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Introduccion

Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidag) es una de las principales plagas defoliadoras de los
cultivos de soja en Latinoamérica (1). Este insecto es efectivamente controlado con un baculovirus, € virus
de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) (2, 3). Actualmente, la produccion
comercial de AQMNPV esta basada en la propagacion viral in vivo sobre larvas del insecto. Esta tecnologia
ha demostrado ser robusta y econémicamente competitiva como para satisfacer los requerimientos de este
bioinsecticida hasta €l presente. Sin embargo, previsiones de una creciente demanda, y la posibilidad de
introducir baculovirus genéticamente modificados que no se propaguen eficientemente en larvas, han
estimulado € interés por desarrollar procesos alternativos de produccion basados en la propagacion vird in
vitro en cultivos de células de insecto (4). Una caracteristica relevante de estos procesos es que su
rendimiento econdmico mejora a medida que aumenta en escala, haciéndolos atractivos para la produccion
industrial de baculovirus. Ademas, un mejor control de proceso y una calidad superior del producto son

atractivos adicionales de los procesos de produccién de baculovirus en cultivos celulares.

La seleccion de una linea celular susceptible a la infeccién vira y capaz de producir elevados rendimientos
volumétricos de poliedros, e fenotipo vira con propiedades insecticidas, es el primer requisito para
desarrollar un proceso factible para la produccién de un baculovirus insecticida en cultivos de células de
insecto. La replicacion de AQMNPV ha sido evaluada en diferentes lineas celulares (4, 5, 6, 7, 8). Dd
andlisis de esta informacion parece evidente que la linea celular homéloga UFL-AG-286 (9) exhibe una



mayor susceptibilidad alainfeccion y mayores niveles de produccion viral que el resto de las lineas celulares
evaluadas. Por lo tanto, la linea celular UFL-AG-286 podria constituir un sustrato promisorio para
desarrollar un proceso industrial de produccion de AQMNPV in vitro.

El desarrollo de un proceso de produccion de un baculovirus in vitro a gran escala también requiere que las
células de insecto soporten el cultivo en suspensién agitada (10). Las lineas de células de insecto mejor
caracterizadas difieren en su habilidad para proliferar en cultivos en suspension agitada. Las lineas | PLB-Sf-
21y Sf-9, derivadas ddl insecto Spodoptera frugiperda, se adaptan espontdneamente al cultivo en suspension
(11, 12). Por otro lado, las lineas celulares Tn-5 y High-5, derivadas del insecto Trichoplusia ni, requieren de
agregado de heparina (13), o seleccion de subpoblaciones celulares (14, 15) para poder ser cultivadas en
suspension de células aisladas. La linea celular UFL-AG-286 fue originalmente establecida en forma de
cultivos estaticos de células adherentes, obtenidas a partir de embriones de Anticarsia gemmatalis (9), y no
existe informacién publicada acerca de su adaptabilidad al crecimiento en cultivos en suspension agitada. En
consecuencia, los pardmetros cinéticos de los cultivos en suspensién de UFL-AG-286 tampoco han sido
determinados.

El conocimiento de los requerimientos nutricionales y las caracteristicas metabdlicas es necesario cuando se
planea utilizar una linea de células animales en el desarrollo de un proceso productivo. La cuantificacién de
las demandas de los nutrientes méas importantes permite anticipar, y eventuamente también evitar,
limitaciones nutricionales que podrian afectar el rendimiento del proceso. Ademas, las caracteristicas
metabdlicas de una linea celular pueden determinar la seleccién de una estrategia de cultivo particular. Por
gjemplo, la falta de produccién de metabolitos toxicos en cultivos bien oxigenados de las lineas celulares
IPLB-Sf-21 y Sf-9 hace posible € uso de estrategias de suplementacion nutricional para mantener los
cultivos en produccién a muy atas densidades celulares (16, 17, 18). Por €l contrario, lalinea celular High-5
presenta un comportamiento metabdlico diferente, caracterizado por la acumulaciéon de lactato y amonio
(14), que podria limitar la aplicabilidad de una estrategia de alimentacién con nutrientes para obtener
cultivos de alta densidad celular (19). Estas diferencias, ademés, ilustran acerca de la diversidad de perfiles
metabdlicos que es posible encontrar en distintas lineas de células de insecto, y enfatizan la importancia de
caracterizarlos en cualquier linea celular con potencial utilizacién en procesos productivos. Los
requerimientos nutricionales de la linea celular UFL-AG-286 no han sido investigados, y sus particulares
propiedades metabdlicas permanecen aln desconocidas.

En este trabajo se demuestra que la linea celular UFL-AG-26 puede ser facilmente adaptada al crecimiento
en cultivos en suspension agitada, cuyos parametros cinéticos fueron determinados luego de su adaptacion.
Por otro lado, se caracterizaron los perfiles nutricionales y metabdlicos de cultivos no infectados e infectados
con AgMNPV. La produccion viral de los cultivos adaptados a suspension e infectados con AgMNPV fue
también evaluada.

