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Los baculovirus y sus aplicacicnes como bioinsecticidas an el cantral bicldgico de slagas

1. Introduccidn

Desde que se reconocio la importancia de los baculovirus como agentes ento-
mopatogenos capaces de controlar plagas en forma natural, se advirtié su poten-
cial como insecticidas para el control de plagas agricolas 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
gue permitieron la crianza masiva de insectos bajo condiciones controladas, exis-
tia un marcado optimismo respecto a las posibilidades de producir masivamente
baculovirus (VANDERZANT et al., 1962). Al mismo tiempo, se establecian las prime-
ras lineas celulares de insectos lepidépteros, que harian posible la multiplicacion
de baculovirus en cultivos celulares, abriendo el camino a una incipiente tecnolo-
gia alternativa (Grace, 1962). Desde entonces hasta ahora han transcurrido casi
cuarenta anos, 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 tecnolégica y economicamente factibles.

Ale largo de este capitulo se describiran los principales avances registrados en
el desarrollo de procesos de produccién de baculovirus para control de plagas agri-
colas y forestales, tanto in vivo como in vitro, poniendo especial atencién sobre los
aportes realizados en la (ltima década y sobre las perspectivas de evolucion en los
proximos afnos.

2. ¢ Produccion in vivo o produccion in vitro?

Hasta el presente, la produccion in vivo es la metodologia usada para la pro-
duccion de baculovirus, con el propdésito de utilizarlos como bioinsecticidas, a esca-
la industrial. Todos los insecticidas virales disponibles en el mercade, 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 multiplicacién in vivo respecto a la multipli-
cacion in vitro, se considera en primer lugar el menor costo de produccién. Sin
embargo, la escala de produccion ejerce una considerable influencia en la deter-
minacién de la factibilidad econdmica, y la produccion en cultivos celulares en bio-
reactores se hace mas econdmica a medida que aumenta la escala (MURHAMMER,
1991; Ruopes, 1996).

Por otro lado, la produccion en larvas infectadas ha sido la técnica utilizada por
décadas y existe numerosa informacién relacionada con los aspectos basicos rela-
cionados, tales como métodos de cria masiva, dietas para insectos, infeccién viral
y procesamiento de la produccion (SHARIRG, 1986; BLack ef al., 1997).

Ademas, la produccion in vivo es importante por su habilidad de producir una
amplia variedad de virus de insectos que hasta el presente no cuentan con méto-
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Produccién masiva de baculovirus

dos de produccion in vitro a gran escala. Tales son los casos de los granulovirus y
nucleopoliedrovirus de interés econdmico camo LAMNPYV, SeNPV, AgMNPY y
CINPV, entre otros.

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

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

3. Produccidn de baculovirus in vivo
3.1. Factores que afectan la multiplicacién in vivo de bacufovirus

En la produccion de baculovirus in vivo, a nivel experimental o industrial, el obje-
tivo principal es lograr el mayor rendimiento de cuerpos de inclusién biolégicamen-”
te activos, al costo méas bajo. En ese proceso, se deben tener en cuenta una serie
de factores de importancia fundamental para la optimizacion de la produccion, los
que influyen ademas en la calidad del producto final.

Los métodos de produccion in vivo y los faclores que afectan tal produccion han
sido revisados por varios autores (JAQUES, 1977; SHERMAN, 1985; SHaPIRO, 1986;
SHiEH, 1989; Sosa Gawvez v Moscarnl, 1996; HunTER-Fuuma ef al, 1998, entre
otros). En esta seccidn se contemplaran los principales aspectos relacionados con
la multiplicacion viral y se describirdn, a manera de ejemplo, algunos de los proce-
dimientos de produccién de los baculovirus mas utilizados hasta el presente.

3.1.1. El insecto huésped

Para la multiplicacién in vive es recomendable contar con una colonia de insec-
tos establecida, preferentemente, en condiciones de laboratorio sobre medio artifi-
cial. Este sistema de cria, permite un mayor control de la calidad y la sanidad de
los individuos destinados tanto a produccidn como a estudios de caracterizacion
viral.

La cria de los insectos huéspedes demanda del conocimiento previo de los
habitos 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
gue ello afecte el rendimiento vy la calidad del material ni la obtencién de los adul-
tos necesarios para la manutencion de la eria (A. gemmatalis, Diatraga spp.,
Trichoplusia ni). En otros, es necesario recurrir a métados de c¢ria individual debido
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Los baculovirus y sus aplicaciones como bioinsecticidas en el control bioldgico de plagas

a que la especie presenta habitos de canibalismo a partir de cierto estadio larval
(Spodoptera frugiperda) o son especies naturalmente solitarias (C. pomonelia).
Estos factores influyen en gran medida sobre el costo de produccién, ya que las
crias 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 huesped, colectados en el campo. La presencia de parasitos, patégenas u
otros posibles contaminantes asociados, exige un control previo de la sanidad de
los individuos a fin de evitar posteriores inconvenientes.

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

3.1.1.2. Edad y estadio de desarrollo

Como se expresd anteriormente, el objetivo principal es el de obtener el méxi-
mo rendimiente de virus y en tal sentido, uno de los factores méas importantes es la
edad larval. Existe una relacién constante entre peso del huésped al momento de
la muerte y la produccién de cuerpos de inclusién (occlusion body; OB). La pro-
duccion de OBs por miligramo de larva varfa normalmente entre 9,2 x 108 y 4,3 x
107 en NPVs de lepidopteros, 2 x 105 y 5 x 108 en NPVs de himendpteros, apro-
ximandose a 2 x 107 para granulovirus en lepiddpteros (EnTwisTLE v Evans, 1985:
HunTER-FUJITA et al., 1998). Sin embargo, tal relacion no depende sélo del peso ini-
cial de la larva, sino del incremento de peso registrado durante el praceso de infec-
cion (SHAFIRO, 1986). En tal sentido, para maximizar los rendimientos se utilizan
larvas de los ultimos estadios de desarrollo (generalmente cuarto estadio), adop-
tandose 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 produccion de diversos baculovirus. Como
gjemplo se puede citar la produccién de CpGV en larvas de Cydia pomonella en
donde la adicién de methoprene (como “Altosid”) aumenta el rendimiento de gra-
nulos por larva (GLEN v Payne, 1984). De igual manera, esta hormona juvenil, fue
probada en la produccion de NPV en Helicthis zea incorporandola en una concen-
tracion 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 inclusion del 15,8% (SHIEH,
1989).

La maxima produccién de cuerpos de inclusion ocurre en los tejidos més ricos
en nutrientes y metabolicamente activos, tales como el cuerpo graso, la epidermis,
y la matriz traqueal (Feperici, 1993). Para un estadio de desarrollo dado, el tiempo
requerido para alcanzar la fase de inclusién de las particulas virales y la maxima
produccion de cuerpos de inclusién depende del aislamiento viral, de la dosis sumi-
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Produccion masiva de baculovirus

nistrada y de la temperatura ambiente. En general, en larvas de lepiddpteros infec-
tadas con baculovirus que producen infecciones poliorganotropicas, la produccion
maxima se alcanza a los 5-10 dias post-tratamiento (FEpericl. 1998).

3.1.1.3. Sexo

Segun experiencias realizadas por Shapiro ef 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 quinlo estadios
produjeron mayor cantidad de cuerpos de inclusién por larva que los machos,
mientras el rendimiento por gramo de larva en ambos sexos no mostro diferencias
altamente significativas. En esta especie, por consiguiente, |a utilizacién de hem-
bras para la produccion de virus serfa el sistema ideal mientras los machos podri-
an ser utilizados para la produccion de machos esteriles (SHaPIRO, 1986). De igual
manera, larvas de Spodoptera littoralis infectadas con baculovirus, mostraron dife-
rencias en mortalidad y rendimiento segin sexo (SANTIAGO-ALVAREZ Y VARGAS
Osuna, 19886).

3.1.1.4. Huéspedes alternativos

En ciertos casos, donde el huésped homdélogo es dificil de criar a gran escala
por no dispenerse de dietas artificiales, presentar tamafio pequefio o causar pro-
blemas alergogenos, se ha recurrido a la amplificacion viral sobre huéspedes alter-
nativos. Como ejemplo, larvas de Trichoplusia nj son utilizadas para la produccién
de AcMNPV y de Anagrapha falcifera NPV. Del mismo modo. Panolis flammea NPV
es propagado en larvas de Mamesira brassicae (KeLLy Y ENTWISTLE, 1988).

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

3.1.2. El inoculo viral

El indculo que sera utilizado en la produccion es previamente amplificado y
caracterizado morfolégica, biolégica vy bioguimicamente con el fin de establecer
parametros de calidad utilizables a lo largo del proceso de produccion. En base a
los estudios mencionados, se puede ademas realizar la seleccién de aislamientos
con mayor virulencia hacia la especie blanco.

3.1.2.1. Origen

Cuando se trata de un nuevo aislamiento viral, lo mas frecuente es que el
mismo sea aislado a partir de larvas muertas o enfermas colectadas en el campo.
Para abtener un inéculo libre de contaminantes se pueden infectar cultivos celula-
res, pero no en todos los casos es factible disponer de lineas permisivas. En tales
casos, se realiza una primera amplificacion en un nimero limitado de individuos de
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la especie susceptible y posteriormente se purifican los cuerpos de inclusion obte-
nidos. Luego se efectiia una segunda amplificacion, en este caso en la mayor esca-
la posible de acuerdo con la cantidad de indculo purificado disponible. A partir de
la tercera amplificacion, bajo estricto control de calidad, se obtiene el producto que
sera utilizado en futuras multiplicaciones (MarTicnonI, 1999).

El indculo debe estar libre de contaminantes y en tal sentido, uno de los méto-
dos mas utilizados es la purificacion de los cuerpos de inclusién en gradientes de
densidad de sacarosa. Para el control de la pureza y calidad del indculo se reali-
Zan examenes por microscopia optica v electronica. Paralelamente, es reguisito
realizar ensayos para la determinacion cuali-cuantitaliva de contaminantes tales
como bacterias, virus u otros microorganismos patégenos.

3.1.2.2. Actividad

Entre baculovirus de una misma especie existen aislamientos que en muchos
casos presentan diferente actividad bioldgica 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 poblacion de insectos
blanco a tratar (ver Capitulo 4).

Pruebas realizadas con 19 aislamientos de LdNPV procedentes de diversos
paises, mostraron que el méas activo contra L. dispar resulté ser uno de U.S.A,,
mientras el menos activo fue el de Japon (SHariro, 1986). De igual manera, traba-
jos realizados con 14 aislamientos de Heliothis NPV mostraron diferencias de hasia
un 50% en tiempo letal (HUGHES et al., 1983).

Se sabe gue una misma especie de virus puede presentar diferencias en su
genoma, que permiten identificar variantes (ver Capitulo 4). Se han descrito nume-
rosas variantes geograficas de diferentes baculovirus, pero hasta el presente, en la
mayoria de los casos, no se ha podido establecer una correlacién fehaciente entre
dichas variantes, distribucion geografica y diferencias significativas en virulencia.
Ejemplo de ello es el nucleopoliedrovirus de S. frugiperda (STMNPY), y uno de los
factores que puede incidir es el habito migratorio de esta especie plaga (SHAPIRC et
al., 1991). Resultados obtenidos con posterioridad en relacién con la virulencia de
variantes de SIMNPV hacia determinadas poblaciones del huésped (BErreTTA af
al., 1998; EscrieanO ef al, 1999) sugieren que existe una marcada presion de
seleccion natural que deriva en la retencion de alta infectividad hacia la poblacion
local, presumiblemente por medio de un procesec de co-evolucién huésped-patoge-
no (Escrisano et al., 1999).

Entre los granulovirus, el mas estudiado ha sido el de C. pomoneila (CpGVY).
Estudios realizados con diversos aislamientos geograficas, mostraron diferencias
en virulencia hacia larvas de primer estadio (HARvEY v VOLkmaN, 1983). Postericres
estudios realizados por Crook ef al. (1985) permitieron establecer los patrones de
restriccion enzimatica del DNA de CpGYV de siete origenes diferentes y el mapa fisi-
co de tres variantes geograficas. En este lltimo trabajo, contrariamente a lo
expuesta anteriormente, no se encontrarcn diferencias significativas de infectividad
entre los aislamientos analizados.
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3.1.2.3. Dosis

Para obtener el méaximo rendimiento de OBs por gramo o por larva, se selec-
ciona la dosis mas baja que produce el 100% de mortalidad de las larvas destina-
das a la produccién. 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 metodologia de aplicacion
del indculo adecuadas.

El inéculo puede ser utilizado por incorporacion en la dieta artificial, por conta-
minacion superficial, o por aplicacion a tracitos de dieta (cuando se realizan multi-
plicaciones individuales). En sistemas de produccion a gran escala la contamina-
cion superficial es la mas utilizada.

