informacion se ha utilizado para disefiar un nuevo medio de
cultivo, libre de suero y de bajo costo, en el cual es posible cultivar en forma continua a
las células saUFL-AG-286, y producir poliedros del virus de la poliedrosis nuclear
multiple de Anticarsia gemmatalis. Estos resultados pueden constituir una contribucion
significativa al desarrollo de procesos de produccion in vitro de bioinsecticidas basados

en baculovirus.
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