Materialesy métodos
Linea celular y medio de cultivo

Se utilizaron células de la linea UFL-AG-286, que fueron gentilmente cedidas por e Dr. Victor
Romanowski, (IBBM, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de La Plata). Las



células fueron mantenidas en forma de cultivos adherentes en frascos pléasticos de 25 cm2 de superficie, en
medio de cultivo TC-100 (Invitrogen, USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser,
Republica Argentina), a 27°C de temperatura. Los cultivos se repicaron en medio fresco, aunadilucién 1:10,
cada cuatro acinco dias.

Cultivos en suspensién y procesamiento de muestras

Los cultivos en suspension se realizaron en frascos de vidrio de 500 ml de volumen nominal (50 ml de
volumen de trabajo), provistos con un agitador magnético pendular con una velocidad de giro de 80 rpm, y
colocados sobre una plataforma de agitacién (Techne, Gran Bretafia). Las muestras obtenidas de los cultivos
en suspension fueron procesadas de la siguiente manera: una alicuota de cada muestra de suspension celular
se tifié con Trypan blue 0,4% pararedlizar € recuento de células totales y viables en una cmara de Neubaer;
otra alicuota se centrifugé a baja velocidad, €l sobrenadante se separd del sedimento celular y se conservo a -
20°C para determinar posteriormente las concentraciones de nutrientes y metabolitos. Para diferenciar
células aidladas de aguellas asociadas en agregados, los recuentos celulares se realizaron antes y después de
disociar los agregados celulares con pipeta.

Andlisis de nutrientes y metabolitos

Las concentraciones de glucosa y lactato en los sobrenadantes de cultivo se determinaron, mediante
reacciones enziméticas automatizadas en un analizador YS|I 2700 (Yellow Spring Instruments,Estados
Unidos). Las concentraciones de dieciocho aminoacidos diferentes se determinaron por cromatografia
liquida de ato rendimiento (HPLC) (Beckmann,Estados Unidos), utilizando una columna de fase reversa,
con una derivatizacién previa con o-ftalaldialdehido. La concentracién de amonio en los sobrenadantes de
cultivo se determind utilizando un equipo comercia (Wiener Lab, Republica Argentina).

Determinacion de los parametros cinéticos de | os cultivos en suspension

La velocidad especifica de crecimiento de los cultivos fue calculada a partir de la regién linea de una
representaci én gréafica semilogaritimica de la densidad celular en funcion del tiempo de cultivo. Para cultivos
en la fase exponencial de crecimiento, las velocidades celulares especificas de consumo o produccion se
determinaron calculando primero el rendimiento celular, obtenido a partir de la representacion gréfica de la
concentracion del componente de interés en funcion de la densidad de células viables, y luego multiplicando
ese valor por la velocidad celular especifica de crecimiento del cultivo. En cultivos infectados, las
velocidades celulares especificas de consumo/produccion de los diferentes nutrientes se determinaron
calculando primero la velocidad de cambio de la concentracion del componente de interés, en el periodo de

tiempo correspondiente, y luego dividiendo por la densidad promedio de células viables.
Virusy cuantificacién viral

La cepa de virus AQMNPV utilizada fue originalmente aislada en la localidad de Oliveros (Provincia de
Santa Fe, Replblica Argentina) (20). El stock de virus utilizado en estos experimentos fue preparado por
infeccion de cultivos estaticos de células UFL-AG-286 (2 x 105 cellsml-1), con € segundo pasgje en
cultivos celulares del aislamiento original, a una multiplicidad de infeccion de 0,1 dosis infecciosas para



cultivos celulares 50% (DICC50%) por célula, Las muestras obtenidas de los cultivos infectados se
procesaron como se describié para los cultivos no infectados, pero se tomaron, ademas, muestras adicionales
de sobrenadante de cultivo para la cuantificacion de virus brotados, y del sedimento celular para la
cuantificacion de poliedros, las cuales fueron conservadas a -80°C hasta su procesamiento.

Los virus brotados se cuantificaron mediante un ensayo de dilucién limite y punto final. Brevemente, para
determinar la DICC50%, una suspension de células UFL-AG-286 conteniendo 3 x 105 cellsml-1 fue
sembrada en pocillos de una placa de cultivos celulares de 96 orificios (50 Wml por pocillo), para luego
agregar en cada pocillo un volumen igual de diluciones seriadas logaritmico-decimales de la muestra a
cuantificar (cinco réplicas por cada dilucién). Luego de incubar a 27°C durante una semana, las placas
fueron observadas para registrar los pocillos infectados, calculandose € titulo vira por e método
desarrollado por Reed y Muench (21). Por otro lado, € titulo de poliedros asociados a células de cada
muestra se determind luego de extraer cada culote celular con SDS 1%, contandose los poliedros liberados
en una camara de Neubauer.