Sequn Shapiro (1986), en general las dosis varfan entre 1 x 105 a 5 x 107 polie-
dros por mililitro de dieta, en la mayoria 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 intrinsecos de la relacion huésped-
patogeno, pero en el proceso de produccion 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 indculo, el incremento de la temperatura afecta el pro-
ceso de infeccion disminuyendo el tiempo letal. La produccién se efectia a tem-
peraturas entre los 20 y los 26°C (SHArIRO, 1986). Para determinar la temperatura
optima de produccion del sistema, se realizan experimentos donde se tiene en
cuenta: la lemperatura, el rendimiento por larva o por gramo de larva, el tiempo lelal
y la calidad del producto obtenido.

En general, temperaturas mayores a las mencionadas anteriormente, producen
una disminucién en el rendimiento y en la calidad. Ensayos realizados para la
determinacion de la temperatura de produccién de LAMNPYV, mostraron que tanto
el rendimiento como la actividad del virus producido fue similar en larvas expues-
tas a 23, 26 y 29°C, mientras a 32°C tales pardmetros fueron menores (SHAPIRO,
1986). Resultados similares fueron obtenidos en otros sistemas de produccion de
nucleopoliedrovirus y granulovirus (Jaoues, 1977; KeLLy Y ENTWISTLE, 1988).

3.1.3.2. Humedad

Mientras la temperatura juega un papel importante en la replicacion 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 proliferacidn de bacterias, hongos u
otros microorganismos contaminantes (Sosa-GOMEez Y MosCARDI, 1996).
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En los recipientes de multiplicacion, es aconsejable que la humedad se man-
tenga entre el 50 y 70%. De esta manera, se evita la deshidratacion de la dieta arti-
ficial que sirve como alimento de las larvas y se obtiene una buena calidad de pro-
duccion. Cabe considerar que en tales recipientes la humedad es mayor que la
ambiente, por lo que para lograr dicha humedad relativa, la camara de incubacion
debe mantenerse en un 20% por debajo del nivel de humedad deseado dentro de
los recipientes. Por otra parte, se deben evitar procesos de condensacion de hume-
dad debido a diferencias bruscas de temperatura durante la manipulacion de las
recipientes de produccion.

3.1.3.3. Fotoperiodo
El fotoperiodo no posee un efecto intrinseco en la praduccion, utilizandose

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

3.1.3.4. Alimentacion

La composicion de la dieta para la alimentacion de los insectos bajo cria cons-
tituye uno de los principales componentes del costo de produccion de baculovirus
en procesos in vivo. Desde el punto de vista de su composicion, las dietas pueden
ser totalmente naturales o semisintéticas.

La utilizacion de dietas naturales (follaje, frutos, tubérculas) presenta la ventaja
de la adaptacion del insecto a su fuente habitual de nutricion. Sin embargo, dadas
las restricciones en la disponibilidad, que en ocasiones pueden impedir la continui-
dad de la produccion, y las dificultades en estandarizar la calidad, se aconseja que
su uso se restrinja a la alimentacion de aquellos insectos para los cuales no se dis-
ponga de una dieta artificial.

El desarrollo de las dietas semisintéticas (VANDERZANT et al., 1962) marco el
comienzo del desarrollo de procesos para la produccidn de baculovirus en forma
masiva, al disponer en forma continua de una fuente de alimentacién cuya calidad
podia ser controlada y asegurada con relativa facilidad. Estas dietas incorparan
fuentes de proteinas (gérmen de trigo, caseina, hidrolizados de distintas proteinas,
etc), de lipidos y esteroles (aceite de gérmen de trigo, colesterol), de carbohidratos
(azucar, harinas), de vitaminas (extractos de levaduras, complementos vitaminicos)
Y en ciertos casos, de sales (ejemplo: sales de Wesson). En funcidn de la res-
puesta de cada sistema, algunos de estos ingredientes pueden ser omitidos para
obtener medios de costo mas reducido.

Valores de pH entre 5 y 6 permiten un adecuado desarrollo de los insectos, una
buena replicacion viral, y ademds permiten controlar el desarrollo de contaminan-
tes microbianos. Sin embargo, para lograr una adecuada conservacion de la dieta
y mantener una sanidad adecuada en la cria de los insectos, se adicionan conser-
vantes (acido sorbico, metil parahidroxibenzoato, acido benzoico, formaldehido) y
antibiéticos.

Por dltimo, las formulaciones deben incluir algun agente gelificante (agar, algi-
natos, etc.) para darle al sustrato la consistencia adecuada. .
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A manera de ejemplo, en la Tabla 1 se citan algunas referencias de las dietas
usadas frecuentemente en la cria de lepidopteros, en medio artificial. Algunas de
ellas o sus modificaciones, se encuentran también disponibles comercialmente a
través de diversas compafiias.

Cabe destacar que la composicién de la dieta para cria de los insectos difiere
en ciertos ingredientes de la que se utiliza para la multiplicacién de virus. En tal
sentido, la dieta que se destina para este Ultimo fin no posee formaldehido y la
inclusion de vitaminas es innecesaria. Mientras que por otra parte, tal como fuera
mencionado anteriormente (seccion 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 eleccion de los recipientes y sistema de produccion se consideran los habi-
tos de la especie huésped, el tamafio de las larvas, la densidad adecuada y el costo.

Recientemente, se ha disefiado y patentado un modelo de produccion masiva
que permite la produccion de virus sobre gran cantidad de larvas por recipiente de
multiplicacion (HucHEs, 1994). Segun chservaciones realizadas, los insectos pre-
fieren comer de los bordes de la superficie de la dieta artificial y no de las partes
lotalmente planas. Asi, Hughes disefié un recipiente que consiste en una caja en
material acrilico que lleva en su interior una tapa metdlica 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 simultdneamente en un solo recipiente (Figura
1). La cantidad de dieta contenida en las cajas de multiplicacion esta calculada con

Tabla 1. Ejemplos de algunas dietas semisintéticas cominmente utilizadas en la cria de
lepidépteros.

Especie Referencia

Adoxophyes orana (Lepidoptera: Tortricidae) Ankersmith, 1985

Agrolis fpsilon (Lepidoptera: Noctuidae) Blenk et al., 1985

Anlicarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)  |Green et al., 1978

Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidag)| Robertson, 1985

Cydia pomoneila (Lepidoptera: Tortricidae) Poitout y Bues, 1974; Payne, 1981
Diatraea grandiosella (Lepidoptera: Pyralidag) Yiny Pen, 1981

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) Hensley y Hammond, 1968

Epinotia aporema (Lepidoptera: Tortricidag) Green ef al., 1976

Heliothis zea (Lepidoplera: Noctuidaa) Shorey y Hale, 1965; Patana, 1985a
Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) Shorey y Hale, 1965; Patana, 1985a
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) Qdell et al., 1985

Mamaestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) Gardiner, 1985

Spodoplera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) Patana, 1985b

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) | Poitout y Bues, 1974

Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidag) Shorey y Hale, 1965
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el fin de brindar la alimentacion de las larvas durante el periodo que comprende la
incubacion y hasta la cosecha. Una vez muertas la mayoria de las larvas, se extrae
el material de los recipientes facilmente, por inmersion y agitacion en agua. Los
desechos organicos tales como las heces de los insectos y restos de dieta artificial,
quedan en el fondo de la caja acrilica.

Este sistema permite la multiplicacion masiva a gran escala, disminuyendo los
costos de praduccion. Inicialmente, fug aplicado para la produccion en larvas de T.
ni, para posteriormente ser probado en Heliothis spp., una especie que presenta
habitos canibalisticos en otros sistemas de produccién. En nuestro laboratorio, se
realizaron ensayos preliminares con larvas de S. frugiperda, lograndose resultados
de rendimiento por grame de larva, similares a los obtenidos en produccion indivi-
dual. El sistema desarrollado por Hughes ha sido también experimentado para la
produccion de baculovirus recombinantes (Waob v HugHEs, 1997).

Por dltimo, 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 camaras de incubacién.

S b e Salic it S
Figura 1.
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3.2. Procesos de produccion in vivo de baculovirus

3.2.1. ¢ Produccion en campo o en instalaciones de cria?

Uno de los métodos utilizados para lograr una produccion a bajo costo, es
la utilizacion de poblaciones de la especie huésped que estan presentes natu-
ralmente en el cultivo. En la produccion de AgMNPV en el Centro Nacional de
Investigaciones de la Soja (CNPso-EMBRAPA, Londrina, Brasil), se seleccio-
nan lugares donde se manifiesta un nivel elevado de A. gemmatalis y se reali-
za alli la aplicacién del baculovirus. Entre el 6y 12v0 dia se realiza la colecta
de las orugas muertas. En el ciclo agricola 1991/92, en el estado de Parana
(Brasil) se produjeron por esta metodologia 11.000 kg de orugas infectadas con
virus, cantidad suficiente para tratar 550.000 ha (Sosa GOMEZ Y MOSCARDI,
1996).

Segun los mismos autores, otro sistema utilizado es el de combinar la pro-
duccion 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 infectandolas en laboratorio.

Aungue todos estos sistemas reducen los costos, existen ciertas limitacio-
nes. La produccién en campo puede verse afectada por factores bioticos y
abidticos que influyen sobre los niveles de abundancia de la poblacion del
insecto huésped, como por ejemplo la presencia de parasitoides u otros agen-
tes patdgenos. Siguiendo con el mismo ejemplo, durante periodos himedos se
produce en A. gemmatalis una enfermedad causada por el hongo Nomuraea
riteyi, que diezma las poblaciones del insecto e impide la produccion de virus
en el campo.

Por otra parte, el control de la calidad de la produccién es dificil y conlleva
problemas en la estandarizacion de la misma y del producto obtenido. Por ello,
siempre gque los aspectos ecanomicos y técnicos lo hagan posible, es reco-
mendable la produccién en ambientes controlados, tanto para la cria de los
insectos huéspedes como para la multiplicacion del virus.

3.2.2. La produccion de baculovirus en instalaciones de cria

Tanto para producciones a nivel experimental como a gran escala, es nece-
sario contar con una cria masiva del huésped en todas sus etapas de desarro-
llo, en forma sincronizada y continua.

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

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

El momento de la colecta del material depende del virus y del sistema escogi-
do, aungue en general se realiza al 5°-6'° dia post-inoculacion. En todos los casus,
es aconsejable que la misma se realice cuando las larvas presentan estado de flac-
cidez, antes de que se produzca licuefaccidn de los tejidos en baculovirus que pre-
sentan infecciones poliorganotrépicas. Para la colecta del material se pueden utili-
zar pinzas, o aspiradores disefiados para tal fin.

Para reducir los costos de mano de obra, en producciones a gran escala, os
pesible 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-
cion final, que se fratan de reducir al minimo ajustando la cantidad de dieta sélo a
lo indispensable para el mantenimiento de las larvas durante el proceso de multi-
plicacion.

El almacenamiento del material colectado se realiza a bajas temperaturas. Si
bien a 4°C el virus se mantiene activo por largos periodos 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. Formulacién

Para que el producto obtenido posea una eficacia adecuada en condiciones de
campo, el ultimo paso en el proceso de produccion consiste en la formulacién. En
este capitulo nos referiremos brevemente a este tema. Para una informacion mas
amplia, se puede consultar el Capitulo 10 de este libro.

Las formulaciones pueden ser sdlidas o liquidas. Entre las primeras, la més 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 formulacion o utilizando virus purificado v lio-
filizado. Este (ltimo proceso encarece el producto, pero sin embargo ha sido utili-
zado en las formulaciones “Gypchek” de LAMNPV (Shapiro, 1982) y “TM
Biocontrol-1* de Orgya pseudotsugata MNPV (MarTianoN, 1978).

Tambien han sido utilizados métodos de microencapsulacion (BuLL, 1978:
IGNOFFO ¥ BaTZER, 1971; lenoFFO ef al, 1991) con agentes polimerizantes y protec-
tores solares, a fin de obtener capsulas de diametros menores a los 100 micrones.

Entre las preparaciones liquidas, la mas comtn es el concentrado emulsiona-
ble. El virus es mantenido en suspension 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 (Spod-X, Thermo Trilogy
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Corporation) registradas comercialmente, son ejemplo de este tipo de formulacién.

En todos los casos, es importante anadir protectores contra los UV para obte-
ner una mayor persistencia de virus biolégicamente activo en el cultivo. Entre ellos,
los abrillantadores, han demostrado que ademas de brindar proteccion, poseen la
capacidad de aumentar o potenciar |a infectividad de baculovirus y otras virosis de
insectos (SHaPIRO, 1992; DouGHERTY ef al, 1996; ValL et al, 1996; SHARIRO ¥
ARGUER, 1997, entre otros). Ello puede ser debido a que comprometen la estructu-
ra fisica de la membrana peritréfica de los insectos, la cual es una de las principa-
les barreras que protegen al intestino del insecto contra la accion de microorganis-
mos (HUNTER-FulITa et al., 1998) (Ver Capitulo 2) y en tal sentido, Wang y Granados
(1998) demostraron en ensayos realizados in vivo e in vitro que las proteinas de la
membrana peritrofica pueden ser solubilizadas por el agregado de Calcofluar,
auméntandose asi la susceptibilidad de las larvas.

