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RESUMEN
La modelación matemática del metabolismo tiene importantes aplicaciones relacionadas con la ingeniería de bio-
procesos; entre ellas, la interpretación de estados fi siológicos de la célula. El análisis de fl ujos metabólicos es una 
herramienta útil en la modelación matemática del metabolismo. Para aplicar esta técnica a la síntesis de eritropoyetina 
humana recombinante en células CHO, se construyó la matriz con los números estequiométricos de las reacciones 
de las principales rutas que generan energía y forman los precursores fundamentales para la síntesis del producto 
y de la biomasa. Se incluyeron también las ecuaciones que representan las biosíntesis 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 dimensión de 47 × 44, con un rango igual a 44 y un número de condición de 83, por lo que 
el modelo tiene solución única y es poco sensible. El mapa de fl ujos metabólicos a partir de la solución del modelo 
usando datos experimentales, muestra resultados consistentes desde el punto de vista bioquímico, que coinciden 
con resultados de otros investigadores, en células CHO y otras de mamíferos. Con la propuesta de este modelo 
matemático se ofrecen elementos generales de la metodología para su construcción.
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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 fl ux 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 × 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 
fl ux 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.

Keywords: metabolic fl ux analysis, metabolism, mathematical model, CHO, EPO

Introducción
Las células de mamíferos se utilizan para fabricar 
proteínas terapéuticas complejas y anticuerpos mo-
noclonales, porque producen proteínas con el patrón 
de glicosilación adecuado. Para mejorar la cantidad y 
calidad de la proteína de interés, se requiere compren-
der cómo su producción está relacionada con el creci-
miento y mantenimiento celulares, y el metabolismo 
[1]. La modelación matemática del metabolismo, que 
es la base de muchos trabajos en ingeniería metabóli-
ca, tiene otras aplicaciones como la interpretación de 
los estados fi siológicos de la célula, la formulación 
de los medios de cultivo y el diseño de las estrategias 
de operación. 

Los modelos matemáticos más usados para el me-
tabolismo son los estequiométricos, y las técnicas de 
análisis que predominan son el análisis del balance 
de fl ujos (FBA) y el análisis de fl ujos metabólicos 

(MFA). Cuando se aplica la técnica de FBA se usa un 
criterio de optimización para reducir el espacio solu-
ción del modelo hasta encontrar una solución única 
[2]. El resultado de la técnica de MFA es un mapa de 
fl ujos metabólicos que muestra las reacciones bioquí-
micas y los fl ujos metabólicos para cada reacción, en 
forma de diagrama. La ventaja fundamental de esta 
segunda técnica sobre la primera está en que permite 
determinar los fl ujos metabólicos de una ruta in vivo, 
en especial cuando el objetivo es convertir la mayor 
cantidad de sustratos posibles en productos útiles [3]. 
La técnica de MFA se aplica cada vez más en la carac-
terización cuantitativa del metabolismo de las células 
de mamíferos [4-8]. El mapa de fl ujos metabólicos 
de la red se obtiene mediante el método del balance 
de metabolitos combinado con la información expe-
rimental de las velocidades específi cas de producción 
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o consumo de metabolitos, y el sistema de ecuaciones 
se resuelve con las técnicas de álgebra lineal o me-
diante la aplicación de experimentos con marcaje de 
carbono 13. Este último método presenta desventajas 
frente al primero, por su elevado costo y porque los 
resultados son dependientes de la escala de trabajo; 
mientras que la información experimental del primero 
es independiente de la escala. De ahí que el método 
del balance de metabolitos sea reconocido como el 
más adecuado para el uso rutinario en el desarrollo de 
procesos y la caracterización del metabolismo [9]. Su 
precisión 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 más recientemente para células de ovario de 
hámster chino (CHO) cultivadas en modo perfusión 
[9]. Cada modelo matemático del metabolismo pro-
puesto para un tipo de célula puede ser particular 
en función de la información que brinda a partir del 
número de metabolitos balanceados, del número de 
nodos de la red observados y del objetivo de los in-
vestigadores. Existen modelos para la aplicación 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 variación de la concentración inicial de glucosa 
en un cultivo continuo [4], para demostrar la validez 
del método de balance de metabolitos como herra-
mienta útil para estudiar el metabolismo de la célula 
sin requerir métodos experimentales costosos como el 
marcaje de carbono (13C) [9] y para comparar las pre-
dicciones del modelo con resultados experimentales 
[12]. Los resultados obtenidos a través de la solución 
de los modelos son consistentes con los conocimien-
tos sobre la bioquímica de la célula. Sin embargo no 
ha sido publicado modelo alguno para células CHO 
produciendo la proteína glicosilada eritropoyetina hu-
mana recombinante (EPO-hr). 

