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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los reactores biologicos o biorreactores surgen de la necesidad de desarrollar productos
biotecnolégicos para el beneficio del ser humano. Actualmente el area que involucra a los
biorreactores es la Bioingenieria y diversas areas, por lo que el tépico de biorreactores se ha
convertido en un area multidisciplinaria y que en el caso particular de Ingenieria Quimica una

importante oportunidad de desarrollo en la actualidad.

Los Reactores biolégicos o Biorreactores por su caracter bioldgico se pueden agrupar en dos

tipos principalmente, los cuales son:

o Fermentadores. El proceso es realizado por organismos vivos (microorganismos,

células vegetales y animales) o partes de ellos (como tejidos).

o Reactores Enzimaticos. El proceso se realiza en un reactor quimico solo que a
diferencia de este el catalizador es una enzima (proteina con actividad

biolégica).

Por su funcionamiento 0 tipo de agitacion (Figura 1.1.), los reactores pueden clasificarse

como.

e Agitados mecanicamente. La agitacion se lleva a cabo con la propulsion

proporcionada por un agitador mecéanico y un motor.

e Agitados neumaticamente. En este tipo de reactores la agitacion se lleva a cabo
por un flujo de aire dentro del reactor. Este tipo de agitacibn se emplea en

cultivos aerobios, con una alta demanda de oxigeno.



Circulacion
del liguido

Pared interna

(A) B)

Figura 1.1. Clasificacion de los reactores por su funcionamiento 6 agitacién. (A) Mecanica y (B) neumaética

En los reactores biolégicos existe un tipo especial de reactor denominado air-lift (Figura 1.2.),
donde ademas de ser agitado neumaticamente se colocan mamparas para aumentar la
turbulencia y recirculacién, mejorando considerablemente el proceso, como se muestra a

continuacion.

Figura 1.2. Reactor tipo air-lift
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1.1 CINETICAS

Para el disefio y operacion de reactores quimicos, la cinética quimica y catalisis es
importante. En el caso de reactores biologicos, esto no es la excepcion. Sin embargo,
obedecen a cinéticas especiales para el crecimiento microbiano y se generalizan para
organismos superiores; asi como también para el caso de las reacciones catalizadas
enzimaticamente, siguiendo analogias a expresiones de velocidad o isotermas como la de
Langmiur (Aiba,1973).

1.1.1 CINETICAS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Para el caso del crecimiento celular o generacion de biomasa, se toma como base que los
microorganismos se duplican, por lo que podria plantearse un modelo cuya tasa de
crecimiento es de 2". Lo cual resulta inmediato pero no suficiente para el propdésito del disefio
de un reactor, ya que es dificil de cuantificar un balance de masa. Por lo cual se propone un
modelo diferencial de primer orden para el crecimiento, como se muestra a continuacion
(Aiba, 1973):

Ec (1)

N _kn
dt

Donde:

N = poblacién de microorganismos = No. org/mL
t = tiempo (horas)
k = constante cinética (h™)

Sin embargo, este modelo resulta aun poco practico para balances de masa, por lo cual se
introduce una nueva variable X que es la concentracion de biomasa en base seca, esto
debido a que el mayor porcentaje en peso de los seres vivos es agua y esto interfiere con los

balances (Aiba,1973), asi:

Ec (2) dX
=2 X
at “
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Donde:
X = Biomasa = g de biomasa / L
t = tiempo (horas)

u = velocidad especifica de crecimiento (h™)

La velocidad especifica de crecimiento se representa con la letra griega u, la cual es la
constante cinética que representa la tasa de crecimiento de los microorganismos. Entre mas
grande sea el valor el microorganismo crecera mas con respecto a otros y viceversa.

Otro pardmetro importante para la caracterizacion cinética de los microorganismos, es el
tiempo de duplicacion. Es el tiempo que tarda un microorganismo en duplicarse. Al igual que
la velocidad especifica de crecimiento, la cual esta en funcion del tipo del microorganismo,
temperatura, sustrato, entre otras. Asi el tiempo de duplicacion se determina segun lo

siguiente ecuacion (Aiba,1973):

Ec (3)

Se acomoda y se integra segun los limites cuandot=0 X=Xoy

cuando t = td (tiempo de duplicacion) X = 2Xo



Llegando a:

Influencia de la concentracion de sustrato en la velocidad especifica de crecimiento (u)

La velocidad especifica de crecimiento puede presentar una funcionalidad con respecto a la
concentracion de sustrato, segun lo presentado por la ecuacion de Monod. Cabe mencionar
gue no siempre los organismos seguiran este modelo, ya que esto estd determinado por
cuestiones metabdlicas. EI modelo de Monod anélogo del de Michaelis- Menten para

enzimas es el siguiente (Aiba,1973):

Ec (4)

_:umaxS
a K,+S

Donde:
tmax = velocidad maxima de crecimiento (h™)

Ks = Cte. De afinidad del organismo por el sustrato
(/L)



Este modelo (Figura 1.3.) se representa graficamente segun lo siguiente:

.35
0.3
0.25

+
-
L 4

0.2
0.15
0.1

a5

Figura 1.3. Cinética de crecimiento de acuerdo al Modelo de Monod.

Para determinar los parametros cinéticos mmax y Ks (Figura 1.4.), se obtiene el inverso de la

ecuacion, y asi se lineariza la misma (Aiba,1973).:

Ec (B)
C HaxS
“ K, +S
1 K, 1 1
_— = —+
K Mg S Moo

Graficando 1/m vs. 1/S, la pendiente de la recta es Ks/mmax, la ordenada al origen 1/mnyax Y la

abscisa al origen -1/Kg, segun lo siguiente (Aiba,1973).:



51 141
4 o m =K
- _— f
. - 1 Hamax
” 0
6 : | | 2 J
| -
e ”S
- 1%

Figura 1.4. Determinacion de los parametros cinéticos.
Dependencia con la Temperatura.

La velocidad especifica de crecimiento (u), por ser una constante cinética, es funcion de la
temperatura, siguiendo un modelo del tipo de Arrhenius, como el que se muestra a
continuacion:
Ec (6)

K = AEXP[- Ea/RT]

Donde:
A = Constante de Arrhenius

Ea = Energia de Activacion
R = Cte. Universal de los gases
T = Temperatura en °K

También la velocidad especifica de crecimiento es funcion del pH; sin embargo, en lo que
refiere al presente texto nos limitaremos a mencionar que existen organismos que prefieren
desarrollarse en pH’s acidos o aciddéfilos como los hongos, levaduras y algunas bacterias; asi

como también en pH'’s alcalinos o basiddéfilos como bacterias (Aiba, 1973).



1.1.2 CINETICA DEL SUSTRATO

En lo que refiere a la cinética del sustrato se debe considerar el siguiente balance de masa,
considerando los términos donde se consume sustrato. Asi el balance o cinética de sustrato

se plantea de la siguiente forma (Aiba, 1973):

Consutmno _
de - Crecimients | T | Mantenimients| T | Products

Sustrato

Lo que se traduce en:
Ec (7)

ds 1 dX

1 dP
[ — -+ -
dt Y, dt

mX + —
YP/S dt

En esta ecuacion aparecen dos variables estequiométricas importantes; Yxs Y Ypss, l0S
cuales se denominan rendimientos biomasa-sustrato y producto-sustrato, son la relacion que
existe en cada gramo de biomasa o producto producidos por gramo de sustrato consumido.

La forma para determinarlos es la siguiente (Aiba, 1973):

Ec (8)
X o — X P-P

Y — max (o] Y — 0

% S, =S % S5, -S

Donde:

Xmax = biomasa méaxima producida

(9/L)

X, = biomasa inicial

(9/L)

S = Sustrato residual

(9/L)



1.1.3 CINETICA DEL PRODUCTO

Al igual que en las reacciones quimicas, existen una gran diversidad de modelos cinéticos,
pero de manera general en el caso del producto la ecuacion méas representativa es la de
Luedecking — Piret (Aiba, 1973):

Ec (9)
dP  dX

— —a—+
i~ % T

La cinética del producto puede seguir tres tipos de produccion:

o Produccion asociada al crecimiento. Se presenta cuando los organismos
producen en la etapa de crecimiento. El modelo cinético antes descrito

considera unicamente el primer término.

o Produccion no asociada al crecimiento. Se presenta cuando los organismos
dejan de crecer, produciendo metabolitos denominados secundarios. En el

modelo cinético sélo se considera el segundo término.

o Produccién parcialmente asociada al crecimiento. En este tipo de produccion
los organismos se producen durante toda la fermentacion, desde que inicia su

crecimiento y posterior a éste. Se utiliza el modelo completo.

1.2 REACTORES IDEALES (ECUACIONES DE DISENO)

Para comenzar con el estudio de los reactores bioldgicos es necesario considerar algunos
puntos importantes. Como lo son en principio los fundamentos que aplican a los reactores

guimicos como el balance de masa y la cinética principalmente.



Asi también se asume que son reactores isotérmicos, por lo que la temperatura debe de ser

controlada de manera muy precisa para el cultivo de microorganismos o para evitar
desnaturalizaciones de biomoléculas o componentes celulares y por tanto el balance de
energia no se ha considerado. En modelos cinéticos mas complejos se consideran los
balances bioquimicamente estructurados en los cuales se toman rutas metabdlicas
complejas y por tanto los balances de materia y energia asociado a las multiples reacciones

bioguimicas que acompafian una fermentacion o a la biocatélisis.

