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RESUMEN

La modelaciéon matematica del metabolismo tiene importantes aplicaciones relacionadas con la ingenieria de bio-
procesos; entre ellas, la interpretacién de estados fisiolégicos de la célula. El andlisis de flujos metabdlicos es una
herramienta 0til en la modelacién matematica del metabolismo. Para aplicar esta técnica a la sintesis de eritropoyetina
humana recombinante en células CHO, se construyé la matriz con los numeros estequiométricos de las reacciones
de las principales rutas que generan energia y forman los precursores fundamentales para la sintesis del producto
y de la biomasa. Se incluyeron también las ecuaciones que representan las biosintesis de la eritropoyetina humana
recombinante y el crecimiento de las células CHO, lo cual ofrece ventajas al modelo con respecto a otros. La matriz
obtenida tiene una dimensién de 47 X 44, con un rango igual a 44 y un nUmero de condicién de 83, por lo que
el modelo tiene solucién Unica y es poco sensible. El mapa de flujos metabélicos a partir de la solucién del modelo
usando datos experimentales, muestra resultados consistentes desde el punto de vista bioquimico, que coinciden
con resultados de otros investigadores, en células CHO y otras de mamiferos. Con la propuesta de este modelo
matemadtico se ofrecen elementos generales de la metodologia para su construccién.
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ABSTRACT

Mathematical model of CHO cells metabolism in the synthesis of human erythropoietin to apply Metabolic
Flux Analysis technique. Mathematical modeling of metabolism meets several important applications in the context
of bioprocess engineering such as the interpretation of cell physiology. Metabolic flux analysis is a useful tool for
mathematical modeling of cell metabolism. To applying this technique to describe the biosynthesis of recombinant
human erythropoietin in CHO cells the matrix of stoichiometric numbers is built representing the major metabolic
pathways that generates energy and essential precursors for product and biomass synthesis. It also includes the equa-
tions representing recombinant human erythropoietin biosynthesis and CHO cells growth, which provides advantages
compared to other models reported before. The dimension of the matrix obtained is 47 x 44 with a rank equal to
44 and a condition number of 83; therefore, the model has a unique solution and it is not sensitive. The metabolic
flux map obtained by the solution of the mathematical model using experimental data shows results consistent with
the biochemistry of the CHO cells and coincides with other reports for these and other mammalian cells. The work
shows the general steps of the methodology to build the proposed mathematical model.
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Introduccién

Las células de mamiferos se utilizan para fabricar
proteinas terapéuticas complejas y anticuerpos mo-
noclonales, porque producen proteinas con el patron
de glicosilacion adecuado. Para mejorar la cantidad y
calidad de la proteina de interés, se requiere compren-
der como su produccion esta relacionada con el creci-
miento y mantenimiento celulares, y el metabolismo
[1]. La modelacion matematica del metabolismo, que
es la base de muchos trabajos en ingenieria metaboli-
ca, tiene otras aplicaciones como la interpretacion de
los estados fisiologicos de la célula, la formulacion
de los medios de cultivo y el disefio de las estrategias
de operacion.

Los modelos matematicos mas usados para el me-
tabolismo son los estequiométricos, y las técnicas de
analisis que predominan son el analisis del balance
de flujos (FBA) y el analisis de flujos metabolicos
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(MFA). Cuando se aplica la técnica de FBA se usa un
criterio de optimizacion para reducir el espacio solu-
cion del modelo hasta encontrar una soluciéon nica
[2]. El resultado de la técnica de MFA es un mapa de
flujos metabodlicos que muestra las reacciones bioqui-
micas y los flujos metabodlicos para cada reaccion, en
forma de diagrama. La ventaja fundamental de esta
segunda técnica sobre la primera esta en que permite
determinar los flujos metabdlicos de una ruta in vivo,
en especial cuando el objetivo es convertir la mayor
cantidad de sustratos posibles en productos ttiles [3].
La técnica de MFA se aplica cada vez mas en la carac-
terizacion cuantitativa del metabolismo de las células
de mamiferos [4-8]. El mapa de flujos metabdlicos
de la red se obtiene mediante el método del balance
de metabolitos combinado con la informacion expe-
rimental de las velocidades especificas de produccion

1. Nyberg GB, Balcarcel RR, Follstad BD,
Stephanopoulos G, Wang DI. Metabolism
of peptide amino acids by Chinese hamster
ovary cells grown in a complex medium.
Biotechnol Bioeng. 1999;62(3):324-35.

2. Kauffman KJ, Prakash P, Edwards JS.
Advances in flux balance analysis. Curr
Opin Biotechnol. 2003;14(5):491-6.

3. Stephanopoulos GN, Aristidou AA,
Nielsen J. Metabolic Flux Analysis. In:
Metabolic Engineering: Principles and
methodologies. California: Academic
Press; 1998:309-51.

4. Altamirano C, lllanes A, Casablancas
A, Gamez X, Cairo JJ, Godia C. Analysis
of CHO cells metabolic redistribution in
a glutamate-based defined medium in
continuous culture. Biotechnol Prog. 2001;
17(6):1032-41.



Osmdn Ferndndez y cols.

