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RESUMEN

En este trabajo se emplean células de Saccharomyces
cerevisiage, portando dos construcciones genéticas
para la secrecion de interferdn a-2. Se estudian los
cultivos de las células libres (en reactores
convencionales) ¢ inmovilizadas ¢n alginato de sodio.
Se alcanzan niveles de interferon a-2 extracelular de
4-8 X 10e6 Ul/ml, y productividades de hasta 15 mg
de interferén por litro de volumen 1til de reactor
y por hora cuando sec emplea una concentracién
celular de 0,05 g de biomasa himeda por mililitro de
gel en la inmovilizacién.

SUMMARY

Saccharomyces cerevisiae cells carrying two genetic
constructions for the secretion of a-2 Interferon are
used in this work. Cultures of free cells
(in conventional reactors) and immobilized cells 1n
sodium alginate are studied. Levcls of extracellular
a-2 Interferon around 4-8 X 10e6 IU/ml are
achieved. Productivities reaching 15 mg of
Interferon per liter of reactor useful volume and per
hour are obtained when a cellular concentration of
0,05 g wet biomass per ml of gel in the immobilization
1s used.

INTRODUCCION

El empleo de la levadura Saccharomyces
cerevisiae para la produccion de interferén
recombinante ofrece ventajas con respecto
al empleo de bacterias, pues no produce

endotoxinas y ha sido usada en fermen-
taciones industriales durante muchos anos,
conociéndose profundamente sus sistemas
fisiologicos y metabolicos. Ademds, es
posible lograr la secreci6n de las proteinas
producidas al medio de cultivo, mediante el
sistema del factor a, lo que facilita la purifi-
cacion posterior, También se han alcanzado
altos niveles de expresion de proteinas
recombinantes empleando el promotor de
la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
(GFD) en esta levadura (Brake ef al., 1984,
Bitter et al., 1984; Singh er al., 1984; Carly
et al., 1987; Kingsman et al., 1987).

Por otra parte, la inmovilizacion de células
vivas, sean 0 no portadoras de plasmidios,
ofrece una serie de ventajas con respeclo a
los métodos tradicionales de fermentacion,
como: mayor productividad con motivo de
las altas concentraciones celulares que se
alcanzan ¢n el soporte (Dhulster e al., 1984,
Georgiou et al., 1985); menores costos de
inversion (Luong y Tseng, 1984); mayores
tiempos de vida del biorreactor (Thonart
et al., 1983); simplificacion de las etapas de
recobrado que comprenden la separacion
del producto (Blanch, 1983) y también
algunos cambios fisiologicos en las células
(Mattiason er al., 1984).
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En caso de que las células sean portadoras
de plasmidios recombinantes, la inmovili-
zacion ofrece una ventaja adicional, que
consiste en una mayor estabilidad del
plasmidio, lo que puede deberse al creci-
miento celular compartimentado que se logra
en el soporte y a las limitaciones en la
difusién que conducen a la formacién de un
gradiente de velocidades de crecimiento
celular, y también del nimero de copias del
plasmidio (De Taxis du Poét er al., 1986;
De Taxis de Poét eral., 1987; Nasri
et al., 1987).

En este trabajo se presentan los resultados
obtenidos con una cepa de Saccharomyces
cerevisiae portadora de plasmidios recom-
binantes, en los que el gen que codifica
para el interferén -2 ha sido acoplado a
sistemas eficientes de excrecion. Se estudian
algunos aspectos del cultivo de las células
libres en un fermentador de pequeno
volumen y también en reactores con esas
c¢lulas inmovilizadas en alginato de sodio.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los componentes de los medios de cultivo
(hidrolizado de caseina, peptona y extracto de
levadura) provienen de la OXOID (Inglaterra).
Todos los demds reactivos son de grado analitico y se
obtuvieron de fuentes comerciales,

Microorganismo y plasmidios

Se utilizé la Saccharomyces cerevisiae, cepa SEY2202
(alfa, leu 2-3, ura 3-52, his 4-519), con dos vectores o
plasmidios de expresion que permiten una secrecion
eficiente en condiciones aerdbicas del interferon a-2.

En el plasmidio pYCBI11S, ¢l gen que codifica
para el interferén a-2 se encuentra bajo’el control del
promotor del factor alfa del tipo de apareamiento.
Contiene, ademas, el gen que codifica para ¢l
uracilo 3 (marcador de seleccién), asi como el
fragmento del 2u como origen de replicacion.