3.2.2.2. Control de calidad

El control de calidad involucra las fases sucesivas de la produccion y formula-
cion viral. El producto debe ser caracterizado sohre las bases de su actividad bio-
logica, identidad y posibles contaminantes asociados.

El nimero de cuerpos de inclusion presentes en el formulado no es, por si solo,
reflejo de la actividad biclogica. No existe un metodo de estandarizacién que pueda
ser usado internacionalmente, como ocurre con otros productos bioldgicos
(Baciilus thuringiensis). Varios son los factores que influyen en este sentido. En
algunos virus (AcMNPV, LAMNPV, OpMNPYV, SeMNPV, CpGV) la especificidad del
espectro de huéspedes y la eficacia esta relacionada con el aislamiento utilizado v
por consiguiente, es dificil crear un estandar con el fin de predecir el comporta-
miento en campo. Por ofra parte, los ingredientes en la formulacion hacen variar la
actividad del virus en el producto formulado aumentando su potencia (por ejemplo,
al afiadir abrillantadores épticos) o disminuyéndola (ciertos protectores contra luz
UV, emulsionantes) (Black et af., 1997).

Por el momento, [a manera mas adecuada de determinar la actividad biolégica
del producte formulado, es la realizacion de bioensayos. Mediante ellos se estima
la concentracion letal media (LCy;) o la dosis letal media (LDsg), en comparacién
con un patrén de referencia de actividad conaocida. Asi, cada lote de produccion es
definido en términos de unidades activas por gramo o por mililitro de formulado.

Para asegurar la identidad del virus, tanto en los indculos como en el producto
formulado, se utilizan métodos bioguimicos para la identificacion de acidos nuclei-
cos (analisis de patrones de DNA por restriccion enzimatica, tipificacién gendomica
por amplificacion de DNA con iniciadores o primers especificos, etc.) y métodos
inmunoguimicos (ELISA).

El control de calidad requiere también la determinacion de contaminantes pre-
sentes en la formulacion. Se realizan andlisis cuali-cuantitativos de los microorga-
nismos, estableciéndose, segln reglamentaciones de registro, los valores maxi-
mos de los mismos y la ausencia de microorganismos patégenos para animales
superiores tales como Vibrio, Shigella spp. y Salmonella spp. Técnicas ecandmicas
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y de utilidad para la realizacién de tales analisis son descriptas par Hunter-Fujita et
al. (1998). En tal sentido, se recomienda el método de Miles y Misra para la deter-
minaciéon del niumero de bacterias viables, asi como la utilizacidn de técnicas espe-
cificas tales como tincién de Gram y ensayos de oxidasa, de catalasa y de coagu-
lacidn, para la determinacién de presencia o ausencia de Pseudomonas aerugino-
sa, Escherichia coli, Faecal enterococcs, 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 anaerdbica, Gram
positiva, catalasa positiva, coagulasa positiva y con forma de coco de aproximada-
mente 1 m de diametro y su presencia en preparaciones de OBs es indicativa de
una manipulacion del material en condiciones nc higiénicas. Cabe destacar que
para la identificacion tanto de las citadas bacterias como para la identificacién de
aquellas pertenecientes al género Bacillus, se dispone de kits comerciales de dife-
rentes marcas con instrucciones precisas para su uso.

4. Produccion de baculovirus en cultivos de células de insecto

La historia de la tecnologia del cultivo in vitro de células de insecto, excelente-
mente revisada por Maramorosch (1991), ha acompafado el transcurrir del siglo
XX. Los primeros cultivos in vitro de células de animales veriebrados fueron esta-
blecidos por Harrison en 1902, y la metodologia desarrollada por éste impulso los
trabajos posteriores de Goldschmidt, quién fue el primero en cultivar tejidos y célu-
las de insectos (BEnz, 1986). Mas tarde, a partir de los estudios de Trager sobre la
composicion quimica de la hemolinfa, Wyatt disefié los primeros medios de cultivo
para células de insecto (Benz, 1986). Estos trabajos resultaron el antecedente para
el desarrollo de las primeras lineas continuas de células de insectos lepiddpteros,
establecidas por Grace (1962) a pnincipios de la década de los 60°.

Los trabajos pioneros que llevaron al desarrollo de medios de cultivo y Iineas
celulares establecidas resultaron cruciales en la evolucién 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 produccion de grandes cantidades de virus.
Posteriormente, la aplicacién de conceptos de ingenieria y tecnologia de bioproce-
sos ha permitido escalar el cultivo de células de insecto a niveles que permiten pro-
ducir masivamente baculovirus o proteinas recombinantes. A pesar de estos ade-
lantos, aln existe un conocimiento limitado, y un numero relativamente escaso de
publicaciones, acerca de la fisiologia de las células de insecto en culiivo, asi como
también acerca de las alteraciones que las infecciones por baculovirus inducen
sobre la fisiologia celular, y que condicionan una produccién dptima de virus o de
proteinas recombinantes.

Por otro lado, la mayor parte de la informacién publicada en los ultimos diez
anos se refiere a procesos de praduccion de proteinas recombinantes en el siste-
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ma baculovirus—células de insecto, informacion que no puede ser automaticamen-
te extrapolada a un proceso relacionado, pero intrinsecamente diferente, como lo
es la produccién de baculovirus incluidos, el fenctipo viral con actividad insecticida.

En las secciones siguientes se revisaran los principales avances registrados
hasta el presente en los campos de la biologia, la bioquimica y la ingenieria apli-
cados al desarrollo de procesos de produccian de baculovirus in vitre a gran esca-
la, y se intentara establecer cudles son los aspectos que deben adn resolverse
para aumentar la factibilidad técnica y econoémica de estos procesos.

4.1. Ccultives de céluias de insectos

4.1.1. Lineas celulares

Las células en cultivo constituyen el sustrato sobre el cual se lleva a cabo el pro-
ceso de multiplicacion viral y, por lo tanto, la produccion de poliedros infecciosos.
Para ser utilizadas con este propdsito, las células deben ser susceptibles a la infec-
cion viral, y ademas deben ser capaces de llevar a cabo eficientemente las etapas
del ciclo de replicacion viral que culminan en la sintesis de una progenie de polie-
dros con actividad infecciosa.

Actualmente existen centenares de lineas establecidas a partir de érganos vy
tejidos de insectos, fundamentalimente de los 6rdenes Diptera y Lepidoptera (Hink
v HaiL, 1989). La mayoria de ellas deriva de ovarios indiferenciados o de tejido
embrionario, y por lo tanto pueden consistir en una mezcla de tipos celulares gue
difieren morfoldgica y fisiolégicamente. El andlisis de las propiedades de clones
celulares aislados ratifica el bajo nivel de homogeneidad poblacional que presen-
tan las lineas de células de insecto (LEnz ef al., 1991; PASUMARTHY ¥ MURHAMMER,
1994).

De la variedad de lineas celulares establecidas a partir de tgjidos de insectos
lepiddpteros, solo unas pocas han sido exhaustivamente caracterizadas y presen-
tan propiedades que las hacen utilizables para el desarrollo de proceses de pro-
duccion de baculovirus o proteinas recombinantes.

La mayoria de los procesos de produccién de baculovirus y de expresion de
proteinas recombinantes en cultivos de células de insecto, utilizando cepas silves-
tre 0 recombinantes del virus de la poliedrosis nuclear de A. californica (AcMNPYVY),
se han llevado a cabo en alguna de las lineas celulares derivadas de ovariolos de
S. frugiperda, |IPLB-S21 (VaucHN el 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 lineas celulares derivadas de otros insectos (Hink et al.,
1991; King et al.,, 1991; Davis et al., 1993; CHal ef al., 1996). Algunos de estos estu-
dios demuestran que existen lineas celulares que, sobre la base de la produccion
por célula, resultan méas productivas que IPLB-S21 o Sf8. Sin embargo, éstas ulti-
mas son aun frecuentemente seleccionadas debido a su adaptabilidad a las condi-
ciones de produccién a gran escala de virus o proteinas recombinantes, es decir,
adaptacion al cultivo en suspension, répida cinética de proliferacion, crecimiento en
medios libres de suero, resistencia a las condiciones de operacion en grandes
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reactores, etc. Por otro lado, el conocimiento que se posee schre las mismas y
sobre la influencia que los distintos pardmetros de cultivo e infeccion ejercen sobre
su productividad. facilitan significativamente €l desarrollo de procesos.

Sin embargo, la produccion de otros baculovirus distintos a AcMNPV puede
requerlr la utilizacion de lineas celulares derivadas del insecto blanco, debido a res-
tricciones de espectro de huesped, como es el caso de los virus de granulosis
(WinsTanLEY ¥ CRook, 1993) o del virus de la poliedrosis nuclear de 8. exigua
(ScNPV) (Hara et al, 1994), o a la mayor eficiencia alcanzada en la replicacion
viral, como ha sido demostrado por Castra ef af. (1897) para la replicacion del virus
de la poliedrosis nuclear de A.gemmatalis en la linea celular homgéloga UFLAQ-286
(SiesurTH Y MaRuNIAK, 1888), en comparacion con otras tres lineas heterdlogas. Sin
embargo, sélo en muy contados casos han sido caracterizadas las propiedades
tecnoldgicas, o utilizada en procesos de produccion, lineas celulares alternativas
(StavRouLakis et al.. 1991; BeusLe et al., 1992; JEm et al,, 1997).

4.1.2. Requerimientos nutricionales y medios de cultivo

Asi como las células constituyen el sustrate donde se lleva a cabo la produccion
de virus, el medio de cultivo constituye, junto con el bio-reactor, el ambiente en €l
cual ese proceso se llevara a cabo. Para que el funcionamiento celular sea ade-
cuado a los fines productivos, en este caso la produccién de poliedros de baculo-
virus can fines bio-insecticidas, el ambiente debe otorgarie a las celulas en cultivo
las condiciones biolégicas, fisicogquimicas, mecanicas, etc. apropiadas para que las
mismas maximicen su potencial productivo. El medio de cultive es un factor de pri-
mera magnitud en la determinacién de la productividad de un sistema baculovirus-
linea celular. En efecto, el media provee los nutrientes necesarios para asegurar la
supervivencia, multiplicacién y funcionalidad celulares, incluida la capacidad de
replicar baculovirus; ademas, condiciona las caracteristicas del entorno fisicoqui-
mico (pH, osmolaridad, fuerza idnica y potencial de axido-reduccién). Por otro lado,
considerande la economia de un proceso de produccién in vifro 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 determinacion de la factibili-
dad econdmica del mismo.

La compasicidn de los primeros medios de cultivo basales {medios que requie-
ren de una suplementacion ulterior) para células de lepidopteros fue derivada de los
estudios de Trager y Wyatt (Benz, 1986), y posteriormente perfeccionados por
Grace, que establecio la férmula gue lleva su nombre (Grace, 1962). Modificaciones
de esta formulacién, como los medios TNM-FH (Hink, 1970) y TC-100 (GARDINER Y
Stockpatk. 1975), que incorporan hidrolizados proteices en su composicion, son
hoy también extensamente utilizados en el cultivo de células de lepiddpteras, asi
como el medio 1IPL-41 (WEiss et af, 1981). Todos estos medios requieren el agre-
gado de suplementos, usualmente de naturaleza quimica no definida, para saportar
la multiplicacién celular y/o la replicacion viral. La composicion quimica de estos
medios basales sera analizada a continuacion en relacién con su capacidad para
satisfacer los requerimientos de una apropiada funcionalidad celular.
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Las sales inorgdnicas cumplen un papel fundamental en los medios de cultivo.
De acuerdo a la composicidn de sales inorganicas, se distinguen dos tipos de
medios de cultivo para células de insecto que difieren en la relacién de concentra-
ciones Na' / K' (MiTsudasHI, 1889). Algunas lineas celulares son dependientes de
esta relacién para alcanzar un desarrollo dptimo, mientras otras parecen no
depender en absoluto de la misma. Respecto a les requerimientos de iones indivi-
duales, estos parecen ser variables para cada linea celular, aungue, en general, las
células de insecto resultan bastante flexibles a este respecto. La incorparacion de
algunas sales en baja concentracion puede mejorar algunas propiedades cultura-
les, tal come sucede con el agregado de cloruro de aluminio (Ill) y sulfato de zinc
(Im).