Para desarrollar las ecuaciones de disefio de los fermentadores o reactores biologicos para
cultivo celular, debe tomarse en cuenta el balance de masa que se plantea para cualquier

equipo donde exista una transformacion de la materia:

Entrada del Jeneracion o _ Salida del 4 Acumulacidén
componente 1 COISUITLE dﬂ componente 1 del _
compenente 1 componente 1

1.3 CULTIVOS Y FERMENTACIONES

Lo primero que hay que entender en el disefio de reactores bioldgicos a diferencia de los
guimicos es que, su cinética no esta determinada exclusivamente por la velocidad de
reaccion y las variables que la determinan. Aunque se puede describir de manera similar a la
guimica, la cinética biolégica también depende de caracteristicas intrinsecas del organismo o
cultivo tales como crecimiento y taza de division celular, asi como, del tipo de operacién que
se lleve a cabo. Por eso, lo primero que se define en el disefio de un biorreactor es el
propoésito de utilizacidon; es decir, que tipo de cultivo se va a utilizar, el modo de operar y el
proceso de cultivo. El conjunto biorreactor-sistema de cultivo debe cumplir con los siguientes

objetivos:

Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de cultivo.

Q

Q

Mantener constante y homogénea la temperatura.

-10 -



Q

Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes.

Q

Prevenir la sedimentacion y la floculacion.

Q

Permitir la difusion de gases nutrientes a la velocidad requerida por el cultivo.

Q

Mantener el cultivo puro.

Q

Mantener un ambiente aséptico.

Q

Maximizar el rendimiento y la produccion.
~ Minimizar el gasto y los costos de produccion.

~ Reducir al maximo el tiempo el conjunto biorreactor-sistema de cultivo.

1.4 DISENO DE BIORREACTOR TIPO LOTE ALIMENTADO (FEED BATCH)

El empleo de biorreactores por lote alimentado permite la obtencién de bioproductos
mediante el empleo de microorganismos. En este tipo de cultivos el medio se afade
continuamente al biorreactor eliminandose simultaneamente un volumen proporcional del
medio fermentado, con esto se logra que la etapa de formacion de producto sea lo mas larga
posible (Cabreray col., 2001).

De manera comun este tipo de cultivo pasa por cuatro etapas diferentes, segin se muestra
en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Caracteristicas de las fases de un cultivo.

Fase del cultivo Caracteristica

L atencia Adaptacion del microorganismo a las
condiciones del medio.

Exponencial o logaritmica La velocidad del crecimiento aumenta

gradualmente, las células crecen a una
velocidad constante maxima.

Desaceleracion Los nutrientes se van agotando y los productos
van siendo excretados por el microorganismo,
la velocidad de crecimiento disminuye.
Estacionaria El crecimiento cesa debido al frecuente
agotamiento de un nutriente esencial o a la
acumulacién de algun producto toxico.

-11 -



Un sistema de cultivo discontinuo no posee alimentacion (F1) o lavado (F2); se carga el
contenido del biorreactor (tanda o lote) con el medio de cultivo y luego se inocula con el
cultivo (células o microorganismos) y se deja crecer hasta obtener el producto (biomasa o
metabolito).

La realizacion de la curva de crecimiento (Figura 1.3) en conjunto a la curva de muerte es
representada por su logaritmo In (k) versus el inverso del tiempo 1/T que conduce a la
determinacioén gréfica de la temperatura éptima.

Fase

Deceleracicn

Fass Estacinaria

00 = O — O

Fazede
Retardo

Y

TIEMPO

Figura 1.5. Fases de cultivo en un biorreactor tipo lote alimentado (Cabreray col., 2001).

1.5 FENOMENO DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO EN LA CELULA A PARTIR DE
BURBUJAS DE AIRE.

El aire se inyecta por la parte inferior del tanque y es distribuido por una corona que posee
pequefios orificios espaciados regularmente. El chorro de aire que sale de cada orificio es
“golpeado” por las paletas de la turbina inferior generandose de este modo miles de
pequeias burbujas de aire, desde las cuales difunde el oxigeno hacia el seno del liquido. El

sistema de agitacion se completa con cuatro o seis deflectores que tienen por finalidad cortar

-12 -



o romper el movimiento circular que imprimen las turbinas al liquido, generandose de este

modo mayor turbulencia y mejor mezclado.

El tanque esta rodeado por una camisa por la que circula agua, lo que permite controlar la
temperatura. Para tanques mayores de 1000 o 2000 litros este sistema ya no es eficiente y
es reemplazado por un serpentin que circula adyacente a la pared interior del tanque. Debe
tenerse en cuenta que a medida que es mayor el volumen de cultivo también es la cantidad
de calor generado, por lo que se hace necesario una mayor area de refrigeracion. Los
tanques que son de acero inoxidable y estan pulidos a fin de facilitar la limpieza y posterior
esterilizacion. El aire que ingresa al biorreactor debe estar estéril, lo que se consigue
haciéndolo pasar por un filtro cuyo diametro de poro es de 0.45 micrones, que impide el paso
de microorganismos y esporas. También se pueden utilizar membranas (Millipore) de 0.2

micrones de poro.

La velocidad de transferencia de oxigeno, RO2, desde el seno de la fase gaseosa (burbujas)
hasta la fase liquida esta dada por la ecuacion (Bailey y Ollis, 1986):
Ec (10)

RO2=KLa(C*-C)

Donde KLa es el coeficiente volumétrico de trasferencia de oxigeno, C la concentracion de
oxigeno disuelto en el seno del liquido y C* la concentracion de oxigeno disuelto que estaria
en equilibrio con la presion parcial de oxigeno de la fase gaseosa. El KLa depende del
disefio del biorreactor, de las condiciones de operacion (caudal de aire, agitacion) y de la
viscosidad del cultivo. A mayor viscosidad menor KLa (Bailey y Ollis, 1986).

El KLa es una medida de la capacidad que posee un biorreactor para suministrar oxigeno y el

rango de valores usuales esta comprendido entre 50 h™ y 1000 h™.

-13-



Es util calcular el K a necesario para que la velocidad de transferencia de oxigeno sea igual a

la de consumo; esto significa que RO, y los valores de K a iguales o superiores al calculado

aseguraran que el cultivo no esta limitado de oxigeno (Bailey y Ollis, 1986).

1.6 REACTOR DE FLUJO PISTON

Pertenece a los reactores ideales el reactor de flujo en piston, de flujo tubular ideal, y de flujo

uniforme.

Se caracteriza por que el flujo del fluido a través es ordenado, sin que ningun elemento del
mismo sobre pase 0 se mezcle con cualquier otro elemento situado antes o después de
aquel, en realidad, en este reactor puede hacerse mezcla lateral de fluido, pero nunca ha de
existir mezcla o difusion a lo largo de la trayectoria de flujo. La condicidbn necesaria y
suficiente para que exista flujo en piston es que el tiempo de residencia en el reactor sea el
mismo para todos los elementos del fluido (esto sOlo se puede establecer a partir del

segundo principio de la termodinamica) (Levenspiel, 1987).

El reactor de flujo de piston o tapon se refiere exclusivamente a un modelo y no a un tipo de
reactor. Este modelo puede emplearse tanto como base asi como para describir el
comportamiento de reactores tubulares en que se realiza una reaccibn homogénea como,
mediante pocas suspensiones adicionales, para modelar reactores cataliticos de lecho

empaguetado.

El reactor tubular no necesariamente debe ser recto ni constar de un solo segmento. En

ambas configuraciones se emplea otra fluido para controlar le temperatura del reactor.

También se puede optar por calentamiento directo empleando uno o varios quemadores.

Otra opcion es controlar la temperatura alimentando el fluido de intercambio al interior de los

tubos y empacar el lado de la coraza. Existe una gran variedad de disefios y posibles modos
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de operacion, la configuracion mas adecuada dependera de la fase en que se realiza la

reaccion, la velocidad masica, la velocidad de reaccion, el calor de reaccion, la cantidad de
inertes, etc. Por supuesto que todos los reactores pueden emplearse en forma adiabatica vy,
de hecho, este modo de operacién es muy frecuente en aplicaciones industriales. Si la
reaccion consume o0 genera demasiada energia, la configuracion puede existir en varios
reactores conectados en serie con un intercambiador entre cada reactor.

Si hacemos un corte transversal y el reactor est4 colocado horizontalmente, la gravedad
puede ocasionar que el volumen superior simplemente no se llene con el liquido o

catalizador.

El modelo de flujo tapdn supone que no existe mezclado ni difusién en la direccion del flujo e
ignora los efectos de entrada y salida del reactor. No existiran perfiles radiales por que todas
las moléculas que se encuentran en toda la circunferencia de una posicion axial dada, llevan
exactamente el mismo tiempo dentro del reactor y han pasado por las mismas condiciones

de operacion.

El modelo implica que no existe un perfil radial de la velocidad lineal, esto es, la velocidad es
idéntica en todo el elemento de volumen que forma el disco o piston. Esto implica que, para
el modelo flujo piston sea aplicable, la operacién debe caer dentro del régimen de flujo
turbulento por lo que se desprecia el efecto de la condicion de no deslizamiento en la pared
del tubo.

La operacion es no-isotérmica y/o no-isobdérica.