El objetivo de este trabajo fue construir un modelo 
matemático para aplicar la técnica de MFA en células 
CHO que produzcan EPO-hr. En el modelo se incluye 
una ecuación para la formación del producto de inte-
rés, a partir de un análisis de la composición química 
de la molécula, la cual se puede usar en otros modelos 
con otras líneas celulares que produzcan la proteína 
EPO-hr. 

Materiales y métodos

Análisis de fl ujos metabólicos y método 
de solución del modelo matemático
La ecuación 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 expresión 
general de la ley de conservación de la masa. En este 
trabajo se propone la forma particular desde el punto 
de vista matemático:

    
(1)

donde:
dNi/dt es la variación de la cantidad de sustancia de 

cada metabolito en el tiempo; Fio y Fi son los fl ujos de 
cantidad de sustancia del metabolito i de entrada (Fio) 

y salida (Fi) en el sistema (célula); αij es el número 
estequiométrico del metabolito i en la reacción j. Los 
valores de αij tienen signo positivo cuando el meta-
bolito i es producto de la reacción; y signo negativo, 
cuando es reactivo; dεj/dt es la velocidad de la reac-
ción (grado de avance de la reacción j en el tiempo);

La ecuación 1 es un aporte original de este traba-
jo que une los enfoques termodinámico y cinético, 
grado de avance de la reacción (εj) y velocidad de la 
reacción (dεj/dt). Esta ecuación se puede usar no solo 
para la modelación matemática de redes metabólicas, 
sino para cualquier tipo de sistema reaccionante múl-
tiple en los campos de la química básica e ingeniería 
química.

El modelo matemático que se obtiene en estado es-
tacionario (variación de la cantidad de sustancia de 
cada metabolito: dNi/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:

(2)
donde: 

Fi0 - Fi + ∑ αij

j=n

j=1
=

dNi

dt

dεj

dt

Ax = q

A es la matriz de dimensión m × n que contiene los 
números estequiométricos (αij) para cada metabolito 
en cada reacción de la red; x es el vector que contie-
ne los fl ujos metabólicos internos (las velocidades de 
reacción, dεj/dt), que son las variables incógnitas del 
modelo; q es el vector que contiene las salidas netas 
de los metabolitos que la célula intercambia con el 
entorno (qi = Fi - Fio). 

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

El modelo propuesto tiene más ecuaciones de ba-
lance de metabolitos que reacciones, por lo que el sis-
tema es sobredeterminado y su solución matemática 
está dada por la ecuación 3, según el método de míni-
mos cuadrados [3]. Se utilizó el programa de cálculo 
MATLAB 7.11 R2010b.

x = (AΤ A)-1 AΤ q
(3)

donde: 
AT es la matriz transpuesta de A.
Para comprobar el grado de propagación de los 

errores de la matriz y la confi abilidad de los fl ujos 
metabólicos calculados se hizo un análisis de sensi-
bilidad a la matriz a partir de su número de condición, 
aplicando el criterio de Stephanopoulos y cols. [3].

Matriz de los números estequiométricos 
para la síntesis de EPO-hr en células CHO
Para la construcción de la matriz de los números este-
quiométricos se incluyeron las rutas de la glucólisis, 
de las pentosas fosfatos, del ciclo de los ácidos tricar-
boxílicos y de la reacción catalizada por la enzima 
málica, de la fosforilación oxidativa y de la degrada-
ción de los aminoácidos. Todas esas reacciones del 
metabolismo en las células de mamíferos se consi-
deran importantes [1, 3, 4, 9, 10, 12-16]. Además se 
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tuvieron en cuenta las reacciones de las síntesis de 
los precursores para la formación de biomasa y del 
producto de interés, y se expresaron también ecuacio-
nes estequiométricas para la biomasa y el producto. 
Estas dos últimas ecuaciones estequiométricas son 
las que hacen que este modelo sea específi co para las 
células CHO en la síntesis de EPO-hr, ya que las de-
más reacciones son comunes a todas las células de 
mamíferos.