El otro vector empleado, llamado pYCB129,
contiene el gen del interferén bajo el promotor de la
gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa, asi como
el péptido senal del factor alfa, un gen defectivo para
la leucina y el gen del uracilo 3.

La seleccion se basé en la auxotrofia de la cepa,
pudiendo crecer en un medio sin uracilo aguellas
células que incorporaron el plasmidio.
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Este trabajo de clonacién se realizé en el
Laboratorio de Ingenieria Genética del Centro de
Investigaciones Biolégicas y del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (De la Fuente er al., 1988).

Medios y condiciones de cultivo
para las células libres

Se empled el medio GO (Galzy y Slonimski, 1957)
suplementado con los requerimientos auxotréficos
del microorganismo. La temperatura de cultivo fue
30°C. El preinéculo se crecié durante 24 horas y el
indculo se realizd en zaranda orbital a 240 rpm
durante 12 horas.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en un
reactor LKB (modelo 1601) de 3 litros de volumen de
trabajo, con dos variantes:

1) Medio GO + requerimientos auxotréficos;

2) Medio GO + hidrolizado de caseina (2% plv
concentracidn final).

El tiempo de fermentacién en ambas variantes fue
de 22 horas. El pH se mantuvo en 6,6 = 0,2 con
NaOH 3 N. La agitaci6n fue de 450 rpm y la acreacion
de 1 vwwm (volumen de aire por volumen de liquidoe
por minuto).

Se tomaron muestras del cultivo periddica-
mente para determinar la actividad biolégica del
interferén -2 en los sobrenadantes.

Procedimiento de inmovilizacién

Las células para inmovilizar fueron colectadas por
centrifugacién de los cultivos fermentados a 3 500 g
por 15 minutos, y fueron lavadas dos veces con buffer
Tris-HC1 50 mM (pH=8,0), NaCl 30 mM. Esta
masa celular fue mezclada hasta homogeneizacion con
una solucién de alginato de sodio a 30°C, preparada al
2% p/v en agua destilada y "autoclaveada®. Esta
mezcla fue bombeada a través de agujas hipodérmicas
y las gotas resultantes se¢ fucron colectando en una
solucién de CaCly-2H70 (2M), con agitacién suave a
temperatura ambiente, conservdndose aqui durante
30 minutos, con el fin de aumentar la resistencia
mecdnica de las perlas esféricas de alginato-células.
El didmetro promedio de las perlas fue de 3-4 mm,
Se prepararon mezclas de la solucion de alginato y
células a dos densidades celulares: 0,05 y 0,10 gramos
de biomasa humeda por mililitro de gel. Todo el
procedimiento de inmovilizacién celular se desarrolld
bajo condiciones estériles.

Caracteristicas del reactor y condiciones
de cultivo de las células inmovilizadas

El reactor empleado consistié en una columna de
vidrio, con un volumen de trabajo de 600 cm?, siendo
sus dimensiones en didmetro (D) y altura (L),
de 5y 30 cm respectivamente.

El suministro de oxigeno a las c€lulas se logro con
un flujo de aire equivalente a 1 vwm, alimentado a
través de un filtro bacteriolégico en linea y una frita
porosa ubicada en la parte inferior de la columna,
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manteniéndose las perlas de alginato-células en un
régimen fluidizado. La temperatura de trabajo se
mantuvo en 30°C, trabajindose todo el sistema en un
cuarto de incubacién.

El medio de cultivo estéril se aliment6 al reactor
de forma continua, a un flujo de 330 ml/h (tiempo de
retencién de 1,8 horas) mediante una bomba
peristditica. El medio efluente se extrajo de la misma
forma y se colectd en un recipiente mantenido
en hielo.

Se emplearon los medios de cultivo siguientes:

A) Medio GO + hidrolizado de caseina (2%) +
extracto de levadura (1%) + glucosa (2%).

B) Hidrolizado de caseina (1%) + extracto de
levadura (0,5%) + glucosa (2%).

C) Peptona (1%) + extracto de levadura (0,5%)
+ glucosa (2%).

En todos los casos se utiliz6 CaCl;-2H70 a una
concentracién final de 50 mM en el medio de cultivo
para ayudar a conservar la rigidez de las perlas.
Todas las experiencias efectuadas con estos reactores
se realizaron por duplicado de forma independiente.