Modelo matematico del metabolismo de células CHO

o consumo de metabolitos, y el sistema de ecuaciones
se resuelve con las técnicas de algebra lineal o me-
diante la aplicacién de experimentos con marcaje de
carbono 13. Este tltimo método presenta desventajas
frente al primero, por su elevado costo y porque los
resultados son dependientes de la escala de trabajo;
mientras que la informacion experimental del primero
es independiente de la escala. De ahi que el método
del balance de metabolitos sea reconocido como el
mas adecuado para el uso rutinario en el desarrollo de
procesos y la caracterizacion del metabolismo [9]. Su
precision y la similitud de sus resultados con los del
método del carbono 13 se ha demostrado para varios
tipos de células: hibridomas [10], Aspergillus oryzae
[11] y més recientemente para células de ovario de
hamster chino (CHO) cultivadas en modo perfusion
[9]. Cada modelo matematico del metabolismo pro-
puesto para un tipo de célula puede ser particular
en funcion de la informacion que brinda a partir del
ntimero de metabolitos balanceados, del numero de
nodos de la red observados y del objetivo de los in-
vestigadores. Existen modelos para la aplicacion de la
técnica MFA para las células CHO que han sido utili-
zados con el objetivo de conocer los cambios que se
producen en el metabolismo de la célula en respuesta
a la variacion de la concentracion inicial de glucosa
en un cultivo continuo [4], para demostrar la validez
del método de balance de metabolitos como herra-
mienta util para estudiar el metabolismo de la célula
sin requerir métodos experimentales costosos como el
marcaje de carbono (*C) [9] y para comparar las pre-
dicciones del modelo con resultados experimentales
[12]. Los resultados obtenidos a través de la solucion
de los modelos son consistentes con los conocimien-
tos sobre la bioquimica de la célula. Sin embargo no
ha sido publicado modelo alguno para células CHO
produciendo la proteina glicosilada eritropoyetina hu-
mana recombinante (EPO-hr).

El objetivo de este trabajo fue construir un modelo
matematico para aplicar la técnica de MFA en células
CHO que produzcan EPO-hr. En el modelo se incluye
una ecuacion para la formacion del producto de inte-
rés, a partir de un analisis de la composicion quimica
de la molécula, la cual se puede usar en otros modelos
con otras lineas celulares que produzcan la proteina
EPO-hr.

Materiales y métodos

Andlisis de flujos metabélicos y método
de solucién del modelo matematico

La ecuacioén del balance de masa para cada metabolito
balanceado en una red para aplicar la técnica de MFA,
se obtiene al interpretar los términos de la expresion
general de la ley de conservacion de la masa. En este
trabajo se propone la forma particular desde el punto
de vista matematico:

dN. _ i=n  de
dt - FiO - Fi + zi:]a’ii dt

(1)

donde:
dN/dt es la variacion de la cantidad de sustancia de
cada metabolito en el tiempo; F, | y F, son los flujos de
cantidad de sustancia del metabolito i de entrada (F, )
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y salida (F)) en el sistema (célula); o es el nimero
estequiométrico del metabolito i en la reaccion j. Los
valores de o tienen signo positivo cuando el meta-
bolito i es producto de la reaccion; y signo negativo,
cuando es reactivo; dsj/dt es la velocidad de la reac-
cion (grado de avance de la reaccion j en el tiempo);

La ecuacion 1 es un aporte original de este traba-
jo que une los enfoques termodinamico y cinético,
grado de avance de la reaccion (gj) y velocidad de la
reaccion (de/dt). Esta ecuacion se puede usar no solo
para la modelacion matematica de redes metabdlicas,
sino para cualquier tipo de sistema reaccionante mul-
tiple en los campos de la quimica basica e ingenieria
quimica.

El modelo matematico que se obtiene en estado es-
tacionario (variacion de la cantidad de sustancia de
cada metabolito: dN/dt = 0) a partir del balance de
masa para cada metabolito de la red, incluyendo las
ecuaciones para la biomasa y el producto de interés,
es un sistema de ecuaciones lineales que se representa

de forma matricial:
Ax=q @

donde:

A es la matriz de dimensiéon m X n que contiene los
nimeros estequiométricos (%) para cada metabolito
en cada reaccion de la red; X es el vector que contie-
ne los flujos metabdlicos internos (las velocidades de
reaccion, daj/dt), que son las variables incognitas del
modelo; q es el vector que contiene las salidas netas
de los metabolitos que la célula intercambia con el
entorno (q,=F,-F, ).

Para los metabolitos intermediarios y que no se en-
cuentran en el medio de cultivo, el valor de q, es igual
a cero; mientras que para los metabolitos intercam-
biados con el entorno tendra valores negativos para
los nutrientes y positivos para los que se producen en
el metabolismo.

El modelo propuesto tiene mas ecuaciones de ba-
lance de metabolitos que reacciones, por lo que el sis-
tema es sobredeterminado y su solucién matematica
esta dada por la ecuacion 3, seglin el método de mini-
mos cuadrados [3]. Se utilizo el programa de célculo
MATLAB 7.11 R2010b.

x = (ATA)! ATq
3)
donde:

AT es la matriz transpuesta de A.

Para comprobar el grado de propagacion de los
errores de la matriz y la confiabilidad de los flujos
metabdlicos calculados se hizo un analisis de sensi-
bilidad a la matriz a partir de su nimero de condicion,
aplicando el criterio de Stephanopoulos y cols. [3].