Las células de insectos, como las células de mamiferos, pueden multiplicarse
en medios de cultivo que contienen glucosa como Unico hidrato de carbono
(MiTsuHAsHl, 1989). Los requerimientos de glucosa han sido cuantificados para las
Ilneas celulares IPLB-Sf21 y Sf9, determinandose, en distintos experimentos reali-
zados bajo diferentes condiciones, una amplia variacion del coeficiente de consu-
mo celular especifico (BEDARD et al., 1993; HENSLER Y AGATHOS, 1994; KaMEN et al.,
1991; Neeman vy Wacner, 1996; Reuveny ef al, 1992), un hecho que puede ser
explicado por la variedad de condiciones experimentales utilizadas, pero también
indicativo de la plasticidad nutricional y metabdlica de estas células. Las vias a tra-
vés de las cuales es metabolizada la glucosa no estén aln claramente discernidas,
pero se pueden establecer diferencias entre aquellas lineas que acumulan lactato
en el medio de cultivo, como BM-5 (Bombyx mori) (STAVROULAKIS éf al., 1991) y BTI-
Tn-5B1-4 (Trichoplusia ni) (RHIEL et al., 1997), y las lineas de S. frugiperda, que no
lo hacen (FERRANGE &t al., 1993: NEEMANN ¥ WAGNER, 1996). Respecto a los cam-
bios que la infeccién por baculovirus induce sobre la demanda de glucosa en las
células infectadas, los estudios publicados muestran informacion contradictoria:
mientras algunos encontraron un incremento del consume celular especifico de
glucosa (HENSLER ¥ AgaTHOS, 1994; RagHUNAND ¥ DaLE, 1999), otros han hallado
que la demanda no se modifica por la infeccidn (KaMEN ef al., 1996), o aun dismi-
nuye (WonG er al., 1994). Por olro lado, Raghunand y Dale (1999) encontraron que
concentraciones mas altas de glucosa permiten alcanzar mayores niveles de repli-
cacidn viral y de expresidn de proteina recombinante.

Los tres medios basales mas utilizados tienen una composicién cualitativa simi-
lar de aminoacidos, aunque el medio IPL-41 es cuantitativamente mas rico. Cuatro
aspectos deben considerarse respecto a los amincacidos: su esencialidad, el
requerimiento © consumo, su funcion y las vias de metabolizacion. De acuerdo a
Mitsuhashi (1989), se puede considerar que 15 aminodcidos son esenciales en el
cultivo de células de insectos: arginina, cistina, glutamina, histidina, iscleucina, 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 IPLB-Sf21, a condiciéon que los mismos
sean provistos con amoenio como fuente de nitrdgeno (OHMAN et al, 1996).
Respecto a la utilizacién, ha sido repetidamente demastrado que las concentracio-
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nes de aminoacidos presentes en los medios de cultivo mas usados exceden los
reales requerimientos de |as lineas de células de 5. frugiperda (BEDaRD et al., 1993;
FERRANCE ef al, 1993; RHIEL ef al,, 1997), y ademas la proliferacién celular no es
afectada por la reduccion en el contenido de aminoacidos del medio de cultivo
(FERRANCE et al., 1993). Casi todos los amincédcidos son consumidos, aungque a dis-
tintas velocidades, siendo glutamina, serina. glutamato, aspartato y asparagina los
gue se consumen mas rapidamente (BEDARD ef al., 1993). No se produce amonio
como producto del metabolismo de los aminoacidos, pero se ha demostrado que la
alanina es consistentemente sintetizada y excretada, constituyendo la principal
forma de eliminacion del nitrégeno de aquellos aminodcidos utilizados como fuen-
te de energia (BEDARD et al., 1993; FeErraNCE ef al., 1993). En cuanto a las funcio-
nes de los aminoacidos, éstos son incorporados a las proteinas sintetizadas, pere
ademas algunos de ellos pueden ser ulilizados como fuentes de energia, obvia-
mente aquellos que se consumen a mayor velecidad y que fueron citados mas arri-
ba (Bathia et al., 1996). El metabolismo de la glutamina en células de S. frugiper-
da ha sido investigado en varios trabajos (FERRANCE ef al., 1993; Onman et al.,
1995; NEEMANM ¥ WAGNER, 1996). Respeacto al metabolismo del resto de los amino-
acidos, la informacién disponible es mas escasa. La informacién publicada es
escasa en lo gue refiere a como la infeccion con baculovirus modifica la demanda
de aminoacidos, y los resultados conocidos son contradictorios (HENSLER ¥
AcaTHOS, 1994; WonG et al., 1994).

Los medios de cultivo para células de insecto también contienen mezclas de
vitaminas, pero soélo en pocos casos se han podido estudiar los requerimientos
celulares debido a la necesidad de contar con medios definidos (BECKER Y
LanpureAU, 1981). Algunas medios de cultivo, como el medio de Grace y el IPL-41,
incorporan en su formulacién la presencia de acidos organicos, coma acido succi-
nice, acido malico. dcido fumarico y acido alfacetoglutarico, aunque a distintas con-
centraciones. Estos acidos, intermediarios del ciclo de Krebs, son rapidamente
consumidos en cultivos de células 519, con la excepcién de Acido succinico, que se
acumula cuando el medio es TNM-FH, aunque no en otros medios de cultivo
(BeparD et al., 1993). Ninguno de estos 4cidos parece ser esencial para células de
insecto en cultivo, ya que pueden ser cultivadas en medios carentes de las mismeos.

4.1.2.1. Medias de cultivo con suero fetal bavina

De acuerdo a Barnes y Sato (1980), la principal funcion del SFB (o del suero de
otras especies de vertebrados) en el cultivo de células animales es |a provision de
factores hormonales estimulantes de la proliferacion vy la funcionalidad celulares,
factores de anclaje & la superficie y diseminacion celulares, proteinas de transpor-
te de hormonas, lipidos, minerales, efc., y nulrientes, especialmente lipidos, este-
roles y oligoelementos minerales, elementos éstos que no son provistos por los
medios basales. Ademas, el SFB provee funciones de proteccién mecanica y deto-
xificacion. Estos conceptos generales, a pesar de las distancias filogenéticas entre
veriebrados 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 (MiTsuHasH!, 1889). Su actividad en los cultivos de
células de insecto ha sido analizada en forma cuantitativa por Hild er al. (1992) en
cultivos de células 59, quienes demostraron que se comporta como un limitante
estequiométrico vy cinético al mismo tiempo, revelando actividades nutricionales y
promotoras de la proliferacian, respectivamente.

Aungue la adicidén de suero fetal bovino es practica, ya que incorpara al medio
de cultivo numerosas actividades deficientes en los medios basales, su utilizacion
acarrea también numerosos inconvenientes: es el componente de mayor costo (Wu
et al, 1989), su composicion es variable de lote a lote, puede estar contaminado
con toxinas ¢ microorganismos, e interfiere con los procesos de produccidn a gran
escala.

La bibliografia muestra discordancias respecto a la influencia de la concentra-
cion de SFB en la replicacidn viral y en la expresion de proteinas. Dicha influencia
fue evaluada por Broussard y Summers (1988) en células $f9 cultivadas en medio
TNM-FH e infectadas con AcMNPYV, quienes obtuvieron los niveles mas altos de
expresion de poliedrina en medio suplementado con 0,5% de SFB, mientras el ren-
dimiento disminuyé significativamente cuando el suero se adiciond a una concen-
tracién de 10 %. Resultados similares obtuvieron para la expresion de beta-galac-
tosidasa recombinante. Trabajando en ofra linea celular, Zhang et al. (1992) eva-
luaron la replicacidn del virus de Ia poliedrosis nuclear de B. mori en cultivos celu-
lares adaptados al crecimiento libre de suero. Los titulos de viriones libres resulta-
ron similares en todas las condiciones ensayadas, pero la produccion de poliedros
resulté un poco mas elevada en los cultivos carentes de suero fetal. Chakraborty
et al. (1999) obtuvieron rendimientos volumétricos mas elevados de poliedros del
virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera (HaSNPV) en cultivos de
una linea celular de Helicoverpa zea en un medio libre de suero, que cuando €l
mismo medio se suplementd con SFB, aungue la infectividad de los poliedros obte-
nidos en esta Ultima condicidn resultd dos veces mayor. Otros trabajos. por otro
lado, han demostrado una reduccion en los rendimientos de ambas progenies vira-
les an medios libres de suero, respecto a los medios suplementados con SFB,
tanto para ACMNPV (Vaualin et al., 1981), como para AQMNPV (CLAus ef al., 1993).
En ambos casos, |a reduccion de suero afecté mas a la sintesis de poliedros que
a la de viriones libres. También se ha advertido una disminucién en la sintesis de
proteinas recombinantes, expresadas bajo el control del promotor de poliedring, 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 utilizacién de suero felal boving y reducir los costos de produccién, con-
secuencia de la aplicacion de los cultivos de células de insecto a sistemas de pro-
duceidn de proteinas recombinanfes a mediana y gran escala, ha llevado al desa-
rrollo de diversas formulaciones completamente libres de suero. Idealmente, estos
medios deberian aportar funciones similares o equivalenies a las obtenidas por
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suplementacién can suero fetal, obviando las desventajas que acarrea su uso. Dos
estrategias diferentes se han seguido con este propdésito: el enriguecimiento de los
medios basales con sustancias de naturaleza quimica periectamente definida, o el
reemplazo del suero por sustancias de composicion indefinida, fundamentalmente
hidrolizados de proteinas, extractos naturales y mezclas de lipidos 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 preparacion
elevados. Por esta razén, si bien estos medios definidos son imprescindibles para
realizar estudios profundos de utilizacion y metabolismo de nutrientes, no se utili-
zan en procesos de produccion. Wilkie et al., (1980) desarrollaron un medio quimi-
camente definido compuesto por 69 sustancias diferentes, en el cual fueron capa-
ces de mantener durante mas de 20 pasajes una linea celular de S. frugiperda, y
replicar al virus de la poliedrosis nuclear de A. californica. Sin embargo, no hubo
referencias posteriores a su utilizacion, excepto por la imposibilidad de mantener
cultivos de la Ilnea Sf9 (Ferrance ef al, 1993). Otro medio definida, S-20, fue
capaz de permitir la multiplicacion de una linea celular de Peripianeta 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 obiener medios de cultivo de costo redu-
cido, utilizables en procesos de produccién de biopesticidas o proteinas recombi-
nantes, aunque no permiten cbviar 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
Roder (1982), quien adiciono 0,5% de yema de hueve al medio TC-100 para el cul-
tivo de la Iinea IPLB-5f21 y la produccion de poliedros de AcMNPV en un reactor
agitado a escala de 10 litros; los poliedros producidos resultaron indistinguibles, por
morfologia y virulencia, de los obtenidos a partir de larvas infectadas. Uno de los
hechos mas significativos en este campo fue el desarrollo de microemulsiones de
lipidos y poli-alcoholes surfactantes, que no sélo permitieron el reemplazo del
suero fetal bovino, sino que también hicieron posible el cultivo de células de insec-
to y la produccién de baculovirugs y proteinas recombinantes a gran escala en reac-
tores oxigenados por burbujeo de aire. Una de €stas microemulsiones, desarrolla-
da por Maiorella et al., {(1988), contiene metilésteres de acidos grasos de aceite de
higado de bacalao, el agente tensoactivo Tween-80, colesterol y acetato de toco-
ferol, disueltos en etanol y luego emulsionados en el polialcolhol “Pluronic F-88", un
agente surfactante que actia como un protector celular frente al stress mecanico
(Swim Y ParxeR, 1960). La suplementacion del medic IPL-41 con esta microemul-
sidn permitié obtener elevados niveles de produccion del factar estimulante de
colonias de macrofagos (MCS-F) expresado en células Sf-9 cultivadas en un reac-
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tor airlift, cuando fue afnadida a una concentracion de 0,1 %, junto con 0,4 % de
ultrafiltrado de extracto de levaduras, en medio IPL-41. Siguiendo este mismo prin-
cipio, otros suplementos lipidicos han sido ensayados con sucese para reemplazar
el SFB (Gooowin, 1989; Hink, 1991).

Los hidrolizados de proteinas son utilizados frecuentemente como suplementos
para el cultivo de células de insecto, y constituyen componentes esenciales de
muchos medias de cultivo libres de suero (SCHLAEGER, 1996). Los mas usados son
los hidrolizados de origen animal, coma el hidrolizado de lactoalbimina, el hidroli-
zado de caseina, el caldo triptosa (“tryptose broth”) e hidrolizados de proteinas de
carne vacuna. Estos hidrolizados no sdlo actian come fuente de amincacidos
libres, sinc también como modificadores de la proliferacién celular, probablemente
a través de la actividad de péptidos que serian producto de la hidrélisis enzimatica.
La actividad de estos hidrolizados depende de la concentracion utilizada, de la
linea celular ensayada, y frecuentemente también del lote de hidrolizado
(MiTsuHASHI, 1989). El extracto de levaduras ha demostrado poseer un marcado
efecto positiva sobre el crecimiento de cultivos de células de insecto (LEE Y PARK,
1994), asi como también sobre la replicacion viral (REUVENY el al., 1993a).

Se dispone actualmente de un conjunto de medios de cultivo libres de suero de
origen comercial (SCHLAEGER, 1996). Obviamente, la composicion de estos medios
no es conocida, aungue todos ellos se basan en los principios expuestios en los
parrafos precedentes, y su costo es todavia tan elevado que su utilizacion para la
produccién de baculovirus para fines bio-insecticidas no siempre genera ventajas
acondmicas 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 prateinas recombinantes. La aptitud de cuatro medios
comerciales para sostener la produccion de peliedros de AcMNPV en cultivos en
suspension de la linea BTI-Tn-5B1-4 fue ensayada por McKenna et al. (1997). No
se registraron diferencias significativas entre los cuatre medios respecto a los para-
metros de los cultives sin infectar, y se obtuvieron altos rendimientos especificos
de poliedros en los cuatro casos. El analisis de los poliedros por microscopia elec-
trénica, y la cuantificacion del DNA viral inclufdo, no revelaron diferencias significa-
tivas entre los poliedros producidos en cultivos y los controles producidos en lar-
vas, pero estos ultimos fueron significativamente mas infectivos que aguellos.
Resuliados similares fueran obtenidos por Chakraborty et al. (1999) para la pro-
duccion de poliedros de HaSNPV en medio Sf900Il libre de suero, que resultaron
cinco veces menos infectivos que los producidos en larvas, atribuyéndose esta
diferencia al efecto del método de extraccion de los cuerpos de inclusién a partir de
las células infectadas.