Resultados
Adaptacion delalinea celular UFL-AG-286 al cultivo en suspension

Cultivos de lalinea celular UFLAQ-286 en € 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 suspensién celular resultante se centrifugo, se resuspendid en medio fresco a una
densidad celular de 3,5 x 105 células viables.ml-1, se colocé en un frasco de cultivo, y se comenzé a agitar
sobre una plancha magnética con agitador pendular hasta que €l cultivo alcanzé una densidad de 1,5 x 106
células viables.ml-1, momento en el cual se realiz6 el primer subcultivo. Los primeros pasajes en suspension
se caracterizaron por una elevada proporcion de células agrupadas en agregados de diversos tamafios. Con €l
objetivo de seleccionar una poblacion de células capaces de proliferar en forma aislada en cultivos en
suspension, antes de cada repique €l cultivo se trasvasd a un tubo plastico conico de 50 ml y se degjé
sedimentar durante 1 minuto. Al cabo de ese tiempo se cosechd la parte superior del cultivo, enriquecida en
células aisladas, y se resuspendié en medio fresco para obtener una densidad de 3,5 x 105 células viables /
ml. La proporcién de células aisladas se incrementd progresivamente con |os subcultivos sucesivos, hasta
gue luego de 30 pasgjes & 80% de las células no formd agregados. En cultivos en suspensién mantenidos sin
sedimentacién previa a cada pasaje, € porcentaje de células aisladas no vario significativamente alo largo de
los sucesivos subcultivos. La linea celular resultante del proceso de adaptacién a cultivo en suspensiéon se
denominé saUFL-AG-286.

Determinacion de los par ametr os cinéticos de los cultivos en suspension

Para caracterizar los pardmetros cinéticos de los cultivos de células UFL-AG-286 adaptadas a crecimiento
en suspension (saUFL-AG-286), un cultivo en el pasgje trigésimo en suspension se diluyd en medio fresco a
una densidad de 3,7 x 105 células viables.ml-1. El cultivo fue incubado en estufa a 28°C, y cada 24 horas se
tomé una alicuota de la suspensién celular para cuantificacion de células totales y viables. No se observo
fase “lag” a comienzo del cultivo, cuyo crecimiento se extendié hasta las 96 horas (figura 1). La velocidad
de multiplicacién celular especifica mantuvo un valor constante de 0,024 h-1 (tiempo de duplicacion; 28,9



h). La densidad celular maxima, alcanzada a las 96 horas de cultivo, fue de 3,7 x 106 células viables. ml-1.
La viabilidad del cultivo se mantuvo en porcentajes superiores a 98% hasta las 96 horas, y luego decay6

abruptamente sin mediar fase estacionaria.

Figura%201claus.jpg

Figura 1. Curvade crecimiento, consumo de nutrientesy produccion de
metabolitos en cultivos en suspension delalinea celular saUFL-AG-286, en €
medio de cultivo TC-100 + 10% SFB. Serepresentan en lafiguralos
promediosy las desviaciones estandar de los valores obtenidos de tres réplicas
independientes.

Consumo de nutrientes y produccion de metabolitos

Para caracterizar € perfil nutricional y metabdlico de los cultivos de células saUFL-AG-286, se
determinaron las concentraciones de glucosa, lactato, amonio y dieciocho aminoécidos en |os sobrenadantes
de las muestras obtenidas a los distintos tiempos de cultivo. Como se puede observar en la figura 1, la
concentracién de glucosa decay6 constantemente desde € comienzo, hasta agotarse entre las 96 y 120 horas
de cultivo. La velocidad de consumo celular especifica de glucosa se mantuvo constante hasta las 96 horas,
en un vaor de 3,2 x 10-11 mmol.cell-1.h-1. La glutamina, luego de un incremento inicial de su
concentracion durante las primeras 24 horas de cultivo, que se verificd también para € resto de los
aminoéacidos (no se muestra), fue consumida rgpidamente hasta agotarse a las 120 horas. La velocidad de
consumo celular especifica de glutamina acanzd un valor maximo de 5,87 x 10-11 mmol.cell-1.h-1 y luego
decay6 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 evolucién 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 acanzar un valor maximo apenas
inferior a20 mM alas 96 horas.

La mayoria de los aminoacidos no fueron significativamente consumidos en los cultivos de células saUFL-
AG-286 (cuadro 1). S6lo glutamina (89%), asparagina (31%), metionina (29%) y leucina (20%) fueron
consumidos en porcentgjes superiores a 20% de su concentracion inicial. Serina y tirosina fueron
consumidos en porcentajes cercanos a 15%, mientras que aanina, argining, glicina, lisina, fenilalanina,
treonina y triptofano lo fueron slo en minimas proporciones respecto a sus respectivas concentraciones
iniciales Por otro lado, glutamato, aspartato, valina, isoleucina e histidina incrementaron su concentracion en
el transcurso del cultivo. Cabe destacar que e consumo de glutamina representd el 50% del total del

consumo de aminoécidos en |os cultivos en suspensién de salUFL-AG-286.

