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1. Introducción 

Desde que se reconoció la importancia de los baculovirus como agentes ento­ 
mopatógenos capaces de controlar plagas en forma natural, se advirtió su poten­ 
cial como insecticidas para el control de plagas agrícolas o forestales. Obviamente, 
estos hechos despertaron un interés inmediato por el desarrollo de procesos que 
permitieran producir grandes cantidades de estos virus con fines industriales. En la 
sexta década del siglo XX, cuando se desarrollaron las primeras dietas artificiales 
que permitieron la crianza masiva de insectos bajo condiciones controladas, exis­ 
tía un marcado optimismo respecto a las posibilidades de producir masivamente 
baculovirus (VANDERZANT et al., 1962). Al mismo tiempo, se establecían las prime­ 
ras líneas celulares de insectos lepidópteros, que harían posible la multiplicación 
de baculovirus en cultivos celulares, abriendo el camino a una incipiente tecnolo­ 
gía alternativa (GRACE, 1962). Desde entonces hasta ahora han transcurrido casi 
cuarenta años, durante los cuales se realizaron innumerables aportes, al mismo 
tiempo que se debieron sortear numerosos escollos, en el avance hacia el desa­ 
rrollo de procesos tecnológica y económicamente factibles. 

A lo largo de este capítulo se describirán los principales avances registrados en 
el desarrollo de procesos de producción de baculovirus para control de plagas agrí­ 
colas y forestales, tanto in vivo como in vitro, poniendo especial atención sobre los 
aportes realizados en la última década y sobre las perspectivas de evolución en los 
próximos años. 

2. ¿Producción in vivo o producción in vitro? 

Hasta el presente, la producción in vivo es la metodología usada para la pro­ 
ducción de baculovirus, con el propósito de utilizarlos como bioinsecticidas, a esca­ 
la industrial. Todos los insecticidas virales disponibles en el mercado, como por 
ejemplo aquellos en base a Spodoptera exigua NPV, Helicoverpa zea NPV, 
Lymantria dispar NPV, Cydia pomonella GV y Anticarsia gemmatalis NPV, son pro­ 
ducidos sobre sus huéspedes permisivos. 

Entre las ventajas que presenta la multiplicación in vivo respecto a la multipli­ 
cación in vitro, se considera en primer lugar el menor costo de producción. Sin 
embargo, la escala de producción ejerce una considerable influencia en la deter­ 
minación de la factibilidad económica, y la producción en cultivos celulares en bio­ 
reactores se hace más económica a medida que aumenta la escala (MuRHAMMER, 
1991; RHODES, 1996). 

Por otro lado, la producción en larvas infectadas ha sido la técnica utilizada por 
décadas y existe numerosa información relacionada con los aspectos básicos rela­ 
cionados, tales como métodos de cría masiva, dietas para insectos, infección viral 
y procesamiento de la producción (SHAPIRO, 1986; BLACK et al., 1997). 

Además, la producción in vivo es importante por su habilidad de produciruna 
amplia variedad de virus de insectos que hasta el presente ¡,o cuentan con méto­ 
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dos de producción in vitro a gran escala. Tales son los casos de los granulovirus y 
nucleopoliedrovirus de interés económico como LdMNPV, SeNPV, AgMNPV y 
Cf N PV, entre otros. 

Sin embargo, la producción in vivo presenta ciertas desventajas. Por un lado, la 
estandarización de la producción es más difícil y el control de calidad, principal­ 
mente en lo referente a contaminantes, requiere un esfuerzo adicional. Por otra 
parte, la producción de virus recombinantes mejorados (rNPVs) puede ser imposi­ 
ble sobre larvas si la elevada virulencia impide que se alcancen niveles importan­ 
tes de replicación y producción de poliedros virales antes de que se produzca la 
muerte del huésped infectado. 

En suma, en áreas donde la eficacia de baculovirus salvajes sea aceptable y 
donde los costos de producción sean competitivos respecto a otras estrategias de 
control, se puede predecir que la producción in vivo continuará siendo aplicada 
(BLACK et al., 1997). 

3. Producción de baculovirus in vivo 

3.1. Factores que afectan la multiplicación in vivo de baculovirus 

En la producción de baculovirus in vivo, a nivel experimental o industrial, el obje­ 
tivo principal es lograr el mayor rendimiento de cuerpos de inclusión biológicamen­' 
te activos, al costo más bajo. En ese proceso, se deben tener en cuenta una serie 
de factores de importancia fundamental para la optimización de la producción, los 
que influyen además en la calidad del producto final. 

Los métodos de producción in vivo y los factores que afectan tal producción han 
sido revisados por varios autores (JAQUES, 1977; SHERMAN, 1985; SHAPIRO, 1986; 
SHIEH, 1989; SOSA GóMEZ v MOSCARDI, 1996; HUNTER­FUJITA et al., 1998, entre 
otros). En esta sección se contemplarán los principales aspectos relacionados con 
la multiplicación viral y se describirán, a manera de ejemplo, algunos de los proce­ 
dimientos de producción de los baculovirus más utilizados hasta el presente. 

3. 1. 1. El insecto huésped 
Para la multiplicación in vivo es recomendable contar con una colonia de insec­ 

tos establecida, preferentemente, en condiciones de laboratorio sobre medio artifi­ 
cial. Este sistema de cría, permite un mayor control de la calidad y la sanidad de 
los individuos destinados tanto a producción como a estudios dé caracterización 
viral. 

La cría de los insectos huéspedes demanda del conocimiento previo de los 
hábitos de la especie y de sus requerimientos nutricionales y ambientales. En cier­ 
tos casos, es posible criar masivamente los individuos durante el estado larval, sin 
que ello afecte el rendimiento y la calidad del material ni la obtención de los adul­ 
tos necesarios para la manutención de la cría (A. gemmatalis, Diatraea spp., 
Trichoplusia m). En otros, es necesario recurrir a métodos de cría individual debido 
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a que la especie presenta hábitos de canibalismo a partir de cierto estadio larval 
(Spodoptera frugíperda) o son especies naturalmente solitarias (C. pomonella). 
Estos factores influyen en gran medida sobre el costo de producción, ya que las 
crías individuales demandan mayor espacio, insumos y mano de obra. 

3.1 .1.1 . Origen 
En general, las colonias de insectos se generan a partir de individuos de la 

especie huésped, colectados en el campo. La presencia de parásitos, patógenos u 
otros posibles contaminantes asociados, exige un control previo de la sanidad de 
los individuos a fin de evitar posteriores inconvenientes. 

La multiplicación de virus sobre insectos provenientes directamente del campo 
ha sido utilizada con el fin de abaratar el costo. También se ha recurrido, como se 
verá más adelante, a la multiplicación en condiciones de campo. En ambos casos 
la existencia de parasitismo y/o contaminaciones puede ocasionar problemas rela­ 
tivos a la calidad del producto final. 

3.1.1 .2. Edad y estadio de desarrollo 
Como se expresó anteriormente, el objetivo principal es el de obtener el máxi­ 

mo rendimiento de virus y en tal sentido, uno de los factores más importantes es la 
edad larval. Existe una relación constante entre peso del huésped al momento de 
la muerte y la producción de cuerpos de inclusión (occlusion body, OB). La pro­ 
ducción de OBs por miligramo de larva varía normalmente entre 9,2 x 1 os y 4,3 x 
101 en NPVs de lepidópteros, 2 x 1 os y 5 x 1 os en NPVs de himenópteros, apro­ 
ximándose a 2 x 101 para granulovirus en lepidópteros (ENTWISTLE v EVANS, 1985; 
HuNTER­FUJITA et al., 1998). Sin embargo, tal relación no depende sólo del peso ini­ 
cial de la larva, sino del incremento de peso registrado durante el proceso de infec­ 
ción (SHAPIRO, 1986). En tal sentido, para maximizar los rendimientos se utilizan 
larvas de los últimos estadios de desarrollo (generalmente cuarto estadio), adop­ 
tándose en ciertos casos métodos que contribuyen a lograr un mayor incremento 
de peso en las larvas enfermas. 

El agregado de hormonas juveniles en la dieta artificial aumenta el rendimiento 
de OBs y es un método utilizado en la producción de diversos baculovirus. Como 
ejemplo se puede citar la producción de CpGV en larvas de Cydia pomonella en 
donde la adición de methoprene (como "Altosid") aumenta el rendimiento de grá­ 
nulos por larva (GLEN v PAYNE, 1984). De igual manera, esta hormona juvenil, fue 
probada en la producción de NPV en He/iothis zea incorporándola en una concen­ 
tración del 0,4% en la dieta artificial, con el logro de un incremento de peso larval 
del 28% y un aumento de productividad de cuerpos de inclusión del 15,8% (SHIEH; 
1989). 

La máxima producción de cuerpos de inclusión ocurre en los tejidos más ricos 
en nutrientes y metabólicamente activos, tales como el cuerpo graso, la epidermis, 
y la matriz traqueal (FEDER1c1, 1993). Para un estadio de desarrollo dado, el tiempo 
requerido para alcanzar la fase de inclusión de las partículas virales y la máxima 
producción de cuerpos de inclusión depende del aislamiento viral, de la dosis sumi­ . 
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nistrada y de la temperatura ambiente. En general, en larvas de lepidópteros infec­ 
tadas con baculovirus que producen infecciones poliorganotrópicas, la producción 
máxima se alcanza a los 5­1 O días post­tratamiento (FEDER1c1, 1998). 

3.1.1.3. Sexo 
Según experiencias realizadas por Shapiro et al. (1981) las hembras de 

Lymantria dispar presentan un estadio adicional respecto a los machos y mayor 
peso larval. Las hembras infectadas con NPV durante su cuarto y quinto estadios 
produjeron mayor cantidad de cuerpos de inclusión por larva que los machos, 
mientras el rendimiento por gramo de larva en ambos sexos no mostró diferencias 
altamente significativas. En esta especie, por consiguiente, la utilización de hem­ 
bras para la producción de virus sería el sistema ideal mientras los machos podrí­ 
an ser utilizados para la producción de machos esteriles (SHAPIRO, 1986). De igual 
manera, larvas de Spodoptera littoralis infectadas con baculovirus, mostraron dife­ 
rencias en mortalidad y rendimiento según sexo (SANTIAGO­ALVAREZ v VARGAS 
OSUNA, 1986). 

3.1.1.4. Huéspedes alternativos 
En ciertos casos, donde el huésped homólogo es difícil de criar a gran escala 

por no disponerse de dietas artificiales, presentar tamaño pequeño o causar pro­ 
blemas alergógenos, se ha recurrido a la amplificación viral sobre huéspedes alter­ 
nativos. Como ejemplo, larvas de Trichoplusia ni son utilizadas para la producción 
de AcMNPV y de Anagrapha falcifera NPV. Del mismo modo, Panolis flammea NPV 
es propagado en larvas de Mamestra brassicae (KELLY v ENTWISTLE, 1988). 

En todos los casos es necesario tener en cuenta que este tipo de sistemas 
puede acarrear inconvenientes. Debe mantenerse un estricto control acerca de la 
identidad viral, ya que el suministro de un virus dado puede estimular la aparición 
de infecciones debidas a virus latentes (HuGHES et al., 1993) y generar o seleccio­ 
nar variantes con especificidad aumentada para el huésped alternativo, pero dis­ 
minu ída para el huésped primario (WEITZMAN et al., 1992). 

3. 1.2. El inóculo viral 
El inóculo que será utilizado en la producción es previamente amplificado y 

caracterizado morfológica, biológica y bioquímicamente con el fin de establecer 
parámetros de calidad utilizables a lo largo del proceso de producción. En base a 
los estudios mencionados, se puede además realizar la selección de aislamientos 
con mayor virulencia hacia la especie blanco. 

3.1.2.1. Origen 
Cuando se trata de un nuevo aislamiento viral, lo más frecuente es que el 

mismo sea aislado a partir de larvas muertas o enfermas colectadas en el campo. 
Para obtener un inóculo libre de contaminantes se pueden infectar cultivos celula­ 
res, pero no en todos los casos es factible disponer de líneas permisivas. En tales 
casos, se realiza una primera amplificación en un número limitado de individuos de 
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la especie susceptible y posteriormente se purifican los cuerpos de inclusión obte­ 
nidos. Luego se efectúa una segunda amplificación, en este caso en la mayor esca­ 
la posible de acuerdo con la cantidad de inóculo purificado disponible. A partir de 
la tercera amplificación, bajo estricto control de calidad, se obtiene el producto que 
será utilizado en futuras multiplicaciones (MARTIGNONI, 1999). 

El inóculo debe estar libre de contaminantes y en tal sentido, uno de los méto­ 
dos más utilizados es la purificación de los cuerpos de inclusión en gradientes de 
densidad de sacarosa. Para el control de la pureza y calidad del inóculo se reali­ 
zan exámenes por microscopía óptica y electrónica. Paralelamente, es requisito 
realizar ensayos para la determinación cuali­cuantitativa de contaminantes tales 
como bacterias, virus u otros microorganismos patógenos. 

3.1.2.2. Actividad 
Entre baculovirus de una misma especie existen aislamientos que en muchos 

casos presentan diferente actividad biológica y por ende, diferente virulencia y ren­ 
dimiento. Por tal motivo, se selecciona aquel que presenta mayor actividad, consi­ 
derando que en ciertos casos ello también depende de la población de insectos 
blanco a tratar (ver Capítulo 4). 

Pruebas realizadas con 19 aislamientos de LdNPV procedentes de diversos 
países, mostraron que el más activo contra L. dispar resultó ser uno de U.S.A., 
mientras el menos activo fue el de Japón (SHAPIRO, 1986). De igual manera, traba­ 
jos realizados con 14 aislamientos de Heliothis NPV mostraron diferencias de hasta 
un 50% en tiempo letal (HuGHES et al., 1983). 

Se sabe que una misma especie de virus puede presentar diferencias en su 
genoma, que permiten identificar variantes (ver Capítulo 4). Se han descrito nume­ 
rosas variantes geográficas de diferentes baculovirus, pero hasta el presente, en la 
mayoría de los casos, no se ha podido establecer una correlación fehaciente entre 
dichas variantes, distribución geográfica y diferencias significativas en virulencia. 
Ejemplo de ello es el nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (SfMNPV), y uno de los 
factores que puede incidir es el hábito migratorio de esta especie plaga (SHAPIRO et 
al., 1991 ). Resultados obtenidos con posterioridad en relación con la virulencia de 
variantes de SfMNPV hacia determinadas poblaciones del huésped (BERRETIA et 
al., 1998; ESCRIBANO et al., 1999) sugieren que existe una marcada presión de 
selección natural que deriva en la retención de alta infectividad hacia la población 
local, presumiblemente por medio de un proceso de ca­evolución huésped­patóge­ 
no (ESCRIBANO et al., 1999). 

Entre los granulovirus, el más estudiado ha sido el de C. pomonella (CpGV). 
Estudios realizados con diversos aislamientos geográficos, mostraron diferencias 
en virulencia hacia larvas de primer estadio (HARVEY v VOLKMAN, 1983). Posteriores 
estudios realizados por Crook et al. (1985) permitieron establecer los patrones de 
restricción enzimática del DNA de CpGV de siete orígenes diferentes y el mapa físi­ 
co de tres variantes geográficas. En este último trabajo, contrariamente a lo 
expuesto anteriormente, no se encontraron diferencias significativas de infectividad 
entre los aislamientos analizados. 
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3.1.2.3. Dosis 
Para obtener el máximo rendimiento de OBs por gramo o por larva, se selec­ 

ciona la dosis más baja que produce el 100% de mortalidad de las larvas destina­ 
das a la producción. Dosis menores pueden implicar que ciertos individuos alcan­ 
cen el estado pupal y de esa manera, disminuyan el rendimiento total. Para cada 
sistema en particular es necesario ajustar la dosis y la metodología de aplicación 
del inóculo adecuadas. 