Ahora vamos a deducir la ecuacion de disefio comenzando con un balance microscopico de

masa para el reactivo limitante (Tiscarefio, 2008):

Entradas de o Salidas de o Consumo por Rx = | Acumulacion del
Reactivo limitante Reactivo limitante de rl reactivo limitante
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El balance anterior se realizd para el reactivo limitante pero, de acuerdo al desarrollo de la

seccion anterior, recordamos que dicho balance molar y las ecuaciones que se desarrollen a
continuacién son aplicables a otros productos y reactivos. El balance macroscépico puede
escribirse como (Tiscareiio, 2008):

Ec (11)

Vg
(F,)Entrada — (F, )Salida— [ (-7, )dV, =0
0

El balance de masa expresado por la ecuacion anterior es aparentemente idéntico al
desarrollado para un reactor de tanque agitado y representado por la misma ecuacién. Para
el modelo de flujo piston, la velocidad de reaccidon cambia conforme la mezcla reaccionante
fluye a través del reactor y debemos tomarlo en cuenta en pasos posteriores de la deduccién
de la ecuacion de disefio. Matematicamente no es trivial resolver la ecuacion anterior por lo

que debemos poner la ecuacion para (-z,) en funcion de Vg antes de integrar. Es mejor

separar variable de manera diferente para lo cual derivamos el balance macroscépico
(Tiscarefio, 2008):

Ec (12)
- dI:rl - (_Trl )dVR =0

Sustituimos el flujo del reactivo limitante en funcién de la fraccion conversion y despejamos
de la siguiente manera puesto que (-z,) si es trivial dejarla solo en funcién de f, (Tiscarefio,
2008):

Ec (13)

_dFrI _ I:rlodfrl _ VOCrIOdfrI

dv, = - -
(_Trl ) (_Trl ) (_Trl )
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Debemos notar que al reemplazar v,C,, por F,, no se esta haciendo ninguna suposicion

adicional. Integramos y sustituimos la definicion de tiempo espacial para obtener (Tiscarefio,
2008):
Ec (14)

df,

T = CrIO
(_Trl )
Esta ecuacion de disefio se prefiere cuando se tiene una sola reaccion independiente para
un reactor en gue se suponga flujo pistén. Es aplicable tanto a liquidos como a gases y sali6é
de un balance molar del reactivo limitante. La ecuacion también es aplicable a reactores no

isotérmicos.

1.6.1 REACTOR TUBULAR

El modelo de flujo piston supone que coexiste mezclado en la direccion axial y que tanto la
entrada como la salida no ocasionan los llamados efectos de los extremos.

Dependiendo del disefio propio del reactor, en la entrada del reactor se debe distribuir la
alimentacion a todo el diametro del reactor tubular. El distribuidor puede ser tan simple como
la expansion, con o sin curvatura, hasta distribuidores de tubos multiples con inyectores o
toberas. Del lado de la salida el problema es similar, pero a la inversa. En la zona de entrada
existiran cambios en la direccion del flujo y esto ocasionara turbulencia e incluso remolinos.
Las esquinas son propensas a generar puntos muertos 0 cuando menos cierto
estancamiento en relacion al resto del cuerpo del reactor. Alun para flujos bajos
considerados como laminares se presentan los efectos de los extremos. Los efectos
extremos conforman generalmente la causa dominante, las desviaciones al flujo tapon
(Tiscarefio, 2008).
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1.6.2 REACTOR DE FLUJO PISTON

Lo mencionado anteriormente es para el caso de reactores quimicos, trasladando esta
informacion para reactores bioldgicos el modelado del reactor de flujo piston es muy similar al
de un reactor por lotes.

Reactor PFF (Plug Flow Fermentor) Fermentador de flujo piston

El Fermentador de flujo piston es un reactor tubular donde el fluido se maneja de tal forma
gue el flujo tenga un perfil de piston, para que no existan gradientes en la direccion radial del
tubo, para esto se utilizan tapas especiales.

Para establecer la ecuacidon de disefio aplicamos el balance para la biomasa en una seccion
diferencial de volumen del reactor, debido a que las concentraciones cambian segun la

posicion en este:

»w X T

So
Ec (15)
d - : :
FX|, +redV =FX|, . + i dV (Régimen estacionario)
Agrupando:
FX|, —FX|,.,, =—TdV

Aplicando el limite a dV
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FX|

Lim vidv
dv -0 dv

La cual es la misma ecuacion que el reactor en batch, ya que este reactor opera de forma
dindmica en cuanto a la posicion.

En este tipo de reactores continuos, se pueden presentar gradientes de concentracion en
funcién de la posicion (longitud “L"), por lo cual es un reactor que igual que el batch opera en
forma dinamica y de acuerdo a lo presentado por Levenspiel, la ecuacion de disefio es la

misma, sélo que en lugar de tiempo de fermentacion se utiliza el tiempo de residencia:

Ec (16)

Y el célculo del volumen se realiza de la siguiente forma:
Ec (17)

V = F*,
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES
2.1 LA SANGRE: REGULADOR HOMEOSTATICO

La sangre es el tejido encargado de los procesos de transporte y homedstasis en los
animales vertebrados. La sangre esta compuesta por dos fracciones de composicién y
organizaciéon muy compleja. La primera es una fraccién liquida que se encarga del transporte
de nutrimentos y de células, regular la temperatura y el pH corporal.

Esto ocurre, gracias a las propiedades fisicoquimicas de la sangre que se resumen en la
Tabla 2.1. La segunda fraccion esta compuesta de elementos celulares, en donde se han
identificado a la fecha hasta nueve tipos de células diferenciadas que circulan en las sangre
0 que se encuentran en tejidos especificos. Una forma de clasificar a las células, consiste en

agruparlas en dos familias en funcion de su origen; la linfoide y la mieloide.

La Tabla 2.2 incluye una clasificacion de las células y sus funciones. Cada una de estas
especies celulares tiene funciones muy especificas y vitales para el organismo.

Por ejemplo, los eritrocitos son células especializadas en el transporte de oxigeno desde los
pulmones hacia todos los tejidos del cuerpo. Los leucocitos conforman una vasta linea de
defensa contra agentes extrafios al organismo, conocida como respuesta inmune y los
trombocitos o plaquetas participan en el mecanismo de coagulacion ante la presencia de

traumatismos en el individuo.

Tabla 2.1. Propiedades fisicoquimicas de la sangre

Propiedad Valor
Viscosidad 4,5a5,5mPa.s
Temperatura 37-38°C

Ph 7.35a7,45
Salinidad 0.85a9 %
Proporcion del peso corporal 8%

Volumen (hombres) 5a6L
Volumen (mujeres) 4a5L
Fraccion liquida 50 a 60 %
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Tabla 2.2. Las células de la sangre y sus funciones. El grupo de los leucocitos esta formado por
linfocitos, monocito, células NK'y granulocitos.

Familia Tipo celular Subdivisiones Funcion
Linfocitos T Cooperadores Citotoxicos Modulan la respuesta inmune
Linfoide Linfocitos B Produccion de anticuerpos
Células NK Citotoxicidad celular
Eritrocitos Transporte de Oxigeno y CO,
Plaquetas Coagulacion
Mieloide Monocitos Fagocitosis
Neutrofilos Fagocitosis
Granulocitos | Basofilos Inmunidad tardia, alergias
Eosinofilos Antiparasitarios, alergias

2.2 LA HEMATOPOYESIS
2.2.1CONCEPTO DE CELULA MADRE HEMATOPOYETICA

Debido al limitado ciclo de vida de las células sanguineas (Tabla 2.3), todas las lineas
celulares deben regenerarse continuamente. A este proceso se le conoce como
hematopoyesis. La ubicacién de este proceso se modifica durante el tiempo de vida del
individuo. En la etapa embrionaria, los o6rganos hematopoyéticos son: el saco vitelino,
higado, bazo, timo, ganglios linfaticos y la médula 6sea. Sin embargo, en la etapa adulta, el

proceso se reduce a la médula 6sea.

Tabla 2.3. Estimacion de la velocidad de produccién celular in vivo (Koller y Palsson, 1993).

Cloiar | Concentracion (cel /mL) Tiempo de vida media (d) | Produccion (10° cel/d)
Eritrocitos |5 x 10 120 208

Plaquetas |2 x 10° 8 125

L eucocitos |5 x 10° 0.5 dias - varios afios 50

Total 383

En las ultimas décadas se han realizado una serie de estudios que demuestran que todos los
elementos celulares presentes en la sangre circulante provienen de un progenitor comun: la

célula madre hematopoyética (CMH) o stem cell. Esta célula se caracteriza por la capacidad
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gue tiene de autoreplicarse y de diferenciarse para dar origen a todas las células sanguineas.
El proceso hematopoyético no es del todo conocido, sin embargo, se sabe que la CMH da
origen a diferentes progenitores hematopoyéticos incapaces de autoreplicarse, pero con una
alta capacidad prolifica. Los progenitores hematopoyéticos durante la proliferacion adquieren
caracteristicas que los comprometen a cierta linea celular, generando precursores que al

madurar dan origen a las células de la sangre (Figura 2.1).

2.2.2 PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Los progenitores hematopoyéticos son células provenientes de la CMH que son capaces de
generar colonias en medios semisdlidos. En la actualidad el ensayo clonogénico es el
método estandar para cuantificar los progenitores hematopoyéticos in vitro. El ensayo se
lleva acabo en un medio con metilcelulosa, rico en nutrimentos y en factores de crecimiento.
Estos cultivos tienen como finalidad la de promover el desarrollo de colonias que son
clasificadas en base a sus propiedades morfoldgicas.

Los progenitores hematopoyéticos que se pueden observar son las unidades formadoras de
colonias de granulocitos (UFC-G), unidades formadoras de colonias de macréfagos (UFC-M),
unidades formadoras de colonias de eritrocitos (UFC-E). A estos progenitores se les conoce
como progenitores tardios. Los progenitores tempranos son las unidades formadoras burst
muy primitivas de eritrocitos (UFB-E). unidades formadoras de granulocitos y de macréfagos
(UFC-GM). Las unidades formadoras de granulocitos-eritrocitos-macréfagos vy
megacariocitos (UFC-GEMM) o colonias mixtas (UFC-Mix) son los progenitores
hematopoyéticos mas simples que pueden observarse en cultivo. Las unidades formadoras
de colonias con alto poder proliferativo (UFC-HPP), son progenitores menos diferenciados de

células GM (Collins y col. 1997; Mayani y col, 1993; Mayani y col. 1998).