Cuadro 1. Concentraciones iniciales y finales de aminoacidos en los sobrenadantes de cultivo de células
saUFL-AG-286 no infectados e infectados con AQMNPV (mM).



Cultivo no infectado

Cultivo infectado”

Compuesto
Oh 120 h 0 hpi 96 hpi
Alanina 2,78 2,44 2,75 2,40
Arginina 3,52 3,32 3,24 3,38
Asparagina 3,47 2,38 3,26 3,04
Aspartato 3,25 3,51 3,23 3,54
Fenilalanina 1,34 1,29 1,28 1,31
Glicina 8,81 8,71 8,40 8,97
Glutamina 4,11 0,44 3,22 2,38
Glutamato 5,24 5,29 4,87 5,61
Histidina 16,56 17,59 15,92 17,64
I soleucina 0,90 0,95 0,96 1,03
Leucina 1,27 1,02 1,19 1,19
Lisina 4,12 3,58 3,84 3,72
Metionina 0,76 0,55 0,76 0,63
Serina 5,22 4,40 4,88 4,91




Tirosina 0,49 0,42 0,47 0,49

Treonina 1,64 1,63 1,62 1,75
Triptofano 0,61 0,60 0,67 0,57
Valina 1,38 1,45 1,48 1,53

* Cultivos de saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 3
DICC50%.célula-1, cuando los cultivos a canzaron una densidad celular de 8,4x105 células.ml-1.

Infeccion de células saUFL-AG-286 con AgMNPV

Cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 en medio TC-100 + 10% SFB, sembrados inicialmente a
una densidad de 3,5 x 105 células viablesml-1, fueron infectados 36 horas después con AgMNPV
(multiplicidad de infeccion: 3 DICC50%.ml-1) cuando habian alcanzado una densidad de 8,4 x 105 células
viables.ml-1. Se tomaron muestras de los cultivos infectados, cada 24 horas, pararealizar recuento de células
totales, viables e infectadas (distinguibles por la acumulacion de poliedros virales), y se separaron muestras
para realizar titulacion de virus brotados y recuento de poliedros. La evolucion de los cultivos infectados se
puede observar en la figura 2. Las primeras 24 horas post-infeccion se caracterizaron por un ligero
incremento de la densidad de células totales, mientras la viabilidad se mantenia por arriba del 90%. Luego, €
ndmero de células viables comenzo a disminuir, lentamente hasta las 48 horas, y luego en forma exponencial
hasta alcanzar un valor de viabilidad inferior a 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 (no se muestra). Las primeras células con poliedros virales visibles en
su interior se observaron a las 48 horas post-infeccion (50% del total de las células), s bien desde las 24
horas se pudieron apreciar claros signos de efecto citopatico temprano tipico de lainfeccién por baculovirus,
caracterizado por € aumento de tamafio y redondeamiento celulares. EI nimero de células conteniendo
cumulos de poliedros no se incremento luego de las 48 horas post-infeccion.
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Figura 2. Evolucion de cultivos en suspension de células saUFL-AG-286
infectados con AgMNPV a una multiplicidad deinfeccién de 3

DICC50% .célula-1, cuando los cultivos alcanzar on una densidad celular de
8,4x105 células.ml-1. Serepresentan en lafiguralos promediosy las
desviaciones estandar de los valor es obtenidos de tresr éplicas independientes.



En la figura 2 se puede observar también la evolucion en e tiempo de los titulos de virus brotados y
poliedros en los cultivos de saUFL-AG-286 infectados con AQMNPV. La produccion de virus brotados
aumentd répidamente durante las primeras 24 horas post-infeccion, y luego mucho més lentamente, hasta
alcanzar un titulo maximo de 6,3 x 108 DICC50%.ml-1 a las 96 hpi (rendimiento celular especifico: 692
DICC50%.cel.-1). Los primeros poliedros virales se detectaron a las 48 hpi, en forma coincidente con la
observacion de las primeras células conteniendo cuerpos de inclusién y con la reduccion inicia de la
viabilidad celular. La concentracion de poliedros se incrementd hasta al canzar un titulo maximo de 5,8 x 107
poliedros.ml-1 alas 72 hpi (rendimiento celular especifico: 64 poliedros.cel.-1).