El inóculo puede ser utilizado por incorporación en la dieta artificial, por conta­ 
minación superficial, o por aplicación a trocitos de dieta (cuando se realizan multi­ 
plicaciones individuales). En sistemas de producción a gran escala la contamina­ 
ción superficial es la más utilizada. 

Según Shapiro (1986), en general las dosis varían entre 1 x 1 os a 5 x 107 polie­ 
dros por mililitro de dieta, en la mayoría de los sistemas descritos. Es interesante 
destacar que el incremento de la dosis no asegura un mayor rendimiento, sino que 
por el contrario, dosis altas pueden ser contraproducentes, ya que disminuyen el 
tiempo letal y por lo tanto la capacidad de crecimiento de la larva. 

3. 1.3. Las condiciones ambientales 
Hasta ahora se han considerado los factores intrínsecos de la relación huésped­ 

patógeno, pero en el proceso de producción también los factores ambientales 
poseen gran importancia, tanto en el rendimiento como en la calidad del producto 
a obtener. 

3.1.3.1. Temperatura 
Para una misma dosis de inóculo, el incremento de la temperatura afecta el pro­ 

ceso de infección disminuyendo el tiempo letal. La producción se efectúa a tem­ 
peraturas entre los 20 y los 26ºC (SHAPIRO, 1986). Para determinar la temperatura 
óptima de producción del sistema, se realizan experimentos donde se tiene en 
cuenta: la temperatura, el rendimiento por larva o por gramo de larva, el tiempo letal 
y la calidad del producto obtenido. 

En general, temperaturas mayores a las mencionadas anteriormente, producen 
una disminución en el rendimiento y en la calidad. Ensayos realizados para la 
determinación de la temperatura de producción de LdMNPV, mostraron que tanto 
el rendimiento como la actividad del virus producido fue similar en larvas expues­ 
tas a 23, 26 y 29ºC, mientras a 32ºC tales parámetros fueron menores (SHAPIRO, 
1986). Resultados similares fueron obtenidos en otros sistemas de producción de 
nucleopoliedrovirus y granulovirus (JAQUES, 1977; KELLY Y ENTWISTLE, 1988). 

3.1.3.2. Humedad 
Mientras la temperatura juega un papel importante en la replicación viral, la 

humedad relativa no presenta casi efecto sobre ella. Su importancia reside princi­ 
palmente en la calidad del producto, ya que la humedad excesiva puede provocar 
estrés en el insecto huésped y favorecer la proliferación de bacterias, hongos u 
otros microorganismos contaminantes (SosA­GóMEZ v MoscARDI, 1996.). 
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En los recipientes de multiplicación, es aconsejable que la humedad se man­ 
tenga .entre el 50 y 70%. De esta manera, se evita la deshidratación de la dieta arti­ 
ficial que sirve como alimento de las larvas y se obtiene una buena calidad de pro­ 
ducción. Cabe considerar que en tales recipientes la humedad es mayor que la 
ambiente, por lo que para lograr dicha humedad relativa, la cámara de incubación 
debe mantenerse en un 20% por debajo del nivel de humedad deseado dentro de 
los recipientes. Por otra parte, se deben evitar procesos de condensación de hume­ 
dad debido a diferencias bruscas de temperatura durante la manipulación de los 
recipientes de producción. 

3.1.3.3. Fotoperíodo 
El fotoperíodo no posee un efecto intrínseco en la producción, utilizándose 

generalmente el mismo que se requiere para la cría del insecto huésped (SHAPIRO 
et al., 1981 ). 

3.1 .3.4. Alimentación 
La composición de la dieta para la alimentación de los insectos bajo cría cons­ 

tituye uno de los principales componentes del costo de producción de baculovirus 
en procesos in vívo. Desde el punto de vista de su composición, las dietas pueden 
ser totalmente naturales o semisintéticas. 

La utilización de dietas naturales (follaje, frutos, tubérculos) presenta la ventaja 
de la adaptación del insecto a su fuente habitual de nutrición. Sin embargo, dadas 
las restricciones en la disponibilidad, que en ocasiones pueden impedir la continui­ 
dad de la producción, y las dificultades en estandarizar la calidad, se aconseja que 
su uso se restrinja a la alimentación de aquellos insectos para los cuales no se dis­ 
ponga de una dieta artificial. 

El desarrollo de las dietas semisintéticas (VANDERZANT et al., 1962) marcó el 
comienzo del desarrollo de procesos para la producción de baculovirus en forma 
masiva, al disponer en forma continua de una fuente de alimentación cuya calidad 
podía ser controlada y asegurada con relativa facilidad. Estas dietas incorporan 
fuentes de proteínas (gérmen de trigo, caseína, hidrolizados de distintas proteínas, 
etc), de lípidos y esteroles (aceite de gérmen de trigo, colesterol), de carbohidratos 
(azúcar, harinas), de vitaminas (extractos de levaduras, complementos vitamínicos) 
y en ciertos casos, de sales (ejemplo: sales de Wesson). En función de la res­ 
puesta de cada sistema, algunos de estos ingredientes pueden ser omitidos para 
obtener medios de costo más reducido. 

Valores de pH entre 5 y 6 permiten un adecuado desarrollo de los insectos, una 
buena replicación viral, y además permiten controlar el desarrollo de contaminan­ 
tes microbianos. Sin embargo, para lograr una adecuada conservación de la dieta 
y mantener una sanidad adecuada en la cría de los insectos, se adicionan conser­ 
vantes (ácido sórbico, metil parahidroxibenzoato, ácido benzoico, formaldehído) y 
antibióticos. 

Por último, las formulaciones deben incluir algún agente gelificante (agar, algi­ 
natos, etc.) para darle al sustrato la consistencia adecuada. 

266 



Producción masiva de baculovirus 

A manera de ejemplo, en la Tabla 1 se citan algunas referencias de las dietas 
usadas frecuentemente en la cría de lepidópteros, en medio artificial. Algunas de 
ellas o sus modificaciones, se encuentran también disponibles comercialmente a 
través de diversas compañías. 

Cabe destacar que la composición de la dieta para cría de los insectos difiere 
en ciertos ingredientes de la que se utiliza para la multiplicación de virus. En tal 
sentido, la dieta que se destina para este último fin no posee formaldehído y la 
inclusión de vitaminas es innecesaria. Mientras que por otra parte, tal como fuera 
mencionado anteriormente (sección 3.1.1.2), en ciertos casos se incorporan en la 
dieta hormonas juveniles que aumentan el rendimiento de OBs por larva. 

3.1.3.5. Recipientes 
Para la elección de los recipientes y sistema de producción se consideran los hábi­ 

tos de la especie huésped, el tamaño de las larvas, la densidad adecuada y el costo. 
Recientemente, se ha diseñado y patentado un modelo de producción masiva 

que permite la producción de virus sobre gran cantidad de larvas por recipiente de 
multiplicación (HuGHES, 1994). Según observaciones realizadas, los insectos pre­ 
fieren comer de los bordes de la superficie de la dieta artificial y no de las partes 
totalmente planas. Así, Hughes diseñó un recipiente que consiste en una caja en 
material acrílico que lleva en su interior una tapa metálica con pilares del mismo 
material dispuestos en forma paralela. Las larvas se ubican naturalmente para ali­ 
mentarse de la dieta contaminada presente en dichos pilares y de tal manera, miles 
de larvas pueden ser contaminadas simultáneamente en un solo recipiente (Figura 
1 ). La cantidad de dieta contenida en las cajas de multiplicación está calculada con 

Tabla 1. Ejemplos de algunas dietas semisintéticas comúnmente utilizadas en la cría de 
lepidópteros. 

Especie Referencia 

Adoxophyes orana (Lepidoptera: Tortricidae) Ankersmith, 1985 
Agrotis ipsílon (Lepidoptera: Noctuidae) Blenk et al., 1985 
Anticarsía gemmatalís (Lepidoptera: Noctuidae) Green et al., 1976 
Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae) Robertson, 1985 
Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) Poitout y Bues, 1974; Payne, 1981 
Diatraea grandiosel/a (Lepidoptera: Pyralidae) Yin y Pen, 1981 
Díatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) Hensley y Hammond, 1968 
Epinotia aporema (Lepidoptera: Tortricidae) Green et al., 1976 
Heliothis zea (Lepidoptera: Noctuidae) Shorey y Hale, 1965; Patana, 1985a 
Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) Shorey y Hale, 1965; Patana, 1985a 
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) Odell et al., 1985 
Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) Gardiner, 1985 
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) Patana, 1985b 
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) Poitout y Bues, 197 4 
Tríchoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) Shorey y Hale, 1965 
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el fin de brindar la alimentación de las larvas durante el período que comprende la 
tncubacíón y hasta la cosecha. Una vez muertas la mayoría de las larvas, se extrae 
el material de los recipientes fácilmente, por inmersión y agitación en agua. Los 
desechos orgánicos tales como las heces de los insectos y restos de dieta artificial, 
quedan en el fondo de la caja acrílica. 

Este sistema permite la multiplicación masiva a gran escala, disminuyendo los 
costos de producción. Inicialmente, fue aplicado para la producción en larvas de T. 
ni, para posteriormente ser probado en Heliothis spp., una especie que presenta 
hábitos canibalísticos en otros sistemas de producción. En nuestro laboratorio, se 
realizaron ensayos preliminares con larvas de S. frugiperda, lográndose resultados 
de rendimiento por gramo de larva, similares a los obtenidos en producción indivi­ 
dual. El sistema desarrollado por Hughes ha sido también experimentado para la 
producción de baculovirus recombinantes (Wooo Y HuGHES, 1997). 

Por último, en los casos en que es indispensable alojar las larvas individual­ 
mente, se utilizan contenedores que poseen celdas divisorias, con el fin de dismi­ 
nuir la superficie necesaria dentro de las cámaras de incubación. 

Figura 1. 
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3.2. Procesos de producción in vivo de baculovirus 

3.2.1. ¿Producción en campo o en instalaciones de cría? 
Uno de los métodos utilizados para lograr una producción a bajo costo, es 

la utilización de poblaciones de la especie huésped que están presentes natu­ 
ralmente en el cultivo. En la producción de AgMNPV en el Centro Nacional de 
Investigaciones de la Soja (CNPso­EMBRAPA, Londrina, Brasil), se seleccio­ 
nan lugares donde se manifiesta un nivel elevado de A. gemmatalis y se reali­ 
za allí la aplicación del baculovirus. Entre el 5to y 12vo día se realiza la colecta 
de las orugas muertas. En el ciclo agrícola 1991 /92, en el estado de Paraná 
(Brasil) se produjeron por esta metodología 11.000 kg de orugas infectadas con 
virus, cantidad suficiente para tratar 550.000 ha (sos» GóMEZ Y MoscARDI, 
1996). 

Según los mismos autores, otro sistema utilizado es el de combinar la pro­ 
ducción en laboratorio y en campo, ya sea liberando insectos criados bajo con­ 
diciones controladas, sobre plantas de soja tratadas previamente con el bacu­ 
lovirus, o colectando orugas en el campo e infectándolas en laboratorio. 

Aunque todos estos sistemas reducen los costos, existen ciertas limitacio­ 
nes. La producción en campo puede verse afectada por factores bióticos y 
abióticos que influyen sobre los niveles de abundancia de la población del 
insecto huésped, como por ejemplo la presencia de parasitoides u otros agen­ 
tes patógenos. Siguiendo con el mismo ejemplo, durante períodos húmedos se 
produce en A. gemmatalis una enfermedad causada por el hongo Nomuraea 
rileyi, que diezma las poblaciones del insecto e impide la producción de virus 
en el campo. 

Por otra parte, el control de la calidad de la producción es difícil y conlleva 
problemas en la estandarización de la misma y del producto obtenido. Por ello, 
siempre que los aspectos económicos y técnicos lo hagan posible, es reco­ 
mendable la producción en ambientes controlados, tanto para la cría de los 
insectos huéspedes como para la multiplicación del virus. 

3.2.2. La producción de baculovirus en instalaciones de cría 
Tanto para producciones a nivel experimental como a gran escala, es nece­ 

sario contar con una cría masiva del huésped en todas sus etapas de desarro­ 
llo, en forma sincronizada y continua. 

Las instalaciones de cría deben estar apartadas de aquellas en donde se 
realiza el proceso de multiplicación y procesamiento del virus, con el fin de evi­ 
tar contaminaciones. De igual manera se debe mantener un estricto control del 
personal participante en las diferentes actividades, no permitiendo el ingreso a 
las instalaciones de cría de aquellas personas que hayan manipulado virus. Lo 
ideal es que los edificios estén separados y que las instalaciones de cría cuen­ 
ten con sistemas de presión de aire positivas para minimizar posibles contami­ 
naciones del exterior. De forma similar, las instalaciones de producción deben 
ser sometidas a depresión, para evitar las fugas de material infeccioso . . 
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El proceso de producción cuenta con una serie de etapas que van desde la 
cría hasta la cosecha del material infectado y su procesamiento final con el 
objeto de obtener un producto ya formulado. 

Una vez inoculados los insectos, ya sea mediante incorporación del virus en la 
dieta artificial o por tratamiento en superficie de la misma, se procede a la incuba­ 
ción del material bajo las condiciones controladas seleccionadas a fin de obtener 
el máximo rendimiento. 

El momento de la colecta del material depende del virus y del sistema escogi­ 
do, aunque en general se realiza al 5to_5to día post­inoculación. En todos los casos, 
es aconsejable que la misma se realice cuando las larvas presentan estado de flac­ 
cidez, antes de que se produzca licuefacción de los tejidos en baculovirus que pre­ 
sentan infecciones poliorganotrópicas. Para la colecta del material se pueden utili­ 
zar pinzas, o aspiradores diseñados para tal fin. 

Para reducir los costos de mano de obra, en producciones a gran escala, es 
posible la colecta de las larvas infectadas en forma robotizada. En ese caso, se 
pueden lavar las larvas muertas sobre la dieta o colectarlas conjuntamente con los 
remanentes de ésta. Ello trae aparejado contaminantes adicionales en la prepara­ 
ción final, que se tratan de reducir al mínimo ajustando la cantidad de dieta sólo a 
lo indispensable para el mantenimiento de las larvas durante el proceso de multi­ 
plicación. 

El almacenamiento del material colectado se realiza a bajas temperaturas. Si 
bien a 4°C el virus se mantiene activo por largos períodos de tiempo, ciertos micro­ 
organismos pueden desarrollarse en esa temperatura. Por ello, el almacenamien­ 
to se realiza normalmente a ­20°C. 

3.2.2.1. Formulación 
Para que el producto obtenido posea una eficacia adecuada en condiciones de 

campo, el último paso en el proceso de producción consiste en la formulación. En 
este capítulo nos referiremos brevemente a este tema. Para una información más 
amplia, se puede consultar el Capítulo 1 O de este libro. 