Matriz de los numeros estequiométricos

para la sintesis de EPO-hr en células CHO
Para la construccion de la matriz de los nimeros este-
quiométricos se incluyeron las rutas de la glucolisis,
de las pentosas fosfatos, del ciclo de los acidos tricar-
boxilicos y de la reaccion catalizada por la enzima
malica, de la fosforilacion oxidativa y de la degrada-
cion de los aminoacidos. Todas esas reacciones del
metabolismo en las células de mamiferos se consi-
deran importantes [1, 3, 4, 9, 10, 12-16]. Ademas se
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tuvieron en cuenta las reacciones de las sintesis de
los precursores para la formacion de biomasa y del
producto de interés, y se expresaron también ecuacio-
nes estequiométricas para la biomasa y el producto.
Estas dos ultimas ecuaciones estequiométricas son
las que hacen que este modelo sea especifico para las
células CHO en la sintesis de EPO-hr, ya que las de-
mas reacciones son comunes a todas las células de
mamiferos.

Ecuacién estequiométrica para la formacion
de la biomasa

La ecuacion estequiométrica para la formacion de la
biomasa se obtiene a partir de las ecuaciones de biosin-
tesis de las macromoléculas principales que conforman
las células de mamiferos (acidos nucleicos, proteinas,
lipidos y carbohidratos). Esas reacciones se expresa-
ron en funcion de los precursores que se forman en el
metabolismo central del carbono segin la metodologia
propuesta por Zupke y Stephanopoulos [10].

Las reacciones de formacion para cada base de
las moléculas ARN (ATP, CTP, GTP y UTP) y ADN
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) se tomaron de Nelson y
Cox [17]. Las composiciones molares de las bases de
las moléculas de ARN y ADN en células de mamife-
ros se tomaron de Zubay y cols. [18].

Se empleo la composicion molar promedio de cada
aminoacido de la proteina celular, calculada a partir de
los datos informados en la literatura [4, 13, 14, 19] (Ta-
bla 1). Por cada aminoécido incorporado a la proteina
celular se requieren 4 moléculas de ATP [10, 13].

Para la composicion masica de los lipidos se usé
como referencia la membrana del eritrocito [10, 20].
Los valores promedios calculados y utilizados en el
modelo fueron 63.0% para fosfolipidos, 13.0% para
glucolipidos y 26.5% para colesterol.

De los fosfolipidos, la fosfatidilcolina (FC) es la
especie mas abundante en las membranas celulares
[17, 20-22] y su reaccion de formacion se presenta a
continuacion:
18AcCoA + GAP + COL + NADH + 30NADPH
+31H* + 20, + CTP + 37ATP + 3H,0 = FC + 18CoA
+30NADP* + NAD* + 2AMP + CMP + 35ADP + 41P,
+2CO,

donde:

AcCoA: acetil coenzima A; AMP, ADP y ATP: ade-
nosina mono, di y trifosfato, respectivamente; CMP
y CTP: citidina mono y trifosfato, respectivamente;
CoA: coenzima A; FC: fosfatidilcolina; GAP: glice-
raldehido-3-fosfato; COL: colina; NADH y NAD":
nicotinamina adenina dinucleotido reducida y oxida-
da, respectivamente; NADPH y NADP*: nicotinamina
adenina dinucleotido fosfato reducida y oxidada, res-
pectivamente; P: fosfato inorganico.

Para obtener esta reaccion de formacion se partid
del acido oleico como acido graso precursor, por ser
el que tiene mayor proporcion en las células de mami-
feros [14, 17]. También se tuvo en cuenta la reaccion
de formacion del colesterol por ser un constituyente
importante en las membranas de células de mamiferos
[20, 22].

Para representar la sintesis de carbohidratos (CH),
se tomo la ecuacion general de Altamirano y cols. [4]:

G6P + 3.5ATP = CH + 3.5ADP + 3.5P,
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donde:

G6P: glucosa-6-fosfato.

Para calcular la masa de las cinco macromoléculas
presentes en una célula CHO, se calcul6 el promedio
de la composicion masica [10, 13, 14, 16, 23] y el
peso seco [1, 4, 24]. De modo que el 69.4% de la masa
seca total corresponde a la proteina celular; el 5.4%,
al ARN, el 3.7% al ADN; el 14.8% a los lipidos y el
6.1% a los carbohidratos. Se obtuvo ademas un valor
de peso seco de 368 pg por célula. Estos valores pro-
medios se multiplicaron y se obtuvo la masa de cada
macromolécula en las células CHO.

Con la masa molar de cada macromolécula se ob-
tuvieron sus cantidades de sustancia en la célula. La
masa molar de la proteina celular se calculd suman-
do el producto de la composicion molar promedio
de cada aminoacido (Tabla 1) por su masa molar co-
rrespondiente, y se obtuvo un valor de 129 g/mol. La
masa molar de las moléculas de ARN y de ADN se
hallé sumando el producto de la composicion molar
de cada base [18] por su masa molar, y se obtuvieron
masas molares de 307 y 295 g/mol, respectivamente.
Las masas molares de la fosfatidilcolina y el coleste-
rol son 760 y 387 g/mol, respectivamente, mientras
que para los carbohidratos se utiliz6 una masa molar
promedio de 215 g/mol.

Con respecto a la proteina celular, se calculd la can-
tidad de sustancia de cada aminoacido multiplicando
la composicion de cada uno (Tabla 1) por la cantidad
de sustancia de la proteina celular (1.99 pmol).