Consumo de nutrientesy produccion de metabalitos en cultivos infectados

Glucosa y glutamina, a igual que en los cultivos no infectados de saUFL-AG-286, fueron los nutrientes
consumidos a mayor velocidad en los cultivos infectados con AQMNPV (figura 3). La velocidad celular
especifica de consumo de glucosa se redujo con respecto a los cultivos no infectados durante las primeras 24
hpi,, periodo durante el cual alcanzd un valor de 1,24 x 10-11 mmol.cel.-1.h-1, 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 retomo €l
valor previo a la infeccion. La concentracién de lactato no se modificd significativamente a la largo del
periodo de infeccidn. El consumo de glutamina también se redujo inmediatamente luego de lainfeccion, aun
valor de 1,42 x 10-11 mmol.cel.-1.h-1; esta velocidad se mantuvo constante durante todo el periodo post-
infeccion. Solo cinco aminoacidos més se consumieron en cultivos infectados: alanina, asparagina, lisina,
metionina y triptofano (cuadro 1). Los otros aminoacidos incrementaron su concentracion en los
sobrenadantes de cultivos infectados, mientras que la concentracién de amonio oscild6 sin cambios
significativos (figura 3).
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Figura 3. Consumo de nutrientesy produccion de metabolitos en cultivosen
suspension de células saUFL-AG-286 infectados con AQM NPV a una
multiplicidad de infeccion de 3 DICC50% .célula-1, cuando los cultivos
alcanzaron una densidad celular de 8,4x105 células.ml-1. Serepresentan en la
figuralos promediosy las desviaciones estandar delos valores obtenidos de
tresréplicasindependientes.

Discusion

La adaptacién de lalinea celular UFL-AG-286 al cultivo en suspension agitada fue € primer objetivo de este
trabajo. La mayor parte de las células transferidas desde cultivos estéticos a suspension agitada tendieron a
agregar en forma heterogénea, con una minoria de células proliferando en forma adada. Similar
comportamiento ha sido descripto paralalinea celular Tn-5 (22). Diversos procedimientos fueron utilizados
con €l propésito de obtener células de esta linea (0 de su derivado comercial High-5) con capacidad de
multiplicarse en forma aislada (13, 14, 15). El procedimiento empleado en este trabajo con células UFL-AG-
286, aplicando sedimentacion diferencial para separar 1os agregados celulares de mayor tamafio antes de
cada subcultivo, permitié seleccionar, en un tiempo relativamente reducido, una subpoblacion de células que



no tienden a agregarse entre si cuando son agitadas en cultivos en suspension. Por el contrario, cuando los
agregados no fueron separados antes de cada subcultivo, la linea celular no modificd significativamente su
comportamiento. Esta diferencia podria ser una evidencia de la complejidad poblacional de la linea celular
UFL-AG-286. La mayoria de las lineas de células de insecto fueron establecidas a partir de cultivos
primarios de embriones o de 6rganos de adultos, y por lo tanto no estaban originalmente constituidas por una
poblacion celular homogénea. La linea UFL-AG-286, fue establecida a partir de un cultivo primario de
embriones de Anticarsia gemmatalis (9). Si bien el procedimiento que se utiliza para establecer una linea
celular selecciona una subpoblacién celular particular entre los diferentes tipos de células presentes en un
cultivo primario heterogéneo, la coexistencia de subpoblaciones celulares diferentes en una linea establecida
es aln posible, como se demostré paralalinea celular IPLB-Sf-21 (23). El procedimiento de enriquecimiento
de células capaces de proliferar en forma aislada en suspensién agitada (saUFL-AG-286) podria, entonces,
haber seleccionado una poblacion de composicion diferente alaoriginal (UFL-AG-286). En consecuencia, €
comportamiento de la subpoblacién seleccionada podria no reflgjar necesariamente las propiedades de la
linea celular no sometida a proceso de seleccion.

El valor de la velocidad especifica de crecimiento de los cultivos en suspensién agitada de saUFL-AG-286
esta dentro del rango de velocidades determinadas en cultivos en suspension de otras lineas de células de
insectos lepiddpteros (24, 25, 26). Pero, por otro lado, este valor es significativamente mayor que €
informado por Sieburth y Maruniak cuando establecieron originalmente la linea celular UFL-AG-286 en
1986 (9). Desde entonces, esta linea ha sido sometida a un nimero indeterminado de pasgjes sucesivos, a
través de los cuales se podria haber producido un paulatino mejoramiento de la velocidad especifica de
multiplicacion celular. Este fenémeno ha sido previamente descripto en cultivos de células de Trichoplusiani
(27). Si bien no puede descartarse que la seleccion de la subpaoblacién de células capaces de proliferar
aidadas en suspension haya determinado también un mejoramiento de la velocidad especifica de
crecimiento, este aporte debe ser marginal, ya que la velocidad de crecimiento de los cultivos en monocapa
no adaptados a suspension es también mayor que la descripta por los autores que establecieron la linea
celular (Paultroni et al., resultados no publicados).