Las formulaciones pueden ser sólidas o líquidas. Entre las primeras, la más uti­ 
lizada debido a su bajo costo son los polvos mojables. Estos pueden ser prepara­ 
dos a partir de un homogenato de larvas infectadas o muertas por baculovirus que 
se mezcla con los ingredientes de la formulación o utilizando virus purificado y lio­ 
filizado. Este último proceso encarece el producto, pero sin embargo ha sido utili­ 
zado en las formulaciones "Gypchek" de LdMNPV (SHAPIRO, 1982) y "TM 
Biocontrol­1" de Orgya pseudotsugata MNPV (MARTIGNONI, 1978). 

También han sido utilizados métodos de microencapsulación (BULL, 1978; 
IGNOFFO Y BATZER, 1971; IGNOFFO et al., 1991) con agentes polimerizantes y protec­ 
tores solares, a fin de obtener cápsulas de diámetros menores a los 100 micrones. 

Entre las preparaciones líquidas, la más común es el concentrado emulsiona­ 
ble. El virus es mantenido en suspensión mediante el agregado de un dispersante 
y un emulsionante soluble en agua. Las preparaciones de los NPVs de M. brassi­ 
cae (Mamestrin, Natural Plant Protection) y de S. exigua (Spod­X, Thermo Trilogy . 
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Corporation) registradas comercialmente, son ejemplo de este tipo de formulación. 
En todos los casos, es importante añadir protectores contra los UV para obte­ 

ner una mayor persistencia de virus biológicamente activo en el cultivo. Entre ellos, 
los abrillantadores, han demostrado que además de brindar protección, poseen la 
capacidad de aumentar o potenciar la infectividad de baculovirus y otras virosis de 
insectos (SHAPIRO, 1992; DOUGHERTY et al., 1996; VAIL et al., 1996; SHAPIRO y 
ARGUER, 1997, entre otros). Ello puede ser debido a que comprometen la estructu­ 
ra física de la membrana peritrófica de los insectos, la cual es una de las principa­ 
les barreras que protegen al intestino del insecto contra la acción de microorganis­ 
mos (HUNTER­FUJITA et al., 1998) (Ver Capítulo 2) y en tal sentido, Wang y Granados 
(1999) demostraron en ensayos realizados in vivo e in vitro que las proteínas de la 
membrana peritrófica pueden ser solubilizadas por el agregado de Calcofluor, 
auméntandose asi la susceptibilidad de las larvas. 

3.2.2.2. Control de calidad 
El control de calidad involucra las fases sucesivas de la producción y formula­ 

ción viral. El producto debe ser caracterizado sobre las bases de su actividad bio­ 
lógica, identidad y posibles contaminantes asociados. 

El número de cuerpos de inclusión presentes en el formulado no es, por sí solo, 
reflejo de la actividad biológica. No existe un método de estandarización que pueda 
ser usado internacionalmente, como ocurre con otros productos biológicos 
(Bacillus thuringiensis). Varios son los factores que influyen en este sentido. En 
algunos virus (AcMNPV, LdMNPV, OpMNPV, SeMNPV, CpGV) la especificidad del 
espectro de huéspedes y la eficacia está relacionada con el aislamiento utilizado y 
por consiguiente, es difícil crear un estándar con el fin de predecir el comporta­ 
miento en campo. Por otra parte, los ingredientes en la formulación hacen variar la 
actividad del virus en el producto formulado aumentando su potencia (por ejemplo, 
al añadir abrillantadores ópticos) o disminuyéndola (ciertos protectores contra luz 
UV, emulsionantes) (BLACK et al., 1997). 

Por el momento, la manera más adecuada de determinar la actividad biológica 
del producto formulado, es la realización de bioensayos. Mediante ellos se estima 
la concentración letal media (LC50) o la dosis letal media (LD50), en comparación 
con un patrón de referencia de actividad conocida. Así, cada lote de producción es 
definido en términos de unidades activas por gramo o por mililitro de formulado. 

Para asegurar la identidad del virus, tanto en los inóculos como en el producto 
formulado, se utilizan métodos bioquímicos para la identificación de ácidos nuclei­ 
cos (análisis de patrones de DNA por restricción enzimática, tipificación genómica 
por amplificación de DNA con iniciadores o primers específicos, etc.) y métodos 
inmunoquímicos (ELISA). 

El control de calidad requiere también la determinación de contaminantes pre­ 
sentes en la formulación. Se realizan análisis cuali­cuantitativos de los microorga­ 
nismos, estableciéndose, según reglamentaciones de registro, los valores máxi­ 
mos de los mismos y la ausencia de microorganismos patógenos para animales 
superiores tales como Vibrio, Shigella spp. y Salmonella spp. Técnicas e,conómicas 
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y de utilidad para la realización de tales análisis son descriptas por Hunter­Fujita et 
al. (1998). En tal sentido, se recomienda el método de Miles y Misra para la deter­ 
minación del número de bacterias viables, así como la utilización de técnicas espe­ 
cíficas tales como tinción de Gram y ensayos de oxidasa, de catalasa y de coagu­ 
lación, para la determinación de presencia o ausencia de Pseudomonas aerugino­ 
sa, Escherichia coli, Faecal enterococci, Bacillus cereus y Bacillus sphaericus, res­ 
pectivamente. Las coliformes, Salmonella spp. y Shigella spp. miden aproximada­ 
mente 1 m de largo, son bacterias Gram positivas, catalasa negativas, oxidasa 
negativas y anaerobias facultativas. Staphyloccocus aureus es anaeróbica, Gram 
positiva, catalasa positiva, coagulasa positiva y con forma de coco de aproximada­ 
mente 1 m de diámetro y su presencia en preparaciones de OBs es indicativa de 
una manipulación del material en condiciones no higiénicas. Cabe destacar que 
para la identificación tanto de las citadas bacterias como para la identificación de 
aquellas pertenecientes al género Bacillus, se dispone de kits comerciales de dife­ 
rentes marcas con instrucciones precisas para su uso. 

4. Producción de baculovirus en cultivos de células de insecto 

La historia de la tecnología del cultivo in vitro de células de insecto, excelente­ 
mente revisada por Maramorosch (1991 ), ha acompañado el transcurrir del siglo 
XX. Los primeros cultivos in viiro de células de animales vertebrados fueron esta­ 
blecidos por Harrison en 1902, y la metodología desarrollada por éste impulsó los 
trabajos posteriores de Goldschmidt, quién fue el primero en cultivar tejidos y célu­ 
las de insectos (BENZ, 1986). Más tarde, a partir de los estudios de Trager sobre la 
composición química de la hemolinfa, Wyatt diseñó los primeros medios de cultivo 
para células de insecto (BENZ, 1986). Estos trabajos resultaron el antecedente para 
el desarrollo de las primeras líneas continuas de células de insectos lepidópteros, 
establecidas por Grace (1962) a principios de la década de los 60'. 

Los trabajos pioneros que llevaron al desarrollo de medios de cultivo y líneas 
celulares establecidas resultaron cruciales en la evolución de técnicas estandari­ 
zadas para el cultivo de células de insecto a escala de laboratorio. Luego, este 
conocimiento fue aplicado a sistemas de cultivo de células de insecto a mayor 
escala, usualmente destinados a la producción de grandes cantidades de virus. 
Posteriormente, la aplicación de conceptos de ingeniería y tecnología de bioproce­ 
sos ha permitido escalar el cultivo de células de insecto a niveles que permiten pro­ 
ducir masivamente baculovirus o proteínas recombinantes. A pesar de estos ade­ 
lantos, aún existe un conocimiento limitado, y un número relativamente escaso de 
publicaciones, acerca de la fisiología de las células de insecto en cultivo, así como 
también acerca de las alteraciones que las infecciones por baculovirus inducen 
sobre la fisiología celular, y que condicionan una producción óptima de virus o de 
proteínas recombinantes. 

Por otro lado, la mayor parte de la información publicada en los últimos diez 
años se refiere a procesos de producción de proteínas recornblnantes en el siste­ 
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ma baculovirus­células de insecto, información que no puede ser automáticamen­ 
te extrapolada a un proceso relacionado, pero intrínsecamente diferente, como lo 
es la producción de baculovirus incluídos, el fenotipo viral con actividad insecticida. 

En las secciones siguientes se revisarán los principales avances registrados 
hasta el presente en los campos de la biología, la bioquímica y la ingeniería apli­ 
cados al desarrollo de procesos de producción de baculovirus in vitro a gran esca­ 
la, y se intentará establecer cuáles son los aspectos que deben aún resolverse 
para aumentar la factíbilidad técnica y económica de estos procesos. 

4. 1. Cultivos de células de insectos 

4.1. 1. Líneas celulares 
Las células en cultivo constituyen el sustrato sobre el cual se lleva a cabo el pro­ 

ceso de multiplicación viral y, por lo tanto, la producción de poliedros infecciosos. 
Para ser utilizadas con este propósito, las células deben ser susceptibles a la infec­ 
ción viral, y además deben ser capaces de llevar a cabo eficientemente las etapas 
del ciclo de replicación viral que culminan en la síntesis de una progenie de polie­ 
dros con actividad infecciosa. 

Actualmente existen centenares de líneas establecidas a partir de órganos y 
tejidos de insectos, fundamentalmente de los órdenes Díptera y Lepidóptera (HINK 
v HALL, 1989). La mayoría de ellas deriva de ovarios indiferenciados o de tejido 
embrionario, y por lo tanto pueden consistir en una mezcla de tipos celulares que 
difieren morfológica y fisiológicamente. El análisis de las propiedades de clones 
celulares aislados ratifica el bajo nivel de homogeneidad poblacional que presen­ 
tan las líneas de células de insecto (LENZ et al., 1991; PASUMARTHY v MURHAMMER, 
1994). 

De la variedad de líneas celulares establecidas a partir de tejidos de insectos 
lepidópteros, sólo unas pocas han sido exhaustivamente caracterizadas y presen­ 
tan propiedades que las hacen utilizables para el desarrollo de procesos de pro­ 
ducción de baculovirus o proteínas recombinantes. 

La mayoría de los procesos de producción de baculovirus y de expresión de 
protelnas recombinantes en cultivos de células de insecto, utilizando cepas silves­ 
tre o recombinantes del virus de la poliedrosis nuclear de A. californica (AcMNPV), 
SE. han llevado a cabo en alguna de las líneas celulares derivadas de ovariolos de 
S. frugiperda, IPLB­Sf21 (VAUGHN et al., 1977) y Sf9, un aislamiento clonal deriva­ 
do de la primera. En algunos casos han sido explorados, en forma comparativa, los 
rendimientos obtenidos en líneas celulares derivadas de otros insectos (HINK et al., 
1991; K1NG et al., 1991; DAv1s et al., 1993; CHAi et al., 1996). Algunos de estos estu­ 
dios demuestran que existen líneas celulares que, sobre la base de la producción 
por célula, resultan más productivas que IPLB­Sf21 o Sf9. Sin embargo, éstas últi­ 
mas son aún frecuentemente seleccionadas debido a su adaptabilidad a las condi­ 
ciones de producción a gran escala de virus o proteínas recombinantes, es decir, 
adaptación al cultivo en suspensión, rápida cinética de proliferación, crecimiento en 
medios libres de suero, resistencia a las condiciones de operación ,en grandes 
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reactores, etc. Por otro lado, el conocimiento que se posee sobre las mismas y 
sobre la influencia que los distintos parámetros de cultivo e infección ejercen sobre 
su productividad, facilitan significativamente el desarrollo de procesos. 

Sin embargo, la producción de otros baculovirus distintos a AcMNPV puede 
requerir la utilización de líneas celulares derivadas del insecto blanco, debido a res­ 
tricciones de espectro de huesped, como es el caso de los virus de granulosis 
(WINSTANLEY Y CROOK, 1993) o del virus de la poliedrosis nuclear de S. exigua 
(SeNPV) (HARA et al., 1994), o a la mayor eficiencia alcanzada en la replicación 
viral, como ha sido demostrado por Castro et al. (1997) para la replicación del virus 
de la poliedrosis nuclear de A.gemmatalis en la línea celular homóloga UFLAg­286 
(S1EBURTH Y MARUNIAK, 1988), en comparación con otras tres líneas heterólogas. Sin 
embargo, sólo en muy contados casos han sido caracterizadas las propiedades 
tecnológicas, o utilizado en procesos de producción, líneas celulares alternativas 
(STAVROULAKIS et al., 1991; BELISLE et al., 1992; JEM et al., 1997). 

4. 1.2. Requerimientos nutriciona/es y medios de cultivo 
Así como las células constituyen el sustrato donde se lleva a cabo la producción 

de virus, el medio de cultivo constituye, junto con el bio­reactor, el ambiente en el 
cual ese proceso se llevará a cabo. Para que el funcionamiento celular sea ade­ 
cuado a los fines productivos, en este caso la producción de poliedros de báculo­ 
virus con fines bio­insecticidas, el ambiente debe otorgarle a las células en cultivo 
las condiciones biológicas, fisicoquímicas, mecánicas, etc. apropiadas para que las 
mismas maximicen su potencial productivo. El medio de cultivo es un factor de pri­ 
mera magnitud en la determinación de la productividad de un sistema baculovirus­ 
línea celular. En efecto, el medio provee los nutrientes necesarios para asegurar la 
supervivencia, multiplicación y funcionalidad celulares, incluída la capacidad de 
replicar baculovirus; además, condiciona las características del entorno fisicoquí­ 
mico (pH, osmolaridad, fuerza iónica y potencial de oxido­reducción). Por otro lado, 
considerando la economía de un proceso de producción in vitro de baculovirus, el 
costo del medio de cultivo constituye un componente principal del costo total del 
proceso, por lo cual tiene una incidencia directa en la determinación de la factibili­ 
dad económica del mismo. 

La composición de los primeros medios de cultivo basales (medios que requie­ 
ren de una suplementación ulterior) para células de lepidópteros fue derivada de los 
estudios de Trager y Wyatt (BENZ·, 1986), y posteriormente perfeccionados por 
Grace, que estableció la fórmula que lleva su nombre (GRACE, 1962). Modificaciones 
de esta formulación, como los médios TNM­FH (r�INK, 1970) y TC­100 (GARDINER Y 
STOCKDALE, 1975), que incorporan hidrolizados proteicos en su composición, son 
hoy también extensamente utilizados en el cultivo de células de lepidópteros, así 
como el medio IPL­41 (WE1ss et al., 1981). Todos estos medios requieren el agre­ 
gado de suplementos, usualmente de naturaleza química no definida, para soportar 
la multiplicación celular y/o la replicación viral. La composición química de estos 
medios basales será analizada a continuación en relación con su capacidad para 
satisfacer los requerimientos de una apropiada funcionalidad celular. 
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Las sales inorgánicas cumplen un papel fundamental en los medios de cultivo. 
De acuerdo a la composición de sales inorgánicas, se distinguen dos tipos de 
medios de cultivo para células de insecto que difieren en la relación de concentra­ 
ciones Na+ I K+ (M1TSUHASH1, 1989). Algunas líneas celulares son dependientes de 
esta relación para alcanzar un desarrollo óptimo, mientras otras parecen no 
depender en absoluto de la misma. Respecto a los requerimientos de iones indivi­ 
duales, estos parecen ser variables para cada línea celular, aunque, en general, las 
células de insecto resultan bastante flexibles a este respecto. La incorporación de 
algunas sales en baja concentración puede mejorar algunas propiedades cultura­ 
les, tal como sucede con el agregado de cloruro de aluminio (111) y sulfato de zinc 
(11). 