Los progenitores de megacariocitos (UFC-Mk) son identificados utilizando un medio con

matriz de colageno, y factores como Tpo, IL-3 y IL-6. Posteriormente se realiza un ensayo
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de inmunocitoquimica utilizando como marcador a CD41 presente en los megacariocitos y

que permite distinguir a los megacariocitos de los macrégafos (Bertolini y col. 1997).

2.2.3 ERITROPOYESIS

La eritropoyesis es el proceso por el cual se generan los eritrocitos. La primera célula
eritroide que se puede reconocer morfolégicamente es el pronormoblasto que es una célula
grande con cromatina ligeramente aglutinada y nucleolos. Esta célula da origen a
normoblastos mas pequefios que contienen mayor cantidad de hemoglobina. Finalmente, el
nucleo es excluido del normoblasto dando origen a reticulocitos, los cuales contienen cierta
cantidad de RNA y son capaces de producir hemoglobina. Los reticulocitos permanecen de 1
a 2 dias mas en la médula 6sea o circulando en sangre periférica antes de madurar,
principalmente en el bazo, cuando el RNA desaparece por completo y dan origen a eritrocitos

maduros (Figura 2.1).

Generalmente de un pronormoblasto se obtienen 16 globulos rojos. Debido a la gran
cantidad de eritrocitos que se generan cada dia, la médula 6sea requiere de muchas
sustancias y hormonas para sintetizar la hemoglobina, tales como hierro, manganeso,
cobalto, vitaminas, tiroxina y eritropoyetina. Esta Ultima es la proteina responsable de la
estimulacién y regulacién de la eritropoyesis. El estimulo para la produccién de la
eritropoyetina es la tension de oxigeno disuelto en los tejidos del rifion (Hoffbrand y Pettit,
1991), mientras que el TGF-B es un potente inhibidor de la eritropoyesis (Dybedal y
Jacobsen, 1995).

En los estudios in vitro que se han realizado, se ha demostrado que las bajas tensiones de
oxigeno disuelto favorecen el desarrollo de las colonias eritroides E-CFU y E-BFU (Rich y
Kubanek, 1982).

2.2.4 CELULAS LTC-IC
Como se menciond, la CMH tiene las caracteristicas de autoreplicarse y la capacidad de
sostener la hematopoyesis a largo plazo. No obstante, hasta la fecha no ha sido posible
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aislar a la CMH. Hasta el momento, la forma que se tiene de demostrar in vitro dichas
caracteristicas, es mediante la realizacion de los cultivos denominados a largo plazo,
disefiados por Dexter y col. (1977). Estos cultivos se realizan utilizando una capa de células
adherentes que nutren de algunos factores a las células hematopoyéticas. La capacidad de
sostenimiento de la hematopoyesis se mide por la generacion de progenitores después de al
menos 5 semanas de cultivo. A las células con esta capacidad se les denomina células
iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC, long-term culture-initiating cells). Este método
es al momento la forma estandar de mostrar la capacidad de sostenimiento de !a
hematopoyesis de un cultivo in vitro. Recientemente, se ha tratado de definir marcadores de

superficie para identificar a la CMH.

2.2.5 MARCADORES DE SELECCION

Los marcadores de superficie utilizados para el reconocimiento de la CMH, pueden ser
combinaciones muy variadas, dependiendo del juicio de los autores. Principalmente se
menciona a CD34+, una proteina que participa en los mecanismos de adhesién, como
principal marcador de la CMH. No obstante, la poblacién de células CD34", es muy
heterogénea e incluye a fibroblastos, células endoteliales y progenitores hematopoyéticos.
Se ha mencionado al antigeno Thy-1 como un marcador de poblaciones muy primitivas
(Mayani y Lansdorp. 1994). En la actualidad se han reportado trabajos con fracciones
celulares tales como CD34" CD38" (Zannettino y col. 1998); CD34" CD59" (Hill y col., 1996);
CD34" HLADR NhL™ (Verfaillie, 1993); CD34" CD45RA "¥° CD71 *¥° (Mayani y col., 1993),
CD34" Lectin® (Pipia y Long, 1997), entre otras. Yin y col. (1997) reportaron que las células
gue muestran la proteina AC133, tienen un gran poder proliferativo, por lo cual puede ser
considerada también como uno de los marcadores de la CMH. Zannettino y col. (1998)
reportaron una poblacion conteniendo el antigeno CD164, una glicoproteina que participa en
el proceso de adhesion de los progenitores hematopoyéticos sobre las células estromales.
Dichos autores demostraron que al boquear a CD164, la expansion de las células CD34"
CD38, es menor. Esto sugiere que CD164 representa un potente receptor para suprimir la

proliferacion de las células hematopoyéticas.
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En base a la informacion disponible se puede suponer que la CMH puede tener un fenotipo
tan complejo como: CD34". Thy1", Rhoda "° , HLA-DR’, C-kit", Lin", CD38", CD59*, AC133",
C164". Sin embargo, recientemente se ha demostrado que una fraccion de células humanas
CD34" Lin’, presenta un alto poder de proliferacion y se ha demostrado que es capaz
reconstituir el sistema hematopoyético en modelos de raton (Bhatia y col., 1998).
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Figura 2.1. Esquema general de la hematopoyesis.
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2.3 MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

La hematopoyesis ocurre en un microambiente constituido por células estromales
(fibroblastos, adipositos, macrofagos y células endoteliales), células accesorias (monocitos y
linfocitos T), sus productos (matriz extracelular y citocinas) y hormonas provenientes de otros
organos. La Tabla 2.4 resume algunos de los componentes de la matriz extracelular. El
estroma es una compleja red celular encargada de regular la proliferacion de las células
hematopoyéticas (Mayani y col., 1992). Dada la participacion que tiene el estroma in vivo, se
ha tratado de reproducir el evento en los cultivos in vitro ya sea mediante la generacion
endogena del estroma en el caso de médula 6sea (Mayani y col., 1998), o bien utilizando
estromas preformados a partir de lineas celulares murinas (Furitsu y col., 1989) o bien de

médula 6sea (Verfaillie, 1993).

Tabla 2.4 Componentes propios y asociados de la matriz extracelular.

Grupo Ejemplo Funcion
Proteoglicanos Betaglicano Unién a TGF-p
Sindecano Adhesio celular, union FGF
Proteinas mayor es Colégeno Adhesion
Elastina Soporte
Laminina
Fibronectina
Citocinas (asociados) Factores estimuladores Crecimiento celular
Interleucinas

2.3.1 FACTORES ESTIMULADORES DE LA HEMATOPOYESIS

Los factores estimuladores e interleucinas son un conjunto de proteinas que tienen la funcion
de inducir la mitosis, desencadenar la cascada de diferenciacion celular y en la sobrevivencia
celular. Por el contrario, los inhibidores inducen la muerte celular programada, como parte del
mecanismo de regulacion en el desarrollo celular. Un estudio de estas funciones fue

reportado por Cowling y Dexter (1994) y se resume en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5 Caracteristicas funcionales de diferentes factores hematopoyéticos (Cowling y Dexter,
1994). * no es un factor de crecimiento, +: inductor. -: supresor, ?: se desconoce (De Leon, 1999).

Factor de crecimiento Proliferacion Sobrevivencia | Actividad apoptitica
IL-1 " v =
IL-2 * ? -
IL-3 i * )
IL-5 * * )
IL-6 * * B
GM-CSF i * )
G- CSF i * )
M-CSF * ? B
Epo * * B
SCF i * )
MIP-1a ; ? -
IFN-y ] * B
Antigeno FAS * ? ? *
TGF-p ) ) *

2.3.2 INTERLEUCINAS

Interleucina 1 (IL-1): Fue primeramente definida como una IL proveniente de los
macrofagos. Aunque en la actualidad se sabe que también es producida por los fibroblastos.
Se cree que actua en los niveles muy tempranos de la hematopoyesis, a nivel de la
replicacion de la célula seminal y en el crecimiento de linfocitos B, también participa en los

procesos de inmunidad natural.

Interleucina 3 (IL-3): Es una citocina con actividad sobre los progenitores hematopoyéticos
mas primitivos, por lo que se le conoce como factor multipotente. IL-3 es producida por los
linfocitos Ty 1 y Ty 2, se ha reportado que promueve importantemente el crecimiento y

desarrollo de los mastocitos, una funciéon que es incrementada por IL-4.
Interleucina 6 (IL-6): Sirve como coestimulador en el crecimiento de linfocitos y en

combinacién con otras citocinas en el crecimiento de las células progenitoras

hematopoyéticas tempranas; también participa en los procesos inflamatorios.
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2.3.3 FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS Y OTROS FACTORES

Factor de células seminales (SCF): También conocido como factor estimulador del
crecimiento de mastocitos (MGF), ligando c-kit y steel factor (SF). Este factor es producido
por fibroblastos, adipocitos y células endoteliales. Ejerce su accion sobre la CMH y favorece

el desarrollo de mastocitos y otras células.

Eritropoyetina (Epo). Es una glicoproteina producida por las células renales; se puede

encontrar en la orina y es la responsable de la estimulacion y regulacion de la eritropoyesis.

Trombopoyetina (Tpo). Se le conoce como ligando c-Mpl, es la citocina responsable de la
trombopoyesis. Se ha encontrado cierta homologia entre Tpo y Epo cuando sus secuencias
son alineadas (De Sauvage y col., 1994).

Ligando del receptor FLt-3 (FIt-3-L). Se ha reportado que sinergiza fuertemente con la
proteina de fusiéon Pixy321 (IL-3-GM-CSF) para inducir la expansion de UFC-GM y HPP.
Sinergiza con Epo para inducir a UFC-GEMM (McKenna 'y col., 1995).