Ecuación estequiométrica para la formación 
de la biomasa
La ecuación estequiométrica para la formación de la 
biomasa se obtiene a partir de las ecuaciones de biosín-
tesis de las macromoléculas principales que conforman 
las células de mamíferos (ácidos nucleicos, proteínas, 
lípidos y carbohidratos). Esas reacciones se expresa-
ron en función de los precursores que se forman en el 
metabolismo central del carbono según la metodología 
propuesta por Zupke y Stephanopoulos [10]. 

Las reacciones de formación 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 mamífe-
ros se tomaron de Zubay y cols. [18].

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

Para la composición másica de los lípidos se usó 
como referencia la membrana del eritrocito [10, 20]. 
Los valores promedios calculados y utilizados en el 
modelo fueron 63.0% para fosfolípidos, 13.0% para 
glucolípidos y 26.5% para colesterol. 

De los fosfolípidos, la fosfatidilcolina (FC) es la 
especie más abundante en las membranas celulares 
[17, 20-22] y su reacción de formación se presenta a 
continuación: 
18AcCoA + GAP + COL + NADH + 30NADPH 
+31H+ + 2O2 + CTP + 37ATP + 3H2O = FC + 18CoA 
+30NADP+ + NAD+ + 2AMP + CMP + 35ADP + 41Pi 
+ 2CO2

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-
raldehído-3-fosfato; COL: colina; NADH y NAD+: 
nicotinamina adenina dinucleótido reducida y oxida-
da, respectivamente; NADPH y NADP+: nicotinamina 
adenina dinucleótido fosfato reducida y oxidada, res-
pectivamente; Pi: fosfato inorgánico.

Para obtener esta reacción de formación se partió 
del ácido oleico como ácido graso precursor, por ser 
el que tiene mayor proporción en las células de mamí-
feros [14, 17]. También se tuvo en cuenta la reacción 
de formación del colesterol por ser un constituyente 
importante en las membranas de células de mamíferos 
[20, 22].

Para representar la síntesis de carbohidratos (CH), 
se tomó la ecuación general de Altamirano y cols. [4]:

G6P + 3.5ATP = CH + 3.5ADP + 3.5Pi

donde: 
G6P: glucosa-6-fosfato.
Para calcular la masa de las cinco macromoléculas 

presentes en una célula CHO, se calculó el promedio 
de la composición másica [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 proteína celular; el 5.4%, 
al ARN, el 3.7% al ADN; el 14.8% a los lípidos y el 
6.1% a los carbohidratos. Se obtuvo además 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 proteína celular se calculó suman-
do el producto de la composición molar promedio 
de cada aminoácido (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 
halló sumando el producto de la composición 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 utilizó una masa molar 
promedio de 215 g/mol. 

Con respecto a la proteína celular, se calculó la can-
tidad de sustancia de cada aminoácido multiplicando 
la composición de cada uno (Tabla 1) por la cantidad 
de sustancia de la proteína celular (1.99 pmol). 

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

Ecuación estequiométrica para la formación 
del producto (EPO-hr)
Para obtener la ecuación de formación del producto 
(EPO-hr), se precisó la composición química de la 
biomolécula, su composición de aminoácidos y car-
bohidratos [25, 26].

La reacción de la EPO-hr dependió de las reac-
ciones de formación de los oligosacáridos que se 
encuentran en los sitios de glicosilación (por su alta 
proporción en la molécula) en función de los meta-
bolitos del metabolismo central del carbono. Con las 
cantidades de los aminoácidos y de los precursores 
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Tabla 1. Composición molar promedio de los amino-
ácidos (código de tres letras) en células de mamíferos,
calculada a partir de datos de la literatura

Composición 
(%)

Composición 
(%)Aminoácido Aminoácido

8.8 4.7ALA GLN
8.6 4.7GLY ILE
8.5 4.7LEU PRO
8.1 4.2LYS ASN
7.3 3.3GLU PHE
6.3 2.6SER TYR
6.0 2.0ASP HIS
6.0 1.7VAL MET
5.6 1.6ARG CYS
5.6 0.6THR TRP
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de los oligosacáridos se halló la composición de cada 
uno dividiendo el número de unidades de cada meta-
bolito entre la suma de todas las unidades. Se tuvo en 
cuenta además que por cada aminoácido incorporado 
se requieren 4 ATP [10, 13]. 