4.1.3. Requerimientos fisicoguimicos

4.1.3.1. Temperatura _

La temperatura dptima para el cultivo de células de insecto se encuentra entre
los 25 y los 30°C, esto es, considerablemente més baja que la requerida por las
células de mamifero. La mayoria de las lineas celulares son cultivadas a 28°C
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(SumMERS Y SMITH, 1987). Con propdsitos de mantenimiento, muchas lineas celula-
res pueden ser conservadas a temperatura reducida (4-8°C), pero en general
soportan mal temperaturas superiores a 30°C, a partir de la cual reducen su velo-
cidad especifica de multiplicacion. Las células adaptadas al crecimiento en medios
de cultivo libres de suero fetal son usualmente bastante menos tolerantes a las
modificaciones de temperatura (MiTsurasHl v Gooowin, 1988). Respecto a la
influencia de la temperatura sobre la multiplicacién viral o la expresion de proteinas
recombinantes, existen informes contradictorios. Hara et al. (1993) compararon la
expresion de beta-galactosidasa recombinante a varias temperaturas, encontrando
que el maximo rendimiente se obtenia a 30°C. Por el contrario, Reuveny et al.
(1993b) demostraron que la expresion de dos proteinas recombinantes (beta-
galactosidasa y glucocerebrosidasa) en la misma linea celular (Sf9) decaia cuan-
do la temperatura subia por encima de 27°C.

4.1.3.2. pH

El pH requerido para un crecimiento éptimo de los cultivos de células de lepi-
ddpteros se encuentra entre 6 y 6,50. La influencia del pH en el cultivo de células
St9 fue estudiado por Hild et al. (1992), quienes encontraron que |a densidad maxi-
ma y la maxima velocidad especifica 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 catabdlicos se acumulan, se tienden a producir modifica-
ciones del pH. Para evitar estas variaciones, se incorporan sistemas tampon a los
medios de cultivo. De todos modos, las células de insecto toleran mejor las varia-
ciones de pH que las células de mamiferos, variaciones que, ademas, son de
menor cuantia, de tal manera gue usualmente no se requiere una regulacion muy
estricta. No existe informacion publicada acerca del efecto de la regulacién del pH
sobre la multiplicacion viral.

4.1.3.3. Osmolaridad

La influencia de la presién osmdtica en el cultivo in vitro de células de insecto
fue estudiada por Kurtii et al. (1974; 1975), quienes determinaron que la osmolari-
dad optima para el cultivo de células de Heliothis zea se encontraba entre 300 vy
310 mOsm/kg. Entre 280 y 360 mOsm/kg, la velocidad de multiplicacion especifica
no results inferior al 90% de la velocidad obtenida a la osmolaridad dptima. Estas
células parecieron mas susceptibles a las osmolaridades inferiores que a las mas
elevadas. Por ofro lado. las células fueron capaces de alterar la osmolaridad del
medio a lo largo del tiempo de cultivo. Lineas 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 (KurTI Y MUNDERLOH, 1984).

4.1.3.4. Oxigeno

El oxigeno disponible es un parametro critico en el cultivo de células animales.
Teniendo en cuenta la reducida solubilidad del oxigeno en medios acuosos, el
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suministro de las cantidades requeridas para permitir la multiplicaciéon celular y la
replicacion viral constituye un problema crucial a resolver para determinar la facti-
bilidad técnica de un proceso de produccion de baculovirus. En este apartado se
consideraran la demanda de oxigeno de las células de insecto en cultivo, tanto no
infectadas como infectadas, y la impartancia del nivel de oxigeno disuelto sobre la
multiplicacion celular y la produccién de baculovirus.

A despecho de consideraciones iniciales acerca de la demanda elevada de oxi-
geno en cultivos de células de insecto (Maunowski v DauguLis, 1993), los valores
determinados en una serie de trabajos, realizados en su mayoria sobre las lineas
celulares de S. frugiperda, permiten demostrar que el rango de valores de consu-
mo celular especifico de oxigena (1 a 11 mmeles/10° células/dia) es similar al
observado en cultivos de células de mamiferos (MaIORELLA et al., 1988; ScHopF et
al, 1990; Kamen ef al, 1991; ScoTr ef al, 1992, Reuveny et al, 1993b;
DEUTSCHMANN Y JAGER, 1894). Este amplio rango parece estar determinado por dife-
rentes condiciones de cultivo o por mediciones efectuadas en diferentes tramos de
la curva de multiplicacion celular. Por otro lado, la mayoria de los trabajos publica-
dos indican que la infeccion con baculovirus incrementa la demanda de oxigeno
durante, aproximadamente, las primeras veinte horas post-infeccion (Weiss et al.,
1982; ScHoOFF et al., 1990; KaMmen et al, 1991: ScoTtT et al, 1992; HENSLER Y
AcaTHOs, 1994; Kioukia et al., 1995). Una vez superado el pico de sintesis de
macromoléculas virales se produce una rapida reduccion.

Hink y Strauss (1980) demostraron que el nivel de oxigeno disuelto afecta el
crecimiento de los cultivos en suspension de la linea celular Tn-368, obteniendo la
mejor proliferacion a un valor de concentracién de oxigeno disuelto de 50% de
saturacién. Valores dptimos diferentes fueron serialados para otras lineas celulares
(DEUTSCHMANN Y JAGER, 1994; ZHANG et al., 1994), pero también en lrabajos reali-
zados sobre una misma linea celular (8f9) (KLoPrINGER ef al,, 1990; Jain ef al. 1991;
HEensLER Y AcaTHOS, 1994). La mayoria de los trabajos publicados ponen énfasis en
la importancia de mantener un nivel adecuado de la concentracion de oxigeno
disuelto durante |a fase de infeccion para obtener elevados rendimientos de bacu-
lovirus o proteinas recombinantes (KLOPPINGER ef al., 1990; LINDSAY ¥ BETENBAUGH,
1992; BLANCHARD ¥ FERGUSON, 1982; ScoTT ef al.,, 1992; WaNG et al., 1993; TATicCK
Y SHuLer, 1997), aunque existen discordancias respecto a cudl es ese valor Opti-
mo.

4.1.3.5. Sensibilidad mecénica

Tadas las lineas celulares establecidas a partir de tejidos y organos de insectos
presentan caracteristicas morfolégicas comunes que condicionan negativamente
su utilizacién en procesos biotecnoldgicos: su gran tamario y la carencia de una
pared celular. Ambas determinan, conjuntamente, una elevada susceptibilidad a los
esfuerzos de cizallamiento gque se generan en medios agitados o en presencia de
burbujas. Los trabajos iniciales que estudiaron la susceptibilidad de las celulas de
insecto al estrés mecanico parecen haber sobrestimado dicha sensibilidad respec-
to a la de las células de mamifero (WEeiss 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 solo sufren efectos minimos cuando son sometidas a
velocidades de agitacion moderadas, en ausencia de burbujas (MurHAMMER, 1991).
En contraste, ¢l burbujeo, la cavitacién y la incorporacion de burbujas a través de
remalines son operaciones nocivas para las células animales cultivadas en sus-
pension, entre ellas las células de insecto (MURHAMMER, 1991).

La interaccion entre burbujas y células de insecto ha sido estudiada en un con-
junto de trabajos (TRAMPER et al., 1988; MuRHAMMER ¥ GooCHE, 1988; TRINK et al.,
1994). La mayoria de los estudios indican que, tal como sucede en cultivos de célu-
las de mamiferos (HANDA-CORRIGAN et al., 1989), gran parte del dafio celular esta
asociado a la region interfacial liquido-aire donde se produce la ruptura de las bur-
bujas (Bavarian ef al., 1991). Por otro lado, Murhammer y Gooche (1990) demos-
traron que también se produce daio celular en la vecindad del generador de bur-
bujas, y que la magnitud del dafio es dependiente del disefio del distribuidor, mien-
tras no parece generarse efecto alguno sobre la integridad celular en la region
donde se produce el ascenso de las burbujas. Como regla general, se puede decir
que el dafio celular asociado a la presencia de burbujas es linealmente proporcio-
nal al area de interfase gas—liquido (medio de cultivo), y es independiente de las
dimensiones (diametro y altura) del reactor y del niimero de burbujas. Por lo tanto,
el dano celular en reactores aireados por burbujeo sélo dependera del volumen
(tamafio) de las burbujas (CHALMERS, 1996). Las burbujas pequefias provocan un
dano celular asociado a su ruptura mayor que las burbujas mas grandes (HANDA-
Conrnican et al., 1989; Oh et al., 1992).

La demostracion que la incorporacion del polialcohol “Pluronic F-688" a los
medies de cultivo protege a las células de insecto de los efectos del burbujeo, la
cavitacion y el torbellino, ha permitido acceder a la propagacién en suspension de
estas celulas a gran escala en reactores aireados por burbujeo, tarnando accesible
la tecnologia de cultivo en reactores airlift (MAIGRELLA ef al., 1988; MURHAMMER Y
GoocHE, 1988). Los fundamentos de la accién protectiva del Pluronic F-68 no son
aun totalmente camprendidos, aunque su actividad como agente tensoactivo pare-
ce inhibir la adhesion celular a la superficie de las burbujas (MuRHAMMER, 1991).

4.1.4. Sistemas de cultivo

El interés de la industria biotecnoldgica en los baculovirus, como bioinsecticidas
y como vectores de expresion, ha incentivado el interés por el desarrollo de siste-
mas de cultivos de células de insecto a gran escala. Se pueden distinguir, a gran-
des rasgos, dos sistemas basicos 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 suspension agitada.

4.1.4.1. Cultivos estacionarios

La mayoria de las lineas celulares establecidas a partir de tejidos de insectos
pueden cultivarse adheridas sobre una superficie. Usualmente, la realizacién de
subcultivos no requiere la utilizacion de agentes enziméticos o quimicos para libe-
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rar las celulas de la superficie, bastando para ello una suave accién mecanica. El
cultivo estacionario es una metodologia adecuada para el mantenimiento de célu-
las, o su propagacion a pequefia 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 én suspensién, como la falta de adaptacion de algunas lineas celulares, los
efeclos derivados de la agitacion y el burbujeo, y las bajas concentraciones de pro-
ducto obtenidas (Goosen, 1993). Se revisaran a continuacién algunos ejemplos de
sistemas de propagacion de céelulas 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 IPLB-Sf21, en
un proceso semiautomatizado, en bancos de botellas giratorias (“roller”).
Posteriormente, Weiss y Vaughn (1988) evaluaron un sistema comercial de inmo-
vilizacion celular y perfusion para el cultivo de la misma linea celular v la produc-
cién de poliedros de AcCMNPYV. Aplicando otro concepto, King et al. (1988) encap-
sularon células IPLB-Sf21 en microcapsulas de alginato-pclilisina, obteniendo den-
sidades celulares intracapsulares de 8x107 células/ml de céapsulas. Kompier et al.
(1991) inmovilizaron la misma linea celular en un reactor de lecho estacionario
relleno con una fibra sintética. El sistema fue alimentado con medio por perfusion
desde un frasco reservorio, axigenade mediante aireacion a través de un tubo de
silicona. El tiempo de duplicacidn del cultivo resulté de 20 horas, y la densidad celu-
lar maxima fue de 6x10° células/ml de fibra empacada. En cambio, Chung et al.
(1993) inmovilizaron células de la linea Tn5 sobre esferas de vidrio empacadas en
la zona de circulacion descendente de un reactor airlift no concéntrico, mientras el
medio de cultivo fue oxigenado mediante burbujeo de aire en la zona de circulacién
ascendente.

