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Introduccion. La terapia génica postula el uso
terapéutico del ADN para remplazar genes defectuosos o
para contrarrestar otros sobreexpresados en el
tratamiento de enfermedades. La habilidad de los
adenovirus para infectar una gran variedad de células asi
como la facilidad para manipular su genoma y su alta
bioseguridad han hecho de ellos una herramienta
extremadamente atractiva para su utilizacion en
protocolos de terapia génica. HEK293 es la linea celular
empaquetadora por excelencia de vectores adenovirales;
proviene de rifion de embrion humano y ha sido
transformada con la regibn E1 del genoma del
Adenovirus Tipo 5 (Adv5)®. Con la finalidad de eficientar
la produccién de vectores adenovirales es necesario
profundizar en el conocimiento de la célula hospedera
bajo diferentes condiciones de cultivo.

Por ello, en este trabajo se plantea la caracterizacion de
cultivos de la linea celular HEK293 durante la adaptacion
de cultivos estaticos a suspension para establecer un
sistema de produccion de vectores adenovirales en
células HEK293.

Metodologia. Las células HEK293 se cultivaron en
frascos estaticos y en suspensién utilizando medio
suplementado con SFB (5% y 10%) y medio libre de
suero. Se realizaron cinéticas de crecimiento, consumo
de nutrimentos y de muerte celular en cada caso.
Ademas se determiné el ciclo celular en cada uno de los
cultivos. Como control positivo de muerte celular se
realiz6 una cinética de induccibn de muerte con
temperatura (42°C) y se analizaron todos los ensayos
mediante citometria de flujo de acuerdo con lo reportado
anteriormente®®.

Resultados y discusiéon. Se observd que la velocidad
especifica de crecimiento (u) y la concentracion final de
células HEK293 tanto en cultivos estaticos como en
suspension difiere de acuerdo al nimero de pase del
cultivo, a la concentracién de SFB y el medio utilizado,
obteniéndose los mayores valores en medios libres de
suero. En el andlisis del consumo de nutrimentos se
determiné que la glucosa no es un nutrimento limitante
pero si la glutamina. En las cinéticas de muerte

analizadas por citometria de flujo se observé el arresto
en la fase G1/GO del ciclo celular y una muerte celular
con caracteristicas principalmente apoptéticas. En la
Figura 1 se muestran los cambios de morfologia
presentes durante la adaptacion a cultivos en suspensién
donde es evidente el cambio de tamafio y de forma
durante este proceso. Esta adaptacion se logré después
de tres-cinco pases en medio de cultivo libre de suero y
suplementado con Pluronic F68.

Fig. 1. HEK293 tefiidas con naranja de acridina observadas en
microscopio de epifluorescencia. A. HEK293 en monocapa. B.
HEK293 disgregadas con morfologia viable. C. Cumulo de
células HEK293 caracteristico durante la adaptacién a cultivos
en suspension.

Conclusiones. El cultivo libre de suero en suspension
fue el que brindé mejores resultados con respecto a los
rendimientos celulares. La glucosa no fue un nutrimento
limitante. La mayoria de los cultivos se arrestaron en la
fase G1/GO y procedi6 una muerte celular con
caracteristicas  apoptéticas  principalmente. Esta
informacion profundiza en el conocimiento de la linea
celular HEK293 y permite establecer algunas estrategias
de mejoramiento para la produccion de vectores
adenovirales.
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