Una caracteristica destacable de los cultivos de saUFL-AG-286 es |a estabilidad de la velocidad especifica de
proliferacién durante la fase de crecimiento. Por el contrario, en cultivos de otras lineas de células de
insectos lepiddpteros, la velocidad especifica se incrementa hasta un méximo durante la fase temprana de
crecimiento del cultivo, y luego decrece (28, 29). El nivel de variabilidad de la velocidad especifica de
proliferacion puede considerarse como una expresion de la sensibilidad de los mecanismos de regulacién de
la proliferacion celular alos cambios que ocurren, en labiomasay en e ambiente, como consecuencia de las
actividades celulares en € cultivo. Esa variabilidad, que es notable en cultivos de la linea celular Sf-9, ha
sido explicada por e agotamiento de nutrientes o la acumulacion de metabolitos (30, 31), o,
alternativamente, por la dependencia de la actividad de factores de crecimiento autocrinos (32). De cualquier
manera, la regulacién de los mecanismos de proliferacién de la linea saUFL-AG-286 parece ser
relativamente insensible a las modificaciones celulares y ambientales que determinan la variacién de la
velocidad especifica de proliferacion en otras lineas de células de insecto.

El fin de la fase de crecimiento fue coetdnea con el agotamiento de glucosa y glutamina en el medio de
cultivo, y también con una rapida caida de la viabilidad celular. EI aumento de la mortalidad luego del



agotamiento de los hidratos de carbono contenidos en € medio de cultivo de células de insecto ha sido
observado en cultivos de otras lineas de células de insecto (28, 33, 34, 35, 36). Por el contrario, €
agotamiento de glutamina es compatible con la supervivenciay capacidad de proliferacion de algunas lineas
celulares (37). La acumulacion de catabolitos podria también ser una causa de la reduccién de la viabilidad
delos cultivos. El amonio es un catabolito téxico paralas células animales, pero los niveles de concentracion
acanzados no deberian limitar la viabilidad de los cultivos de saUFL-AG-286, de acuerdo a los datos
obtenidos con otras lineas de células de insecto (37, 38). Por otro lado, €l lactato, otro potencial metabolito
toxico en cultivos de células animales, no incrementd su concentracion en € medio de cultivo. Por lo tanto,
el répido ascenso de la mortalidad celular en los cultivos de saUFL-AG-286 podria ser producto de una
limitacion nutricional, més probablemente asociada a agotamiento de glucosa, que una consecuencia de la
acumulacion de productos metabdlicos toxicos. Por otro lado, no se puede obviar la posibilidad de la
contribucién del agotamiento de otros nutrientes, no determinados en este trabajo, como lipidos y vitaminas,
al répido incremento de lamortalidad celular.

Los hidratos de carbono constituyen la principa fuente de carbono y energia en cultivos de células animales.
La glucosa, € Unico hidrato de carbono presente en el medio TC-100, fue € nutriente consumido en mayor
extension en cultivos en suspension de células saUFL-AG-286. La velocidad celular especifica de consumo
de glucosa fue ligeramente menor que las velocidades méximas determinadas en otras lineas de células de
insecto bajo diferentes condiciones de cultivo (15, 35, 28, 38). Esta bgja velocidad de consumo podria ser
consecuencia de la relativamente baja concentracidn de glucosa en el medio de cultivo TC-100. Bédard et al.
(38) observaron que los cultivos de las lineas celulares Sf-9 y BTI-EAA consumian glucosa a una menor
velocidad en medio TNM-FH gque en otros medios de cultivo que contenian una mayor concentracion inicial
de glucosa. Se debe sefidar que la glucosa fue consumida, en cultivos de células saUFL-AG-286, a una
velocidad constante a lo largo de todo el cultivo, mientras que en cultivos de otras lineas de células de
insecto la velocidad de consumo de glucosa incrementa hasta alcanzar un valor maximo en la mitad de la
fase de crecimiento, paraluego decaer (28).

La velocidad de consumo de glutaminag, a diferencia de la de glucosa, no resultd constante. El valor maximo
de esta velocidad fue mayor que el observado en cultivos de otras lineas de células de insectos (15, 35, 38).
Si se anadliza €l cociente de los rendimientos de células en glutaminay glucosa, en cultivos de células saUFL -
AG-286 se alcanza un valor de 0,84, mientras que en cultivos de otras lineas de células de insectos ese valor
varia entre 0,15 y 0,53. Esta inusualmente elevada preferencia por glutamina podria también estar
relacionada con la baja concentracion de glucosa en €l medio TC-100, si se considera que la glutamina puede
congtituir una fuente de energia aternativa a los hidratos de carbono. Se deberan realizar experimentos
adicionales para determinar si este comportamiento es solo una respuesta adaptativa al nivel de glucosaen €
medio de cultivo, o s estas células poseen efectivamente una mayor avidez constitutiva por la glutamina
como fuente de energia.