Información experimental analizada 
con el modelo propuesto
El cultivo de las células se realizó 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 dilución de 
0.026 h-1, una velocidad de agitación de 130 min-1 y un 
fl ujo de aire de 0.02 vvm. 

Técnicas analíticas
La determinación de la concentración de los aminoá-
cidos se realizó mediante HPLC (Shimadzu, Japón), 
para lo cual se empleó una columna de fase reversa 
C18 (ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 5 μm, Agilent 
Technologies, EE.UU.) con precolumna (Vydac C-18) 
después de la derivatización con el agente derivati-
zante fenilisotiocianato según el protocolo de Elkin y 
Wasynczuk [27]. La determinación de la concentra-
ción de glucosa, lactato y glutamina se realizó en un 
analizador bioquímico YSI Modelo 2700 SELECT 
(YSI Life Sciences, EE.UU.).

Para determinar la concentración de EPO en el so-
brenadante del cultivo, se utilizó una columna de fase 
reversa Vydac C8 de 150 × 4.6 mm con una partícula 
de 5 μm. La separación se logró con un gradiente no 
lineal de solventes orgánicos (fase móvil A: ácido tri-
fl uoroacético en agua 0.1%; fase móvil B: acetonitrilo 
90% + ácido trifl uoroacético en agua 0.09%). 

Cálculo de las velocidades netas de salida 
de los metabolitos a partir de la información 
experimental
La información necesaria para formar el vector q del 
modelo, se calcula a partir de los datos experimentales 
de las concentraciones de los metabolitos mediante la 
ecuación de balance de masa en el reactor en estado 
estacionario [4]:

libertad son iguales al rango de la matriz redundancia 
R [30]. Con los grados de libertad y un nivel de con-
fi anza de 95% se obtiene un valor crítico de χ2 para 
realizar una prueba de hipótesis que permite corrobo-
rar que el error en las mediciones no es signifi cativo.

Resultados y discusión

Ecuación del modelo que simboliza 
la formación de la biomasa y su fórmula 
química 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 metodología antes 
descrita. 

La ecuación que simboliza la formación de una cé-
lula CHO en el modelo es:
0.067R5P + 11.100ATP + 0.229GLN + 0.203GLY 
+ 0.205ASP + 0.077NAD+ + 0.067 N10-Formil-
THF + 0.067HCO3

- + 0.008N5,N10-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 + 0.501O2 
+ 0.105G6P + 0.020GTP + 0.045GAP + 0.045COL 
+ 0.045CTP + 0.031H2O + 0.008GLU = CHO + 
2.918ADP + 3.354Pi + 0.422CO2 + 0.008DHF + 
0.067THF + 0.053FUM + 0.002NADH + 1.485CoA 
+ 1.891NADP+ + 0.171AMP + 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 estándar de tres letras de los 
aminoácidos.

Esta ecuación contiene más información que la 
descrita por Altamirano y cols. [4], quienes repre-
sentan la formación de la célula dividida en cinco 
ecuaciones para las macromoléculas principales. Ello 
difi culta la identifi cación del aporte de las rutas prin-
cipales del metabolismo central a la formación de la 
célula. Para la biosíntesis de los lípidos, en este tra-
bajo se tienen en cuenta publicaciones más recientes 
que reconocen la membrana de eritrocito en las célu-
las de mamíferos, como modelo por su caracteriza-
ción [10, 20].

A partir de la cantidad de sustancia y la compo-
sición elemental de cada macromólecula se obtuvo 
una composición elemental normalizada a un átomo 
de carbono de la biomasa de CH1.95 N0.23 O0.50 y de la 
proteína celular de CH2.01N0.29 O0.52. Estas dos formas 

qi
=

D (Ci
S - Ci

E)

XV (4) 
donde: 

D es la velocidad de dilución; Ci
E y Ci

S son la con-
centración del metabolito a la entrada y la salida del 
reactor (mg/L), respectivamente; XV es la concentra-
ción de células vivas en el reactor (células/mL).

La velocidad neta de salida para el oxígeno se cal-
culó de manera experimental, según el método diná-
mico para determinar el coefi ciente volumétrico de 
transferencia de oxígeno [28].