Las células de insectos, como las células de mamíferos, pueden multiplicarse 
en medios de cultivo que contienen glucosa como único hidrato de carbono 
(MITSUHASHI, 1989). Los requerimientos de glucosa han sido cuantificados para las 
líneas celulares IPLB­Sf21 y Sf9, determinándose, en distintos experimentos reali­ 
zados bajo diferentes condiciones, una amplia variación del coeficiente de consu­ 
mo celular específico (BÉDARD et al., 1993; HENSLER y AGATHOS, 1994; KAMEN et al., 
1991; NEEMAN Y WAGNER, 1996; REUVENY et al., 1992), un hecho que puede ser 
explicado por la variedad de condiciones experimentales utilizadas, pero también 
indicativo de la plasticidad nutricional y metabólica de estas células. Las vías a tra­ 
vés de las cuales es metabolizada la glucosa no están aún claramente discernidas, 
pero se pueden establecer diferencias entre aquellas líneas que acumulan lactato 
en el medio de cultivo, corno BM­5 (Bombyx morr) (STAVROULAKIS et al., 1991) y BTI­ 
Tn­581­4 (Trichoplusia m) (RHIEL et al., 1997), y las líneas de S. frugiperda, que no 
lo hacen (FERRANCE et al., 1993: NEEMANN Y WAGNER, 1996). Respecto a los cam­ 
bios que la infección por baculovirus induce sobre la demanda de glucosa en las 
células infectadas, los estudios publicados muestran información contradictoria: 
mientras algunos encontraron un incremento del consumo celular específico de 
glucosa (HENSLER Y AGATHOS, 1994; RAGHUNAND Y DALE, 1999), otros han hallado 
que la demanda no se modifica por la infección (KAMEN et al., 1996), o aún dismi­ 
nuye (WONG et al., 1994). Por otro lado, Raghunand y Dale (1999) encontraron que 
concentraciones más altas de glucosa permiten alcanzar mayores niveles de repli­ 
cación viral y de expresión de proteína recombinante. 

Los tres medios basales más utilizados tienen una composición cualitativa simi­ 
lar de aminoácidos, aunque el medio IPL­41 es cuantitativamente más rico. Cuatro 
aspectos deben considerarse respecto a los aminoácidos: su esencialidad, el 
requerimiento o consumo, su función y las vías de metabolización. De acuerdo a 
Mitsuhashi (1989), se puede considerar que 15 aminoácidos son esenciales en el 
cultivo de células de insectos: arginina, cistina, glutamina, histidina, isoleucina, leu­ 
cina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina y 
valina. Sin embargo, en trabajos posteriores se ha demostrado que la glutamina no 
es esencial en cultivos de células Sf9 e IPLB­Sf21, a condición que los mismos 
sean provistos con amonio como fuente de nitrógeno (ÓHMAN et al., 1996). 
Respecto a la utilización, ha sido repetidamente demostrado que las concentracio­ . 
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nes de aminoácidos presentes en los medios de cultivo más usados exceden los 
reales requerimientos de las líneas de células de S. frugiperda (BÉDARD et al., 1993; 
FERRANCE et al., 1993; RHIEL et al., 1997), y además la proliferación celular no es 
afectada por la reducción en el contenido de aminoácidos del medio de cultivo 
(FERRANCE et al., 1993). Casi todos los aminoácidos son consumidos, aunque a dis­ 
tintas velocidades, siendo glutamina, serina, glutamato, aspartato y asparagina los 
que se consumen más rápidamente (BÉDARD et al., 1993). No se produce amonio 
como producto del metabolismo de los aminoácidos, pero se ha demostrado que la 
alanina es consistentemente sintetizada y excretada, constituyendo la principal 
forma de eliminación del nitrógeno de aquellos aminoácidos utilizados como fuen­ 
te de energía (BÉDARD et al., 1993; FERRANCE et al., 1993). En cuanto a las funcio­ 
nes de los aminoácidos, éstos son incorporados a las proteínas sintetizadas, pero 
además algunos de ellos pueden ser utilizados como fuentes de energía, obvia­ 
mente aquellos que se consumen a mayor velocidad y que fueron citados más arri­ 
ba (BATHIA et al., 1996). El metabolismo de la glutamina en células de S. frugiper­ 
da ha sido investigado en varios trabajos (FERRANCE et al., 1993; ÓHMAN et al., 
1995; NEEMANN v WAGNER, 1996). Respecto al metabolismo del resto de los amino­ 
ácidos, la información disponible es más escasa. La información publicada es 
escasa en lo que refiere a cómo la infección con baculovirus modifica la demanda 
de aminoácidos, y los resultados conocidos son contradictorios (HENSLER Y 
AGATHOS, 1994; WONG et al., 1994). 

Los medios de cultivo para células de insecto también contienen mezclas de 
vitaminas, pero sólo en pocos casos se han podido estudiar los requerimientos 
celulares debido a la necesidad de contar con medios definidos (BECKER v 
LANDUREAU, 1981 ). Algunos medios de cultivo, como el medio de Grace y el IPL­41, 
incorporan en su formulación la presencia de ácidos orgánicos, como ácido succí­ 
nico, ácido málico, ácido fumárico y ácido alfacetoglutárico, aunque a distintas con­ 
centraciones. Estos ácidos, intermediarios del ciclo de Krebs, son rápidamente 
consumidos en cultivos de células Sf9, con la excepción de ácido succínico, que se 
acumula cuando el medio es TNM-FH, aunque no en otros medios de cultivo 
(BÉDARD et al., 1993). Ninguno de estos ácidos parece ser esencial para células de 
insecto en cultivo, ya que pueden ser cultivadas en medios carentes de los mismos. 

4.1.2.1. Medios de cultivo con suero fetal bovino 
De acuerdo a Barnes y Sato (1980), la principal función del SFB (o del suero de 

otras especies de vertebrados) en el cultivo de células animales es la provisión de 
factores hormonales estimulantes de la proliferación y la funcionalidad celulares, 
factores de anclaje a la superficie y diseminación celulares, proteínas de transpor­ 
te de hormonas, lípidos, minerales, etc., y nutrientes, especialmente lípidos, este­ 
roles y oligoelementos minerales, elementos éstos que no son provistos por los 
medios basales. Además, el SFB provee funciones de protección mecánica y deto­ 
xificación. Estos conceptos generales, a pesar de las distancias filogenéticas entre 
vertebrados e invertebrados, parecen ser aplicables al cultivo de células de insec­ 
to, donde el suero bovino fetal constituye el principal suplemento no definido. No 
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han podido identificarse los factores de crecimiento, activos en cultivos de células 
de insecto, presentes en el SFB (MITSUHASHJ, 1989). Su actividad en los cultivos de 
células de insecto ha sido analizada en forma cuantitativa por Hild et al. (1992) en 
cultivos de células Sf9, quienes demostraron que se comporta como un limitante 
estequiométrico y cinético al mismo tiempo, revelando actividades nutricionales y 
promotoras de la proliferación, respectivamente. 

Aunque la adición de suero fetal bovino es práctica, ya que incorpora al medio 
de cultivo numerosas actividades deficientes en los medios basales, su utilización 
acarrea también numerosos inconvenientes: es el componente de mayor costo (Wu 
et al., 1989), su composición es variable de lote a lote, puede estar contaminado 
con toxinas o microorganismos, e interfiere con los procesos de producción a gran 
escala. 

La bibliografía muestra discordancias respecto a la influen.cia de la concentra­ 
ción de SFB en la replicación viral y en la expresión de proteínas. Dicha influencia 
fue evaluada por Broussard y Summers (1989) en células Sf9 cultivadas en medio 
TNM­FH e infectadas con AcMNPV, quienes obtuvieron los niveles más altos de 
expresión de poliedrina en medio suplementado con 0,5% de SFB, mientras el ren­ 
dimiento disminuyó significativamente cuando el suero se adicionó a una concen­ 
tración de 1 O %. Resultados similares obtuvieron para la expresión de beta­galac­ 
tosidasa recombinante. Trabajando en otra línea celular, Zhang et al. {1992) eva­ 
luaron la replicación del virus de la poliedrosis nuclear de B. morí en cultivos celu­ 
lares adaptados al crecimiento libre de suero. Los títulos de viriones libres resulta­ 
ron similares en todas las condiciones ensayadas, pero la producción de poliedros 
resultó un poco más elevada en los cultivos carentes de suero fetal. Chakraborty 
et al. (1999) obtuvieron rendimientos volumétricos más elevados de poliedros del 
virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera (HaSNPV) en cultivos de 
una línea celular de He/icoverpa zea en un medio libre de suero, que cuando el 
mismo medio se suplementó con SFB, aunque la infectividad de los poliedros obte­ 
nidos en esta última condición resultó dos veces mayor. Otros trabajos, por otro 
lado, han demostrado una reducción en los rendimientos de ambas progenies vira­ 
les en medios libres de suero, respecto a los medios suplementados con SFB, 
tanto para AcMNPV (VAUGHN et al., 1991), como para AgMNPV (CLAUS et al., 1993). 
En ambos casos, la reducción de suero afectó más a la síntesis de poliedros que 
a la de viriones libres. También se ha advertido una disminución en la síntesis de 
proteínas recombinantes, expresadas bajo el control del promotor de poliedrina, en 
cultivos libres de suero (CARON et al., 1990; Wang et al., 1993). 

4.1.2.2. Medios de cultivo libres de suero 
La necesidad de simplificar los medios de cultivo, superar las dificultades que 

plantea la utilización de suero fetal bovino y reducir los costos de producción, con­ 
secuencia de la aplicación de los cultivos de células de insecto a sistemas de pro­ 
ducción de proteínas recombinanfes a mediana y gran escala, ha llevado al desa­ 
rrollo de diversas formulaciones completamente libres de suero. Idealmente, estos 
medios deberían aportar funciones similares o equivalentes a las obtenidas por 
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suplementación con suero fetal, obviando las desventajas que acarrea su uso. Dos 
estrategias diferentes se han seguido con este propósito: el enriquecimiento de los 
medios basales con sustancias de naturaleza química perfectamente definida, o el 
reemplazo del suero por sustancias de composición indefinida, fundamentalmente 
hidrolizados de proteínas, extractos naturales y mezclas de lípidos y esteroles. De 
acuerdo a esto, se pueden distinguir dos grupos de medios de cultivo libres de 
suero fetal: los medios definidos y los no definidos. 

4.1.2.3. Medios definidos 
Son medios muy complejos y, en general, de costo de desarrollo y preparación 

elevados. Por esta razón, si bien estos medios definidos son imprescindibles para 
realizar estudios profundos de utilización y metabolismo de nutrientes, no se utili­ 
zan en procesos de producción. Wilkie et al., (1980) desarrollaron un medio quími­ 
camente definido compuesto por 69 sustancias diferentes, en el cual fueron capa­ 
ces de mantener durante más de 20 pasajes una línea celular de S. frugiperda, y 
replicar al virus de la poliedrosis nuclear de A. californica. Sin embargo, no hubo 
referencias posteriores a su utilización, excepto por la imposibilidad de mantener 
cultivos de la línea Sf9 (FERRANCE et al., 1993). Otro medio definido, S­20, fue 
capaz de permitir la multiplicación de una línea celular de Periplaneta americana 
(BECKER Y lANDUREAU, 1981 ). 

4.1.2.4. Medios no definidos 
El reemplazo del SFB por componentes no definidos ha sido una alternativa fre­ 

cuentemente explorada con el objeto de obtener medios de cultivo de costo redu­ 
cido, utilizables en procesos de producción de biopesticidas o proteínas recombi­ 
nantes, aunque no permiten obviar todos los inconvenientes que plantea el uso de 
suero fetal, especialmente la falta de reproducibilidad de lote a lote. Uno de los pri­ 
meros medios de cultivo libres de SFB y hemolinfa fue el medio desarrollado por 
Hóder (1982), quien adicionó 0,5% de yema de huevo al medio TC­100 para el cul­ 
tivo de la línea IPLB­Sf21 y la producción de poliedros de AcMNPV en un reactor 
agitado a escala de 1 O litros; los poliedros producidos resultaron indistinguibles, por 
morfología y virulencia, de los obtenidos a partir de larvas infectadas. Uno de los 
hechos más significativos en este campo fue el desarrollo de microemulsiones de 
lípidos y poli­alcoholes surfactantes, que no sólo permitieron el reemplazo del 
suero fetal bovino, sino que también hicieron posible el cultivo de células de insec­ 
to y la producción de baculovirus y proteínas recombinantes a gran escala en reac­ 
tores oxigenados por burbujeo de aire. Una de éstas microemulsiones, desarrolla­ 
da por Maiorella et al., (1988), contiene metilésteres de ácidos grasos de aceite de 
hígado de bacalao, el agente tensoactivo Tween­80, colesterol y acetato de toco­ 
ferol, disueltos en etanol y luego emulsionados en el polialcolhol "Pluronic F­68", un 
agente surfactante que actúa como un protector celular frente al stress mecánico 
(Sw1M Y PARKER, 1960). La suplementación del medio I PL­41 con esta microemul­ 
sión permitió obtener elevados niveles de producción del factor estimulante de 
colonias de macrófagos (MCS­F) expresado en células Sf­9 cuttlvadas en un reac­ 
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tor airlift, cuando fue añadida a una concentración de O, 1 %, junto con 0,4 % de 
ultrafiltrado de extracto de levaduras, en medio IPL­41. Siguiendo este mismo prin­ 
cipio, otros suplementos lipídicos han sido ensayados con suceso para reemplazar 
el SFB (GOODWIN, 1989; HINK, 1991 ). 

Los hidrolizados de proteínas son utilizados frecuentemente como suplementos 
para el cultivo de células de insecto, y constituyen componentes esenciales de 
muchos medios de cultivo libres de suero (SCHLAEGER, 1996). Los más usados son 
los hidrolizados de origen animal, como el hidrolizado de lactoalbúmina, el hidroli­ 
zado de caseína, el caldo triptosa ("tryptose broth") e hidrolizados de proteínas de 
carne vacuna. Estos hidrolizados no sólo actúan como fuente de aminoácidos 
libres, sino también como modificadores de la proliferación celular, probablemente 
a través de la actividad de péptidos que serían producto de la hidrólisis enzimática. 
La actividad de estos hidrolizados depende de la concentración utilizada, de la 
línea celular ensayada, y frecuentemente también del lote de hidrolizado 
(MITSUHASHI, 1989). El extracto de levaduras ha demostrado poseer un marcado 
efecto positivo sobre el crecimiento de cultivos de células de insecto (LEE v PARK, 
1994), así como también sobre la replicación viral (REUVENY et al., 1993a). 

Se dispone actualmente de un conjunto de medios de cultivo libres de suero de 
origen comercial (SCHLAEGER, 1996). Obviamente, la composición de estos medios 
no es conocida, aunque todos ellos se basan en los principios expuestos en los 
párrafos precedentes, y su costo es todavía tan elevado que su utilización para la 
producción de baculovirus para fines bio­insecticidas no siempre genera ventajas 
económicas respecto al uso de medios suplementados con SFB. Estos medios per­ 
miten alcanzar densidades celulares muy altas, y también rendimientos elevados 
de baculovirus silvestres o proteínas recombinantes. La aptitud de cuatro medios 
comerciales para sostener la producción de poliedros de AcMNPV en cultivos en 
suspensión de la línea BTI­Tn­581­4 fue ensayada por McKenna et al. (1997). No 
se registraron diferencias significativas entre los cuatro medios respecto a los pará­ 
metros de los cultivos sin infectar, y se obtuvieron altos rendimientos específicos 
de poliedros en los cuatro casos. El análisis de los poliedros por microscopía elec­ 
trónica, y la cuantificación del DNA viral incluído, no revelaron diferencias significa­ 
tivas entre los poliedros producidos en cultivos y los controles producidos en lar­ 
vas, pero estos últimos fueron significativamente más infectivos que aquellos. 
Resultados similares fueron obtenidos por Chakraborty et al. (1999) para la pro­ 
ducción de poliedros de HaSNPV en medio Sf900II libre de suero, que resultaron 
cinco veces menos infectivos que los producidos en larvas, atribuyéndose esta 
diferencia al efecto del método de extracción de los cuerpos de inclusión a partir de 
las células infectadas. 