Actividad biolédgica del interferén a-2

La actividad antiviral del interferén a-2 en los
sobrenadantes de los cutlivos se determiné mediante
la técnica de inhibicién del efecto citopatogénico del
virus Mengo en células Hep-2 de tumor laringeo
humano, compardndose con un estdndar internacional
de interferén a (Barcelona, 1983).

Crecimiento celular

El crecimiento celular se siguié por la turbidez del
medio, midiendo la absorbancia a 540 nm en un
fotocolorimetro Klett-Summerson.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de células libres

Se realizaron fermentaciones con las dos
construcciones genéticas: pYCBI115 y
pYCBI129, empleando las dos variantes de
medio de cultivo. En la tabla 1 se muestran
los niveles promedio de interferén a-2
extracelular alcanzados durante los
procesos fermentativos correspondientes a
tres experimentos independientes.

Se observa que los mayores niveles
de secrecion del interferén «-2 al medio
de cultivo se logran con la construccién
pYCB129, en la cual se emplea el promotor
de la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa,
particularmente con el medio GO suple-
mentado con hidrolizado de caseina al 2%
(concentracién final). La concentracion de
la proteina en el sobrenadante del cultivo
alcanza su maximo valor a las 16 horas de
fermentacion, y posteriormente decae, lo
cual puede deberse a la accién de proteasas.
Esto ocurre con ambas construcciones
genéticas, pero el descenso es mas marcado
en el caso del pYCBI115.

Tabla 1
NIVELES DE INTERFERON ALFA-2 EN LOS CULTIVOS DE CELULAS LIBRES
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE*

Thempe:ds pYCBI15 pYCB129
cultivo (h)

Medio 1 Medio 2 Medio 1 Medio 2

8 2,2 - 10° 2,0 - 10° 1,9 - 10° 1,1 - 10°

12 1,2 - 10¢ 1,6 - 108 23 - 108 1,7 - 10®

16 1,7 - 108 1,6 - 108 2,3 - 108 8,0 - 10%

22 2,2 - 108 2,3 - 10° 1,1 - 10° 4,7 - 10%

* Medio 1: GO + requerimientos auxotroficos
Medio 2: GO + hidrolizado de caseina (2%)

Los niveles de interferén se expresan en Ul/ml de cultivo.
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En pruebas adicionales con la construc-
ci6bn pYCBI129 en ¢l medio 2, se comprob6
que ¢l porcentaje que representa el interferén
extracelular con respecto al interferén total
producido por la célula va aumentando
durante el proceso fermentativo hasta llegar
a un maximo a las 16 horas de cultivo, donde
el interfer6n extracelular corresponde
al 80% y el interfer6n intracelular y
periplasmético al 20% del interfer6n total
en el cultivo. Estos valores dan una idea de
la eficiencia en el proceso de secrecién de
la proteina clonada con el promotor GFD.

También se determiné en este caso la
variacién de la actividad de interfer6n a
extracelular por unidad de volumen de
cultivo y por unidad de densidad 6ptica,
durante la fermentacion. En la figura 1 se
observa que a las 16 horas de cultivo, esta
actividad especifica alcanza un valor maximo
de 6,9 X 10e5 Ul/ml - uAS540, teniendo el
cultivo una densidad optica de 11,6 U.

Cultivo de células inmovilizadas

Teniendo en cuenta los resultados obte-
nidos en los cultivos con las células libres,
se¢ seleccioné la construccion pYCB129 y
el medio de cultivo 2, y se realizé la fermen-
tacion hasta las 16 horas, con vistas a obtener
células 2n buenas condiciones productivas
para su inmovilizacién. EIl procedimiento
seguido para ello, asi como el montaje del
reactor de células inmovilizadas y las
condiciones de cultivo se describen en
Materiales y Métodos.

Se montaron tres reactores con las
caracteristicas explicadas, en los cuales se
empled una densidad celular de 0,05 g de
biomasa himeda por mililitro de gel.
La diferencia entre estos reactores I, Il y
111 es el medio de cultivo empleado: A, B
y C respectivamente, cuya composicion se
detalla en Materiales y Métodos.