Comprobación de la calidad de la información 
experimental
El análisis de consistencia se realizó 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 función de prueba o 
índice de consistencia (h) que sigue una distribución 
de probabilidades igual a la de χ2, donde los grados de 

Tabla 2. Cantidad de cada macromolécula en una 
célula CHO

Masa 
(pg/célula)

Cantidad de sustancia 
(pmol/célula)Macromolécula

Colesterol 0.04
ADN 0.03
Fosfatidilcolina 0.05
Carbohidratos 0.11
ARN 0.04
Lípidos 
Proteína celular

-
1.99

14.44
13.48
34.33
22.64
19.79
54.49

255.55

 Sasaki H, Bothner B, Dell A, Fukuda M. 26. 
Carbohydrate structure of erythropoietin 
expressed in Chinese hamster ovary cells 
by a human erythropoietin cDNA. J Biol 
Chem. 1987;262(25):12059-76.

 Elkin RG, Wasynczuk AM. Amino 27. 
acid analysis of feedstuff hydrolysates 
by precolumn derivatization with phe-
nylisothiocyanate and reversed-phase 
high-performance liquid chromatography. 
Cereal Chem. 1987;64(4):226-9.

 Doran PM. Bioprocess Engineering 28. 
Principles. London: Academic Press; 
1995.

 van der Heijden RT, Heijnen JJ, He-29. 
llinga C, Romein B, Luyben KC. Linear 
constraint relations in biochemical reaction 
systems: I. Classifi cation of the calculability 
and the balanceability of conversion rates. 
Biotechnol Bioeng. 1994;43(1):3-10.

 van der Heijden RT, Romein B, Heijnen 30. 
JJ, Hellinga C, Luyben KC. Linear constraint 
relations in biochemical reaction systems: 
II. Diagnosis and estimation of gross errors. 
Biotechnol Bioeng. 1994;43(1):11-20.
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son necesarias para la determinación de la calidad de 
la información experimental que se usa en la solución 
del modelo matemático.

Ecuación del modelo que simboliza 
la formación de la proteína EPO-hr 
y su fórmula química normalizada 
A partir del análisis de la composición de la molé-
cula de EPO y expresando su formación en función 
de precursores del metabolismo central, se obtiene la 
ecuación que simboliza la formación 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 
+ 0.026H2O + 0.071GTP + 1.480ATP + 0.026PEP 
= EPO + 0.030ADP + 0.452Pi + 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 aminoácidos se-
gún el código de tres letras.

Pocos autores han propuesto una ecuación para 
expresar la formación del producto extracelular de 
interés [3, 31]. Stephanopoulos y cols. [3] proponen 
una para modelar la producción 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 ecuación para el producto, está la po-
sibilidad de conocer la relación entre la distribución 
de fl ujos metabólicos en la célula y la cantidad de 
producto formado para tomar decisiones de modifi -
caciones en el metabolismo mediante las técnicas de 
ingeniería metabólica. Otra de las ventajas es que se 
puede calcular el fl ujo metabólico mediante la solu-
ción del modelo cuando se difi culta su determinación 
experimental.

Calik y Ozdamar [31] propusieron por primera vez 
una ecuación 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 metabólicos en células que no expre-
san glicoproteínas. Otra desventaja del uso de esta 
ecuación es que introduce un aumento del grado de 
propagación de los errores en el cálculo de los fl ujos 
metabólicos debido a un incremento en el número de 
condición de la matriz estequiométrica. 

La ecuación de nuestro trabajo para la proteína 
EPO-hr es la primera que tiene en cuenta la estructura 
glicosilada que la conforma y expresa la estequiome-
tría en función de las composiciones molares, sin que 
se comprometa la estimación de los fl ujos metabólicos 
[10], y además se logra una disminución del número 
de condición de la matriz de los números estequio-
métricos.

La composición elemental de la secuencia de ami-
noácidos en la molécula de EPO es C809H1305N229O240S5. 
La composición elemental en los tres sitios de N-gli-
cosilación es C387H627N27O279, mientras que la del sitio 
de O-glicosilación es C36H57N3O26. A partir del análisis 

anterior, la molécula de EPO-hr tiene una composi-
ción elemental de C1232H1989N259O545, que normalizada 
a un átomo de carbono queda CH1.61N0.21O0.44. 

Modelo matemático para describir 
la formación de EPO-hr en células CHO
En la tabla 3 se muestran todas las reacciones que se 
incluyeron en la construcción del modelo matemáti-
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 síntesis de EPO-hr resultan-
tes. Es importante incluir un número 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 ingeniería metabólica, 
donde es preciso identifi car los nodos principales de 
la red y su rigidez, para redireccionar los fl ujos hacia 
la formación del producto de interés [3].

