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INTRODUCCION

En la actualidad, la transfeccion transiente de células animales es una de las tecnologias mas
utilizadas en la produccién de proteinas recombinantes de interés bioterapéutico. Consiste en
un proceso de transferencia de genes heter6logos, que aprovecha la capacidad de expresar
el ADN de forma episomal sin ser integrado al genoma, permitiendo obtener cantidades
necesarias de un producto de interés en un corto periodo de tiempo (Fuenmayor y col., 2018).
Existen multiples factores que afectan el desempero de la metodologia y, por tanto, reducen
la eficiencia de transfeccién alcanzada. Por su parte, la seleccién de la linea celular que se
emplee para tal fin seré crucial para garantizar eficiencias adecuadas. En este sentido, una
de las lineas celulares establecidas mas comunmente utilizadas son las HEK293 (Human
Embrionic Kidney), por sus multiples ventajas en cuanto a su adaptabilidad a cultivos en
suspension, como por su capacidad de expresar altos niveles de proteinas recombinantes.
Por otro lado, las caracteristicas de los medios de cultivos y las condiciones empleadas,
previo, durante y posterior a la transfeccion, juegan un rol fundamental en este escenario, ya
que deben garantizar la sobrevida celular y favorecer el proceso de incorporacién del material
genético (Liu y col., 2008).

En nuestro laboratorio contamos con células HEK293 adaptadas a crecimiento en suspension
en medio EX-CELL 293. Este medio es libre de suero fetal bovino y de toda proteina animal,
y que contiene hidrolizados vegetales. Utilizando este medio, logramos obtener cultivos con
elevadas densidades celulares y altos niveles de expresidn, pero no es apto para ser utilizado
en ensayos de transfeccién. Por este motivo, nos propusimos evaluar otros medios de cultivos
libres de suero y optimizar las condiciones de transfeccidon con el objetivo de lograr un elevado
porcentaje de células transfectadas y un alto nivel de expresidén de proteinas recombinantes.

OBJETIVOS

o Evaluar y comparar la eficiencia de transfeccion de células HEK293 adaptadas al
crecimiento en suspension (sHEK293), utilizando 3 medios libres de sueros comerciales.

« Poner a punto las condiciones experimentales que permitan optimizar la transfeccion
transiente de células sHEK293, mediante la utilizacion de complejos PEI-ADN.

Titulo del proyecto: Estrategia biotecnolégica para el desarrollo de virus-like particles quiméricas
como plataforma de disefio de vacunas recombinantes.
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METODOLOGIA
Cultivo de células sHEK293

Rutinariamente, las células sSHEK293 fueron cultivadas en el medio EX-CELL 293 (SAFC®),
siendo las mismas subcultivadas cada 48-72 h, y manteniendo la densidad celular entre 0,6 y
6x108cél./mL. Por otro lado, durante los ensayos de transfeccion, las células fueron cultivadas
en los medios HyCell TransFx-H (HyClone™, Cytiva) y 73810C (correspondiente a un medio
de cultivo en instancias de desarrollo; imnMEDIAte ADVANTAGE™, SAFC®).

Transfeccion transiente

48 h previas al momento de la transfeccion se realizaron subcultivos en una densidad
promedio de 7x10° cél./mL, en los medios de cultivo a evaluar. El dia de la transfeccion se
realizé un nuevo recambio total del medio de cultivo, a través de un paso de centrifugacion,
dejando las células en una densidad celular de 2x108 cél./mL. Como agente de transfeccion
se utilizd polietilenimina (PEI) en una relacion de 2 pg de polimero por cada 1 pg de ADN,
junto a diversas construcciones de ADN plasmidico que codifican para proteinas reporteras
fluorescentes y que permiten monitorear de forma sencilla la eficiencia de transfeccién (pLV-
GFP y pZsCMV-Green). Los complejos PEI-ADN se administraron en un volumen
correspondiente al 10% del total del volumen del cultivo.

Evaluacion de la expresion de proteinas fluorescentes mediante citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia

Se caracterizé el crecimiento celular, en cuanto a morfologia celular, tendencia a formar
agregados celulares y emision de fluorescencia, a traves de la observacion comparativa entre
microscopia éptica de campo claro y microscopia de fluorescencia (Eclipse Ti, Nikon). Por
otra parte, se cuantificaron las poblaciones celulares que expresaron las proteinas
fluorescentes, mediante citometria de flujo (GUAVA EasyCyte, Luminex) utilizando el software
GUAVA ExpressPlus (Luminex).

RESULTADOS

En un primer momento, las células sHEK293 fueron adaptadas al crecimiento en el medio
73810C, siendo subcultivadas por dilucion y conservadas en agitacion. Se observd un buen
crecimiento, con tasas de duplicacién celular equivalentes al medio EX-CELL 293, sin
embargo, aparecieron con mas frecuencia agregados celulares. Estos generan,
principalmente, heterogeneidad al acceso de nutrientes entre las células, provocando
entornos deletéreos y acelerando los fenémenos de muerte celular.