Tres aminoacidos mas (asparagina, metionina y leucina) fueron también consumidos en una proporcion
significativa en los cultivos en suspension de saUFL-AG-286, pero estuvieron lejos de ser agotados, por lo
gue no constituirian potenciales limitaciones nutricionales. El resto de los aminoéacidos fueron consumidos
en mucha menor proporcién, 0 su concentracion se incrementd durante la evolucién de los cultivos. De esta

manera, € medio de cultivo TC-100 aporta aminoacidos en exceso respecto alos reales requerimientos de las



céulas saUFL-AG-286. El exceso de la concentracién de aminoéacidos en los medios utilizados para €
cultivo de células de insecto ha sido demostrado también en cultivos de Sf-9 (38, 39). Se debe hacer notar
gue en estos experimentos no se siguid la evolucion de la concentracidn de cistina/cisteina, un aminoacido
gue es consumido a un elevado nivel en cultivos de células Sf-9, y cuya concentracién determina la
velocidad de consumo de otros aminoacidos (29); por lo tanto no es posible especular acerca de su
importancia como nutriente en cultivos de saUFL-AG-286.

La linea celular saUFL-AG-286 expresa un patrén de produccion de metabolitos cuyas principales
caracteristicas son la falta de produccion de lactato, la produccion de amonio y la falta de produccion de
alanina. Este patron es diferente de los descriptos para otras lineas de células de insecto caracterizadas
previamente: los cultivos de las lineas IPLB-Sf-21 y Sf-9, en condiciones de oxigenacion y suministro de
glucosa adecuados, se caracterizan por lafalta de produccién de lactato y amonio, con produccion de alanina,
mientras que, en las mismas condiciones, en cultivos de células Tn-5 o High-5, con un patrén similar al
descripto en cultivos de células de mamiferos, se produce acumulacién de lactato, amonio y alanina en €
sobrenadante (15). La determinacion de diferencias en los patrones de produccion de los metabolitos de las
principales fuentes nutricionales pone en evidencia la existencia de diferencias a nivel del procesamiento
metabolico de los nutrientes en distintas lineas celulares (40, 41). Por tanto, la expresion de un patrén
diferente de produccién de metabolitos podria estar indicando la existencia de un ordenamiento particular de
los flujos metabdlicos en la linea celular saUFL-AG-286, en relacion a otras lineas de células de insectos.
Esta hipdtesis debera corroborarse experimentalmente mediante medicion de actividades enzimaticas y
seguimiento de moléculas trazadoras, pero mientras tanto, utilizando la informacion obtenida de estudios
realizados con otras lineas de células de insecto, es posible adelantar algunas de las caracteristicas que
tendria e metabolismo de los principales nutrientes en las células saUFL-AG-286. En este sentido, lafaltade
produccion de lactato podria indicar una eficiencia superior para oxidar la glucosa en forma completa en e
ciclo delos acidos tricarboxilicos, tal como sucede con las lineas |PLB-Sf-21 y Sf-9 (40, 41).

Por otro lado, la evolucion de los niveles de alanina representa una situacién particular. La alanina es un
producto principal del metabolismo de la glucosay la glutaming, tanto en células de insecto como en células
de mamifero. Sorprendentemente, los cultivos de saUFL-AG-286 no acumulan aanina, mientras € amonio
es activamente producido. De los datos del cuadro 1 se puede deducir que e monto total de amonio
producido en un cultivo de saUFL-AG-286

(10,20 mM) iguaa, aproximadamente, a rendimiento tedrico de amonio proveniente de la completa
metabolizacién de la glutamina (7,34 mM), mas € correspondiente a la transformacion de asparagina en
aspartato (0,26 mM), més &l derivado de la metabolizacién completa de la asparagina (1,66 mM). Estos datos
indicarian que € amonio proveniente de la metabolizacién de la glutamina y la asparagina, los dos
aminoacidos mas consumidos en los cultivos de saUFL-AG-286, podria ser eliminado como tal, y que estas
células carecerian de la capacidad de sintetizar alanina como una forma no téxica de disponer del amonio.
Este comportamiento guarda analogia parcial con el descripto en células Sf-9 en condiciones de limitacion de
glucosa, en las cuales la glutamina es primero transformada en glutamato por accion de una glutaminasa,
para luego dar, en una reaccién catalizada por una glutamato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato, que luego
puede ser completamente oxidado a didxido de carbono en el ciclo de los écidos tricarboxilicos (42). En
relacién a metabolismo de la asparagina, no se puede encontrar analogia con € comportamiento de las



céulas Sf-9, ya que éstas no lo consumen o o hacen en una baja proporcién, pero si con las células High-5,
que si lo hacen, y para las cuales se ha propuesto que la metabolizan a través de una via que involucra la
actividad de una asparaginasay una aspartato dehidrogenasa (15).