La matriz de los números estequiométricos obteni-
da tiene una dimensión de 47 × 44 con un rango igual 
a 44; por tanto, cumple la condición matemática para 
solucionar el modelo y se puede aplicar la técnica de 
MFA (Figura 1). Tiene además un número de condi-
ción de 83, menor que 100, por lo que la matriz es 
funcional desde el punto de vista matemático, poco 
sensible, y los resultados de los fl ujos metabólicos que 
se calculen son confi ables. En la fi gura, los puntos sig-
nifi can números estequiométricos diferentes de cero.

Comprobación de la calidad de la información 
experimental
A los fl ujos metabólicos externos (velocidades ne-
tas de salida de la célula) se les realizó el análisis de 
consistencia (Tabla 4), y se dejaron como velocidades 
específi cas para calcular las de CO2 y NH3. Se obtuvo 
una función h de prueba igual a 4.718; menor que el 
valor crítico de χ2 (5.991) para dos grados de libertad 
y un nivel de confi anza del 95%. Por ello, los datos ex-
perimentales son consistentes y se pueden estimar los 
valores de las velocidades específi cas de CO2 y NH3 
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 fl ujos metabólicos in-
ternos mediante la solución del modelo matemático.

Solución del modelo matemático
En el mapa de los fl ujos metabólicos calculados, solo 
se representaron los fl ujos con mayores valores (Figu-
ra 2). La glucólisis, la formación de lactato, el ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos, la fosforilación oxidativa, el 
consumo de glutamina, la lanzadera malato-aspartato 
y la reacción catalizada por la enzima málica mitocon-
drial muestran los fl ujos mayores, también observados 
por Ahn y cols. [32]. Este comportamiento coincide 
con el fenotipo metabólico inefi ciente, caracterizado 
por altas velocidades de consumo de glucosa y altas 
velocidades de formación de lactato aun en presen-
cia de oxígeno (efecto Warburg), referido por Goudar 
y cols. [9] y por Mulukutla y cols. [33] para células 
de mamíferos. Esto se debe a que el fl ujo glucolítico 
está relacionado con la rapidez con que se regenere el 
NAD+ a través de la conversión a piruvato y por las 
lanzaderas de NADH.

Los resultados mediante el MFA muestran que el 
alto consumo de glucosa está descoordinado con el 

 Calik P, Ozdamar T. Metabolic fl ux 31. 
analysis for human therapeutic protein 
productions and hypothesis for new the-
rapeutical strategies in medicine. Biochem 
Eng J. 2002;11(1):49-68.

 Ahn WS, Antoniewicz MR. Metabolic 32. 
fl ux analysis of CHO cells at growth and 
non-growth phases using isotopic tracers 
and mass spectrometry. Metab Eng. 
2011;13(5):598-609.

 Mulukutla BC, Khan S, Lange A, Hu 33. 
WS. Glucose metabolism in mammalian 
cell culture: new insights for tweaking 
vintage pathways. Trends Biotechnol. 
2010;28(9):476-84.
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ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Si se analiza la 
distribución de fl ujos metabólicos alrededor del nodo 
piruvato que es el metabolito que enlaza la glucóli-
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 

ingresa al ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 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 

Tabla 3. Reacciones de la red metabólica del modelo matemático para la producción de eritropoyetina humana
recombinante en células CHO*

No. ReacciónRuta

1. GLC + ATP = G6P + ADPGlucólisis
2. G6P = F6P
3. F6P + ATP = 2GAP + ADP
4. GAP + Pi + NAD+ + ADP = G3P + NADH + H+ + ATP 
5. G3P = PEP + H2O
6. PEP + ADP = PYR + ATP
7. PYR + NADH + H+ = LAC + NAD+

8. G6P + 2NADP+ + H2O = R5P + CO2 + 2NADPH + H+Ruta 
de las pentosas fosfato 9. R5P + X5P = S7P + GAP

10. E4P + X5P = F6P + GAP
11. S7P + GAP = F6P + E4P
12. PYR + CoA+ NAD+ = AcCoA + CO2 + NADH + H+Ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos 13. AcCoA + OAA + H2O = CIT + CoA
14. CIT + NADP+ = α-KG + CO2 + NADPH + H+