Por 1ltimo, a partir de las cantidades de sustancia
de las cinco macromoléculas en la célula y las reac-
ciones que las forman, se obtuvo la reaccion global
de formacion para la biomasa como la suma de las
cantidades de sustancia de cada macromolécula.

Ecuacién estequiométrica para la formacion
del producto (EPO-hr)

Para obtener la ecuacion de formacion del producto
(EPO-hr), se precis6 la composicion quimica de la
biomolécula, su composicion de aminoacidos y car-
bohidratos [25, 26].

La reaccion de la EPO-hr dependi6 de las reac-
ciones de formacion de los oligosacaridos que se
encuentran en los sitios de glicosilacion (por su alta
proporcion en la molécula) en funcion de los meta-
bolitos del metabolismo central del carbono. Con las
cantidades de los aminoacidos y de los precursores

Tabla 1. Composicién molar promedio de los amino-
dcidos (codigo de tres letras) en células de mamiferos,
calculada a partir de datos de la literatura

N Composicion N Composicién
Aminodcido p Aminodcido p

(%) (%)
ALA 8.8 GLN 4.7
GLY 8.6 ILE 4.7
LEU 8.5 PRO 4.7
LYS 8.1 ASN 4.2
GLU 7.3 PHE 3.3
SER 6.3 TYR 2.6
ASP 6.0 HIS 2.0
VAL 6.0 MET 1.7
ARG 5.6 CYs 1.6
THR 5.6 TRP 0.6
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de los oligosacaridos se hallo la composicion de cada
uno dividiendo el numero de unidades de cada meta-
bolito entre la suma de todas las unidades. Se tuvo en
cuenta ademas que por cada aminoacido incorporado
se requieren 4 ATP [10, 13].

Informacién experimental analizada
con el modelo propuesto

El cultivo de las células se realiz6 en un biorreactor
modelo Minifors (Infors HT, Suiza) con 3.2 litros de
volumen efectivo, que operaba en modo continuo y en
estado estacionario con una velocidad de dilucion de
0.026 h'!, una velocidad de agitacién de 130 min™' y un
flujo de aire de 0.02 vvm.

Técnicas analiticas

La determinacion de la concentracion de los aminoa-
cidos se realiz6 mediante HPLC (Shimadzu, Japén),
para lo cual se empled una columna de fase reversa
C18 (ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 5 um, Agilent
Technologies, EE.UU.) con precolumna (Vydac C-18)
después de la derivatizacion con el agente derivati-
zante fenilisotiocianato segtn el protocolo de Elkin y
Wasynczuk [27]. La determinacion de la concentra-
cion de glucosa, lactato y glutamina se realizé en un
analizador bioquimico YSI Modelo 2700 SELECT
(YSI Life Sciences, EE.UU.).

Para determinar la concentracion de EPO en el so-
brenadante del cultivo, se utilizo una columna de fase
reversa Vydac C8 de 150 X 4.6 mm con una particula
de 5 pm. La separacion se logré con un gradiente no
lineal de solventes organicos (fase movil A: acido tri-
fluoroacético en agua 0.1%; fase movil B: acetonitrilo
90% + acido trifluoroacético en agua 0.09%).

Cadlculo de las velocidades netas de salida
de los metabolitos a partir de la informacién
experimental

La informacion necesaria para formar el vector q del
modelo, se calcula a partir de los datos experimentales
de las concentraciones de los metabolitos mediante la
ecuacion de balance de masa en el reactor en estado
estacionario [4]:

_ D(Cs-Ch
i Xv
“
donde:

D es la velocidad de dilucion; CFy C’son la con-
centracion del metabolito a la entrada y la salida del
reactor (mg/L), respectivamente; X, es la concentra-
cion de células vivas en el reactor (células/mL).

La velocidad neta de salida para el oxigeno se cal-
culé de manera experimental, segun el método dina-
mico para determinar el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno [28].

Comprobacién de la calidad de la informacién
experimental

El analisis de consistencia se realizé mediante el mé-
todo propuesto por van der Heijden y cols. [29, 30],
que se basa en el balance de materiales por elementos
y la redundancia de los datos experimentales.

En este método se calcula una funcion de prueba o
indice de consistencia (h) que sigue una distribucion
de probabilidades igual a la de %, donde los grados de
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libertad son iguales al rango de la matriz redundancia
R [30]. Con los grados de libertad y un nivel de con-
fianza de 95% se obtiene un valor critico de y* para
realizar una prueba de hipétesis que permite corrobo-
rar que el error en las mediciones no es significativo.

Resultados y discusion

Ecuacion del modelo que simboliza
la formacién de la biomasa y su férmula
quimica normalizada

En la tabla 2 se muestran los valores de las masas y
cantidades de sustancias de las macromoléculas de
una célula CHO, obtenidas por la metodologia antes
descrita.