4. 1.3. Requerimientos fisicoquímícos 
4.1.3.1. Temperatura . 
La temperatura óptima para el cultivo de células de insecto se encuentra entre 

los 25 y los 30°C, esto es, considerablemente más baja que la requerida por las 
células de mamífero. La mayoría de las líneas celulares son cultivaqas a 28°C 
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(SUMMERS Y SMITH, 1987). Con propósitos de mantenimiento, muchas líneas celula­ 
res pueden ser conservadas a temperatura reducida {4­8°C), pero en general 
soportan mal temperaturas superiores a 30°C, a partir de la cual reducen su velo­ 
cidad específica de multiplicación. Las células adaptadas al crecimiento en medios 
de cultivo libres de suero fetal son usualmente bastante menos tolerantes a las 
modificaciones de temperatura (M1rsuHASH1 Y Gooowm, 1989). Respecto a la 
influencia de la temperatura sobre la multiplicación viral o la expresión de proteínas 
recombinantes, existen informes contradictorios. Hara et al. (1993) compararon la 
expresión de beta­galactosidasa recombinante a varias temperaturas, encontrando 
que el máximo rendimiento se obtenía a 30°C. Por el contrario, Reuveny et al. 
(1993b) demostraron que la expresión de dos proteínas recombinantes (beta­ 
galactosidasa y glucocerebrosidasa) en la misma línea celular (Sf9) decaía cuan­ 
do la temperatura subía por encima de 27°C. 

4.1.3.2. pH 
El pH requerido para un crecimiento óptimo de los cultivos de células de lepi­ 

dópteros se encuentra entre 6 y 6,50. La influencia del pH en el cultivo de células 
Sf9 fue estudiado por Hild et al. (1992), quienes encontraron que la densidad máxi­ 
ma y la máxima velocidad específica de crecimiento se alcanzaban en un rango de 
pH entre 6, 19 y 6,38. Durante el cultivo, a medida que algunos nutrientes son con­ 
sumidos y los productos catabólicos se acumulan, se tienden a producir modifica­ 
ciones del pH. Para evitar estas variaciones, se incorporan sistemas tampón a los 
medios de cultivo. De todos modos, las células de insecto toleran mejor las varia­ 
ciones de pH que las células de mamíferos, variaciones que, además, son de 
menor cuantía, de tal manera que usualmente no se requiere una regulación muy 
estricta. No existe información publicada acerca del efecto de la regulación del pH 
sobre la multiplicación viral. 

4.1.3.3. Osmolaridad 
La influencia de la presión osmótica en el cultivo in vitro de células de insecto 

fue estudiada por Kurtii et al. (1974; 1975), quienes determinaron que la osmolari­ 
dad óptima para el cultivo de células de Heliothis zea se encontraba entre 300 y 
31 O mOsm/kg. Entre 290 y 360 mOsm/kg, la velocidad de multiplicación específica 
no resultó inferior al 90% de la velocidad obtenida a la osmolaridad óptima. Estas 
células parecieron más susceptibles a las osmolaridades inferiores que a las más 
elevadas. Por otro lado, las células fueron capaces de alterar la osmolaridad del 
medio a lo largo del tiempo de cultivo. Líneas celulares diferentes pueden presen­ 
tar requerimientos de osmolaridad diferentes, e incluso pueden reaccionar en 
forma diversa frente a los distintos tipos de agentes utilizados para modificar la 
osmolaridad del medio de cultivo (KuRr11 Y MuNDERLOH, 1984). 

4.1.3.4. Oxígeno 
El oxígeno disponible es un parámetro crítico en el cultivo de células animales. 

Teniendo en cuenta la reducida solubilidad del oxígeno er¡ medios acuosos, el 
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suministro de las cantidades requeridas para permitir la multiplicación celular y la 
replicación viral constituye un problema crucial a resolver para determinar la facti­ 
bilidad técnica de un proceso de producción de baculovirus. En este apartado se 
considerarán la demanda de oxígeno de las células de insecto en cultivo, tanto no 
infectadas como infectadas, y la importancia del nivel de oxígeno disuelto sobre la 
multiplicación celular y la producción de baculovirus. 

A despecho de consideraciones iniciales acerca de la demanda elevada de oxí­ 
geno en cultivos de células de insecto (MALINOWSKI Y DAuGuus, 1993), los valores 
determinados en una serie de trabajos, realizados en su mayoría sobre las líneas 
celulares de S. frugiperda, permiten demostrar que el rango de valores de consu­ 
mo celular específico de oxígeno (1 a 11 mmoles/to? células/día) es similar al 
observado en cultivos de células de mamíferos (MAIORELLA et al., 1988; ScHOPF et 
al., 1990; KAMEN et al., 1991; SCOTT et al., 1992; REUVENY et al., 1993b; 
DEUTSCHMANN Y JAGER, 1994). Este amplio rango parece estar determinado por dife­ 
rentes condiciones de cultivo o por mediciones efectuadas en diferentes tramos de 
la curva de multiplicación celular. Por otro lado, la mayoría de los trabajos publica­ 
dos indican que la infección con baculovirus incrementa la demanda de oxígeno 
durante, aproximadamente, las primeras veinte horas post­infección (WE1ss et al., 
1982; SCHOPF et el., 1990; KAMEN et al., 1991; ScoTT et al., 1992; HENSLER Y 
AGATHOS, 1994; K1ouK1A et al., 1995). Una vez superado el pico de síntesis de 
macromoléculas virales se produce una rápida reducción. 

Hink y Strauss (1980) demostraron que el nivel de oxígeno disuelto afecta el 
crecimiento de los cultivos en suspensión de la línea celular Tn­368, obteniendo la 
mejor proliferación a un valor de concentración de oxígeno disuelto de 50% de 
saturación. Valores óptimos diferentes fueron señalados para otras líneas celulares 
(DEUTSCHMANN Y JAGER, 1994; ZHANG et al., 1994), pero también en trabajos reali­ 
zados sobre una misma línea celular (Sf9) (KLóPPINGER et al., 1990; JAIN et al. 1991; 
HENSLER Y AGATHOS, 1994). La mayoría de los trabajos publicados ponen énfasis en 
la importancia de mantener un nivel adecuado de la concentración de oxígeno 
disuelto durante la fase de infección para obtener elevados rendimientos de bacu­ 
lovirus o proteínas recombinantes (KLóPPINGER et al., 1990; LINDSAY y BETENBAUGH, 
1992; BLANCHARD Y FERGUSON, 1992; ScoTT et al., 1992; WANG et al., 1993; TATICEK 
Y SHULER, 1997), aunque existen discordancias respecto a cuál es ese valor ópti­ 
mo. 

4.1.3.5. Sensibilidad mecánica 
Todas las líneas celulares establecidas a partir de tejidos y órganos de insectos 

presentan características morfológicas comunes que condicionan negativamente 
su utilización en procesos biotecnológicos: su gran tamaño y la carencia de una 
pared celular. Ambas determinan, conjuntamente, una elevada susceptibilidad a los 
esfuerzos de cizallamiento que se generan en medios agitados o en presencia de 
burbujas. Los trabajos iniciales que estudiaron la susceptibilidad de las células de 
insecto al estrés mecánico parecen haber sobrestimado dicha sensibilidad respec­ 
to a la de las células de mamífero (WE1ss et al., 1980). Los resultados de trabajos 
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posteriores indican que la sensibilidad de ambos tipos de células es comparable, y 
que tanto unas como otras sólo sufren efectos mínimos cuando son sometidas a 
velocidades de agitación moderadas, en ausencia de burbujas (MuRHAMMER, 1991 ). 
En contraste, el burbujeo, la cavilación y la incorporación de burbujas a través de 
remolinos son operaciones nocivas para las células animales cultivadas en sus­ 
pensión, entre ellas las células de insecto (MURHAMMER, 1991 ). 

La interacción entre burbujas y células de insecto ha sido estudiada en un con­ 
junto de trabajos (TRAMPEA et al., 1988; MURHAMMER v GOOCHE, 1988; TRINK et al., 
1994). La mayoría de los estudios indican que, tal como sucede en cultivos de célu­ 
las de mamíferos (HANDA­CORRJGAN et al., 1989), gran parte del daño celular está 
asociado a la región interfacial líquido­aire donde se produce la ruptura de las bur­ 
bujas (BAVARIAN et al., 1991 ). Por otro lado, Murhammer y Gooche (1990) demos­ 
traron que también se produce daño celular en la vecindad del generador de bur­ 
bujas, y que la magnitud del daño es dependiente del diseño del distribuidor, mien­ 
tras no parece generarse efecto alguno sobre la integridad celular en la región 
donde se produce el ascenso de las burbujas. Como regla general, se puede decir 
que el daño celular asociado a la presencia de burbujas es linealmente proporcio­ 
nal al área de interfase gas­líquido (medio de cultivo), y es independiente de las 
dimensiones (diámetro y altura) del reactor y del número de burbujas. Por lo tanto, 
el daño celular en reactores aireados por burbujeo sólo dependerá del volumen 
(tamaño) de las burbujas (CHALMERS, 1996). Las burbujas pequeñas provocan un 
daño celular asociado a su ruptura mayor que las burbujas más grandes (HANDA­ 
CORRIGAN et al., 1989; Oh et al., 1992). 

La demostración que la incorporación del polialcohol "Pluronic F­68" a los 
medios de cultivo protege a las células de insecto de los efectos del burbujeo, la 
cavitación y el torbellino, ha permitido acceder a la propagación en suspensión de 
estas células a gran escala en reactores aireados por burbujeo, tornando accesible 
la tecnología de cultivo en reactores airlift (MAIORELLA et al., 1988; MuRHAMMER v 
Goocas, 1988). Los fundamentos de la acción protectiva del Pluronic F­68 no son 
aún totalmente comprendidos, aunque su actividad como agente tensoactivo pare­ 
ce inhibir la adhesión celular a la superficie de las burbujas (MURHAMMER, 1991 ). 

4. 1.4. Sistemas de cultivo 
El interés de la industria biotecnológica en los baculovirus, como bioinsecticidas 

y como vectores de expresión, ha incentivado el interés por el desarrollo desiste­ 
mas de cultivos de células de insecto a gran escala. Se pueden distinguir, a gran­ 
des rasgos, dos sistemas básicos para el cultivo de células de insecto a gran esca­ 
la: los sistemas de cultivo estacionarios y los sistemas de cultivo de células libres 
en suspensión agitada. 

4.1 .4.1. Cultivos estacionarios 
La mayoría de las líneas celulares establecidas a partir de tejidos de insectos 

pueden cultivarse adheridas sobre una superficie. Usualmente, la realización de 
subcultivos no requiere la utilización de agentes enzimáticos o químicos para libe­ 
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rar las células de la superficie, bastando para ello una suave acción mecánica. El 
cultivo estacionario es una metodología adecuada para el mantenimiento de célu­ 
las, o su propagación a pequeña escala, pero en cambio resulta menos apropiada 
para los cultivos a gran escala. De todos modos, el cultivo de células de insecto 
permite superar algunos de los inconvenientes que plantean los sistemas de culti­ 
vo en suspensión, como la falta de adaptación de algunas líneas celulares, los 
efectos derivados de la agitación y el burbujeo, y las bajas concentraciones de pro­ 
ducto obtenidas (Goossu, 1993). Se revisarán a continuación algunos ejemplos de 
sistemas de propagación de células de insecto inmovilizadas a gran escala. 

Los primeros trabajos en sistemas de células inmovilizadas a gran escala fue­ 
ron publicados por Weiss et al. (1981 ), quienes propagaron células IPLB­Sf21, en 
un proceso semiautomatizado, en bancos de botellas giratorias ("roller"). 
Posteriormente, Weiss y Vaughn (1986) evaluaron un sistema comercial de inmo­ 
vilización celular y perfusión para el cultivo de la misma línea celular y la produc­ 
ción de poliedros de AcMNPV. Aplicando otro concepto, King et al. (1988) encap­ 
sularon células IPLB­Sf21 en microcápsulas de alginato­polilisina, obteniendo den­ 
sidades celulares intracapsulares de 8x107 células/mi de cápsulas. Kompier et al. 
(1991) inmovilizaron la misma línea celular en un reactor de lecho estacionario 
relleno con una fibra sintética. El sistema fue alimentado con medio por perfusión 
desde un frasco reservorio, oxigenado mediante aireación a través de un tubo de 
silicona. El tiempo de duplicación del cultivo resultó de 20 horas, y la densidad celu­ 
lar máxima fue de 6x106 células/mi de fibra empacada. En cambio, Chung et al. 
(1993) inmovilizaron células de la línea Tn5 sobre esferas de vidrio empacadas en 
la zona de circulación descendente de un reactor airlift no concéntrico, mientras el 
medio de cultivo fue oxigenado mediante burbujeo de aire en la zona de circulación 
ascendente. 

4.1.4.2. Cultivos en suspensión 
Diversos sistemas de cultivo en suspensión han sido utilizados para la propa­ 

gación de células de insectos, desde los simples frascos agitados por rotación 
("spinner flasks" y frascos erlenmeyer agitados en sistemas orbitales), en pequeña 
escala, hasta reactores de tipo tanque agitado y airlift, a escala de decenas y cien­ 
tos de litros. Estos sistemas presentan la ventaja de su escalabilidad, así como 
también la amplia experiencia acumulada en el campo de las fermentaciones 
microbianas, cuyos conceptos básicos pueden ser extrapolados al diseño, opera­ 
ción, optimización y control de procesos de cultivo de células de insecto. Los culti­ 
vos en suspensión a baja escala, en sistemas donde hay una alta relación superfi­ 
cie/volumen que permite una adecuada transferencia de oxígeno, en general no 
ofrecen dificultades para obtener elevadas densidades celulares a alta velocidad 
de multiplicación. En "spinner flasks" de 250 a 500 mi de capacidad, con 50 a 75 
mi de volúmen de cultivo, dependiendo del medio de cultivo se pueden obtener 
densidades celulares máximas de hasta 107 células viables por mi. Densidades 
similares pueden ser obtenidas en cultivos realizados en erlenmeyers en agitador 
orbital a una velocidad entre 100 y 150 rpm. 
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Sin duda, el principal cuello de botella para la propagación de estas células a 
gran escala está definido por la combinación de su naturaleza aeróbica y sus 
características estructurales. En otras palabras, el principal escollo a superar en el 
diseño de sistemas de cultivo a gran escala de células de insecto radica en como 
suministrar la cantidad de oxígeno requerida sin incurrir en prácticas agresivas 
para la integridad estructural y funcional de las células. Algunos de los sistemas 
desarrollados y/o utilizados para la propagación de células de insecto en suspen­ 
sión se describen brevemente a continuación, distinguiendo entre sistemas agita­ 
dos mecánicamente (reactores agitados) y neumáticamente (columnas de burbu­ 
jeo y reactores airlift). 