15. α-KG + CoA + NAD+ = SucCoA + CO2+ NADH + H+

16. SucCoA + GDP + Pi = SUC + CoA + GTP
17. SUC + FAD = FUM + FADH2

18. FUM + H2O = MAL
19. MAL + NAD+ = OAA + NADH + H+

20. PYR + H2O + CO2 + NADH + H+ = MAL + NAD+ + PiEnzima málica
21. NADH + H+ + 3ADP + 3Pi + 0.5O2 = 4H2O + 3ATP + NAD+Fosforilación oxidativa
22. FADH2 + 2ADP + 2Pi + 0.5O2 = 3H2O + 2ATP + FAD
23. ALA + α-KG = PYR + GLUDegradación y síntesis 

de aminoácidos 24. GLY + N5,N10-Metilén-THF = SER+ THF
25. SER = PYR + H2O + NH3

26. THR = GLY + ACE
27. CYS + 2O2 + 2NADH + 2H+ + α-KG = PYR + 2H2O + 2NAD+ + GLU 
28. TRP + 3O2 + 3H2O + NADPH + H+ + CoA = ALA + 2AcCoA + FOR + NADP+ + 3CO2 

+ NH3

29. PHE + O2 + NADPH + H+ = TYR + NADP+ + H2O
30. TYR + 2O2 + α-KG + CoA + SucCoA = 2AcCoA + SUC + GLU + CO2

31. LEU + α-KG + 2H2O + 3CoA + NAD+ +FAD + ATP = 3AcCoA + ADP + Pi + NADH 
+ H+ + GLU + FADH2

32. LYS + 2α-KG + 3NAD+ + 2CoA + FAD + 2H2O = 2AcCoA + 2GLU + 3NADH + 3H+ 
+ 2CO2 + FADH2

ARG + α-KG + 2H2O + NAD+ = 2GLU + NADH + H+ + Urea
HIS + 2H2O + THF = GLU + NH4 + N5-Formimino-THF
PRO + H2O + 0.5O2 + NAD+ = GLU + NADH + H+

GLN + H2O = GLU + NH4

GLU + NADP+ = α-KG + NH4 + NADPH + H+

MET + 3H2O + 2ATP + SER + CoA + NAD+ = SucCoA + ADP + 4Pi + CYS + NADH 
+ H+

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

39. VAL + 3H2O + ATP + α-KG + CoA + 3NAD+ + FAD = SucCoA + ADP+ Pi + FADH2 
+ 3NADH + 3H+ + GLU + CO2

40. ILE + 2H2O + ATP + α-KG + 2CoA +2NAD+ + FAD = SucCoA + ADP+ Pi + FADH2 
+ 2NADH + 2H+ + GLU + AcCoA 

41. ASN + H2O = ASP + NH4

42. ASP + α-KG = OAA + GLU

* El número de la reacción se corresponde con su posición en la matriz de MatLab. AcCoA: acetil-CoA; ACE: acetaldehído; ADP y ATP: 
adenosina di y trifosfato; ALA: alanina; ARG: arginina; ASN: asparagina; ASP: aspartato; CIT: citrato; CoA: coenzima A; CYS: cisteína; 
E4P: eritrosa-4-fosfato; F6P: fructosa-6-fosfato; FAD y FADH2: fl avina adenina dinucleótido oxidada y reducida, respectivamente; FOR: 
ácido fórmico; FUM: fumarato; G3P: 3-fosfoglicerato; G6P: glucosa-6-fosfato; GAP: gliceraldehído-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 dinucleótido reducida y oxidada, res-
pectivamente; NADPH y NADP+: nicotinamina adenina dinucleótido fosfato reducida y oxidada, respectivamente; OAA: oxalacetato; 
PEP: fosfoenolpiruvato; PHE: fenilalanina; Pi: fósforo inorgánico; 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: triptófano; TYR: 
tirosina; VAL: valina; X5P: xilulosa-5-fosfato; α-KG: α-cetoglutarato.
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mitocondria. Estos comportamientos de altas veloci-
dades en la glucólisis junto con la oxidación parcial 
de la glutamina y la formación de alanina para células 
CHO fueron descritos por Altamirano y cols. [4] y 
Goudar y cols. [9].