La ecuacion que simboliza la formacion de una cé-
lula CHO en el modelo es:
0.067R5P + 11.100ATP + 0.229GLN + 0.203GLY
+ 0.205ASP + 0.077NAD* + 0.067 N'°-Formil-
THF + 0.067HC03‘ + 0.008N5,N'°-Metilén-THF +
0.175ALA + 0.110ARG + 0.083ASN + 0.032CYS
+ 0.040HIS + 0.093ILE + 0.168LEU + 0.160LYS +
0.033MET + 0.066PHE + 0.093PRO + 0.126SER +
0.112THR + 0.013TRP + 0.051TYR + 0.119VAL +
1.485AcCoA + 1.875H* + 2.451NADPH + 0.5010,
+ 0.105G6P + 0.020GTP + 0.045GAP + 0.045COL
+ 0.045CTP + 0.031H,0 + 0.008GLU = CHO +
2.918ADP + 3.354P, + 0.422CO, + 0.008DHF +
0.067THF + 0.053FUM + 0.002NADH + 1.485CoA
+ 1.891NADP* + O0.171AMP + 0.020GDP +
0.045CMP

donde:

DHF: dihidrofolato; FUM: fumarato; GDP y GTP:
di y trifosfato de guanosina; GLU: glutamato; R5P:
ribosa-5-fosfato; THF: tetrahidrofolato. Se muestra
también la nomenclatura estandar de tres letras de los
aminodacidos.

Esta ecuacion contiene mds informacion que la
descrita por Altamirano y cols. [4], quienes repre-
sentan la formacion de la célula dividida en cinco
ecuaciones para las macromoléculas principales. Ello
dificulta la identificacion del aporte de las rutas prin-
cipales del metabolismo central a la formacion de la
célula. Para la biosintesis de los lipidos, en este tra-
bajo se tienen en cuenta publicaciones mas recientes
que reconocen la membrana de eritrocito en las célu-
las de mamiferos, como modelo por su caracteriza-
cion [10, 20].

A partir de la cantidad de sustancia y la compo-
sicion elemental de cada macromolecula se obtuvo
una composicion elemental normalizada a un atomo
de carbono de la biomasa de CH , N ,, O, y de la
proteina celular de CH, N, ,, O, ,,. Estas dos formas

Tabla 2. Cantidad de cada macromolécula en una
célula CHO

M lécul Masa Cantidad de sustancia
acromolécula . .
(pg/célula) (pmol/célula)

Colesterol 14.44 0.04

ADN 13.48 0.03
Fosfatidilcolina 34.33 0.05
Carbohidratos 22.64 0.11

ARN 19.79 0.04

Lipidos 54.49 -

Proteina celular 255.55 1.99
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son necesarias para la determinacion de la calidad de
la informacién experimental que se usa en la solucion
del modelo matematico.

Ecuacién del modelo que simboliza
la formacién de la proteina EPO-hr
y su férmula quimica normalizada

A partir del andlisis de la composicion de la molé-
cula de EPO y expresando su formacion en funcion
de precursores del metabolismo central, se obtiene la
ecuacion que simboliza la formacién de EPO en el
modelo:

0.045ALA + 0.029ARG + 0.014ASN + 0.014ASP +
0.010CYS + 0.088GLN + 0.021GLY + 0.005HIS +
0.012ILE + 0.055LEU + 0.019LYS + 0.002MET +
0.010PHE + 0.019PRO + 0.024SER + 0.026THR +
0.007TRP + 0.010TYR + 0.026VAL + 0.143F6P +
0.052G6P + 0.071AcCoA + 0.124UTP + 0.026CTP
+ 0.026H,0 + 0.071GTP + 1.480ATP + 0.026PEP
= EPO + 0.030ADP + 0.452P, + 0.043MAN +
0.021GLC + 0.116UDP + 0.071GDP + 0.026CMP
+ 0.007UMP + 0.071CoA + 0.043GLU

donde:

F6P: fructosa-6-fosfato; GLC: glucosa; GLU:
glutamato.; MAN: manosa; PEP: fosfoenolpiruvato;
UMP, UDP y UTP: mono, di y trifosfato de uridina,
respectivamente. Se representan los aminoacidos se-
gln el codigo de tres letras.

Pocos autores han propuesto una ecuacion para
expresar la formacion del producto extracelular de
interés [3, 31]. Stephanopoulos y cols. [3] proponen
una para modelar la produccion de una inmunoglo-
bulina G en el hibridoma murino ATCC CRL 1606,
y comentan que entre las ventajas de que este mode-
lo posea una ecuacion para el producto, esta la po-
sibilidad de conocer la relacion entre la distribucion
de flujos metabodlicos en la célula y la cantidad de
producto formado para tomar decisiones de modifi-
caciones en el metabolismo mediante las técnicas de
ingenieria metabolica. Otra de las ventajas es que se
puede calcular el fluyjo metabolico mediante la solu-
cién del modelo cuando se dificulta su determinacion
experimental.

Calik y Ozdamar [31] propusieron por primera vez
una ecuacion para la EPO-hr producida en células
de Bacillus licheniformis, y no tuvieron en cuenta la
estructura glicosilada de la molécula. Ello limita su
uso en modelos metabdlicos en células que no expre-
san glicoproteinas. Otra desventaja del uso de esta
ecuacion es que introduce un aumento del grado de
propagacion de los errores en el calculo de los flujos
metabdlicos debido a un incremento en el nimero de
condicién de la matriz estequiométrica.

La ecuacion de nuestro trabajo para la proteina
EPO-hr es la primera que tiene en cuenta la estructura
glicosilada que la conforma y expresa la estequiome-
tria en funcioén de las composiciones molares, sin que
se comprometa la estimacion de los flujos metabdlicos
[10], y ademas se logra una disminucion del nimero
de condicion de la matriz de los numeros estequio-
métricos.