4.1.4.2. Cultivos en suspension

Diversos sistemas de cultivo en suspension han sido utilizados para la propa-
gacion de células de insectos, desde los simples frascos agitados por rotacién
(“spinner flasks™ y frascos erlenmeyer agitados en sistemas orbitales), en pequena
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, asi como
también la amplia experiencia acumulada en el campo de las fermentaciones
microbianas, cuyos conceptos basicos pueden ser extrapolados al disefio, opera-
cion, optimizacién y control de procesos de cultivo de células de insecto. Los culti-
VOS en suspension a baja escala, en sistemas donde hay una alta relacion superfi-
cie/volumen gue permite una adecuada transferencia de oxigeno, en general no
ofrecen dificultades para obtener elevadas densidades celulares a alta velocidad
de multiplicacion. En “spinner flasks” de 250 a 500 ml de capacidad, con 50 a 75
ml de volimen de cultivo, dependiendo del medio de cultivo se pueden obtener
densidades celulares maximas de hasta 107 células viables por ml. Densidades
similares pueden ser obtenidas en cultivos reglizados en erlenmeyers en agitador
orbital a una velocidad entre 100 y 150 rpm.
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Sin duda, el principal cuello de hatella para la propagacion de estas células a
gran escala estd definido por la combinacidon de su naturaleza aerdbica y sus
caracteristicas eslructurales. En otras palabras, el principal escollo a superar en el
disefio de sistemas de cultivo a gran escala de células de insecta radica en como
suministrar la cantidad de oxigeno requerida sin incurrir en practicas agresivas
para la integridad estructural y funcional de las células. Algunos de los sistemas
desarrollados y/o utilizados para la propagacion de celulas de insecto en suspen-
sion se describen brevemente a continuacion, distinguiendo entre sistemas agita-
dos mecanicamente (reactores agitados) y neumaticamente (columnas de burbu-
jeo y reactores airlift).

4.1.4.3. Reactores agitados

En los dltimos afhos ha quedado claramente establecido que los reactares 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 agitacién en estos reactores, que debe ser sufi-
ciente para mantener la homogeneidad del cultivo y asegurar una adecuada trans-
ferencia de nutrientes y, principalmente, oxigeno, se lleva a cabo mecanicamente a
través de impulscres. El diserio del impulsor y su velocidad son elementos que ejer-
cen una influencia considerable, determinando la magnitud del dano celular aso-
ciado a la operacion de agitacion. Sin embargo, la forma vy la velocidad del impulsor
no pueden ser considerados independientemente del método de aireacion y de la
composicion del medio de cultivo. En esle sentido, los trabajos de Murhammer y
Gooche (1990) permitieron demostrar que es posible utilizar impulsores de paleta
plana, o velocidades de agitacion elevadas (hasta 850 rpm), si se evita que queden
burbujas de aire atrapadas en el seno del cultivo, a través de cavitacion o formacion
de torbellinos, y si el medio es adicionado con “Pluranic F-68”. De cualquier mane-
ra, desde los trabajos iniciales de Hink y Strauss (1980), quienes demostraron que
los impulsores de tipo hélice marina parmitian generar una adecuada agitacion
manteniendo una elevada viabilidad celular, €stos han sido frecuentemente utiliza-
dos para equipar reactores agitados para el cultivo de células de insectos a distin-
tas escalas (KoMmpPIER et al, 1988; CaroN et al, 1990; BARKHEM et af., 1992;
BLANCHARD Y FERGUSON, 1992). Otros disefias de impulsores han sido utilizados con
exito (Kamen et al., 1991; JAGeR et al.,, 1992), y recientemente se ha descripto la apli-
cacion de reactores de pared rotatoria que simulan un ambiente microgravitatorio y
permiten generar una adecuada agitacion del cultivo en suspension (CowGeR et al.,
1999).

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

La aireacion superficial puede ser suficiente para sistemas de cultivo agitados a
pequena escala, donde la relacién superficie de intercambio a volumen de liquido
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es elevada, pero a mayor escala es impracticable, a menos que se consideren
modificaciones del reactor, tales como el use de impulsores de cinta helicoidal y
“baffles” superficiales, y el suministro de oxigeno puro (Kamen et al., 1991), o que
sea complementada por burbujeo (Hink ¥ STRAUSS, 1980).

Los sistemas que utilizan membranas semipermeables de silicona
(MILTENBURGER Y DaviD, 1980; ERFRHARDT Y SCHUGERL, 1987; COWGER et al., 1999) o
de polipropileno (JAGER ef al., 1992) desarrollan adecuadas tasas de transferencia
de oxigeno por diferencia de presién parcial del gas entre la fase gaseosa (el inte-
rior de la membrana) y la fase liquida (el sena del cultivo), evitando la formacion de
burbujas. Jéger et al. (1992) alcanzaron densidades celulares de casi 5 x 107 célu-
las viables utilizando un sistema de aireacian libre de burbujas, suministro de oxi-
geno puro y perfusién del medio de cultivo. Sin embargo, estos sistemas que fun-
cionan optimamente a baja escala. son dificilimente escalables, limitando su utilidad
para la producciéon masiva de baculovirus.

En los reactores oxigenados por burbujeo, tal como se analizd previamente, el
diametro de las burbujas introducidas en el seno del cultivo ejerce un efecto impor-
tante sobre su funcionalidad. Jem st al. {1997), en el desarrollo de un proceso de
produccién a gran escala del virus de la poliedrosis nuclear Anagrapha ialcifera
(AfMNPYV), demostraron que la multiplicacion celular se inhibe en reactores agitados
aireados con burbujas de diametra inferior 2 0,1 mm, mientras que el crecimiento del
cultivo se reasume cuando la aireacién pasa a realizarse con burbujas de 1 mm de
diametro. A despecho de esta limitacion, 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 reaclores agitados esta siendo implementado por
industrias farmaceuticas productoras de proteinas recombinantes (BaRKHEM et al.,
1892, GuiLLaumE ef al., 1992). y también por industrias producteras de baculovirus
para control de plagas agricolas (BeusLe ef al.,, 1992; Jem et al.. 1997).

4.1.4.4. Reactores airlift

Los reactores airlift, cuyos principios de diseno y aplicacion al cultivo de células
de insecto han sido revisados recientemente (AGgaTHOS, 1996; TRAMPER et al.,
1996), presentan una serie de ventajas. Por un lado, permiten alcanzar una ade-
cuada homogeneidad del cultivo y tasas de transferencia de oxigeno elevadas con
reducido estrés mecanico. 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 presion hidrostatica que opera como fuerza impulsora en la region de
flujo descendente. Ademas, debido a su simplicidad de disefio y construccion,
requieren menor inversién de capital, y los costos de mantenimiento y operacion
son también mas bajos que en los reactores agitados. Sin embargo, la experiencia
acumulada en la operacion de estos reactores es mas limitada, y en el caso parti-
cular de su aplicacién al cultive de células de insecto y la multiplicacion de baculo-
virus, sdlo en la dllima década, a partir de la introduccion del “Pluronic F68”, se
registran informes de su utilizacion exitosa, no sélo a pequefia 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 permitia regular el tamarfo de las burbujas entre
0,5y 1 cm de diametro. Murhammer y Gooche (1988), en cambio, utilizaron un
reactor airlift descariable de 570 ml de volumen de operacién (tampoco se indica-
ron las dimensiones), al cual airearon por microburbujeo a traves de un distribuidor
de 0,2 um de tamario 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 produccion de una pro-
teina recombinante en reactores airlift de 23 y 60 litros de volumen. Por otro lado,
Belisle ef al. (1992) cultivaron células S8 e IPLB-LAFB, vy produjeron poliedros de
los virus de la poliedrosis nuclear de Autegrapha califormicay 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 diametro, y 100 mm de
diametro y 390 mm de altura del tubec central), aireado con burbujas de 1 cm de dia-
metro, con una velacidad de flujo entre 0,02 y 006 VVM para el cultivo de células
5f9 y la produccién de una proteina recombinante. A pesar de estos ejemplos, no
hay estudios sistematicos de optimizacion de disefo y operacion de reactores airlift
aplicados al cultivo de células de insecto en |a bibliografia disponible, ni tampoco
desarrollo de modelos aplicables al escalamiento de procesos en estos reactares.

4.2, infeccion de cultivos celulares con bacufovirus

Una vez revisados los aspectos generales de los cultivos de células de insec-
tos, y su relacion can la produccién de baculovirus, se consideraran 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 indcu-
lo viral, los parametros del procese de infeccion, y el modo de operacién.

4.2.1, Inaculo viral

Se denomina indculo viral en un proceso de produccion de poliedros de baculo-
virus, o proteina recombinante, en cultivos celulares, a la masa de particulas virales
no incluidas (viriones libres) que se agrega al cultive para comenzar la infeccion. La
calidad del indeulo viral no sélo es un determinante principal de la calidad del pro-
ducto aobtenida, sino que también puede sjercer una significativa influencia sobre la
productividad de baculavirus en cultivos celulares. Los requerimientos de virulencia
en relacion a la especie de insecto a controlar, que son similares para los procesos
de produccion in vivo e in vitro, fueron analizados previamente. A los mismos se
debe sumar la capacidad de replicacion en cultivos celulares a niveles que asegu-
ren una productividad de poliedros compatible con la economia del procesa. Por
otro lado, debido a los mecanismos de seleccion de poblaciones virales que operan
en los cultivos celulares infectados, donde la infeccidn es transmitida de célula a
celula por viriones libres, y la calidad y cantidad de los poliedros producidos no
opera como factor de restriccion en dicha transmision, en los procesos in vitro se
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debe prestar especial atencion a la generacion y propagacion de variantes gendmi-
cas que ariginan rendimientos menores o poliedros con virulencia reducida. Estas
variantes resultarian 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 poblacién viral parental. Entre las variantes de virulencia reducida
gue 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 ef al., 1976; FRASER, 1987; WanG ef
al., 1989), y que se generan, en su mayoria, por insercion de un transposon en el
genoma viral (MiLLER ¥ MILLER, 1982; Fraser, 1987). y por el otro, las particulas
defectivas interferentes (PDls) originadas por delecién (ver los Capitulos Il y V)
descriptas por Wickham et al. (1891), Keol et al. (1991) y Lee y Krell (1992). El pasa-
je repetido de baculovirus en cultivos celulares lleva a un paulatino enriquecimiento
de PDIls, en detrimento de la poblacion viral parental, y a una rapida caida de los
rendimientos de producto. Este comportamiento, conocido con el nombre de efecto
pasaje, es el responsable de la imposibilidad de sostener la produccion en continuo
de poliedros (KOMFIER et al., 1988) o proteinas recombinantes (Kool et al., 1991) en
cultivos de células de insectos. El efecto pasaje se acelera cuando la inoculacion de
virus se produce a alta multiplicidad de infeccion (moi, nimero promedio de parti-
culas viricas por célula) (WickHam et al,, 1981), y se magnifica a medida gue aumen-
ta el nimero de rondas de replicacion a que se somete el indeula debido a la mayor
velocidad de replicacion de los genomas defectivos (Komrier et al, 1988;
CHakrABORTY ¥ REID, 1999). A medida que aumenta la moi se incrementa la propor-
¢idn de infecciones multiples, en las que una célula es infectada por mas de una par-
ticula viral, permitiendo asi que se desarrollen eventos de recombinacion que estan
involucrados en la genesis de PDIs. Por lo tanto, es aconsejable que los inéculos de
baculovirus sean preparados en cultivos celulares infectados a baja moi (0,01 a 0,1
UFP / célula), y que los mismas sean sometidos al menor niimero de amplificacio-
nes posible. Allernativamente, 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 amplificacion del indculo.

Dado que la produccion de poliedros de baculovirus a gran escala requiere el
uso, como insumo, de grandes cantidades de inéculo viral, resulta necesario estu-
diar las condiciones de cultivo e infeccién que permitan optimizar los rendimientos
de viriones libres. La obtencion de indculos virales de alto titulo 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 amplificacion hasta llegar al volumen de in6culo necesario para
infectar el reactor de produccion, reduciendo la prababilidad de generacion de
PDIs. Las condiciones de infeccion que permiten optimizar el rendimiento de virio-
nes no son necesariamente las mismas que permiten aptimizar los rendimientos de
poliedros, y deben ser evaluadas para cada proceso (CLaus et al., 1997). Otra alter-
nativa que permite reducir la demanda de indculo es el desarrollo de protocolos de
produccion de poliedros a baja moi (Wong et al., 1996).
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4.2.2. Parametros del proceso de infeccion

Los procesos de produccion de poliedros de baculovirus en cultivos de células
de inseclos estan constituidos por dos etapas, delimitadas por el acto de inocula-
cion del virus al sistema para su propagacion. Durante la primera etapa se lleva a
cabo la amplificacion del sustrato celular, la que transcurre con una determinada
cinética que depende de la linea 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 infeccion vy, a diferencia de otros
procesos de produccion de virus en los gue se genera un Unico fenotipo viral (virus
de mamiferos, bacteriéfagos, etc.), puede dividirse temporalmente en dos fases, de
acuerdo al fenotipo cuya sintesis 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 tipas de progenie, estaran en gran medida determina-
dos por la densidad celular y la calidad del medio de cultivo, por la seleccién del
momento en que se introduce el indeulo viral, y por la multiplicidad de infeccién. Se
analizara a continuacion la influencia de cada uno de estos parametros de infec-
clon.