4.1.4.3. Reactores agitados 
En los últimos años ha quedado claramente establecido que los reactores agi­ 

tados convencionales desarrollados para el cultivo de microorganismos, si son ade­ 
cuadamente adaptados, pueden ser utilizados para el cultivo de células de insectos 
a gran escala (Agathos, 1996). La agitación en estos reactores, que debe ser sufi­ 
ciente para mantener la homogeneidad del cultivo y asegurar una adecuada trans­ 
ferencia de nutrientes y, principalmente, oxígeno, se lleva a cabo mecánicamente a 
través de impulsores. El diseño del impulsor y su velocidad son elementos que ejer­ 
cen una influencia considerable, determinando la magnitud del daño celular aso­ 
ciado a la operación de agitación. Sin embargo, la forma y la velocidad del impulsor 
no pueden ser considerados independientemente del método de aireación y de la 
composición del medio de cultivo. En este sentido, los trabajos de Murhammer y 
Gooche (1990) permitieron demostrar que es posible utilizar impulsores de paleta 
plana, o velocidades de agitación elevadas (hasta 850 rpm), si se evita que queden 
burbujas de aire atrapadas en el seno del cultivo, a través de cavitación o formación 
de torbellinos, y si el medio es adicionado con "Pluronic F­68". De cualquier mane­ 
ra, desde los trabajos iniciales de Hink y Strauss (1980), quienes demostraron que 
los impulsores de tipo hélice marina permitían generar una adecuada agitación 
manteniendo una elevada viabilidad celular, éstos han sido frecuentemente utiliza­ 
dos para equipar reactores agitados para el cultivo de células de insectos a distin­ 
tas escalas (KOMPIER et al., 1988; CARON et al., 1990; BARKHEM et al., 1992; 
BLANCHARD Y FERGUSON, 1992). Otros diseños de impulsores han sido utilizados con 
éxito (KAMEN et al., 1991; JAGER et al., 1992), y recientemente se ha descripto la apli­ 
cación de reactores de pared rotatoria que simulan un ambiente microgravitatorio y 
permiten. generar una adecuada agitación del cultivo en suspensión (CowGER et al., 
1999). 

Como se mencionó anteriormente, la forma en que se introduce oxígeno en un 
reactor agitado ejerce una influencia considerable sobre su funcionalidad. Tres 
principios diferentes de aireación han sido utilizados en reactores agitados aplica­ 
dos al cultivo de células de insecto: superficial, libre de burbujas a través de mem­ 
branas semipermeables, y por burbujeo de gases. 

La aireación superficial puede ser suficiente para sistemas de cultivo agitados a 
pequeña escala, donde la relación superficie de intercambio a volumen de líquido . 
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es elevada, pero a mayor escala es impracticable, a menos que se consideren 
modificaciones del reactor, tales como el uso de impulsores de cinta helicoidal y 
"baffles" superficiales, y el suministro de oxígeno puro (KAMEN et al., 1991), o que 
sea complementada por burbujeo (H1NK Y SrnAuss, 1980). 

Los sistemas que utilizan membranas semipermeables de silicona 
(MILTENBURGER Y DAVID, 1980; EBERHARDT Y SCHUGERL, 1987; CowGER et al., 1999) o 
de polipropileno (JAGER et al., 1992) desarrollan adecuadas tasas de transferencia 
de oxígeno por diferencia de presión parcial del gas entre la fase gaseosa (el inte­ 
rior de la membrana) y la fase líquida (el seno del cultivo), evitando la formación de 
burbujas. Jáqer et al. (1992) alcanzaron densidades celulares de casi 5 x 107 célu­ 
las viables utilizando un sistema de aireación libre de burbujas, suministro de oxí­ 
geno puro y perfusión del medio de cultivo. Sin embargo, estos sistemas que fun­ 
cionan óptimamente a baja escala, son difícilmente escalables, limitando su utilidad 
para la producción masiva de baculovirus. · 

En los reactores oxigenados por burbujeo, tal como se analizó previamente, el 
diámetro de las burbujas introducidas en el seno del cultivo ejerce un efecto impor­ 
tante sobre su funcionalidad. Jem et al. (1997), en el desarrollo de un proceso de 
producción a gran escala del virus de la poliedrosis nuclear Anagrapha falcifera 
(AfMNPV), demostraron que la multiplicación celular se inhibe en reactores agitados 
aireados con burbujas de diámetro inferior a O, 1 mm, mientras que el crecimiento del 
cultivo se reasume cuando la aireación pasa a realizarse con burbujas de 1 mm de 
diámetro. A despecho de esta limitación, los reactores aireados por burbujeo de 
gases son los que ofrecen mejores perspectivas de escalabilidad. El cultivo de célu­ 
las de insecto a gran escala en reactores agitados está siendo implementado por 
industrias farmaceúticas productoras de proteínas recombinantes (BARKHEM et al., 
1992, GUILLAUME et al., 1992), y también por industrias productoras de baculovirus 
para control de plagas agrícolas (BELISLE et al., 1992; JEM et al., 1997}. 

4.1.4.4. Reactores airlift 
Los reactores airlift, cuyos principios de diseño y aplicación al cultivo de células 

de insecto han sido revisados recientemente (AGATHOS, 1996; TRAMPEA et al., 
1996), presentan una serie de ventajas. Por un lado, permiten alcanzar una ade­ 
cuada homogeneidad del cultivo y tasas de transferencia de oxígeno elevadas con 
reducido estrés mecánico. Por otro, a diferencia de los reactores agitados, a medi­ 
da que aumenta la escala mejora el funcionamiento del reactor debido al incre­ 
mento de la presión hidrostática que opera como fuerza impulsora en la región de 
flujo descendente. Además, debido a su simplicidad de diseño y construcción, 
requieren menor inversión de capital, y los costos de mantenimiento y operación 
son también más bajos que en los reactores agitados. Sin embargo, la experiencia 
acumulada en la operación de estos reactores es más limitada, y en el caso parti­ 
cular de su aplicación al cultivo de células de insecto y la multiplicación de baculo­ 
virus, sólo en la última década, a partir de la introducción del "Pluronic F68", se 
registran informes de su utilización exitosa, no sólo a pequeña escala sino también 
en reactores de decenas de litros. 
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Maiorella et al. (1988) utilizaron un reactor airlift de 21 litros (cuyas dimensiones 
no especificaron), el cual fue operado a una velocidad de burbujeo de aire de 420 
a 1260 ml/min, o 0,02 a 0,06 volumen/volumen/minuto (VVM), introducido al reac­ 
tor a través de un distribuidor que permitía regular el tamaño de las burbujas entre 
0,5 y 1 cm de diámetro. Murhammer y Gooche (1988), en cambio, utilizaron un 
reactor airlift descartable de 570 mi de volumen de operación (tampoco se indica­ 
ron las dimensiones), al cual airearon por microburbujeo a traves de un distribuidor 
de 0,2 µm de tamaño de poro, con una velocidad de flujo de 2 a 3 ml/min (0,003 a 
0,005 VVM). Schlaeger et al. (1992) escalaron el proceso de producción de una pro­ 
teína recombinante en reactores airlift de 23 y 60 litros de volumen. Por otro lado, 
Belisle et al. (1992) cultivaron células Sf9 e IPLB­LdFB, y produjeron poliedros de 
los virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica y Lymantria dispar, res­ 
pectivamente, en reactores airlift a escala de 40 litros. King et al. (1992) utilizaron 
un reactor airlift de 14 litros de volumen total (145 mm de diámetro, y 100 mm de 
diámetro y 390 mm de altura del tubo central), aireado con burbujas de 1 cm de diá­ 
metro, con una velocidad de flujo entre 0,02 y 006 VVM para el cultivo de células 
Sf9 y la producción de una proteína recombinante. A pesar de estos ejemplos, no 
hay estudios sistemáticos de optimización de diseño y operación de reactores airlift 
aplicados al cultivo de células de insecto en la bibliografía disponible, ni tampoco 
desarrollo de modelos aplicables al escalamiento de procesos en estos reactores. 

4.2. Infección de cultivos celulares con baculovirus 

Una vez revisados los aspectos generales de los cultivos de células de insec­ 
tos, y su relación con la producción de baculovirus, se considerarán en las seccio­ 
nes siguientes tres aspectos que ejercen una marcada influencia sobre los rendi­ 
mientos de las progenies virales en cultivos infectados: el tipo y calidad del inócu­ 
lo viral, los parámetros del proceso de infección, y el modo de operación. 

4.2. 1. lnáculo viral 
Se denomina inóculo viral en un proceso de producción de poliedros de baculo­ 

virus, o proteína recombinante, en cultivos celulares, a la masa de partículas virales 
no incluídas (viriones libres) que se agrega al cultivo para comenzar la infección. La 
calidad del inóculo viral no sólo es un determinante principal de la calidad del pro­ 
ducto obtenido, sino que también puede ejercer una significativa influencia sobre la 
productividad de baculovirus en cultivos celulares. Los requerimientos de virulencia 
en relación a la especie de insecto a controlar, que son similares para los procesos 
de producción in vivo e in vitro, fueron analizados previamente. A los mismos se 
debe sumar la capacidad de replicación en cultivos celulares a niveles que asegu­ 
ren una productividad de poliedros compatible con la economía del proceso. Por 
otro lado, debido a los mecanismos de selección de poblaciones virales que operan 
en los cultivos celulares infectados, donde la infección es transmitida de célula a 
célula por viriones libres, y la calidad y cantidad de los poliedros producidos no 
opera como factor de restricción en dicha transmisión, en los procesos in vitro se 
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debe prestar especial atención a la generación y propagación de variantes genómi­ 
cas que originan rendimientos menores o poliedros con virulencia reducida. Estas 
variantes resultarían desfavorecidas en la naturaleza, pero no lo son en cultivos 
celulares, en los cuales se enriquecen a través de los sucesivos pasajes y predo­ 
minan sobre la población viral parental. Entre las variantes de virulencia reducida 
que se generan por pasaje repetido en cultivos celulares se encuentran, por un lado, 
los fenotipos productores de pocos poliedros (fenotipos FP), que han sido descrip­ 
tos para varios baculovirus diferentes (PoTTER et al., 1976; FRASEA, 1987; WANG et 
al., 1989), y que se generan, en su mayoría, por inserción de un transposón en el 
genoma viral (MILLER Y MILLER, 1982; FRASEA, 1987), y por el otro, las partículas 
defectivas interferentes (PDls) originadas por deleción (ver los Capítulos 111 y IV) 
descriptas por Wickham et al. (1991 ), Kool et al. (1991) y Lee y Krell (1992). El pasa­ 
je repetido de baculovirus en cultivos celulares lleva a un paulatino enriquecimiento 
de PDls, en detrimento de la población viral parental, y a una rápida caída de los 
rendimientos de producto. Este comportamiento, conocido con el nombre de efecto 
pasaje, es el responsable de la imposibilidad de sostener la producción en continuo 
de poliedros (KoMPIER et al., 1988) o proteínas recombinantes (Kool et al., 1991) en 
cultivos de células de insectos. El efecto pasaje se acelera cuando la inoculación de 
virus se produce a alta multiplicidad de infección (moi, número promedio de partí­ 
culas víricas por célula) (W1CKHAM et al., 1991 ), y se magnifica a medida que aumen­ 
ta el número de rondas de replicación a que se somete el inóculo debido a la mayor 
velocidad de replicación de los genomas defectivos (KOMPIER et al., 1988; 
CHAKRABORTY Y REID, 1999). A medida que aumenta la moi se incrementa la propor­ 
ción de infecciones múltiples, en las que una célula es infectada por más de una par­ 
tícula viral, permitiendo así que se desarrollen eventos de recombinación que están 
involucrados en la génesis de PDls. Por lo tanto, es aconsejable que los inóculos de 
baculovirus sean preparados en cultivos celulares infectados a baja moi (0,01 a O, 1 
UFP / célula), y que los mismos sean sometidos al menor número de amplificacio­ 
nes posible. Alternativamente, y con el objeto de mantener la virulencia de la cepa 
de virus, se pueden hacer pasajes por larvas susceptibles y colectar hemolinfa para 
utilizar como semilla al comienzo del proceso de amplificación del inóculo. 

Dado que la producción de poliedros de baculovirus a gran escala requiere el 
uso, como insumo, de grandes cantidades de inóculo viral, resulta necesario estu­ 
diar las condiciones de cultivo e infección que permitan optimizar los rendimientos 
de viriones libres. La obtención de inóculos virales de alto título permite, por un 
lado, reducir el volumen necesario, y por lo tanto economizar en este insumo de 
incidencia elevada en el costo total del proceso, y, por otro lado, minimizar la can­ 
tidad de etapas de amplificación hasta llegar al volumen de inóculo necesario para 
infectar el reactor de producción, reduciendo la probabilidad de generación de 
PDls. Las condiciones de infección que permiten optimizar el rendimiento de virio­ 
nes no son necesariamente las mismas que permiten optimizar los rendimientos de 
poliedros, y deben ser evaluadas para cada proceso (CLAUS et al., 1997). Otra alter­ 
nativa que permite reducir la demanda de inóculo es el desarrollo de protocolos de 
producción de poliedros a baja moi (WoNG et al., 1996). 
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4.2.2. Parámetros del proceso de infección 
Los procesos de producción de poliedros de baculovirus en cultivos de células 

de insectos están constituídos por dos etapas, delimitadas por el acto de inocula­ 
ción del virus al sistema para su propagación. Durante la primera etapa se lleva a 
cabo la amplificación del sustrato celular, la que transcurre con una determinada 
cinética que depende de la línea celular, del medio de cultivo y de las condiciones 
de cultivo impuestas al sistema, tal como fue analizado en secciones precedentes. 
La segunda etapa comienza en el momento de la infección y, a diferencia de otros 
procesos de producción de virus en los que se genera un único fenotipo viral (virus 
de mamíferos, bacteriófagos, etc.), puede dividirse temporalmente en dos fases, de 
acuerdo al fenotipo cuya síntesis predomine, viriones libres en la primera fase y 
poliedros en la segunda. Los eventos de esta segunda etapa, su cinética y los ren­ 
dimientos finales de ambos tipos de progenie, estarán en gran medida determina­ 
dos por la densidad celular y la calidad del medio de cultivo, por la selección del 
momento en que se introduce el inóculo viral, y por la multiplicidad de infección. Se 
analizará a continuación la influencia de cada uno de estos parámetros de infec­ 
ción. 

