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A produgdo de virus adeno-associados recombinantes (rAAV) depende da eficiéncia da transfeccao
plasmidial, etapa determinante para alcangar altos titulos virais e reprodutibilidade experimental.
As células HEK293 sao amplamente utilizadas nesse processo devido a sua elevada capacidade de
expressdo e compatibilidade com vetores derivados de adenovirus. Contudo, fatores como
proporcao de plasmideos, densidade celular, tipo de reagente e condigdes de cultivo podem afetar
significativamente o rendimento e a qualidade das particulas virais. Assim, a padronizagdo do
processo de transfeccdo ¢ fundamental para garantir consisténcia e escalabilidade na produgdo de
vetores destinados a pesquisa e aplicagdes em terapia génica. Este projeto tem como objetivo
otimizar e validar um protocolo de transfec¢dao plasmidial em células HEK293 para produgado de
rAAVs. Foram avaliadas diferentes proporgdes de plasmideo e concentragdes de soro fetal bovino
(SFB) no meio de cultura. O plasmideo utilizado codifica a proteina EGFP sob controle do
promotor hSyn, permitindo a visualizagdo da eficiéncia de expressao. Células HEK293 (1x10¢ por
poco) foram cultivadas em meio DMEM-HG com 10% de SFB e, ap6s 24 horas, submetidas a
transfeccdo com 5, 7,5 ou 10 pg de plasmideo em solugdo de CaCl. e HBSS, variando a
concentracao de SFB (2% ou 10%). Ap6s 72 horas, observou-se maior eficiéncia de transfec¢ao
nas condi¢des com 2% de SFB, com cerca de 50% das células expressando EGFP em 24h e
aumento progressivo da fluorescéncia ao longo do tempo. J& nas culturas com 10% de SFB, a
expressao foi inferior a 20%. A variagdo na quantidade de DNA influenciou apenas a intensidade
da fluorescéncia, ndo o nimero de células transfectadas. Esses resultados permitem definir
condi¢des experimentais que maximizem a eficiéncia de producdo e a qualidade das particulas
geradas, criando uma plataforma reprodutivel e escalonavel para uso em estudos translacionais de
terapia génica. Apoio Financeiro: FAPEMIG, FINEP, CNPq.
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