4.2.2.1. Densidad celular

La densidad celular al momento de la infeccion es uno de los primeros factores
cuya importancia en la determinacién del rendimiente de los procesos de produccion
de baculovirus fue sefialada. Stockdale y Gardiner (1977) estudiaron el efecto de la
densidad celular sobre la produccién de poliedros de AcNPV en cultivos de células
IPLB-Sf21 en monocapa, demostrando que el rendimiento de poliedros producidos
por célula disminuia a medida que la concentracién celular se incrementaba, inde-
pendientemente de la longevidad del medio de cultivo utilizado. Mas tarde, Wood et
al. (1982) reportaron que, en cultivos estaticos de células de S. frugiperda, la con-
fluencia celular provocaba una marcada inhibicién de la replicacion viral, que se tra-
ducfa en una disminucién de la produccion de los dos fenotipos virales. Se observé
el mismo comportamiento en cultivos de la linea BTI-Tn-5B1-4 (T. nj) (WicKHAM Y
NeEmeErow, 1993; CHUNG Y SHULER, 1993). Bien que la reduccion provocada en la
replicacion viral por la elevada densidad celular en cultivos estaticos parece ser un
fendmeno bien probado, no sucede lo mismo en culiivos en suspensién. Weiss et
al. (1985) reportaron que la infeccién de cultivos en lote en suspensién a una den-
sidad de 7,5 x 10° células/ml no producia poliedros de AcMNPYV, en contraposicion
a lo ecurrido con cultivos infectados a una densidad de 2,5 x 105 células/ml. Una
notable reduccion de los rendimientos de ambas progenies virales fue descripto en
cultivos de la Iinea celular IPLB-Sf21 infectados a alta densidad con el virus de la
poliedrosis nuclear de A. gemmatalis (AgMNPVY) (Visnovsky ¥ Craus, 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 estan modificandose cons-
tantemente, el efecto referido podria ser atribuido a varios factores: la densidad
celular en si misma, las alteraciones del medio de cultivo (agotamiento de nutrien-
tes, acumulacion de productos téxicos, cambios de pH), las modificaciones de la
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funcionalidad celular a lo largo de la curva de multiplicacién celular, o un insuficien-
te abastecimiento de oxigeno debido a la mayor demanda derivada del aumento en
la concentracion celular. Para delimitar |a influencia de estos factores, Caron et al.
(1990), quienes obtenian una marcada inhibicion de la produccién de VP6 recombi-
nante cuando la infeccion en cultivos en lote se producia a una densidad superior a
2 x 108 células/ml, tomaron cultivos de alta densidad (4 x 108 células/ml) y los resus-
pendieron en medio fresco, a la misma densidad, antes de la infeccién, obteniendo
rendimientos comparables a los producidos a baja densidad celular. Lindsay y
Betenbaugh (1992) observaron una marcada inhibicién de la produccién de dos pro-
teinas recombinantes (VP4 de rotavirus porcino y beta-galactosidasa) cuando la
infeccion se producia a una densidad celular superior a 3,9 x 105 células/ml (célu-
las S19), pero la productividad por célula podia ser restaurada si los cultivos de alta
densidad eran resuspendidos en medio fresco y aireados superficialmente. Kioukia
ef al. (1995) y Radford et al. (1992) tambien demostraron que es posible abtener
altas productividades infectando a alta densidad celular, con la condicién de hacer-
lo en medio fresco y con un suministro adecuado de oxigeno. El conjunto de estos
trabajos demuestra gue la limitacién en la produccién en cultivos de alta densidad
es de naturaleza predominantemente ambiental, y puede revertirse mediante la
renovacion del medio de cultivo.

4.2.2.2. Tiempo y multiplicidad de infeccién (moi)

La eleccion del momento de la infeccion también es un factor critico en la deter-
minacion del rendimienta en los sistemas baculovirus—células de insecto. En culti-
vos en lote, este parametro esta ligado a la densidad celular, y pueden ser aplica-
dos los mismos elementos de andlisis 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 |a relacion entre el nimero de viriones y el nimero de
celulas en el momento de la infeccion, ya que el valor de ésta va a determinar cual
es la proporcion de c¢lulas que se infectan efectivamente en el momento de agre-
gar el indeulo viral al cultivo, y por lo tanto también, qué proporcién de células no
se infectaran y continuaran multiplicandose antes de ser infectadas, a tiempos de
infeccion mas tardios, por viriones generados en la sub-poblacién de células infec-
tadas originalmente, cuando las condiciones del cultivo ya no son éptimas. De
hecho, cultivos de celulas IPLB-Sf21, infectados tempranamente con AgMNPV,
pero a baja multiplicidad de infeccion (0.01 dosis infectivas 50% / célula), generan
rendimientos virales bajos, similares a los obtenidos en cultivos infectados tardia-
mente (Visnovsky v CLaus, 1994). La relacién entre tiempo y multiplicidad de infec-
cién para la infeccion de cultivas de células de insecto con baculovirus ha sido ana-
lizada por Wong et al. (1996), quienes establecieron que, en funcién del conoci-
miento de la cinética de infeccién, una adecuada seleccién del tiempo de agrega-
do del inéeulo viral permite realizar la infeccion a muy bajas multiplicidades de
infeccion, sin que se resientan los rendimientos de producto, pero que éstos dis-
minuyen significativamente cuando se retarda el tiempo de infeccién o se disminu-
ye la multiplicidad de infeccion mas alla de determinados limites.
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Por otro lado, ademas de la referida influencia, que se podria 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 nime-
ro de genomas que ingresan en cada célula, hecho que podria influir sobre la pro-
ductividad celular especifica. Caron ef al. (1990) publicaron uno de los primeros
estudios sistematicos acerca de la influencia de la moi en cultivos en suspension.
En cultivas infectados en la mitad de la fase de multiplicacién exponencial, deter-
minaron que cuando la moi variaba entre 1 y 10 unidades formadoras de placa
(UFP)/célula (cel) no se observaban diferencias ni en la cinética de produccion ni
en el rendimiento de proteina recombinante, pero que infeccionas a una moi infe-
rior a 1, como era de esperar, se traducian en una demora en el pico de produc-
cién. Por otra lado, Licari y Bailey (1991), trabajande en cultivos en monocapa,
determinaron que la formacion de producto dependia fuertemente de la moi cuan-
do los cultivos eran infectados durante la fase tardia de multiplicaciéon exponencial.
En cambio, para cultivos infectados durante la fase exponencial temprana, la pro-
duccién no resulté dependiente de la moi cuando esta varié entre 0,1 y 10 UFP/cel,
pero resultdé mas baja a moi mayores o menores. Mas recientemente. Reuveny ef
al- (1993a) no encontraron diferencias en los rendimientos de protelna recombi-
nante en cultivos infectados a distinlas moi (entre 1 y 10 UFP/cel), y a distintos
tiempos de infeccidn, siempre que el medio de cultivo fuera renovado tras la infec-
cian. Por otro lado, Wickham et al. (1991) demostraron que a altas multiplicidades
de infeccién puede producirse un efecto de inhibicién sobre la produccion de pro-
teinas recombinantes, y que este efecto esta ligado al predominio de particulas
defectivas interferentes sobre las particulas virales completas.

4.2.2.3. Momento de cosecha

El memento éptimo para la cosecha de poliedros de baculovirus es depen-
diente de la seleccion de otros parametros del proceso de infeccion, principalmen-
te la moi. En cultivos infectados sincrénicamente (alta moi), el tiempo de cosecha
esta determinado sdlo por la cinética de produccidn de poliedros. En cambie, cuan-
do la multiplicidad de infeccidn seleccionada es baja, el momento 6ptimo para la
cosecha estara también influenciado por la cinética de sintesis y liberacién de virio-
nes, que llevan a cabo las rondas de infecciones secundarias. En sistemas de
infeccion por baculovirus donde el productio es una proteina recombinante, la
seleccion del momento de cosecha debe tomar en consideracion, ademas, la acti-
vidad de proteasas que pueden degradar el producto y disminuir sus rendimientos
(Licarl ¥ BAILEY, 1981; JAGER ef al., 1992).

4.2.2.4. Estrategia de operacion

La estrategia de operacidn mas simple para la produccién de baculovirus es la
operacidn en lote, en la cual una linea celular se cultiva en un medio apropiado hasta
una determinada densidad, posteriormente es infectada, se espera hasta obtener el
maximo rendimiento de producto, y se cosecha. En el apartade anterior se ha anali-
zado como los parametros de infeccidn determinan la cinética_l y los rendimientos en
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procesos de produccion de poliedros de baculovirus en cultives celulares en lote. Con
el objeto de optimizar rendimiento y productividad, se pueden implementar estrate-
gias de operacion que disminuyan el grado de dependencia respecto a dichos para-
metros vy permitan superar las limitaciones que ellos imponen.

Una de las limitaciones principales que presentan las operaciones en lote es la
reduccion de los rendimientos cuando las células son infectadas tardfamente
durante el crecimiento del cultivo. Esta limitacién, que impide acceder a mayores
productividades volumetricas por infeccion de cultivos de alta densidad, puede, sin
embargo, ser superada por recambio del medio de cultivo en el momento de la
infeccion (Tom et al,, 1995). Esta operacién, que es factible en pequefios frascos
agitados, es problematica en cultivos a mediana o gran escala. En cambio, es posi-
ble superar dicha limitacién mediante operaciones de perfusion, que producen una
renovacion continua del medio de cultivo mientras retienen la biomasa de células
mediante filiracion en el seno del reactor a través de membranas filirantes (perfu-
sidn interna) (JAGER ef al, 1992) , o fuera de &l (perfusién externa) por microfiltra-
cidn tangencial (CAroN ef al., 1994) o separacion ultrasénica (ZHane 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 especificos pueden superar a los
obtenidos en éstos dltimos. Como ventaja adicional, estos sistemas pueden ser
infectados a muy baja multiplicidad de infeccién, reduciendo la demanda de indcu-
lo viral. Sin embargo, su aplicacion a la produccién de baculovirus para control de
plagas agricolas parece estar limitada por sus posibilidades de escalamiento y por
la eficiencia de los sistemas filtracion o separacion. Por otro lado, la posibilidad de
obtener altos rendimientos de poliedros o proteinas recombinantes mediante sim-
ple suplementacién nutricional, como se verd a continuacion, ha reducido las
expectativas respecto a la utilizacion de esta estrategia.

La estrategia de lote alimentado, a través de la adicion de soluciones concentra-
das de nutrientes en cultivos infectados a alta densidad, ha permitido obtener eleva-
dos rendimientos volumétricos de protelinas recombinantes (Wang ef al, 1993:
NGUYEN et al., 1993; REuvENY el al, 1993a; ZHANG ef al., 1994; LEe v Park, 1995;
TATICEK Y SHULER, 1997; BEDARD 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 si mismo por su simplicidad tecnolégica, por
otro lado hecha luz sobre la naturaleza de la limitacion de la replicacion viral en cul-
tivos de alta densidad, la cual es predominantemente, aunque no exclusivamente, de
indole 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 aminodcidos y
mezclas lipidicas, pero hasta el presente no se ha podido establecer claramente cuél
o cuales son los nufrientes responsables de la limitacion. Un procedimiento optimi-
zado para la produccion de proteinas recombinantes mediante cultivos en lote con
suplementacion en el sistema baculovirus-células de insecto ha sido propussto por
Chan et al. (1997).
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La produccién en cultivos continuos aparece como una opcion tedricamente
atractiva para reducir los costos de operacion de los procesos fermentativos. En el
caso de la produccion de virus, y de baculovirus en particular, debido a la natura-
leza litica del proceso, la produccion continua debe involucrar al menos dos reac-
tores operando en cascada, el primero para la propagacién celular y el segundo
para la multiplicacion viral. Kompier et al. (1988) ensayaron un diserio de produc-
cion de poliedros de AcMNPVY en dos reactores operando en continuo, en el pri-
mero de los cuales se propagaba la linea celular IPLB-Sf21, que alimentaba al
reactor de infeccion. El proceso opero durante aproximadamente 30 dias, y luego
se produjo una rapida caida en la productividad de cuerpos de inclusion y la apari-
cion de anormalidades morfoldgicas en los poliedros producidos. Como se descri-
bié mas arriba, este efecto es la consecuencia de la generacion y seleccion de par-
ticulas defectivas interferentes (efecto pasaje). Este efecto tampoco pudo ser
obviado en procesos continuos operando con tres reactores en serie, los dos Ulti-
mos para infeccion {van LIER ef al., 1990, 1992).

Una alternativa a la produccion continua de baculovirus es la implementacién de
estrategias semicontinuas. Un proceso de sesle lipo fue desarrollado por Zhang et al.
(1993) para la produccion de una proteina recombinante en la linea celular Bm-5.
En el mismo, que censtaba de das 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 quedd como indculo para
la produccidon de un nuevo lote de células. En el segundo reactor, las células trans-
feridas fueron infectadas y el reactor operado con perfusién para mantener un nivel
aptimo de nutrientes. Al final del periodo de produccion, el segundo reactor fue cose-
chado, y vuelto a inocular con células para iniciar un nuevo lote de produccion. 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 produccion de baculovirus en cultives
celulares

Si bien la produccién en cultivos celulares ha side recomendada como una alter-
nativa de superacién de los problemas inherentes a los procesos de produccidn in
vive de baculovirus para el control de plagas agricolas, hasta el presente, y de
acuerdeo a la bibliografia disponible, no se han podido desarrollar procesos de pro-
duccion in vitro a gran escala. A pesar de los importantes avances gue se han pro-
ducido en los ultimes afios, una serie de factores técnicos y econdmicos, pero tam-
bién de indole bdsica, han confluido para que ese objetivo no se haya cumplido. A
continuacion se analizaran esos factores y se intentara esbozar cuales son los cam-
pos en gue se debera trabajar para que estos procesos resulten finalmente factibles.