Hormona del crecimiento (HC). Es una proteina que esta involucrada en el desarrollo del
individuo y se ha demostrado que estimula la eritropoyesis in vivo e in vitro (Ardizzi y col.,
1993 y Valerio y col., 1997).

2.4 APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS

Hasta la fecha, los tejidos hematopoyéticos son sensibles a tratamientos como la
guimioterapia y radioterapia, que comunmente se utilizan en el tratamiento de algunos tipos
de cancer como el cancer de mama y de ovario. Por otra parte, existen numerosas
enfermedades relacionadas con alteraciones en el sistema hematopoyético, como la anemia
de Fanconi, la anemia falciforme, diversas leucemias y las talasemias, entre otras. La forma

de contender con estos problemas clinicos consiste en transplantes de células
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hematopoyéticas de donadores compatibles posterior a tratamientos rnieloablativos
(Gluckman y col., 1989; Wagner y col., 1992; Kohli-Kumar y col., 1993).

Adicionalmente, las células hematopoyéticas pueden ser utilizadas para la produccion in vitro
de células maduras como eritrocitos, células dendriticas (Thomas y Lipsky, 1996; Luft y col..
1998), mastocitos (Saito y col., 1996) y megacariocitos (Bertolini y col., 1997). Al respecto.
Emerson (1996); McAdams y col. (1996a); To y col., (1997) han revisado y discutido en
detalle las aplicaciones y los aspectos clinicos del uso de las células hematopoyéticas.

En afos recientes con el desarrollado de las técnicas de biologia molecular y de la terapia
génica, se ha planteado utilizar a las células hematopoyéticas como vectores para introducir
al organismo genes funcionales para tratar enfermedades como la inmunodeficiencia
combinada congénita (Hoogerbrugge y col., 1995), la granulomatosis cronica (Hossle y col.,
1995) y la adrenoleucodistrofia (Cartier y col., 1995), entre otras. Esto refleja la importancia
de contar con una fuente substancial de células hematopoyéticas para ser utilizadas con

fines clinicos.

2.5 FUENTES DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

Dado que en la edad adulta la hematopoyesis ocurre en la médula 6sea, se le considerd
como la primera fuente de células hematopoyéticas para uso clinico. Sin embargo, la
recoleccion requiere de traumatismos severos y dolorosos para el donador. Una alternativa
consiste en la movilizacion de las células hematopoyéticas de la médula ésea hacia sangre
periférica, utilizando ciertos farmacos como GM-CSF, G-CSF y mediante técnicas de
aféresis. No obstante, se requiere de equipo altamente especializado, haciendo esta técnica
excesivamente costosa. Por parte, en la utilizacion de células hematopoyéticas de donadores
adultos, la enfermedad de injerto contra hospedero (graft versus host disease) es frecuente y
representa una de las limitaciones mas serias en el uso de células hematopoyéticas

provenientes de médula 6sea (Nash y Storb, 1996; Sachs 1996).
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Las células hematopoyéticas provenientes de tejidos fetales han sido también estudiadas.
Por ejemplo, Touraine (1992), reportd el transplante de células hematopoyéticas
provenientes de higado fetal para tratar neonatos con problemas de inmunodeficiencias y
talasemias. Los transplantes realizados fueron muy exitosos, demostrando la importancia
de utilizar células provenientes de organos fetales. No obstante, el uso de tejidos fetales
para transplantes en adultos no ha sido muy alentador. Por ejemplo, Roy y Verfaillie (1997)
demostraron que las células de higado fetal -en particular los progenitores E-BFU- morian
por apoptosis cuando se cocultivaron con células estromales de médula 6sea de adultos. Al
parecer esto fue originado por ciertos factores producidos por el estroma y que no eran los
inhibidores convencionales (TGF-B, TNF-a, MIP-a. 0 IFN-y). Adicionalmente, la disponibilidad
de este tipo de material bioldégico es muy limitado dado las caracteristicas de las muestras,

ademas de las implicaciones éticas en el uso de tejidos fetales.

Una alternativa importante a la médula 6sea y los tejidos fetales consiste en la utilizacion de

células hematopoyéticas provenientes de la sangre de corddén umbilical.

2.5.1 CELULAS HEMATOPOYETICAS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Durante la ultima etapa del periodo prenatal, un buen nimero de células hematopoyéticas
esta presente en la sangre circulante fetal, incluyendo la sangre del cordén umbilical. En los
afios se presentaron las primeras evidencias de que la sangre de cordon umbilical es una
fuente muy importante de células hematopoyéticas (Knudtzon, 1974). Recientemente, se han
incrementado los estudios in vitro e in vivo utilizando las células hematopoyéticas de la
sangre de cordén umbilical (Koller y col., 1992; Mayani y Lansdorp, 1994; Piacibello y col.,
1997). La conclusién obtenida fue que los progenitores presentes en tal fuente tienen un
mayor potencial de proliferacion que el observado en las muestras de médula ésea
(Broxmeyer y col.,1989a ; Broxmeyer y col. 1992; Mayani y col 1993; Lansdorp y col., 1993).

La Tabla 2.6 enumera las caracteristicas de la sangre de cordon umbilical y de otras fuentes.

La sangre de corddon umbilical tiene muchas caracteristicas favorables respecto a las otras
fuentes de células hematopoyéticas, Entre las cuales se puede mencionar, el potencial
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proliferativo de las células embrionarias, los linfocitos no han sido del todo estimulados (la

enfermedad de injerto contra hospedero es menos agresiva), las muestras son facilmente
recolectables y sin efecto adverso para el donador (Thompson 1995). Sin embargo, debido a
la naturaleza de las muestras, la cantidad de células provenientes de la sangre de cordon
umbilical esta un orden de magnitud por debajo de los requerimientos para tratar a pacientes
adultos (2 x 10° células). Esta limitacién puede resolverse mediante la expansion in vitro de
las células antes de ser transplantadas. En 1989, se reportd por primera vez el transplante de
la sangre de cordon umbilical a un infante con anemia de Fanconi, enfermedad
potencialmente letal que se caracteriza por la incapacidad de producir células sanguineas

maduras (Gluckman y col., 1989).

Los resultados del transplante fueron muy alentadores y en la actualidad, se han realizado
alrededor de 600 transplantes de sangre de cordén umbilical en Estados Unidos y en Europa,
la gran mayoria en infantes. Estos trabajos aunados a una serie de estudios in vitro, han
llevado a conclusion de que la sangre de corddn umbilical es una fuente muy importante de

células con utilidad clinica.

Tabla 2.6 Caracteristicas de las fuentes disponibles de células hematopoyéticas humanas (De Leon,

1999).

. . Médula Sangre Cordon
Propiedad Higadofetal| oo™ | neriférica | umbilical
Concentracion de células
hematopoyéticas i i Ve -
Poder proliferativo . . R .
Linfocitos T no sensibilizados . _ - o
Disponibilidad _ .- R .
Donacion sin traumatismos - _ o .
Disminucién deriesgos de R o- o- .
citomegalovirusy otrosvirus

Nota: - Ausencia de actividad, -/+ resultado dudoso, + presencia de actividad, ++ maxima actividad observada
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2.6 EXPANSION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

2.6.1 EXPANSION IN VITRO EN CULTIVOS ESTATICOS

El primer intento exitoso de un sistema de cultivo que logré en forma reproducible mantener
la hematopoyesis fue descrito por Dexter y col. (1977). Actualmente, distintos grupos de
investigacion han estudiado diferentes condiciones operacionales para realizar cultivos in
vitro de células hematopoyéticas de médula ésea (Broxmeyer y col., 1990; Du y col., 1995),
sangre periférica (Haylock y col., 1992; Brugger y col., 1993; Henschler y col., 1994) y de
sangre cordon umbilical (Koller y col., 1992; Mayani y Lansdorp, 1994; Piacibello y col.,
1997).

Los cultivos estaticos, han sido utilizados para evaluar el efecto de diferentes combinaciones
de citocinas (Haylock y col., 1992), para realizar estudios en cocultivos (Koller y col., 1995a)
y para evaluar el efecto del volumen y frecuencia de recambio de medio de cultivo (Koller y
col..1995a). No obstante, estos sistemas son inherentemente de bajo volumen y presentan

serias desventajas.

Por ejemplo, no se pueden escalar directamente debido a que estos sistemas no son
homogéneos, son dificiles de monitorear y estan sujetos a manipulacion intensiva que
complica la operacion y aumenta el riesgo de contaminacion. Asi mismo, dado que la
transferencia de oxigeno se lleva a cabo exclusivamente por métodos difusionales, las areas
superficiales los cultivos pueden estar limitados por oxigeno (Peng y Palsson, 1996). Todo lo
anterior dificulta el traslado de tales cultivos a mayores escalas, necesarias para satisfacer
las demandas clinicas. Por tal motivo, en los ultimos afios se ha dedicado gran atencion
hacia el desarrollo de nuevos métodos para la expansion de células hematopoyéticas en

voliumenes que se consideren quimicamente Uutiles.
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2.6.2 CULTIVOS EN BIORREACTOR

El biorreactor, es sin duda, uno de los equipos fundamentales de la microbiologia industrial.
Es el recipiente donde se realiza el cultivo, y su disefio debe ser tal que asegure un ambiente
uniforme y adecuado para el tipo celular a cultivar, es por eso que a continuacion se
muestran las caracteristicas de algunos reactores que se han llevado a la experimentacion
(Tabla 2.7 y Tabla 2.8).

Tabla 2.7 Evaluacion de las caracteristicas de biorreactores (Guevara, 2004)

antibioticos.

cerveza y tratamiento de aguas
residuales.