4.2.2.1. Densidad celular 
La densidad celular al momento de la infección es uno de los primeros factores 

cuya importancia en la determinación del rendimiento de los procesos de producción 
de baculovirus fue señalada. Stockdale y Gardiner (1977) estudiaron el efecto de la 
densidad celular sobre la producción de poliedros de AcNPV en cultivos de células 
IPLB­Sf21 en monocapa, demostrando que el rendimiento de poliedros producidos 
por célula disminuía a medida que la concentración celular se incrementaba, inde­ 
pendientemente de la longevidad del medio de cultivo utilizado. Más tarde, Wood et 
al. (1982) reportaron que, en cultivos estáticos de células de S. trugiperda, la con­ 
fluencia celular provocaba una marcada inhibición de la replicación viral, que se tra­ 
ducía en una disminución de la producción de los dos fenotipos virales. Se observó 
el mismo comportamiento en cultivos de la línea BTI­Tn­581­4 (T. m) (W1CKHAM Y 
NEMEROW, 1993; CHUNG Y SHULER, 1993). Bien que la reducción provocada en la 
replicación viral por la elevada densidad celular en cultivos estáticos parece ser un 
fenómeno bien probado, no sucede lo mismo en cultivos en suspensión. Weiss et 
al. (1985) reportaron que la infección de cultivos en lote en suspensión a una den­ 
sidad de 7,5 x 105 células/mi no producía poliedros de AcMNPV, en contraposición 
a lo ocurrido con cultivos infectados a una densidad de 2,5 x 1 os células/mi. Una 
notable reducción de los rendimientos de ambas progenies virales fue descripto en 
cultivos de la línea celular IPLB­Sf21 infectados a alta densidad con el virus de la 
poliedrosis nuclear de A. gemmatalis (AgMNPV) (VISNOVSKY y CLAUS, 1994). Sin 
embargo, teniendo en cuenta que un cultivo en lote es un sistema donde la cantidad 
y calidad de la biomasa y la calidad del medio de cultivo están modificándose cons­ 
tantemente, el efecto referido podría ser atribuído a varios factores: la densidad 
celular en sí misma, las alteraciones del medio de cultivo (agotamiento de nutrien­ 
tes, acumulación de productos tóxicos, cambios de pH), las modificaciones de la 
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funcionalidad celular a lo largo de la curva de multiplicación celular, o un insuficien­ 
te abastecimiento de oxígeno debido a la mayor demanda derivada del aumento en 
la concentración celular. Para delimitar la influencia de estos factores, Caron et al. 
(1990), quienes obtenían una marcada inhibición de la producción de VP6 recombi­ 
nante cuando la infección en cultivos en lote se producía a una densidad superior a 
2 x 106 células/mi, tomaron cultivos de alta densidad (4 x 106 células/mi) y los resus­ 
pendieron en medio fresco, a la misma densidad, antes de la infección, obteniendo 
rendimientos comparables a los producidos a baja densidad celular. Lindsay y 
Betenbaugh (1992) observaron una marcada inhibición de la producción de dos pro­ 
teínas recombinantes (VP4 de rotavirus porcino y beta­galactosidasa) cuando la 
infección se producía a una densidad celular superior a 3,9 x 1os células/mi (célu­ 
las Sf9), pero la productividad por célula podía ser restaurada si los cultivos de alta 
densidad eran resuspendidos en medio fresco y aireados superficialmente. Kioukia 
et al. (1995) y Radford et al. (1992) tambien demostraron que es posible obtener 
altas productividades infectando a alta densidad celular, con la condición de hacer­ 
lo en medio fresco y con un suministro adecuado de oxígeno. El conjunto de estos 
trabajos demuestra que la limitación en la producción en cultivos de alta densidad 
es de naturaleza predominantemente ambiental, y puede revertirse mediante la 
renovación del medio de cultivo. 

4.2.2.2. Tiempo y multiplicidad de infección (moi) 
La elección del momento de la infección también es un factor crítico en la deter­ 

minación del rendimiento en los sistemas baculovirus­células de insecto. En culti­ 
vos en lote, este parámetro está ligado a la densidad celular, y pueden ser aplica­ 
dos los mismos elementos de análisis expuestos en el apartado precedente. Por 
otro lado, este factor no puede considerarse en forma aislada respecto a la influen­ 
cia de la moi, definida como la relación entre el número de viriones y el número de 
células en el momento de la infección, ya que el valor de ésta va a determinar cuál 
es la proporción de células que se infectan efectivamente en el momento de agre­ 
gar el inóculo viral al cultivo, y por lo tanto también, qué proporción de células no 
se infectarán y continuarán multiplicándose antes de ser infectadas, a tiempos de 
infección más tardíos, por viriones generados en la sub­población de células infec­ 
tadas originalmente, cuando las condiciones del cultivo ya no son óptimas. De 
hecho, cultivos de células IPLB­Sf21, infectados tempranamente con AgMNPV, 
pero a baja multiplicidad de infección (0.01 dosis infectivas 50% / célula), generan 
rendimientos virales bajos, similares a los obtenidos en cultivos infectados tardía­ 
mente (V1sNOVSKY Y CLAUS, 1994). La relación entre tiempo y multiplicidad de infec­ 
ción para la infección de cultivos de células de insecto con baculovirus ha sido ana­ 
lizada por Wong et al. (1996), quienes establecieron que, en función del conoci­ 
miento de la cinética de infección, una adecuada selección del tiempo de agrega­ 
do del inóculo viral permite realizar la infección a muy bajas multiplicidades de 
infección, sin que se resientan los rendimientos de producto, pero que éstos dis­ 
minuyen significativamente cuando se retarda el tiempo de infección o se disminu­ 
ye la multiplicidad de infección mas allá de determinados límites. 
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Por otro lado, además de la referida influencia, que se podría denominar pobla­ 
cional, ya que determina la magnitud de las poblaciones de células infectadas y no 
infectadas inicialmente, la moi, cuando su valor es superior a 1, determina el núme­ 
ro de genomas que ingresan en cada célula, hecho que podría influir sobre la pro­ 
ductividad celular específica. Caron et al. (1990) publicaron uno de los primeros 
estudios sistemáticos acerca de la influencia de la moi en cultivos en suspensión. 
En cultivos infectados en la mitad de la fase de multiplicación exponencial, deter­ 
minaron que cuando la moi variaba entre 1 y 1 O unidades formadoras de placa 
(UFP)/célula (cel) no se observaban diferencias ni en la cinética de producción ni 
en el rendimiento de proteína recombinante, pero que infecciones a una moi infe­ 
rior a 1, como era de esperar, se traducían en una demora en el pico de produc­ 
ción. Por otro lado, Licari y Bailey (1991 ), trabajando en cultivos en monocapa, 
determinaron que la formación de producto dependía fuertemente de la moi cuan­ 
do los cultivos eran infectados durante la fase tardía de multiplicación exponencial. 
En cambio, para cultivos infectados durante la fase exponencial temprana, la pro­ 
ducción no resultó dependiente de la moi cuando esta varió entre O, 1 y 10 UFP/cel, 
pero resultó más baja a moi mayores o menores. Más recientemente, Reuveny et 
al. (1993a) no encontraron diferencias en los rendimientos de proteína recornbi­ 
nante en cultivos infectados a distintas moi (entre 1 y 1 O UFP/cel), y a distintos 
tiempos de infección, siempre que el medio de cultivo fuera renovado tras la infec­ 
ción. Por otro lado, Wickham et al. (1991) demostraron que a altas multiplicidades 
de infección puede producirse un efecto de inhibición sobre la producción de pro­ 
teínas recombinantes, y que este efecto está ligado al predominio de partículas 
defectivas interferentes sobre las partículas virales completas. 

4.2.2.3. Momento de cosecha 
El momento óptimo para la cosecha de poliedros de baculovirus es depen­ 

diente de la selección de otros parámetros del proceso de infección, principalmen­ 
te la moi. En cultivos infectados sincrónicamente (alta moi), el tiempo de cosecha 
está determinado sólo por la cinética de producción de poliedros. En cambio, cuan­ 
do la multiplicidad de infección seleccionada es baja, el momento óptimo para la 
cosecha estará también influenciado por la cinética de síntesis y liberación de virio­ 
nes, que llevan a cabo las rondas de infecciones secundarias. En sistemas de 
infección por baculovirus donde el producto es una proteína recombinante, la 
selección del momento de cosecha debe tomar en consideración, además, la acti­ 
vidad de proteasas que pueden degradar el producto y disminuir sus rendimientos 
(LICARI v BAILEY, 1991; JAGER et al., 1992). 

4.2.2.4. Estrategia de operación 
La estrategia de operación más simple para la producción de baculovirus es la 

operación en lote, en la cual una línea celular se cultiva en un medio apropiado hasta 
una determinada densidad, posteriormente es infectada, se espera hasta obtener el 
máximo rendimiento de producto, y se cosecha. En el apartado anterior se ha anali­ 
zado cómo los parámetros de infección determinan la cinétic� y los rendimientos en 
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procesos de producción de poliedros de baculovirus en cultivos celulares en lote. Con 
el objeto de optimizar rendimiento y productividad, se pueden implementar estrate­ 
gias de operación que disminuyan el grado de dependencia respecto a dichos pará­ 
metros y permitan superar las limitaciones que ellos imponen. 

Una de las limitaciones principales que presentan las operaciones en lote es la 
reducción de los rendimientos cuando las células son infectadas tardíamente 
durante el crecimiento del cultivo. Esta limitación, que impide acceder a mayores 
productividades volumétricas por infección de cultivos de alta densidad, puede, sin 
embargo, ser superada por recambio del medio de cultivo en el momento de la 
infección (TOM et al., 1995). Esta operación, que es factible en pequeños frascos 
agitados, es problemática en cultivos a mediana o gran escala. En cambio, es posi­ 
ble superar dicha limitación mediante operaciones de perfusión, que producen una 
renovación continua del medio de cultivo mientras retienen la biomasa de células 
mediante filtración en el seno del reactor a través de membranas filtrantes (perfu­ 
sión interna) (JAGER et al., 1992) , o fuera de él (perfusión externa) por microfiltra­ 
ción tangencial (CARON et al., 1994) o separación ultrasónica (ZHANG et al., 1998). 
Estos sistemas permiten alcanzar densidades celulares muy elevadas, y obtener 
rendimientos volumétricos de producto superiores a los alcanzados en simples cul­ 
tivos en lote, aunque raramente los rendimientos específicos pueden superar a los 
obtenidos en éstos últimos. Como ventaja adicional, estos sistemas pueden ser 
infectados a muy baja multiplicidad de infección, reduciendo la demanda de inócu­ 
lo viral. Sin embargo, su aplicación a la producción de baculovirus para control de 
plagas agrícolas parece estar limitada por sus posibilidades de escalamiento y por 
la eficiencia de los sistemas filtración o separación. Por otro lado, la posibilidad de 
obtener altos rendimientos de poliedros o proteínas recombinantes mediante sim­ 
ple suplementación nutricional, como se verá a continuación, ha reducido las 
expectativas respecto a la utilización de esta estrategia. 

La estrategia de lote alimentado, a través de la adición de soluciones concentra­ 
das de nutrientes en cultivos infectados a alta densidad, ha permitido obtener eleva­ 
dos rendimientos volumétricos de proteínas recombinantes (WANG et al., 1993; 
NGUYEN et al., 1993; REUVENY et al., 1993a; ZHANG et al., 1994; LEE y PARK, 1995; 
TATICEK v SHULER, 1997; BÉDARD et al., 1997; CHAN et al., 1997) y de poliedros virales 
(CLAus et al., 1997) equivalentes a los alcanzados en cultivos infectados a baja den­ 
sidad celular. Este hecho, relevante en sí mismo por su simplicidad tecnológica, por 
otro lado hecha luz sobre la naturaleza de la limitación de la replicacion viral en cul­ 
tivos de alta densidad, la cual es predominantemente, aunque no exclusivamente, de 
índole nutricional (RADFORD et al., 1996). Distintos tipos de nutrientes, o mezclas de 
ellos, han sido usados para alimentar los cultivos de alta densidad, incluyendo glu­ 
cosa, glutamina, extracto de levaduras, soluciones concentradas de aminoácidos y 
mezclas lipídicas, pero hasta el presente no se ha podido establecer claramente cuál 
o cuáles son los nutrientes responsables de la limitación. Un procedimiento optimi­ 
zado para la producción de proteínas recombinantes mediante cultivos en lote con 
suplementación en el sistema baculovirus­células de insecto ha sido propuesto por 
Chan et al. (1997). 
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La producción en cultivos continuos aparece como una opción teóricamente 
atractiva para reducir los costos de operación de los procesos fermentativos. En el 
caso de la producción de virus, y de baculovirus en particular, debido a la natura­ 
leza lítica del proceso, la producción continua debe involucrar al menos dos reac­ 
tores operando en cascada, el primero para la propagación celular y el segundo 
para la multiplicación viral. Kompier et al. (1988) ensayaron un diseño de produc­ 
ción de poliedros de AcMNPV en dos reactores operando en continuo, en el pri­ 
mero de los cuales se propagaba la línea celular IPLB­Sf21, que alimentaba al 
reactor de infección. El proceso operó durante aproximadamente 30 días, y luego 
se produjo una rápida caída en la productividad de cuerpos de inclusión y la apari­ 
ción de anormalidades morfológicas en los poliedros producidos. Como se descri­ 
bió más arriba, este efecto es la consecuencia de la generación y selección de par­ 
tículas defectivas interferentes (efecto pasaje). Este efecto tampoco pudo ser 
obviado en procesos continuos operando con tres reactores en serie, los dos últi­ 
mos para infección (VAN L1ER et et., 1990, 1992). 

Una alternativa a la producción continua de baculovirus es la implementación de 
estrategias semicontinuas. Un proceso de este tipo fue desarrollado por Zhang et al. 
(1993) para la producción de una proteína recombinante en la línea celular Bm­5. 
En el mismo, que constaba de dos reactores en serie, el primero fue inicialmente 
inoculado con células y cosechado a una elevada densidad. El 90 % del cultivo fue 
transferido al segundo reactor, mientras el 10% restante quedó como inóculo para 
la producción de un nuevo lote de células. En el segundo reactor, las células trans­ 
feridas fueron infectadas y el reactor operado con perfusión para mantener un nivel 
óptimo de nutrientes. Al final del período de producción, el segundo reactor fue cose­ 
chado, y vuelto a inocular con células para iniciar un nuevo lote de producción. De 
esta forma cada reactor opera en forma discontinua, mientras que el conjunto opera 
en forma continua, por lo menos mientras el sistema se mantenga estéril. 

4.3. Escalamiento de procesos de producción de baculovirus en cultivos 
celulares 

Si bien la producción en cultivos celulares ha sido recomendada como una alter­ 
nativa de superación de los problemas inherentes a los procesos de producción in 
vivo de baculovirus para el control de plagas agrícolas, hasta el presente, y de 
acuerdo a la bibliografía disponible, no se han podido desarrollar procesos de pro­ 
ducción in vitro a gran escala. A pesar de los importantes avances que se han pro­ 
ducido en los últimos años, una serie de factores técnicos y económicos, pero tam­ 
bién de índole básica, han confluído para que ese objetivo no se haya cumplido. A 
continuación se analizarán esos factores y se intentará esbozar cuales son los cam­ 
pos en que se deberá trabajar para que estos procesos resulten finalmente factibles. 

4.3. 1. Factores que condicionan el escalamiento 
4.3.1.1.Líneas celulares 
No existen líneas celulares establecidas específicamente, a partir de cada hues­ 
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ped natural, para todos los baculovirus que presentan interés agronómico, y en 
caso que existan, pueden no presentar características relevantes para el desarro­ 
llo de procesos de producción de baculovirus. En este campo se requieren impor­ 
tantes esfuerzos tendientes a establecer nuevas líneas celulares que posean pro­ 
piedades tecnológicas (adaptación a la suspensión, buena cinética de multiplica­ 
ción, etc.) y permitan generar altas productividades virales. 

4.3.1.2. Características metabólicas de las células de insecto 
Si se compara el conocimiento acumulado sobre el comportamiento metabólico 

de las células de insecto y de mamíferos, y su influencia sobre el desarrollo de pro­ 
cesos productivos, se observa una considerable brecha. Más aún, la mayoría del 
conocimiento disponible ha sido obtenido sobre unas pocas líneas celulares, bási­ 
camente las de S. frugiperda. Será necesario, en el futuro próximo, obtener cono­ 
cimientos más profundos acerca de las características particulares de los procesos 
metabólicos en distintas líneas de células de insecto, y su relación con los eventos 
de la replicación viral. 

