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INTRODUCCION

En la produccion de proteinas recombinantes de uso terapéutico obtenidas a partir
de cultivos de células animales, la eleccion de medios de cultivo que resulten éptimos
para el crecimiento de las células y que generen una elevada productividad, es un
paso clave durante la optimizacién del bioproceso. Se sabe que existe una relacion
directa entre el medio de cultivo utilizado y la produccién de las proteinas
recombinantes (McGillicuddy y col, 2018). En particular los medios libres de suero fetal
bovino (SFM, Serum Free Media) utilizados comunmente para el cultivo de células en
suspension cuentan con muchas ventajas con respecto a los medios formulados con
suero, entre las que se pueden mencionar la no utilizacién de compuestos de origen
animal (y de potenciales contaminaciones), menor costo, menor variabilidad entre los
lotes producidos y disminucion de inconvenientes durante la etapa final de purificacion
(Van der Valk y col, 2010).

Por otra parte, la transfeccion transitoria es un método altamente extendido para
obtener cantidades suficientes de una proteina recombinante de interés en un corto
periodo de tiempo y, por lo tanto, su optimizacion para obtener elevadas
concentraciones de producto es de gran importancia. La composicion de los SFM tiene
un efecto directo en la eficiencia del proceso de transfeccién, como asi también de las
productividades obtenidas (Baldi y col, 2007), (Gutiérrez-Granados y col, 2018).

OBJETIVOS

1) Adaptar cultivos de células sCHO-K1 (Chinesse Hamster Ovary) y sHEK293
(Human Embryonic Kidney) a medios SFM.

2) Caracterizar el crecimiento de las células en cada uno de los medios de cultivos
adaptados.

3) Evaluar la utilizacién de dichos cultivos celulares para la expresion de proteinas
de interés biotecnoldgico a través de la técnica de transfeccion transiente. Analizar
la eficiencia de transfeccion de las células en cada medio de cultivo.

METODOLOGIA
Adaptacion de los cultivos de células sCHO-K1 y sHEK293:

En primera instancia, a partir de bancos celulares de trabajo de células CHO-K1 y
HEK293 adaptadas previamente a los medios EXCELL302 (SAFC Biosciences) y
EXCELL293 (SAFC Biosciences) respectivamente, se evaludé la adaptacion a otros
SFM comerciales, algunos de ellos conteniendo hidrolizados vegetales y otros
quimicamente definidos, libre de toda proteina animal. Los medios utilizados fueron:
AmpliCHO CD Medium (Kerry), HEK CD Medium (Kerry) y BHK-21 Production Medium
CD (Thermo).
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Se llevd a cabo el proceso de adaptacion secuencial, partiendo de 100 %
EXCELL302 y EXCELL293 y luego aumentando paulatinamente la proporcion del
nuevo medio de cultivo: 75 %- 25 %, 50 %- 50 %, 25 %- 75 %, hasta obtener cultivos
adaptados al 100 % del nuevo medio. Se obtuvieron cultivos de CHO-K1 adaptados a
AmpliCHO CD Medium, y BHK-21 Production Medium CD y cultivos de sHEK293
adaptados a los medios HEK CD Medium y BHK-21 Production Medium CD.

Caracterizacion de los cultivos obtenidos:

Una vez que se obtuvieron las células en cada uno de los medios de cultivos
mencionados realizamos ensayos para evaluar su crecimiento en condiciones batch.
Se llevaron a cabo curvas de crecimiento, evaluando la concentracion celular y
viabilidad de las células cada 24 h, durante 5 a 7 dias. A partir de los datos obtenidos
en las curvas de crecimiento se calcularon los parametros cinéticos de crecimiento
para sCHO-K1 y sHEK293 en cada condicion.

Transfeccion transiente para produccion de proteinas recombinantes:

Finalmente se realizaron las transfecciones transientes para la expresion de
proteinas heterdlogas en cada una de las condiciones y ademas se probaron distintos
agentes de transfeccion para optimizar el proceso. Como agentes de transfeccion se
usaron, por un lado, el polimero catiénico llamado polietilenimina (PEI) y por otro, un
compuesto comercial basado en lipidos catiénicos denominado Freestyle Max (Gibco).
Se trabajé con el plasmido pLV-pLK-GFP, para expresion de la proteina verde
fluorescente (green fluorescent protein, GFP). La eficiencia de transfeccion de las
células en los distintos medios de cultivos fue evaluada por citometria de flujo.

RESULTADOS y CONCLUSIONES

Se lograron adaptar las células sCHO-K1 a los medios BHK-21 Production Medium y
AmpliCHO CD Medium alcanzando densidades celulares méximas de 2,5x10° cél/ml

y 4,0x10% cél/ml en cultivos batch, respectivamente. Por otro lado, también
obtuvimos cultivos de sHEK293 adaptados a los medios BHK-21 Production Medium y

HEK CD Medium, los cuales llegaron a densidades celulares de 5,0 x10° cél/ml en el

primer caso, y de 6,5 x10° cél/ml en el segundo.
Cultivo de HEK293 en los distintos medios.
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Grafico 1. Curva de densidad y Viabilidad celular vs dias, correspondiente a cultivo de células
HEK293 en cada uno de los medios SFM estudiados.



Cultivo de CHO-K1 en los distintos medios SFM.
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Grafico 2. Curva de densidad y Viabilidad celular vs dias, correspondiente a cultivo de células
CHO-K1 en cada uno de los medios SFM estudiados.

Luego, en los ensayos de transfeccién obtuvimos un 5 % de células transfectadas
utiizando los medios EXCELL, tanto para HEK293 como para CHO-K1,
independientemente del agente de transfeccion. Por otro lado, el cultivo de sCHO-K1
en medio BHK-21 Production Medium CD presenté un 26 % de células positivas
utilizando FSM como agente de trasfeccion, demostrando una clara mejora en la
eficiencia de transfeccion. Ademas, el cultivo de sHEK293 en medio HEK CD Medium
presentd un porcentaje de células transfectadas del 36 % usando FSM y del 22 % con
PEIl como agente de transfeccion. Estos resultados preliminares demuestran que la
composicion de estos dos SFM genera un incremento significativo de la eficiencia de
transfeccion en células CHO-K y HEK293, en comparacién con los SFM previamente
utilizados.

En conclusion, podemos decir que los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion son muy alentadores brindando mucha informacién que sera de gran
utilidad para continuar trabajando en la optimizacion de los ensayos de transfeccion
transitoria de células en suspension.
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