Caracteristica RAM Columnadeburbujeo | Airlift
Entre 3 y 5. No mas de 2
7 para cultivos de células |Entre4y5 Entredy7
R'ellacmn altura/ animales
diametro
Mecénica Neumaética Neumética
Agitacion
Factoresque Velocidades de aireacion Velocidad de fluio de aas Velocidades de inyeccion
influyen en € y agitacion, tipo de ropiedades del flfjido 935 Y| del gas y de circulacion del
funcionamiento agitador brop liquido. Relacion AO/Ar
Mayor capacidad de Bajos _costos de cgpital y _
mezclado  transferencia operacién, disefio simple y |Altamente eficientes en
de calor ’masa varios  requerimientos  de | energia.
Ventajas y - energia.
Altos requerimientos kia relativamente bajos,
energéticos, generacion | ki a relativamente bajos. aunque superiores a la
Desventajas de calor. columna de burbujeo.
- - — Cultivo de células
En la industria quimica, . :
- p . . bacterianas y bacterianas,
Cultivo  de  células|cultivo de células vegetales, fermentaciones con hondos
Usos animales, produccion de | produccion de vinagre vy gos,

cultivo de células vegetales
y animales, tratamiento de
aguas residuales.
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Tabla 2.8 Ventajas y desventajas dependiendo el tipo de biorreactor (De Ledn, 1999)

Biorreactores

Ventajas

Desventajas

Sistema de perfusion.

Desarrollado por Koller y col. (1993a y
1993b).Este disefio es muy versatil,
ya que se pueden realizar cultivos con
o sin estroma, es posible remover
constantemente los desechos toxicos
como el amonio, lactato y factores
inhibitorios.

Dificiles de muestrear, presentan
costos muy elevados debido a la
pérdida continua de medio de cultivo
que es subutilizado y en general,
presentan gradientes de sustratos y de
variables como pH. Oxigeno y CO,
disueltos. Todo esto da como resultado
que el microambiente celular sea poco
definido.

Es posible monitorear en forma
separada la cinética de proliferacion y
diferenciacion de cada poblacién.

Existe heterogeneidad en la densidad

Aqui los progenitores | poblacional entre micro capsulas,
Proceso con células hematopoyéticos provenientes de | ocurren problemas de difusion y se
inmovilizadas mediante | médula osea fueron micro | presentan gradientes de sustratos en
un reactor agitado. encapsulados en forma|las mismas. Se pueden dafar las

independiente, utilizando polimeros |células al liberarlas de la micro

de alginato que permite proteger a las | capsula.

células de posibles dafios mecéanicos

por la agitacion. .Levee y col. (1994).

Presenta la ventaja de permitir

cultivos de mayor volumen que los
Micro acarreadores en | cultivos estaticos, por lo que no hay|Se pueden contaminar. Dificil de

biorreactores agitados.

diferencias significativas con estos
cultivos.Sardonini 'y Wu (1993) vy
posteriormente Zandstra y col. (1994).

monitorear. No son homogéneos.

Reactor Airlift

Highfill y col. (1996) cultivaron células
de médula 6sea murinas utilizando un
reactor airlift donde las células se
colocaron en un lecho empacado y el
medio de cultivo fue continuamente re
circulado. La ventaja es que se
mantuvo la hematopoyesis hasta por
11 semanas.

Se requiere de un proceso adicional
para recuperar las células que estan
adheridas a la fibra de vidrio, proceso
gue puede dafar a las células.

Cultivos en Suspensién
mediante sistemas
agitados

(Verfaillie, 1992). Desarroll6 la
investigacién de cultivos en
suspensién. Los sistemas agitados
con células libres presentan una serie
de caracteristicas que los hacen muy

ventajosos sobre los  sistemas
inmovilizados. son sistemas
homogéneos, son faciles de
instrumentar, de controlar
automaticamente 'y de escalar,

ademas de que la toma de muestra
es sencilla y representativa del
cultivo. Dentro de los cultivos en
suspensién se puede mencionar los
trabajos de Sardoni y Wu(1993)
quienes fueron pioneros en utilizar
este tipo de cultivos.

Presentan productividades bajas. Esto
se debe, entre otras causas, a la
fragilidad propia de las células de
mamifero (Ramirez y Mutharasan,
1992), a la limitaciébn de algunos
sustratos y/o factores hematopoyéticos
y a la toxicidad de los desechos
metabdlicos en los cultivos celulares
como lactato y amonio (Ramirez y
Mutharasan, 1990: Sandstrorn y col.,
1994).
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CAPITULO 3
JUSTIFICACION

Segun reporta la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pruebas procedentes del mundo
entero demuestran que la incidencia de sangre contaminada con algun agente infeccioso
transmisible por transfusion (VIH, virus de la hepatitis, Tripanosoma cruzi, etc.) es mucho
mayor entre donantes familiares de reposicion que entre donantes voluntarios no
remunerados. Debido al impacto que estos padecimientos generan en la poblacion sobre
todo como cofactores para la adquisicion del VIH, se hace necesario que los paises
miembros de la OMS conozcan e implemente acciones tendientes a prevenirlas y tratarlas
(CENSIDA/ ONUSIDA, 2007).

De acuerdo a los registros del Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea (CNTS) en el
afo 2007, el envio e intercambio de componentes de la sangre tan solo en el Distrito Federal,
correspondié a 54977 concentrados eritrocitarios (CE), contra una recoleccién de 53411
bolsas de sangre total (ST) recolectadas, sin embargo en el caso de los Institutos de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, de Pediatria, y de los Hospitales: de la Mujer y el Central Sur
de Alta Especialidad, asi como el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y de la Clinica de
Especialidades de la mujer de la Secretaria de la Defensa Nacional (SEDENA), el suministro
de los CE a sus diferentes servicios, super6 el nimero de unidades recolectadas, por lo que
de forma global este dato refleja un déficit de 1576 bolsas de CE, que en este caso debio ser

cubierta por el sistema de suministro interinstitucional.

Por otra parte, en estadisticas del Centro Estatal de la Transfusibn Sanguinea de Morelos
(CETS) el porcentaje de rechazados es de alrededor del 50 %, es decir de cada 10
disponentes que acuden a donar solo 5 son captados, el resto son rechazados por diversas
causas.

Como consecuencia de lo anterior la reserva de componentes sanguineos es insuficiente

comparada con la demanda que existe en nuestro Estado. De las unidades que se requieren
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trimestralmente sélo el 54% es suministrada, el resto tiene que obtenerse en otras

instituciones, comprometiendo la salud o incluso la vida del paciente.

La OPS, recomienda que para cubrir las necesidades de componentes sanguineos, el 2%
de la poblacion debera convertirse en donador. En el caso de Morelos, el INEGI, proyect6
para el afilo 2007 una poblacion total de 1 millén 612 mil 899 habitantes (INEGI, 2005), es
decir, se requirieron 32 mil 258 donaciones al afio, sin embargo, solo se recolectaron 25 mil,
lo que demostr6 un déficit de 7, 258 componentes sanguineos.

Por lo cual la problematica se centra en la inexistencia de donantes voluntarios, la alta
probabilidad de que un candidato a donador sea rechazado (mas del 50%), los periodos de
ventana prolongados (desde meses hasta afios), la posibilidad de errores sisteméaticos,
aleatorios o clericales, lo cual conlleva a que el acto transfusional sea un riesgo inherente al

tratamiento para los pacientes.

En este contexto, la sangre de cordén umbilical utilizada en terapias de reemplazo medular
en el tratamiento de patologias neoplasicas 0 no neoplasicas, es en primera instancia, una
alternativa para el aislamiento, cultivo y seleccion clonar de células madre hematopoyéticas.
Por otra parte, existe la posibilidad de controlar in vitro la diferenciacion hacia precursores

celulares (eritroides) y eritrocitos funcionales.

Con este trabajo se propone un biorreactor de tipo lote alimentado en un sistema tubular de
tanque agitado con condiciones optimizadas y controladas para la obtencion de eritroides en
suspension, susceptibles de ser empleados en pacientes humanos como terapia de
sustitucion en padecimientos como anemia cronica, insuficiencia renal o sometidos a
guimioterapia. El reactor propuesto, permitira desplazar el uso de los componentes
sanguineos procedentes de donadores humanos, por aquellos obtenidos por procedimientos

industriales.
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CAPITULO 4
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Disefiar una propuesta de un biorreactor de tipo lote alimentado en un sistema tubular de
tanque agitado para el crecimiento de eritroides libres de patdégenos en suspension , para
implementarlo en un futuro como una terapia de sustitucion en pacientes de servicios de

medicina transfusional .

OBJETIVOS PARTICULARES

Proporcionar las condiciones de operaciones adecuadas para que las células en

suspension “eritroides” se puedan cultivar satisfactoriamente.

Asegurar homogeneidad entre los componentes ahi mismo y por lo tanto obtener el

producto deseado sin afectar a las células de interés.

e Proporcionar una transferencia de oxigeno Optima para la conservaciéon de las
células y lograr el producto de interés.

e Su disefo permitira su limpieza y esterilidad sin contratiempo.

e Tendra un sistema de control de pH, T y Espuma.

e El disefio de este biorreactor sera de 5 litros donde se pueda monitorear con una
computadora y se controlen las variables.

e Proponer el diseifio del biorreactor tipo lote alimentado de acuerdo a las
caracteristicas de los que existen en el mercado donde el costo sea bajo y el
rendimiento sea excelente.

e Evaluar el dafio de las Células por Stress Mecanico.

e El consumo de energia debe ser el minimo posible.
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

De acuerdo a la metodologia propuesta por Santa Olalla (2009) se obtuvo la muestra previo
consentimiento informado a partir de de corddén umbilical en pacientes del servicio de gineco

obstetricia del Hospital General de Cuernavaca “Dr. José G. Parres sangre” (Figura 2.2).