4.3.1 .3. Medios de cultivo 
La falta de medios de cultivo racionalmente desarrollados en función de los 

estrictos requerimientos celulares, consecuencia de lo expuesto en el apartado 
anterior, es uno de los problemas que tiene un mayor impacto económico. Los 
medios de cultivo actuales poseen una composición sobredimensionada respecto 
a algunos componentes, pero por otro lado no pueden satisfacer los requerimien­ 
tos de producción a elevadas densidades celulares. Ha sido señalado que para que 
un proceso de producción de baculovirus en cultivos celulares para el control de 
plagas agrícolas sea factible económicamente, el costo del medio de cultivo no 
puede superar U$S 1 / litro (GONG et al., 1997) o U$S 2,5 / litro (RHODES, 1996). 
Mientras no se posean los conocimientos básicos para el desarrollo de medios 
absolutamente definidos, el uso de suplementos no definidos de bajo costo para 
reemplazar el suero fetal bovino será la alternativa para alcanzar ese objetivo, aun­ 
que eso signifique seguir dependiendo de las variaciones inherentes a su compo­ 
sición indefinida. Por otro lado, los nuevos medios de cultivo deberán ser capaces 
de permitir la producción viral en condiciones de muy elevadas densidades celula­ 
res (superiores a 1 Q7 células/mi). 

4.3.1.4. Sensibilidad mecánica y suministro de oxígeno 
Es en este campo donde se han producido algunos de los avances más signifi­ 

cativos en la biotecnología aplicada a la producción de baculovirus en cultivos celu­ 
lares. El estudio de las interacciones entre burbujas y células en el seno de medios 
líquidos, y la introducción del "Pluronic F­68", entre otros compuestos, como agen­ 
te de protección celular, han permitido que los cultivos de células de insecto pue­ 
dan ser abastecidos de oxígeno mediante burbujeo. Este hecho, a su vez, ha abier­ 
to la puerta a la realización de cultivos en reactores a gran escala y a elevadas den­ 
sidades celulares. 
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4.3.1 .5. Reactores 
Desde el punto de vista de la factibilidad económica, uno de los hechos, más 

relevantes es la demostración que los fermentadores microbianos, con mínimas 
adaptaciones, pueden aplicarse a la producción a gran escala de baculovirus en 
cultivos celulares (AGATHos, 1996). La utilización de reactores agitados y airlift para 
la producción de baculovirus a escala de decenas y cent·enas de litros, aún por 
debajo de la escala necesaria para que estos procesos resulten económicamente 
factibles (RHODES, 1996), demuestra que es posible acceder a tales escalas de pro­ 
ducción. Por otro lado, la posibilidad de utilizar fermentadores de tipo estándar per­ 
mitiría integrar estos procesos en plantas multipropósito, reduciendo el nivel de las 
inversiones en capital para equipamiento o utilizando instalaciones que se encuen­ 
tran sub­utilizadas. 

4.3.1.6. Biología de los baculovirus 
La elucidación de algunos aspectos del ciclo de multiplicación de los baculovi­ 

rus y su relación con los procesos que ocurren en las células infectadas podría 
tener un fuerte impacto sobre los rendimientos de baculovirus en cultivos celulares 
y el desarrollo de nuevos procesos de producción. A manera de ejemplo, el estudio 
de los factores que gobiernan la distribución de genomas entre ambos fenotipos 
virales, y la posibilidad de manipular dicha distribución para favorecer la producción 
de viriones libres o poliedros, podría dar origen a una nueva generación de proce­ 
sos semicontinuos de mayor productividad. La productividad en el proceso de fer­ 
mentación tiene un marcado efecto sobre la economía de producción, hecho que 
ha sido claramente expuesto en el modelo desarrollado por Rhodes (1996). De 
acuerdo al mismo, un proceso de producción de baculovirus en cultivos celulares 
sería rentable cuando los rendimientos de poliedros resultan superiores a 1,7 x 1os 
cuerpos de inclusión / mi. 

4.3.1.7. Estrategias de operación 
Ya se ha analizado el impacto que tiene la selección adecuada de la estrategia 

de infección y de operación de los cultivos infectados en términos de productividad. 
La posibilidad de alcanzar rendimientos volumétricos elevados mediante suple­ 
mentación nutricional de cultivos de alta densidad, que además significa una enor­ 
me simplificación tecnológica, sólo ha demostrado ser útil en cultivos de células de 
ovariolos de S. frugiperda (IPLB­Sf21 y Sf9), donde la acumulación de productos 
tóxicos conocidos del metabolismo celular es, a los efectos prácticos, nula. Otras 
líneas celulares. actualmente utilizadas en procesos de producción no presentan el 
mismo comportamiento (RHIEL et al., 1997), haciendo difícil la adopción de la misma 
estrategia para aumentar la productividad. En estos casos se deberán ensayar 
nuevas alternativas para alcanzar ese objetivo. 

4.3.1.8. Modelos matemáticos 
El desarrollo de modelos matemáticos es una herramienta de gran valor en el 

escalamiento de procesos biológicos, ya que al enfatizar los ?spectos cuantitativos 
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de los mismos permiten la identificación de parámetros significativos y la predicción 
del comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones. Sólo un número limita­ 
do de modelos han sido elaborados para describir las interacciones entre baculovi­ 
rus y células de insecto en cultivos infectados (PowER Y N1ELSEN, 1996). de Gooijer et 
al. (1989, 1992) modelaron la producción en continuo de baculovirus silvestres en 
una cascada de reactores, pero este sistema fue limitado experimentalmente por el 
efecto pasaje, comentado más arriba. El modelo de Licari y Bailey (1992) fue desa­ 
rrollado para optimizar la producción de una proteína recombinante en función de los 
parámetros de infección en cultivos estáticos en lote. Power et al. (1994) desarro­ 
llaron un modelo para optimizar el tiempo y la multiplicidad de infección en cultivos 
en lote para la producción de una proteína recombinante. El modelo de Yang et al. 
(1996), desarrollado para escalar racionalmente un proceso de producción de una 
proteína recombinante, está basado en la consideración del impacto del agotamien­ 
to de nutrientes sobre la productividad del sistema. Por último, Dee y Shuler (1997) 
desarrollaron un modelo que describe las etapas inciales del proceso de infección. 
Se trata en todos los casos de modelos que toman en consideración aspectos par­ 
ciales, si bien relevantes, de los procesos de infección y replicación. Entre aquellos 
aspectos que no han sido considerados en los modelos existentes, y cuya relevancia 
se magnifica en función de la escala de producción, la consideración de la influencia 
de la hidrodinámica del sistema y su relación con otros factores (cinética de adsor­ 
ción viral, disponibilidad efectiva de nutrientes y oxígeno, estrés mecánico celular, 
etc.) aparece como una necesidad para escalar procesos de producción de baculo­ 
virus en distintos tipos de reactores. Por otro lado, en la medida que se disponga de 
un caudal de conocimientos importante sobre la evolución de los reservorios intrace­ 
lulares de compuestos y estructuras relevantes para el proceso de replicación (nucle­ 
ótidos, aminoácidos, DNA viral, RNA viral, proteínas virales, etc.) se podrá abordar la 
formulación de modelos estructurados, que hasta el presente solo han sido esboza­ 
dos (SHULER et al., 1990). 

4.3.1.9. Modificaciones genéticas y formulación 
En estos campos también se han verificado importantes contribuciones en los últi­ 

mos años, las cuales son revisadas en otros capítulos. La generación de baculovirus 
más patogénicos, a través del aislamiento de cepas más virulentas o el desarrollo de 
recombinantes, podría tener un importante impacto sobre la reducción de las dosis a 
aplicar para obtener un determinado nivel de control, haciendo aceptables, desde un 
punto de vista económico, procesos de menor productividad o mayor costo. La opti­ 
mización de las técnicas de formulación y aplicación podría resultar en un efecto simi­ 
lar. Por otro lado, como se discutió más arriba en este capítulo, la producción de 
baculovirus modificados genéticamente puede tornarse impracticable en larvas infec­ 
tadas, dejando como única alternativa la producción in vitro en cultivos celulares. 

4.3.2. Escalamiento de procesos de producción de baculovirus y proteínas 
recombinantes en cultivos de células de insectos 

En la Tabla 2 se resumen algunos ejemplos de procesos de producció� que han 

295 



Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control biológico de plagas 

= 

.g 

i 

1 
·'= 
i 

ce z 

= 

(J) o 
t5 
Q) 
(J) 
e 
Q) 

"O 
(J) 

..9:! 
;:¡ 

::w o 
Q) 

"O 
(J) o 
> � 
;:¡ 
o 
e 
Q) 
(J) 
Q) e en e .s 
E o o 
� 
gJ -� 
Q) e c. 
>, 
(J) 

2 ·;;: 
o 
"S o en .o 
Q) 
"O 
e -o 

·c3 
o 
;;;;¡ 
"O e o, 
Q) 
"O 
(J) o 
(J) 
Q) 
(.) e o, 
Q) 
"O 
o e 
<!) 

.E 
en 
cii o 
(J) 
w 
C'oi 
<11 
j5 
� 

296 



(J) 

.!!l 
:::, 

;¡¡; 
o i Q) 

m � � ª1 ' "O ·¡:; � -.[ l!1 � m � (J) ­¡;; ­¡;; ts -¡;; -a; o ! f 1 g> g> ·� 
� ,G ,G 8 
:::, a: "" o 
e 1.. Q) j i _j 
(J) E 
Q) .¡;¡ 8 1 1 ¡ e ­g ¡,,¡ 

m � et! .;: -� ­� ­� -� e � i "' "' :o .s K K 
E E 

� :� .s !i1 m o 
.!.'2 :ª § § '.;; § 'B Ji o ¡� "§_� i� � = u --� � ;;.� � � ­1 .:,, = m E §:la 8 -¡;¡ ­� 1 i i §.;; (J) .n .g "'-2; 

et! ­� � � �.;g .s ., :}; �� 
2 � 
o o. 
>, 
(J) 1 � :::, ...... ·;;; 

-� =i o 
:5 o �.J l et! e :¡¡ ! .o •o .M �­ {f :,¡ a: .B 
Q) "' :z ­l'l a :.;; .B = � o! "O �f i e &Í ¡i¡ 'º ·a .;g 
o 
:::, 

"O � e � i .g i i {l D.. .;g i g> 
Q) a "O I= 
(J) o 
(J) 
Q) o e 
D.. 
Q) 

> > "O e; o, a: � a: :z :z :z o 2 ce ::s ::.E s z 

e > :,¡_ :,¡_ :,¡_ � :s :s :s :s 
Q) 

.E 
et! 

cii 
<D o � � 

(J) "' <D � w j ¡;¡ ¡¡¡; ss ¡j; 
el .¡g + § § e: "' ¡:¡:¡ ¡¡¡; :S! .;g :8 c.:, + 
o � ' ¡:¡:¡ a: <.> � i'i'.i � ea Q) o (,:! '­'­ u Q) ::,¡ � 1 � :o "O ::::1 >< e et! e: � ºcii et! E 'E e e ...... Q) zs o o ui (J) 

E e (.) o o 
t5 I E o o C\i o 
Q) � Q) Q) e 

..!!! (J) la ..... ...... 
e :i 

1 & � ...:-:..;....:...z .e 1l 
� Q) :3 1 � 

.2'.? ..::.-,to 
"O :§ � � ­· . • . . 

297 

Producción masiva de baculovirus 



Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control biológico de plagas 

sido escalados, a diferentes niveles, en los últimos años. Aparecen allí distintos 
tipos qe procesos, difiriendo entre si en las líneas celulares, los medios de cultivo, 
los virus utilizados, los reactores, las formas de aireación, las estrategias de ope­ 
ración y el tipo de producto. Del análisis de dicha tabla se pueden sacar las siguien­ 
tes conclusiones: 

a) Las líneas celulares establecidas a partir de ovariolos de S. frugiperda han 
sido, por mucho, las más utilizadas en procesos a gran escala, y sólo existe 
una limitada experiencia en la utilización de otras pocas líneas celulares. 

a) La tendencia respecto a los medios de cultivo es la utilización de medios 
libres de suero fetal bovino, algunos desarrollados en las propias unidades 
de producción. 

b) La mayoría de los procesos listados se llevaron a cabo en reactores preexis­ 
tentes, adaptados a las necesidades de los sistemas de cultivo de células frá­ 
giles, tanto reactores agitados como airlift. 

e) La oxigenación de los cultivos a través del burbujeo es una metodología 
ampliamente probada y exitosa. 

d) Los procesos de producción a mayor escala desarrollaron una estrategia de 
operación en lote, pero en los de mediana escala se utiliza ya frecuente­ 
mente la operación en lote alimentado. 

e) La mayoría de los procesos listados tienen como objetivo la producción de 
proteínas recombinantes, incluyendo la producción de VLPs ("virus like par­ 
ticles") (CRUZ et al., 1998; J1ANG et al., 1998). Es claro que el mayor impulso 
de desarrollo sobre el sistema baculovirus­células de insecto proviene de las 
industrias interesadas en la producción de ese tipo de proteínas, pero es pro­ 
bable que ese impulso se traslade a la producción de baculovirus, silvestres 
y recombinantes, para control de plagas agrícolas y forestales. 

5. Conclusiones 

En las secciones precedentes se han revisado los avances producidos en el 
desarrollo de procesos para la producción de baculovirus como agentes de control 
de plagas agrícolas, y se han esbozado, además aquellos campos donde deberán 
producirse nuevos aportes en el camino de tornar a estos procesos más eficientes 
y competitivos. 

Los procesos de producción de baculovirus in vivo aparecen como tecnologías 
bien establecidas, generando productos que son aplicados para el control de 
numerosas plagas agrícolas y forestales (MoscARDI, 1999). Sin embargo, estas tec­ 
nologías parecen estar limitadas en cuanto a sus posibilidades de escalamiento, y 
pueden encontrar dificultades para adecuarse a la producción de una nueva gene­ 
ración de baculovirus mejorados genéticamente. 

Por otro lado, todavía no existen procesos de producción de baculovirus en cul­ 
tivos celulares que hayan arribado a la fase de colocación de productos a disposi­ 
ción de los granjeros y agricultores. En contrapartida, los importantes avances rea­ 
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!izados en los últimos años en las tecnologías de cultivo de células de insecto y en 
la propagación de baculovirus, impulsados por los desarrollos surgidos de la utili­ 
zación de estos virus como vectores para la expresión de proteínas recombinan­ 
tes, han generado un campo de investigación y desarrollo enormemente dinámico. 
Aunque, como se analizó previamente, aún subsisten cuestiones a resolver, nume­ 
rosos obstáculos tecnológicos han sido ya superados, y con ello ha aumentado 
también la factibilidad económica de estos procesos, cuyas posibilidades parecen 
crecer con la escala de producción. 

En síntesis, en la medida que los desarrollos en las tecnologías de producción 
en cultivos de células de insectos finalmente lleven a la concreción de procesos 
competitivos, como parece ser previsible, es probable que en el futuro ambas 
metodologías coexistan, y se complementen, aplicadas a la generación de diferen­ 
tes productos, a distintas escalas, o bajo diferentes contextos. socio­económicos 
que tornen más factible la utilización de alguna de ellas. 
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