La composicion elemental de la secuencia de ami-
noécidos en lamolécula de EPO es C, ;H , N, O, S..
La composicion elemental en los tres sitios de N-gli-
cosilacion es C, . .H N, O_, mientras que la del sitio

DS Magr Y627 "27 279 " -
de O-glicosilacion es C, H_N.O, . A partir del analisis

360757 73726°

242

anterior, la molécula de EPO-hr tiene una composi-
cion elemental de C,,. . H 0,5, que normalizada

S 1232 1989N259
aun atomo de carbono queda CH, (N, O ..

1.61

Modelo matematico para describir
la formacién de EPO-hr en células CHO

En la tabla 3 se muestran todas las reacciones que se
incluyeron en la construccion del modelo matemati-
co. Se tuvieron en cuenta nodos importantes del me-
tabolismo central del carbono, en este caso G6P, F6P
y piruvato (PYR), y las ecuaciones del crecimiento de
las células CHO y de la sintesis de EPO-hr resultan-
tes. Es importante incluir un nimero mayor de nodos
del metabolismo central del carbono que en otros mo-
delos propuestos para CHO [4, 9, 12], para usar el
modelo como herramienta de ingenieria metabolica,
donde es preciso identificar los nodos principales de
la red y su rigidez, para redireccionar los flujos hacia
la formacion del producto de interés [3].

La matriz de los nimeros estequiométricos obteni-
da tiene una dimension de 47 X 44 con un rango igual
a 44; por tanto, cumple la condiciéon matematica para
solucionar el modelo y se puede aplicar la técnica de
MFA (Figura 1). Tiene ademas un niimero de condi-
cion de 83, menor que 100, por lo que la matriz es
funcional desde el punto de vista matematico, poco
sensible, y los resultados de los flujos metabdlicos que
se calculen son confiables. En la figura, los puntos sig-
nifican nimeros estequiométricos diferentes de cero.

Comprobacién de la calidad de la informacién
experimental

A los flujos metabodlicos externos (velocidades ne-
tas de salida de la célula) se les realizé el analisis de
consistencia (Tabla 4), y se dejaron como velocidades
especificas para calcular las de CO, y NH,. Se obtuvo
una funcion h de prueba igual a 4.718; menor que el
valor critico de x* (5.991) para dos grados de libertad
y un nivel de confianza del 95%. Por ello, los datos ex-
perimentales son consistentes y se pueden estimar los
valores de las velocidades especificas de CO, y NH,
en 0.80 y 0.09 mmol/g de biomasa seca por hora, res-
pectivamente. El conjunto de datos experimentales se
puede utilizar para calcular los flujos metabolicos in-
ternos mediante la solucion del modelo matematico.

Solucién del modelo matematico

En el mapa de los flujos metabdlicos calculados, solo
se representaron los flujos con mayores valores (Figu-
ra 2). La glucolisis, la formacion de lactato, el ciclo de
los acidos tricarboxilicos, la fosforilacion oxidativa, el
consumo de glutamina, la lanzadera malato-aspartato
y la reaccion catalizada por la enzima malica mitocon-
drial muestran los flujos mayores, también observados
por Ahn y cols. [32]. Este comportamiento coincide
con el fenotipo metabdlico ineficiente, caracterizado
por altas velocidades de consumo de glucosa y altas
velocidades de formacion de lactato aun en presen-
cia de oxigeno (efecto Warburg), referido por Goudar
y cols. [9] y por Mulukutla y cols. [33] para células
de mamiferos. Esto se debe a que el flujo glucolitico
esta relacionado con la rapidez con que se regenere el
NAD" a través de la conversion a piruvato y por las
lanzaderas de NADH.

Los resultados mediante el MFA muestran que el
alto consumo de glucosa esta descoordinado con el
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Tabla 3. Reacciones de la red metaboélica del modelo matematico para la producciéon de eritropoyetina humana

recombinante en células CHO*

Ruta No.

Reaccion

Glucélisis

Ruta
de las pentosas fosfato

Ciclo de los acidos
tricarboxilicos

_._._._._._._._._._.
VCONOCUAWN=OO0®NOULAWLN =

)
o

Enzima madlica

NN
N —

Fosforilacién oxidativa

N
o

Degradacién y sintesis
de aminodcidos

NN NNN
© N O A

29.
30.
31.

32.

33.
34.
35.
36.
37.
38.

39.

40.

41.
42.