Se obtuvo el tiempo de duplicacion y la velocidad especifica de crecimiento. Con estos datos
se propone el disefio de un biorreactor tipo lote alimentado en un sistema tubular. Para esto
consta de nueve etapas, empleando una mezcla de inductores solos o en conjunto con los
factores de crecimiento se promovera un rendimiento mayor en la generacion de precursores
eritrocitarios en cultivos a partir de SCUH (Figura 2.2).

Tabla 2.9. Reportes de Generacion de Precursores Neurales con medios adicionados con Sueros
(Santa Olalla, 2009).

Poblacién seleccionada Medio de Propagacién Fenotipos encontrados
Linea de Celulas Madre tipo|Medio DMEM adicionado con 10%FBS, Nestina, GFAP, B-IIl Tubulina,
Neural derivadas de la Antibioticos y antimic6tico(AAS), los primeros dos |[MAP-2, NF-200, S-1008.
SCUH. meses, posterior a esto, medio DMEM/F12,

2%FBS suplementado con AAS, B27,LIF y EGF

FM-SCUH CD34+. IMedio DMEM/F12 suplementado con 30%FBS las [Ki67, Sox2, OTX1, Nestina,
primeras24hrs. Después medio DMEM/F12 GFAP y NF200
conteniendo 10%FCS, 5%FCS, 5%FCS + EGF

Células CD133+ de la FM- |Medio DMEM conteniendo 10%FBS y 0.1% Vimentina, Nestina, A2B5, GFAP,
SCUH criopreservada Gentamicina S100, GalC, TuJ1l, MAP2 y NF.
CD133+/- de SCUH [Medio de Metilcelulosa conetiendo 30%FBS, Nestina, Musashil, NF-L, NF-M,
1%BSA, 0.1mM B-Mercaptoetanol, 2mM L- NF-H, SYN, GFAP y BMP
Glutamato de Sodio, SCF, GM-CSF e IL-3.
FM-SCUH DMEM adicionado con 10%FBS, EGF y bFGF Musashil, Nestina, BllI-Tubulina,
NeuN y GFAP.
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Consentimiento informado

'

Colecta de Datos

'

*Salud de la madre
*Salud del producto
*Manejo de la muestra

'

Obtencién de la Muestra

v

Cultivo Primario

v

Generacion de Agregados en
caija petri

( Diferenciacion ’

|

[ Transferencia a matraz ]

Ne 250 ml

|

Transferencia de inéculo a
reactor

Figura 2.2. Algoritmo para la obtencién y procesamiento de la muestra.
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A Carta de consentimiento informado. Este es un documento fundamental para el ingreso

de la muestra a la Unidad de Diagnéstico y Medicina Molecular “Dr. Ruy Peérez
Tamayo”/Hospital del Nifio Morelense (UDMM). Este documento garantiza la aceptacion del
donante de sangre de corddn umbilical en este protocolo. La redaccion y los términos de este
documento fue supervisado por la Academia Nacional Mexicana de Bioética, capitulo

Morelos.

B Colecta de datos: Los datos de identificacion de la muestra, fueron colectados en la forma
de registro y consistié en nombre, edad, direcciéon, nUmero de gestas y antecedentes gineco
obstétricos, asi como patologias relacionadas. Asi mismo los datos de identificacion personal
fueron codificados y a las muestras se les asigné un codigo numeérico a fin de proteger la

confidencialidad del participante.

C Criterios de calidad de la muestra: En cualquier caso, antes de obtener la muestra, se
aseguré que el estado de salud, tanto de la madre como del producto, no estuviera
comprometido. Solo se integraron al estudio, las muestras procedentes de donantes sin
antecedentes de patologias asociadas a la presencia de enfermedades susceptibles de
transmision sanguinea como las representadas por los virus de la hepatitis B 'y C, 60 de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Tampoco aquellas con evidentes signos de hemdlisis o

lipemia.

D Obtencion de la muestra: La muestra se obtuvo a partir del cordon umbilical una vez
concluido el trabajo de parto. Estuvo a cargo del médico ginecélogo y fue colocada en tubo
falcon de 50 mL con anticoagulante EDTA. Se colocé en sistema cerrado de conservacion y

se traslado al laboratorio de la UDMM donde se procedio a su procesamiento.

E Cultivo primario: Se transfirio a medio de cultivo primario a base de Medio DMEM
adicionado con 10% FBS, antibioticos y antimicético (AAS), los primeros dos meses,
posterior a esto, medio DMEM/F12, 2% FBS suplementado con AAS, B27,LIF y EGF (Tabla

2.9). Se utilizaron caja tipo elisa de base ancha
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F Generacion de agregados: Se estuvo monitoreando en condiciones de esterilidad el

desarrollo de cultivo diariamente por un lapso de 15 dias, haciéndose conteos en camara
Newbauer. En esta etapa se emplearon los oligonucleétidos UDMM 1 y 2 (datos susceptibles
de patente), respectivamente para confirmar la multiplicacion de los precursores

hematopoyeticos.

G Diferenciacién y H transferencia del cultivo: Los cultivos en los cuales se tuvieron
resultados positivos en la RT PCR, fueron seleccionados para su transferencia en
condiciones de esterilidad al medio de cultivo en matraz de 250 mL. El medio empleado fue
el utilizado en el cultivo primario. Adicionalmente se estuvo monitoreando en condiciones de
esterilidad el desarrollo de cultivo diariamente por un lapso de 15 dias, haciéndose también
conteos en camara Newbauer. Una vez cuantificada la carga celular correspondiente al 10%
de indculo del volumen de trabajo, se propone la transferencia al birreactor disefiado en este

trabajo.

Este paso es el ultimo donde se le afiade los factores de crecimiento, los inductores para
favorecer la diferenciacion del producto hacia la formacion de eritroides funcionales. Similar a
los casos anteriores, se monitorea el desarrollo del cultivo obteniendo la densidad celular y la
diferenciacion a base de RT PCR. En esta etapa se recomienda también el empleo de

técnicas de inmunocitoquimica para confirmar la obtencion de la linea celular deseada.
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CAPITULO 6
PROPUESTA DEL BIORREACTOR.

La presente tiene la finalidad de obtener un disefio del fermentador de acuerdo a los que
existen en el mercado haciéndose algunas modificaciones para evaluar el dafio que las
células sufren por stress mecanico y asi también mejorarlo para obtener un excelente

rendimiento.

De acuerdo a la informacion recolectada de los fermentadores descritos en el capitulo de
antecedentes, propongo un Biorreactor de tipo lote alimentado en un sistema tubular, en
silicon inmerso de tanque agitado con un volumen nominal y de trabajo de 5y 3.5 L
respectivamente, suplementado con un indculo del 10% (250 mL) de precursores celulares
para el crecimiento de eritroides en suspension libres de patégenos donde se obtendran las

siguientes ventajas: agitacion, flujo y minimo dafio por stress mecanico.

Las dimensiones del reactor consisten en un cilindro de 29.4 cms de altura por 14.7 cms de
didmetro interno con una espiral interna de Silicon Masterflex® de Cole Parmer Instrument
Co. Vermon Hilss lllinois, permeable a los nutrimentos, con una luz entre la pared interna de
las mamparas y la manguera de silicon de 0.5 cms, como unidad primaria de produccion
(UPP), el reactor considera la integracion de 50 UPP, lo que representa un volumen de 3.0 L.
La operacion de este reactor con tiempo de residencia de 21 dias permitird obtener un
rendimiento estimado del 80% sobre el volumen inicial lo que representa la obtencion in vitro

de 6 bolsas de concentrados de eritrocitos.Los calculos se realizaron de la siguiente manera:

De acuerdo a Levenspiel (1987) se tomo en un volumen total de 5.0 L de un reactor el
volumen del liquido debe ser 0.7 veces el volumen total del reactor. Dando un volumen de
liquido de 3.5 L Posteriormente procedimos a calcular el didmetro del reactor dando una
medida de 14.7 cm. Luego se procedi6 a calcular la altura del liquido que fue de 20.6cm. y
por ultimo antes de calcular el diametro y longitud de la manguera se calculo la altura total

del reactor que es el doble del diametro de un reactor (Levenspiel, 1987) obteniendo una
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altura total de 29.4cm.Luego se procedié hacer los calculos de la manguera considerando
gue la formula del cilindro en la cual nos dio un perimetro de 46.18 con una longitud de 2300
cm (23 m ) equivalente a 50 vueltas y un diametro de 1.28 cm ( % “), considerando que el
volumen del reactor tubular es de 3.0 L. La manguera tiene las siguientes especificaciones
soporta una presion maxima de 80 psi, se puede esterilizar por los siguientes métodos en
Auto clave, Oxido de Etileno o Gamma Irradiacion, maxima temperatura de 400° F (205°C) El
biorreactor consta de 4 Bafles o Mamparas con una distancia de cada uno de 3.6cm entre
ellos, constara de 3 bombas. Una para la transferencia de oxigeno, segundo para el
movimiento peristaltico dentro de la manguera de los eritrocitos y la tercera para eliminar los

desechos que se formen.

