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Introduccion. Los vectores adenovirales tipo 5 (Ad5), son
uno de los sistemas virales méas utilizados en terapia génica
para el tratamiento de cancer, fibrosis quistica, deficiencias
genéticas, etc. Clinicamente se ha demostrado que los Ad5
de 12 y 2% generacion presentan problemas relacionados con
la respuesta inmune y pérdida de expresion a largo plazo.
Por ello, se han desarrollado los vectores de tercera
generacion, denominados “gutless” o “helper dependent”
(HDV). Estos vectores solo contienen elementos de
replicacion y la sefial de empaquetamiento por lo que son
considerados un sistema de expresion de alta capacidad (25-
35 kDa) y de expresion a largo plazo ya que la respuesta
inmune generada es minima (2). Sin embargo, las limitantes
de este sistema se presentan principalmente a nivel de
produccion ya que la generacion de los HDV requiere de
una coinfeccion con un virus “auxiliar” (HV) que brinde
todos los elementos replicacion viral en trans; esto conlleva
a un proceso de purificacién mas complejo y ademas los
titulos virales obtenidos son mas bajos que en el caso de
Ad5 de 12y 22 generacion.

Por otro lado, la multiplicidad de infeccién (MOI), es un
parametro que establece la relacion entre particulas
infectivas iniciales por célula, y se ha empleado
ampliamente para la produccion racional de varios tipos de
particulas virales (1).

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo fue optimizar
la produccién de un vector modelo tipo HD utilizando el
sistema de expresion FLP/frt mediante el analisis de la
multiplicidad de infeccion.

Metodologia. Se utiliz6 el vector adenoviral HD
proveniente del plasmido pCB-LacZ-ITR, cuyo gene
reportero fue el cassette de expresién LacZ. El vector
auxiliar fue un vector adenoviral de primera generacion con
fragmentos frt que expresaba la proteina luciferasa. Se
usaron células 293 SF/FLP cultivadas en medio NSFM13
con 0.75 pg/mL de puromicina, las cuales crecen en
suspension. Se realizaron cultivos a nivel de matraces
agitados (50 mL) a diferentes multiplicidades de infeccion
del HDV desde 0.1 hasta 50. La MOI para el HV fue de 5 en
todos los casos. Todos los experimentos se hicieron por
duplicado. Se evalud la cinética de infeccion por 72 h.

Las técnicas analiticas empleadas para determinar la
cantidad de particulas virales y el proceso de infeccion
fueron HPLC, ensayo de transferencia genética (HDV),
evaluacion del efecto citopatico (HV) y expresion de las
proteinas b-gal y luciferasa.

Resultados y discusion. Los resultados demostraron que la
expresién de la proteina reportera fue proporcional al
proceso de infeccion de ambos virus. Sin embargo, la
formacion de particulas tanto virales totales e infectivas
resulté ser similar a partir de la MOI 5 (Fig. 1).
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Fig.1Efecto de la Multiplicidad de Infeccidn del vector adenoviral
HD en matraces agitados de 50 mL.

El porcentaje de virus contaminante fue menor al 1% en
todos los casos. La produccion del HV fue inversa a la
generacion de las particulas HDV por lo que se considera
una importante relacion con la carga metabolica de la célula.
Posteriormente, el efecto de la MOI se comprobé mediante
la amplificacion del HDV durante los primeros pases y se
compard con el criterio generalmente usado que es el
volimen, observandose un incremento sustancial en el titulo
viral después del cuarto pase por lo que se redujo la
probabilidad de recombinacion homologa.

Conclusiones. Estos resultados ayudan a mejorar la
produccion de los vectores HDV mediante un estudio
racional de los pardmetros del cultivo, combatiendo la
recombinacion homéloga y permitiendo obtener altos titulos
virales.
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