GLC + ATP = G6P + ADP

G6P = F6P

F6P + ATP = 2GAP + ADP

GAP + P, + NAD* + ADP = G3P + NADH + H* + ATP

G3P = PEP + H,0

PEP + ADP = PYR + ATP

PYR + NADH + H* = LAC + NAD*

G6P + 2NADP* + H,O = R5P + CO, + 2NADPH + H*

R5P + X5P = S7P + GAP

E4P + X5P = F6P + GAP

S7P + GAP = F6P + E4P

PYR + CoA+ NAD* = AcCoA + CO, + NADH + H*

AcCoA + OAA + H,0 = CIT + CoA

CIT + NADP* = a-KG + CO, + NADPH + H*

a-KG + CoA + NAD* = SucCoA + CO,+ NADH + H*

SucCoA + GDP + P, = SUC + CoA + GTP

SUC + FAD = FUM + FADH,

FUM + H,O = MAL

MAL + NAD* = OAA + NADH + H*

PYR + H,O + CO, + NADH + H* = MAL + NAD* + P,

NADH + H* + 3ADP + 3P, + 0.50, = 4H,0 + 3ATP + NAD*

FADH, + 2ADP + 2P, + 0.50, = 3H,0 + 2ATP + FAD

ALA + a-KG = PYR + GLU

GLY + N3 N'°-Metilén-THF = SER+ THF

SER = PYR + H,0O + NH,

THR = GLY + ACE

CYS + 20, + 2NADH + 2H* + a-KG = PYR + 2H,0 + 2NAD* + GLU

TRP + 30, + 3H,0 + NADPH + H* + CoA = ALA + 2AcCoA + FOR + NADP* + 3CO,
+ NH

PHE +3 O, + NADPH + H* = TYR + NADP* + H,0O

TYR + 20, + a-KG + CoA + SucCoA = 2AcCoA + SUC + GLU + CO,

LEU + a-KG + 2H,0 + 3CoA + NAD* +FAD + ATP = 3AcCoA + ADP + P, + NADH
+ H* + GLU + FADH,

LYS + 2a-KG + 3NAD* + 2CoA + FAD + 2H,0 = 2AcCoA + 2GLU + 3NADH + 3H*
+ 2CO, + FADH,

ARG + a-KG + 2H,0 + NAD* = 2GLU + NADH + H* + Urea

HIS + 2H,0 + THF = GLU + NH, + N*-Formimino-THF

PRO + H,0 + 0.50, + NAD* = GLU + NADH + H*

GLN + H,O = GLU + NH,

GLU + NADP* = a-KG + NH, + NADPH + H*

MET + 3H,0O + 2ATP + SER + CoA + NAD* = SucCoA + ADP + 4P, + CYS + NADH
+ H*

VAL + 3H,0 + ATP + a-KG + CoA + 3NAD* + FAD = SucCoA + ADP+ P, + FADH,
+ 3NADH + 3H* + GLU + CO,

ILE + 2H,0 + ATP + o-KG + 2CoA +2NAD* + FAD = SucCoA + ADP+ P, + FADH,
+ 2NADH + 2H* + GLU + AcCoA

ASN + H,0 = ASP + NH,
ASP + 0-KG = OAA + GLU

* El nomero de la reacciéon se corresponde con su posicién en la matriz de MatLab. AcCoA: acetil-CoA; ACE: acetaldehido; ADP y ATP:
adenosina di y trifosfato; ALA: alanina; ARG: arginina; ASN: asparagina; ASP: aspartato; CIT: citrato; CoA: coenzima A; CYS: cisteina;
E4P: eritrosa-4-fosfato; F6P: fructosa-6-fosfato; FAD y FADH2: flavina adenina dinucleétido oxidada y reducida, respectivamente; FOR:

acido férmico; FUM: fumarato; G3P: 3

-fosfoglicerato; G6P: glucosa-6-fosfato; GAP: gliceraldehido-3-fosfato; GDP y GTP: guanosina di

y trifosfato, respectivamente; GLC: glucosa; GLN: glutamina; GLU: glutamato; GLY: glicina; HIS: histidina; ILE: isoleucina; LAC: lactato;
LEU: leucina; LYS: lisina; MAL: malato; MET: metionina; NADH y NAD+: nicotinamina adenina dinucleétido reducida y oxidada, res-
pectivamente; NADPH y NADP+: nicotinamina adenina dinucleétido fosfato reducida y oxidada, respectivamente; OAA: oxalacetato;
PEP: fosfoenolpiruvato; PHE: fenilalanina; Pi: fésforo inorgdnico; PRO: prolina; PYR: piruvato; PYR: piruvato; R5P: ribosa-5-fosfato S7P:
sedoheptulosa-7-fosfato; SER: serina; SUC: succinato; SucCoA: succinil-CoA; THF: tetrahidrofolato; THR: treonina; TRP: triptéfano; TYR:
tirosina; VAL: valina; X5P: xilulosa-5-fosfato; a.-KG: a-cetoglutarato.

ciclo de los acidos tricarboxilicos. Si se analiza la
distribucion de flujos metabolicos alrededor del nodo
piruvato que es el metabolito que enlaza la glucdli-
sis con el ciclo, se observa que el 82% del piruva-
to que se encuentra en el citoplasma se convierte en
lactato y solo el 15% se transporta a la mitocondria.
Solo el 41% del piruvato que entra a la mitocondria
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ingresa al ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo que
representa el 8.8% del piruvato que se encuentra en
el citoplasma; mientras que el otro 56% se convierte
a alanina por la enzima alanina-aminotransferasa y es
expulsado al medio de cultivo. A su vez, casi toda la
glutamina consumida se convierte en glutamato por
la enzima dependiente de fosfato glutaminasa en la

Biotecnologia Aplicada 2012; Vol.29, No.4
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Figura 1. Matriz de los numeros estequiométricos que forman
parte del modelo matematico. Los puntos representan los no-
meros estequiométricos diferentes de cero para las reacciones
1 a la 42, descritas en la tabla 3. Los puntos de las reacciones
43 y 44 se corresponden con las ecuaciones obtenidas para
la formacién de biomasa de células CHO y la produccién de
eritropoyetina, respectivamente (ver el texto para mas detalles
sobre las reacciones).

mitocondria. Estos comportamientos de altas veloci-
dades en la glucolisis junto con la oxidacion parcial
de la glutamina y la formacion de alanina para células
CHO fueron descritos por Altamirano y cols. [4] y
Goudar y cols. [9].