177
! ’—‘ \ {
z _
2|
14.24 12,24
—— - — -

294,15

£e8,97

Y |
Yz —
A 28.8
) = 48,98 0| —
Nl ™~
- 147,01

Figura 2.3 Seccion transversal de la propuesta de reactor tipo tanque agitado. Se destacan las
dimensiones de los bafles y la turbina tipo Rushton con una propela. Programa empleado AutoCad
2008 (cotas estan expresadas en milimetros).
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Figura 2.4 Seccion transversal del reactor interior con una espiral interna de Silicon Masterflex® de
Cole Parmer Instrument Co. Vermon Hilss Illinois. Este disefio es inédito en el cultivo de células de
mamifero. Programa empleado AutoCad 2008 (cotas estan expresadas en milimetros).
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Ec (18)
VT =5L

VL = 0.7VT =0.7(5L) = 3.5L

Ec (l 3
it

3/2(5X107%)
=-—— ~=0.147m=14.7cm
Ec (20) I

2
VL = % HL =3.5x10°°

L= 4(3.5X107%)

Ec (21)1(0.147)°
i,
T

HT = 2(14.7) = 29.4cm

=0.206m = 20.6cm

Calculo del rendimiento:

Ec (22)
v x/ X =Xo _ (14X10° —1X10°)Cel /ml _1.3x10°cel /L
(=—2- . =
EC(33) So =S (43-0.5)g/L 38g/L
VRT =3.0L
2
0.003m° ="1P°|
Ec (24) 4
P =TID =0.46M

Conl0vueltas = 4.6m

2/4(0.003)

S~ — ~ =0.0288m
I1(4.6)

D =2.88cm

Con20vueltas =9.2m

2/4(0.003)

—— = =0.024m = 2.04cm
I1(9.2)

Con50vueltas = 23m
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2/4(0.003
# =0.01288m =1.28cm
I1(23)

D= 34"=1.28cm

Calculo del volumen de un eritrocito:
Ec (25)

Ve=%1‘[re3:%rl(4x106)3 =2.68x10"°m® = 2.68x10 " L/ erit

De=8X10"m
re =4x10"°m
3L

=1.11x10%eritrocitos

2.68X107* L /erit
14x10°cel / mI(3000ml) = 42x10° cel

42x10°cel (2.68x10 ™ L/ cel) = 0.011L =11.0ml

Balance de masa
Ec (26)

FX|, + #XAV = FX|

V +AV

F(X|v _X|V+AV):_’UXAV
I:(X|v_x|v AV)
- = —uX
AV a
F(X|V+AV _ X|v) = 14X

AV

lim
(X‘vmv _X‘v) _+,UX

AV —0 AV F

I, =uX
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Balance de sustrato
Ec (31)

FS|, +A\\(/“X - FS
%
VuX
F(S‘v _S‘vwv) =_AYIU

oz
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F(S‘v B S‘vmv) — pX

AV Y,

S

lim

S‘v _S‘vmv _ HX

AV 0 AV FY,
S
as _ X
v FY,
S
Ec (32)
5= [T A gy
VY,
S
g__ W xdv
Y, Y
S
S truX IV dv
Yo, 0V
s
S = —t;”X Inv/!
%
Feed Batch .

Para iniciar un feed batch supondremos que se inicia la alimentacion del cultivo cuando el
sustrato limitante se ha agotado. Si bien este no es un requisito indispensable, permite
simplificar el tratamiento matematico y ademas es un buen punto de partida con respecto al

objetivo del feed batch, es decir: controlar la velocidad de crecimiento mediante la velocidad
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de alimentacion. También supondremos que alimentamos con medio de cultivo fresco, es

decir que X;= 0y P;= 0. Luego los balances de materia para X,Sy P seran :

d(XVv)
ot =Vr, =VuX Ec (33)
d(sv) _ FS, - VI, Ec (34)
d(PV) _vr Ec (35)
dt ’

A fin de no extender innecesariamente el tratamiento matematico discutiremos la formacién
de biomasa y el consumo de sustrato. De todos modos, si rp es conocida el procedimiento no
varia mayormente.

Si en la ecuacion (34) se reemplaza rs por rx/Yys Yy se tiene en cuenta la ecuacién (33) resulta

d(SV):FS C 1 d(xv) Ec (36)
dt Ly dt

x/s

Si deseamos que la velocidad de crecimiento esté controlada por la alimentacion, esta debera ser tal que
en todo momento sea S=0 y por lo tanto d (SV)/dt=0 . Esto equivale a decir que el sustrato es

consumido totalmente ni bien ingresa al biorreactor. Luego:

d(XV)
dt

=Y,,.FS, Ec (37)

e integrando

XV = XV, +Yy, FSit Ec (38)

Donde X, Yy V, representan la concentracion de biomasa y el volumen de cultivo en el

momento de iniciar la alimentacion. La variacion de V con el tiempo se obtiene integrando:
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V =V, +Ft Ec (39)

El criterio para disefiar una alimentacion adecuada se obtiene combinando las ecuaciones
(33) y (37), de donde at=0, resulta:

VX
Fs, = %0 Ec (40)
YX/S
En la ec. (40) se puede emplear cualquier valor de u hasta up,, por tanto la ec.(40) puede

reescribirse como:

Fs, < Votn Xy Ec (41)

YX/S
Como criterio adicional conviene seleccionar el valor de S; tan alto como sea posible y F
relativamente pequefio a fin de evitar la excesiva dilucion del cultivo. La contrapartida es que
la duracion del feed batch puede prolongarse excesivamente, por lo que normalmente se
trata de encontrar la solucion de compromiso, donde intervienen ademas, aspectos
economicos.
El valor de u durante el batch varia permanentemente, ya que por la ecuacién (33) es :

1 d(XV)

P dt Ec (42)

Reemplazando en la ecuacion (42) las ecuaciones (37) y (38) resulta

= YusFS, Ec (43)
X oV + Yy FSit

U

Por lo tanto u disminuye con el tiempo. Esto es valido solamente para el caso tratado aqui,
es decir con F y con S; constantes, pero nada impide hacer alimentaciones con F=F(t) o
S1=S1(t), con la cual puede lograrse, por ejemplo, que u se mantenga constante o bien que
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aumente hasta valores cercanos a un,. La diversidad de alimentaciones posibles que pueden

emplearse es, quizas, una de las caracteristicas mas apreciables de feed batch. La otra es
gue este sistema de cultivo es muy apropiado para obtener altas concentraciones de
biomasa, muy superiores a las que se podrian obtener en un batch, donde la limitacién esta
dada por la concentracion inicial de nutrientes del medio de cultivo que pueden tolerar los
microorganismos.

Si se considera el mantenimiento celular el valor de rs para la fuente de carbono y energia
vendra dado por:

d(XV)
dt

+Y',sM XV = FS,Y', ¢ Ec (44)

Resolviendo la ecuacién diferencial se obtiene:

=B xS
m

S S

-mgY 'y st
Je Ec (45)
También se muestra facilmente que en este caso el criterio para calcular la alimentacion esta
dada por:

VotinXg

Fs, < o~
Y X/S

+mMg XV, Ec (46)
En la Figura 2.6 se representa la ecuacion (45) para distintos valores de mg, y la ecuacion
(38) que corresponde ala caso de ms=0 se observa claramente que cuanto mayor es ms
menor es la cantidad de biomasa obtenida, ademéas de las curvas con mg distinto de O
tienden asintéticamente aun valor maximo que esta dado por:

(XV). =5 Ec (47)
m

max
S

Este valor se obtiene directamente de la ecuacion (44) haciendo d(XV)/dt=0. En estas
condiciones la totalidad de la fuente de carbono y energia que ingresa al biorreactor se

utiliza para mantenimiento celular y por lo tanto ya no es posible aumentar la cantidad de
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biomasa. Alternativamente, si el cultivo se realiza con el objeto de obtener un producto

perteneciente al grupo | (asociado a | metabolismo energético), convendra trabajar siempre

en las condiciones indicadas, ya que toda la fuente de carbono suministrada se transformara
en el producto deseado.

280+ rey
— 249
= mg=0,02
}EUUJ‘
=

Wi Mgz 0.35 g.g-t h-l
120
a0

40

o f{h)

Figura 2.6. Feed batch con alimentacidn constante. Parametros: F= 0.05 h: 81:24Ogl'1; Y xs=0.5
Cellg; Xo=10g1™";Vy=2 I. El volumen final es 4 1.
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CAPITULO 7

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7

RECOMENDACIONES

Evaluar el funcionamiento del biorreactor en condiciones experimentales in vitro,
con diferentes concentraciones de inéculo

Estandarizar las variables fisicas y quimicas del reactor

Cuantificar el consumo de sustrato y su relacion con la ganancia de biomasa
Evaluar la viabilidad de los eritroides obtenidos en este sistema de produccion
Efectuar un analisis de factibilidad para el escalamiento del reactor a un volumen
industrial

Disefiar el proceso para el destino final de los eritroides en sistemas de
conservacion que permitan su empleo con fines terapéuticos en seres humanos.

Se requiere la seleccion del donante de precursores hematopoyéticos con la menor

carga antigénica posible.
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CAPITULO 8

a)

b)

CONCLUSIONES

La sangre de cordén umbilical utilizada en terapias de reemplazo medular en el
tratamiento de patologias neoplasicas o no neoplasicas, es una alternativa para el

aislamiento, cultivo y seleccion clonar de células madre hematopoyéticas.

Por otra parte, existe la posibilidad de controlar in vitro la diferenciacion hacia
precursores celulares (eritroides) y eritrocitos funcionales. Con este trabajo se propone
un biorreactor de tipo lote alimentado en un sistema tubular de tanque agitado con
condiciones optimizadas y controladas para la obtencion de eritroides en suspension,
susceptibles de ser empleados en pacientes humanos como terapia de sustitucion en

padecimientos como anemia crénica, insuficiencia renal o sometidos a quimioterapia.

El reactor propuesto, permitird desplazar el uso de los componentes sanguineos
procedentes de donadores humanos, por aquellos obtenidos por procedimientos
industriales. Cabe mencionar que el presente trabajo es solo una propuesta y revision
de las estrategias para producir y tener disponibilidad a escala comercial, este tipo de
células son importantes para el ser humano . Asi como también que este proyecto

pudiera trasladarse a otro tipo de células como leucocitos y plaquetas.
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