No se pudo detectar ninguna limitacion nutricional en los cultivos infectados con AQMNPV, ya que todos |os
nutrientes cuantificados, en las condiciones de infeccion empleadas en estos experimentos (infeccién
sincrénicaen lafase de crecimiento inicial aintermedia), se encontraron en exceso. Ademas, lainfeccién con
AgMNPV provocé una reduccion de las demandas nutricionales especificas de los nutrientes mas
importantes, en forma mas notable durante las primeras 24 hpi. Los efectos de la infeccion con baculovirus
sobre las demandas nutricionales de las células de insecto han sido analizados previamente, con resultados
contrastantes. Por un lado, en algunos trabajos se describid un incremento de la velocidad de consumo de
nutrientes luego de la infeccion (4, 14, 43, 44). En otros trabajos, en cambio, no se han observado cambios
significativos en las velocidades de consumo de los principales nutrientes (45, 46, 47), mientras que Rhiel y
Murhammer mostraron que la infeccién de células IPLB-Sf-21 resulté en una reduccion de la velocidad
celular especifica de consumo de glucosa (48). En € andlisis de estas observaciones se debe tomar en
consideracion que la demanda nutricional de una célula infectada no debe estar determinada sdlo por las
necesidades especificas vinculadas a la atencion del proceso de replicacion viral, y por los efectos que la
infeccion eerce sobre & metabolismo celular, sino que también debe influir e estado nutricional y
metabdlico de la célula a momento de la infeccion. La marcada reduccién de la velocidad de consumo de
glucosa y glutamina observada inmediatamente luego de la infeccién con AgMNPV de los cultivos de
células saUFL-AG-286 podria ser explicada por lainterrupcion inmediata de la proliferacion celular luego de
la infeccién, en cultivos que se encontraban en estado de activa division. En el balance de la demanda
nutricional, el cese de la sintesis de biomasa en un contexto de abundanciaintracelular de fuentes de carbono
y energia, podria significar la disponibilidad inmediata de precursores para atender la replicacion viral,
menos demandante de nutrientes que los procesos afectados a la multiplicacion de la biomasa, dando como
resultado una disminucion de la necesidad de incorporar nutrientes extracelulares. Sin embargo, podria ser
posible que, cuando lainfeccion se lleva a cabo en otras condiciones de menor disponibilidad intracelular de
nutrientes, tal como sucede al final de la fase de crecimiento o en lafase estacionaria del cultivo, la demanda

nutricional podriaincrementarse luego de lainfeccién.

Lareplicacion de AQMNPV en los cultivos en suspension de saUFL-AG-286 sigui6 una cinéticasimilar ala
descripta para la replicacion in vitro de otros baculovirus, con un pico de produccién de virus brotados
durante las primeras 24 hpi, seguido por un répido ascenso de la produccién de poliedros en e periodo
comprendido entre las 24 y 72 hpi. Las caracteristicas de la evolucion de lainfeccion con AQMNPV en los
cultivos en suspension de saUFL-AG-286 no difieren de lo descripto anteriormente en infecciones con €
mismo virus en cultivos adherentes en monocapa (5, 7). Es evidente, entonces, que el nimero de pasajes ha
gue ha sido sometida la linea celular desde su establecimiento, y la seleccion de la subpoblacién celular
adaptada al cultivo en suspension agitada, no han afectado |a susceptibilidad alainfeccion o la permisividad
a la replicacién viral. Por otro lado, cuando se comparan los rendimientos de poliedros de AQMNPV
alcanzados en estos experimentos con los obtenidos en cultivos de otras lineas celulares (4, 6, 8, 49, 50), se
puede concluir que, entre las lineas celulares ensayadas hasta €l presente, saUFL-AG-286 es la que permite
alcanzar los mayores rendimientos de poliedros por célula. En los experimentos realizados en este trabajo se



evalud la produccion viral en una Unica condicion de infeccidn, pero es posible que los rendimientos
volumeétricos obtenidos puedan aln ser mejorados significativamente luego de optimizar los parametros de
tiempo y multiplicidad de infeccién.

En conclusion, la linea celular UFL-AG-286 pudo ser adaptada a cultivo en suspensién a través de la
seleccién de una subpoblacién de células con capacidad para proliferar sin formar agrupaciones (saUFL-AG-
286). Los cultivos adaptados crecieron con una cinética similar a otras lineas de células de insecto, pero
exhibieron un perfil nutricional y metabdlico caracteristico. Los rendimientos de AQMNPV en los cultivos
de saUFL-AG-286 resultaron suficientemente elevados como para sostener la factibilidad del uso de esta
linea celular en el desarrollo de un proceso industrial de produccién del bioinsecticida. El desarrollo de este
proceso solo serd posible luego de optimizar la produccion viral en un medio de cultivo libre de suero de
bajo costo.
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