El fl ujo de piruvato que entra a la mitocondria es 
similar al fl ujo 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 fl ujo 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 citosólica. El oxalacetato entonces se reduce a 
malato usando electrones donados por el NADH ge-
nerado en la glucólisis. Este malato entra a la mito-
condria y dona electrones al complejo I de la cadena 
de transporte electrónico. Así, la lanzadera mantiene 
en curso la producción de ATP en la mitocondria (a 
través de la fosforilación oxidativa) y el citoplasma 
(por el reabastecimiento del NAD+ necesario para la 
glucólisis).

Un parámetro metabólico de interés que se calcula 
es la relación O2/ATP. Si todo el NADH y el FADH2 
se convierten a ATP por la vía de la fosforilación 
oxidativa, esta relación debe tener un valor cercano 
a 0.17 [15]. El NADH y el FADH2 generados en la 
mitocondria donan electrones al complejo I y II de la 
cadena de transporte electrónico, respectivamente. El 
valor obtenido de la relación O2/ATP es de 0.20, lo que 
indica que el ciclo de los ácidos tricarboxílicos no está 
acoplado en su totalidad a la generación de energía 
por la vía de la fosforilación oxidativa.

Otro parámetro que refl eja el estado metabólico de la 
célula es la razón de respiración, defi nida como la rela-
ción entre la velocidad específi ca de formación de CO2 
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Figura 1. Matriz de los números estequiométricos que forman 
parte del modelo matemático. Los puntos representan los nú-
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 formación de biomasa de células CHO y la producción de 
eritropoyetina, respectivamente (ver el texto para más detalles 
sobre las reacciones).

Tabla 4. Velocidades específi cas de producción (valor positivo) o consumo (valor negativo)
utilizados en el análisis de la consistencia de los datos experimentales* 

Consumo
Velocidad 
específi caMetabolitoVelocidad 

específi caMetabolito

Producción
Velocidad 
específi caMetabolito

LAC
Biomasa

ALA
GLU
ASP
SER

EPO-hr
GLY

6.54
1.03
0.93
0.40
0.16
0.03
0.02
0.02

CYS
TRP
HIS
MET
THR
PRO
VAL
ARG
ILE

-0.01
-0.01
-0.02
-0.02
-0.04
-0.05
-0.05
-0.06
-0.06

PHE
TYR
LEU
LYS
ASN
O2

GLN
GLC

-0.09
-0.09
-0.12
-0.12
-0.32
-0.72
-0.80
-8.28

*Velocidad específi ca expresada en milimoles por gramo de biomasa seca por hora. EPO-hr: eritropoyetina 
humana recombinante; GLC: glucosa; LAC: lactato. Se representan los aminoácidos según el código de tres 
letras.

y la velocidad específi ca de consumo de O2 (CO2/O2).
La razón de respiración en el caso estudiado tiene un 
valor de 1.11, similar al valor de 1.1 para células de 
mamíferos antes publicado [14]. 

Figura 2. Mapa de fl ujos metabólicos que representa la 
solución del modelo matemático. 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 fl ujos metabólicos normalizados contra el fl ujo metabólico 
de la reacción de consumo de glucosa (100). Líneas disconti-
nuas representan más de una reacción. AcCoA: acetil-CoA; 
ALA: alanina; ASP: aspartato; CIT: citrato; F6P: fructosa-6-
fosfato; FUM: fumarato; G3P: 3-fosfoglicerato; G6P: glucosa-
6-fosfato; GAP: gliceraldehído-3-fosfato; GLC: glucosa; GLN: 
glutamina; GLU: glutamato; LAC: lactato; MAL: malato; OAA: 
oxalacetato; PEP: fosfoenolpiruvato; PYR: piruvato; SUC: 
succinato; SucCoA: succinil-CoA; α-KG: α-cetoglutarato. 
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Conclusiones 
Los resultados mediante la técnica de MFA son con-
sistentes desde el punto de vista bioquímico y coinci-
den con los descritos por otros autores para las células 
CHO; por tanto, el modelo matemático del metabolis-
mo propuesto en este trabajo se puede usar para carac-
terizar su metabolismo al producir la proteína recom-
binante EPO-hr. Una ventaja que presenta este modelo 
matemático con respecto a otros para células CHO es 

que en la red metabólica se refl ejan muchos nodos del 
metabolismo central del carbono, lo que proporciona 
una información más detallada al interpretar la red y 
puede ser usado en ingeniería metabólica. La ecuación 
presentada para la formación de la proteína 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 línea celular diferente de CHO. La 
metodología para construir el modelo se puede usar 
también para obtener otros modelos [34].
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