Atendiendo a estas condiciones y a la adaptaciéon inmediata de las células sHEK293 al medio
de transfecciodn, se prosiguid a subcultivar las células solamente por dos pasajes y durante 48
horas, para luego transfectarse de forma transiente mediante el agregado de complejos PEI-
ADN, en una concentracion de 1ug ADN/1x108 células.

Se ensayaron varias condiciones de transfeccidon, en las que se comparé la influencia del
recambio parcial o total de los medios, tanto previo como posterior a la transfeccion (Figura

1).
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Figura 1. Transfeccion transiente de células sHEK293, utilizando el medio 73810C, para
diferentes condiciones experimentales. 4 horas post transfeccion (hpt) se llevaron a cabo recambios
de medio, segun corresponda. 48 hpt las células fueron analizadas por citometria de flujo. Se grafica el
porcentaje de células GFP positivas.

Como puede observarse, fue posible transfectar células HEK293 utilizando el medio 73810C,
pero el porcentaje de células positivas no alcanzé valores elevados, siendo el valor mas alto
de tan solo 30,3%. Sin embargo, de estos resultados se puede observar una cierta tendencia
de mejoria al realizar recambios de medio, destacandose aquella que implica un recambio
total del medio de transfeccion previo a la incorporacion de los complejos PEI-ADN v,
posteriormente, un recambio total del medio a EX-CELL 293 a las 4 horas post-transfeccion.
En virtud de ello, se decidié continuar los ensayos empleando este ultimo procedimiento e
incorporando al estudio el medio de transfeccién Hycell TransFX-H.
De esta oportunidad, el porcentaje de células transfectadas obtenidas fue de 53,4% para el
medio 73810C y 78,9% para Hycell TransFX-H (Figura 2). Estos resultados vislumbran el
potencial y la efectividad que adquieren estos medios para llevar a cabo transfecciones
transientes en suspension, notablemente superiores que el medio EX-CELL 293.
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Figura 2. Comparacion de la eficiencia de transfeccion de células HEK293, utilizando los medios
EX-CELL 293, 73810C y Hycell TransFX-H, respectivamente. Las células fueron subcultivadas con
recambio completo del mismo medio, antes de la transfeccion, y a las 4hpt, se pasaron a medio fresco
EX-CELL 293. Los resultados fueron obtenidos a las 48hpt, mediante citometria de flujo. Se grafica el
porcentaje de células GFP positivas.

En dltima instancia, se ensayé la incorporacion de aditivos a los medios, particularmente, de
cafeina y acido valproico, dadas sus capacidades descriptas de incrementar la productividad
de proteinas recombinantes en cultivos celulares (Cervera y col., 2015). De esta forma, en el
momento del recambio del medio a las 4hpt, los aditivos se adicionaron en concentraciones
de 2,5mM y 1,68mM, respectivamente. Como puede verse en la figura 3, el agregado de
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aditivos al cultivo en medio 73810C tuvo un efecto positivo, observandose un incremento
notable en el porcentaje de células positivas, en comparacion a la condicién con ausencia de
estos aditivos. Por otra parte, en el medio Hycell TransFX-H se mostr6é un leve descenso en
el porcentaje de células verdes, lo que podria indicar que en este medio y bajo esta
metodologia, el agregado de estos aditivos durante una transfeccion transiente no tiene
efectos positivos para la produccién de proteinas recombinantes.
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Figura 3. Efecto de la adiccion de aditivos en la eficiencia de transfeccion. 4 hpt se adicion6
cafeina (2,5mM) y &cido valproico (1,68mM), posterior al recambio de medio a EX-CELL 293. Los
resultados fueron evaluados a las 72 hpt, mediante citometria de flujo. Se grafica el porcentaje de
células GFP positivas.
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CONCLUSIONES

El estudio de medios de cultivo en fases de desarrollo y comerciales brinda la posibilidad de
conocer y disponer de alternativas que estimulen las practicas actuales de investigacion,
profundizando el conocimiento en el cultivo de células animales y fortaleciendo su potencial
para el desarrollo de tecnologias a pequefa y gran escala.

En esta instancia, la investigacion llevada a cabo logré demostrar la efectividad que adquieren
los medios HyCell Trans Fx-H y 73810C para la transfeccidén de células sHEK293. Asimismo,
el estudio exhaustivo de diversas variables experimentales (agregado de aditivos, distintos
vectores de expresion y recambios de medio) permitidé optimizar el procedimiento a seguir en
este tipo metodologias, afianzando varias de las condiciones que permitirian mejorar las
eficiencias de transfeccion.

Finalmente, se continuara trabajando para profundizar en nuevas alternativas, que involucren
evaluar la aplicacion de esta metodologia en la expresidén de proteinas de interés comercial.
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