En la figura 2 se muestran los niveles de
interferén @-2 en los sobrenadantes de los
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FIG. 1. Crecimiento celular y actividad de interferén «-2 extracelular por mililitro de cultivo y por unidad de
densidad 6ptica con la construccién pYCB129 en el medio 2 (GO + hidrolizado de caseina al 2%).
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efluentes de cada reactor durante el tiempo
de operaciéon. En los reactores I y II se
produce un brusco descenso de la concen-
traci6bn de interfer6n en las primeras 20 horas
de operacién, junto con un aumento signi-
ficativo de la turbidez del medio y una
reduccion evidente del nimero de perlas
dentro de los reactores. Esto puede deberse
al hecho de que las concentraciones i6nicas
presentes en los medios de cultivo A y B,
aportadas por las sales G y por el hidrolizado
de caseina (este principalmente en cloruro
de sodio, entre otros), afectan la estabilidad
mecénica del gel de alginato, a pesar de la
presencia de CaCl, como agente estabilizante
en esos medios, provocando, por tanto,
la redisolucién gradual de las perlas.

La concentracién de interferon en el
efluente del reactor Ill va aumentando
gradualmente hasta las 70 horas de operacion,
y desde este momento hasta las 190 horas
se mantiene en un valor de 5-6 X 10e6 Ul/ml,
de forma estable. Estos niveles son similares
a los obtenidos en la fermentacion con las

células libres a partir de las 16 horas de
cultivo, por lo que este sistema constituye
una alternativa a valorar para la produccién
en forma estable y continua, en mayor
escala, de esta proteina recombinante.
En este caso, la estabilidad mecénica de las
perlas se mantuvo durante el tiempo de
funcionamiento del sistema (el contenido
de iones aportado por la peptona al medio
de cultivo, principalmente en forma de
cloruros, es 12-13 veces menor que el
aportado por el hidrolizado de caseina,
seglin datos del fabricante).

Con el propo6sito de estudiar el efecto de
una mayor densidad celular en las perlas
sobre los niveles de interferén resultantes,
se mont6 el reactor I'V, en el cual se emplea
una densidad de 0,10 g de biomasa himeda
por mililitro de gel. Como medio de cultivo
se utiliz6 el empleado en el reactor III.
En la figura 2 se observa que a partir de las
20 horas de operacion, la concentracién de
interferén en el efluente se mantiene en un
valor de 1-2 X 10e6 Ul/ml, conservando el
gel su estabilidad mecénica.
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FIG. 2. Niveles de interferén alfa-2 en los efluentes de los reactores de células inmovilizadas.

o: Reactores 1y Il
Reactor 111
+: Reactor IV
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Comparando los resultados de los
reactores III y IV, se observa una dismi-
nucién de tres veces en los niveles de
interfer6n obtenidos cuando la concen-
tracién de biomasa en el gel se duplica.
Esto se explica por las limitaciones en el
proceso de difusién de nutrientes y de
oxigeno desde la fase liquida hasta las
células en la matriz, lo que se agrava a
medida que la densidad celular aumenta,
pues se refuerza la barrera difusional.

Se ha reportado también por varios
autores (Adlercreutz et al., 1985; Gosmann
y Rehm, 1986) que a mayores concentra-
ciones celulares en la matriz, la respiracion
especifica disminuye y la velocidad de
consumo absoluta de oxigeno permanece
constante a pesar del incremento en la
cantidad de células por mililitro de gel,
lo cual puede llevar a una disminucién en
la actividad especifica de esa biomasa.

Productividad de los sistemas
estudiados

Se expres6 la productividad como
miligramos de interferén o producidos por
unidad de volumen util del reactor y por
unidad de tiempo (1 mg de interferén a
corresponde a 2 X 10e8 UI). En el caso de
la fermentacién con las células libres en un
reactor convencional, se tomaron 20 horas
como tiempo de un ciclo completo, consi-
derando su preparacién y esterilizacién.

Los valores de productividad alcanzados
sc muestran en la figura 3. Se observa que
con el reactor III, en el cual se empled la
concentracién celular menor, se alcanzan
productividades muy superiores a las del
reactor 1V y el reactor convencional para el
cultivo de células libres (3 y 7,5 veces
superior, respectivamente).
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FIG. 3. Valores de productividad alcanzados en los sistemas de cultivo empleados.

F: reactor convencional (células libres)

Iy IV: reactores de células inmovilizadas (0,05 y 0,10 g de biomasa himeda por mililitro de gel respectivamente)
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Se ha visto la factibilidad de emplear
estos sistemas en distintas producciones,
por las ventajas previamente descritas.
En nuestro caso, ¢s necesario profundizar
en estos estudios con vistas a obtener su
mayor aprovechamiento, ya que existen
miiltiples pardmetros que influyen de forma
decisiva en la operacion de estos sistemas,
siendo una fuente potencial para su
optimizacién, ademis de la estabilidad de
las células productoras obtenidas mediante
manipulaciones genéticas.
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