El flujo de piruvato que entra a la mitocondria es
similar al flujo de transporte del malato desde el cito-
plasma. Esto coincide con lo descrito por Mulukutla y
cols. [33], quienes plantean que en estado estacionario,
la velocidad de piruvato que entra a la mitocondria es
aproximadamente igual al flujo de equivalentes reduc-
tores transferidos a través de la membrana mitocon-
drial mediante las lanzaderas de NADH. El aspartato
formado en la mitocondria se transporta al citoplasma
para contribuir a las reacciones de transferencia de
electrones mediante la lanzadera malato-aspartato. En
esta lanzadera, el aspartato que deja la mitocondria se
convierte a oxalacetato por la aspartato-aminotrans-
ferasa citosolica. El oxalacetato entonces se reduce a
malato usando electrones donados por el NADH ge-
nerado en la glucdlisis. Este malato entra a la mito-
condria y dona electrones al complejo I de la cadena
de transporte electronico. Asi, la lanzadera mantiene
en curso la produccion de ATP en la mitocondria (a
través de la fosforilacion oxidativa) y el citoplasma
(por el reabastecimiento del NAD" necesario para la
glucolisis).

Un parametro metabolico de interés que se calcula
es la relacién O,/ATP. Si todo el NADH y el FADH,
se convierten a ATP por la via de la fosforilacion
oxidativa, esta relacion debe tener un valor cercano
a 0.17 [15]. El NADH y el FADH, generados en la
mitocondria donan electrones al complejo [ y II de la
cadena de transporte electronico, respectivamente. El
valor obtenido de la relacion O,/ATP es de 0.20, lo que
indica que el ciclo de los acidos tricarboxilicos no esta
acoplado en su totalidad a la generacion de energia
por la via de la fosforilacion oxidativa.

Otro parametro que refleja el estado metabodlico de la
célula es larazon de respiracion, definida como la rela-
cion entre la velocidad especifica de formacion de CO,
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Tabla 4. Velocidades especificas de produccién (valor positivo) o consumo (valor negativo)
utilizados en el andlisis de la consistencia de los datos experimentales*

Produccién Consumo
Metabolito Velocnfi.ad Metabolito Velocn’d.ud Metabolito Velocnld.ad
especifica especifica especifica
LAC 6.54 CYS -0.01 PHE -0.09
Biomasa 1.03 TRP -0.01 TYR -0.09
ALA 0.93 HIS -0.02 LEU -0.12
GLU 0.40 MET -0.02 LYS -0.12
ASP 0.16 THR -0.04 ASN -0.32
SER 0.03 PRO -0.05 02 -0.72
EPO-hr 0.02 VAL -0.05 GLN -0.80
GLY 0.02 ARG -0.06 GLC -8.28
ILE -0.06

*Velocidad especifica expresada en milimoles por gramo de biomasa seca por hora. EPO-hr: eritropoyetina
humana recombinante; GLC: glucosa; LAC: lactato. Se representan los aminodcidos segun el cédigo de tres

letras.

y la velocidad especifica de consumo de O, (CO,/O,).
La razon de respiracion en el caso estudiado tiene un
valor de 1.11, similar al valor de 1.1 para células de
mamiferos antes publicado [14].
GLC
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Figura 2. Mapa de flujos metabélicos que representa la
solucion del modelo matemadtico. El color negro indica las
reacciones que ocurren en el citoplasma, y el rojo las que
ocurren en la mitocondria. Los valores numéricos representan
los flujos metabélicos normalizados contra el flujo metabélico
de la reaccién de consumo de glucosa (100). Lineas disconti-
nuas representan mas de una reaccién. AcCoA: acetil-CoA;
ALA: alanina; ASP: aspartato; CIT: citrato; F6P: fructosa-6-
fosfato; FUM: fumarato; G3P: 3-fosfoglicerato; G6P: glucosa-
6-fosfato; GAP: gliceraldehido-3-fosfato; GLC: glucosa; GLN:
glutamina; GLU: glutamato; LAC: lactato; MAL: malato; OAA:
oxalacetato; PEP: fosfoenolpiruvato; PYR: piruvato; SUC:
succinato; SucCoA: succinil-CoA; a-KG: a-cetoglutarato.
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Conclusiones

Los resultados mediante la técnica de MFA son con-
sistentes desde el punto de vista bioquimico y coinci-
den con los descritos por otros autores para las células
CHO; por tanto, el modelo matematico del metabolis-
mo propuesto en este trabajo se puede usar para carac-
terizar su metabolismo al producir la proteina recom-
binante EPO-hr. Una ventaja que presenta este modelo
matematico con respecto a otros para células CHO es

Recibido en abril de 2010. Aprobado
en junio de 2012.
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que en la red metabolica se reflejan muchos nodos del
metabolismo central del carbono, lo que proporciona
una informacién mas detallada al interpretar la red y
puede ser usado en ingenieria metabdlica. La ecuacion
presentada para la formacién de la proteina EPO es la
primera que se ha descrito en la literatura y se puede
usar en otros trabajos, aun cuando la biomolécula se
produzca por una linea celular diferente de CHO. La
metodologia para construir el modelo se puede usar
también para obtener otros modelos [34].
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