4.3.1. Faciores que condicionan el escalamiento
4.3.1.1.Lineas celulares
No existen lineas celulares establecidas especificamente, a partir de cada hues-
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ped natural, para todos los baculovirus que presentan interés agronémico, y en
caso gue existan, pueden no presentar caracteristicas relevantes para el desarro-
llo de procesos de produccion de baculovirus. En este campo se requieren impor-
tantes esfuerzos tendientes a establecer nuevas lineas celulares que posean pro-
piedades tecnologicas (adaptacion a la suspensién, buena cinética de multiplica-
cién, etc.) y permitan generar altas productividades virales.

4.3.1.2. Caracteristicas metabdlicas de las células de insecto

Si se compara el conocimiento acumulado scbre el comportamiento metabélico
de las células de insecto y de mamiferos, y su influencia schre el desarrollo de pro-
cesos productivos, se observa una considerable brecha. Mas alin, la mayoria del
conocimiento disponible ha sido obtenido sobre unas pocas lineas celulares, basi-
camente las de S. frugiperda. Sera necesario, en el futuro proximo, obtener conoe-
cimientos mas profundos acerca de las caracteristicas particulares de los procesos
metabolicos en distintas lineas de células de insecto, y su relacién con los eventos
de la replicacion viral.

4.3.1.3. Medios de cultivo

La falta de medios de cultivo racionalmente desarrollados en funcion de los
estrictos requerimientos celulares, consecuencia de lo expuesto en el apartado
anterior, es uno de los problemas que tiene un mayor impacto econdmico. Los
medios de cultive actuales poseen una composicidn sobredimensionada respecto
a algunos componentes, pero por otro lado no pueden satisfacer los requerimien-
tos de produccion a elevadas densidades celulares. Ha sido sefialado que para que
un proceso de produccién de baculovirus en cultivos celulares para el control de
plagas agricolas sea factible econdmicamente, el costo del medio de cultivo no
puede superar U$S 1 / litro (Gone et al., 1997) o U$SS 2,5 / litro (RHODES, 1996).
Mientras no se posean los conocimientos béasicos para el desarrollo de medios
absolutamente definidos, el uso de suplementos no definidos de bajo costo para
reemplazar el suero fetal bovino sera la alternativa para alcanzar ese objetivo, aun-
que eso signifique seguir dependiendo de las variaciones inherentes a su compo-
sicion indefinida. Por otro lado, los nuevos medios de cultivo deberan ser capaces
de permitir la produccion viral en condiciones de muy elevadas densidades celula-
res (superiores a 107 células/ml).

4.3.1.4. Sensibilidad mecanica y suministro de oxigeno

Es en este campo donde se han producido alguncs de los avances mas signifi-
cativos en la biotecnologia aplicada a la produccion de baculovirus en cultivos celu-
lares. El estudio de las interacciones entre burbujas y células en el seno de medios
liquidos, y la introduccion del “Pluronic F-68”, entre otros compuestes, como agen-
te de proteccion celular, han permitido que los cultivos de células de insecto pue-
dan ser abastecidos de oxigeno mediante burbujeo. Este hecho, a su vez, ha abier-
to la puerta a la realizacion 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 econémica, uno de los hechos mas
relevantes es la demaostracion que los fermentadores microbianos, con minhimas
adaptaciones, pueden aplicarse a la produccion a gran escala de baculovirus en
cultivos celulares (AcatHOs, 1998). La utilizacion de reactores agitados vy airlift para
la produccion de baculovirus a escala de decenas y centenas de litros, aln por
debajo de la escala necesaria para que estos procesos resulten econdmicamente
factibles (RHoDES, 1996), demuestra que es posible acceder a tales escalas de pro-
duccion. Por otro lado, la posibilidad de utilizar fermentadores de tipo estandar per-
mitiria integrar eslos procesos en plantas multipropésito, reduciendo el nivel de las
inversiones en capital para equipamiento o utilizando instalaciones que se encuen-
tran sub-utilizadas.

4.3.1.6. Biologia de los baculovirus

La elucidacion de algunos aspectos del ciclo de multiplicacién de los baculovi-
rus y su relacion con los procesos que ocurren en las células infectadas podria
tener un fuerte impacto sobre los rendimientos de baculovirus en cultivos celulares
y el desarrollo de nuevos procesos de produccion. A manera de ejemplo, el estudio
de los factores que gobiernan la distribucién de genomas entre ambos fenotipos
virales, y la posibilidad de manipular dicha distribucién para favorecer la produccion
de viriones libres o poliedros, podria dar origen a una nueva generacion de proce-
sos semicontinuos de mayor productividad. La productividad en el proceso de fer-
mentacion tiene un marcado efecto sobre la economia de produccion, hecho que
ha sido claramente expuesto en el modelo desarrollado por Rhodes (1996). De
acuerdo al mismo, un proceso de produccidn de baculovirus en cultivos celulares
seria rentable cuando los rendimientos de poliedros resultan superiores a 1,7 x 108
cuerpos de inclusion / ml.

4.3.1.7. Estrategias de operacién

Ya se ha analizado el impacto que tiene la seleccién adecuada de la estrategia
de infeccion y de operacién de los cultivos infectados en términos de productividad.
La posibilidad de alcanzar rendimientos volumétricos elevados mediante suple-
mentacion nutricional de cultivos de alta densidad, que ademas significa una enor-
me simplificacion tecnolégica, sélo ha demostrado ser (til en cultivos de células de
ovariolos de S. frugiperda (IPLB-Sf21 y Sf9), donde la acumulacion de productos
téxicos conocidos del metabolismo celular es, a los efectos précticos, nula. Otras
lineas celulares actualmente utilizadas en procesos de produccién no presentan el
mismo comportamiento (RHIEL et af., 1997), haciendo dificil la adopcion de la misma
estrategia para aumentar la productividad. En estos casos se deberan ensayar
nuevas altemativas para alcanzar ese objetivo.

4.3.1.8. Mcdelos matematicos

El desarrollo de modelos matemdticos es una herramienta de gran valor en el
escalamiento de procesos biolégicos, ya que al enfatizar los aspectos cuantitativos
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.

de los mismos permiten la identificacion de parametros significativos v la prediccion
del comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones. Sélo un nlimero limita-
do de modelos han sido elaborados para describir las interacciones entre baculovi-
rus y celulas de insecto en cultivos infectados (Power v NIELSEN, 1996). de Gooijer ef
al. (1989, 1992) modelaron la produccién en continuo de baculovirus silvestres en
una cascada de reactores, pera este sistema fue limitado experimentalmente por el
efecto pasaje, comentado mas arriba. El modelo de Licari y Bailey (1992) fue desa-
rrollado para optimizar la produccién de una proteina recomhbinante en funcion de los
parametros de infeccidn en cultivos estaticos en lote. Power et al. (1994) desarro-
llaron un modelo para optimizar el tiempo y la multiplicidad de infeccion en cultivos
en lote para la produccion de una proteina recombinante. El modelo de Yang ef al.
(1996), desarrcllado para escalar racionalmente un proceso de produccion de una
proteina recombinante, esta basado en la consideracion del impacto del agotamien-
to de nutrientes sobre la productividad del sistema. Por dltima, Dee y Shuler (1997)
desarrollaron un modele que describe las etapas inciales del proceso de infeccion.
Se trata en todos los casos de modelos que toman en consideracion aspectos par-
ciales, si bien relevantes, de los procesos de infeccién y replicacion. Entre aquellos
aspectos que no han sido considerados en los modelos existentes, y cuya relevancia
se magnifica en funcidn de la escala de produccidn, la consideracion de la influencia
de la hidrodinamica del sistema y su relacién con otros factores (cinética de adsor-
cién viral, disponibilidad efectiva de nutrientes y oxigeno, estrés mecanica celular,
etc.) aparece como una necesidad para escalar procesos de produccion de baculo-
virus en distintos tipos de reactores. Por otro lado, en la medida que se disponga de
un caudal de conacimientos importante sobre 1a evolucion de los reservorios intrace-
lulares de compuestos y estructuras relevantes para el proceso de replicacian (nucle-
otidos, aminodcidas, DNA viral, RNA viral, proteinas virales, etc.) se podra abordar la
formulacion de modelos estructurados, que hasta el presente solo han sido eshoza-
dos (SHULER ef al., 1990).

4.3.1.9. Modificaciones genéticas y formulacion

En estos campos también se han verificade importantes contribuciones en los Ulti-
moes afios, las cuales son revisadas en otros capitulos. La generacion de baculovirus
mas patogenicos, a fravés del aislamiento de cepas mas virulentas o el desarrollo de
recombinantes, pedria tener un importante impacto sohbre la reduccion de las dosis a
aplicar para oblener un determinado nivel de control, haciendo aceptables, desde un
punto de vista econdmico, procesos de menor productividad o mayor costo. La opti-
mizacion de las técnicas de formulacién y aplicacion podria resultar en un efecto simi-
lar. Por otro lado, como se discutié mas arriba en este capitulo, la produccian de
baculovirus modificados genéticamente puede tornarse impracticable en larvas infec-
tadas, dejando como Unica alternativa la produccion in vitro en cultivos celulares.

4.3.2. Escalamiento de procesos de produccion de baculovirus y proteinas

recombinantes en cullivos de células de insectos
En la Tabla 2 se resumen algunos ejemplos de procesos de producciép que han
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sido escalados, a diferentes niveles, en los Ultimos afos. Aparecen alli distintos
tipos de procesos, difiriendo entre si en las lineas celulares, los medios de cultivo,
los virus utilizados, los reactores, las formas de aireacion, las estrategias de ope-
racion y el tipo de producto. Del analisis de dicha tabla se pueden sacar las siguien-
tes conclusiones:

a) Las lineas celulares establecidas a partir de ovariclos de S. frugiperda han
sido, por mucho, las mas utilizadas en procesos a gran escala, y sélo existe
una limitada experiencia en la utilizacion de otras pocas lineas celulares.

a) La tendencia respecto a los medios de cultivo es la utilizacion de medios
libres de suero fetal bovino, algunes desarrollados en las propias unidades
de preduccion.

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

Cc) La oxigenacidn de los cultives a través del burbujeo es una metodologia
ampliamente probada y exitosa.

d) Los procesecs de produccion a mayor escala desarrollaron una estrategia de
operacion en lote, pero en los de mediana escala se utiliza ya frecuente-
mente |a operacion en lote alimentado.

e) La mayoria de los procesos listados tienen como objetivo la produccion de
proteinas recombinantes, incluyendo la produccion de VLPs (“virus like par-
ticles”) (Cruz ef al., 1998; Jiang et al., 1998). Es claro que el mayor impulso
de desarrollo sobre el sistema baculovirus—células de insecto proviene de las
industrias interesadas en la produccion de ese tipo de proteinas, pero es pro-
bable que ese impulso se traslade a la produccion de baculovirus, silvestres
¥ recombinantes, para control de plagas agricolas y forestales.

5. Conclusiones

En las secciones precedentes se han revisado los avances producides en el
desarrollo de procesos para la produccién de baculovirus como agentes de control
de plagas agricolas, y se han esbozado, ademas aquellos campos donde deberan
producirse nuevos aportes en el camino de tornar a estos procesos mas eficientes
y competitivos.

Los procesos de produccion de baculovirus in vivo aparecen como tecnologias
bien establecidas, generando producios que scn aplicados para el control de
numerosas plagas agricolas y forestales (Moscanrpi, 1999). Sin embargo, estas tec-
nologias parecen estar limitadas en cuanto a sus posibilidades de escalamiento, y
pueden encontrar dificultades para adecuarse a la produccién de una nueva gene-
racion de baculovirus mejorados genéticamente.

Por otro lado, todavia no existen procesos de produccion de baculovirus en cul-
tivos celulares que hayan arribado a la fase de colocacion de productos a disposi-
cion de los granjeros y agricultores. En contrapartida, los importantes avances rea-
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lizados en los dltimos afios en las tecnologias de cultive de células de insecto y en
la propagacion de baculovirus, impulsados per los desarrollos surgidos de la utili-
zacion de estos virus como vectores para la expresién de proteinas recombinan-
tes, han generado un campao de investigacion y desarrollo enormemente dinamico.
Aunque, como se analizd previamente, aun subsisten cuestiones a resolver, nume-
rosos obstaculos tecnelégicos han sido ya superados. y con ello ha aumentado
también la factibilidad econdémica de estos procesos, cuyas posibilidades parecen
crecer con la escala de produccion.

En sintesis, en la medida que los desarrollos en las tecnologias de produccion
en cultivos de células de insectos finalmente lleven a la concrecion de procesos
competitivos, como parece ser previsible, es probable que en el futuro ambas
metodologias coexistan, y se complementen, aplicadas a la generacion de diferen-
tes productos, a distintas escalas, o bajo diferentes contextos socio-economicos
que tornen mas factible la utilizacién de alguna de ellas.
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