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1. RESUMEN  

 

En las últimas décadas, el desarrollo de biofármacos producidos mediante el cultivo de 

células animales ha crecido de manera exponencial debido a las posibilidades que 

estos brindan en el tratamiento de enfermedades crónico/degenerativas e infecciosas. 

Así, el uso de diferentes sistemas de producción sigue siendo materia de estudio, ya 

que es necesario tener sistemas cuyas productividades sean competitivas que brinden 

productos con la calidad y eficacia adecuadas a un costo aceptable.  

Por ello, el análisis de novedosas condiciones de cultivo tales como la microgravedad 

es materia de estudio. El Rotating Cell Culture System (RCCS) en su modalidad de 

biorreactor High Aspect Ratio Vessel (HARV) proporciona un entorno de 

microgravedad simulada que ha permitido el establecimiento de modelos in vitro de 

células de mamífero con aplicación en el establecimiento de cultivos organotípicos, 

modelos de interacción hospedero-patógeno, evaluación de nuevas dianas 

terapéuticas, toxicología y evaluación de nuevos fármacos. La aplicación de este 

sistema en el campo de la producción de proteínas recombinantes y vectores virales 

ha sido casi nula, y para nuestro conocimiento, este trabajo reporta por primera vez la 

caracterización de cultivos de células HEK293 y la producción de proteína 

recombinante y vectores adenovirales en medio libre de suero bajo condiciones 

simuladas de microgravedad en el biorreactor HARV frente a cultivos agitados en 

gravedad terrestre. Los resultados muestran que los cultivos celulares HEK293 perciben 

un porcentaje de gravedad mínimo y máximo verticales cuyos valores son 〖%g〗

mínimo= 0,153% (sentido descendente) y 〖%g〗máximo= -0,053% (donde el signo 

menos implica sentido contrario a la gravedad) considerando g=9,81 m/s2. El 

crecimiento de las células no se vio afectado, sin embargo, se observaron efectos 

celulares tales como la formación de agregados en medio con suero y la generación 

de cultivo de células sin agregados en medio libre de suero. Asimismo, la optimización 

del consumo de nutrimentos mejoró principalmente en cultivos infectados. Finalmente, 
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la producción de proteína recombinante y vectores adenovirales se vio favorecida. 

Dichos fenómenos fueron modelados matemáticamente utilizando un enfoque de 

ecuación diferencial adaptable utilizando una red neuronal diferencial para poder 

predecir comportamientos futuros como principio de la optimización del proceso. 

Así, se concluye que la microgravedad es un parámetro que ha sido poco estudiado, 

aunque ofrece ventajas en el cultivo de células HEK293 en la producción de vectores 

adenovirales y proteína recombinante, siendo a nuestro conocimiento, el primer 

trabajo en el mundo que reporta este tipo de estudio. 
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1.1 ABSTRACT 
 

In recent decades, the development of biopharmaceuticals produced through animal 

cell culture has grown exponentially due to the possibilities they offer in the treatment 

of chronic/degenerative and infectious diseases. Therefore, the use of different 

production systems remains a subject of study. So, it is necessary to have systems whose 

productivities are competitive and provide products with the required quality and 

efficacy at an acceptable cost. 

Hence, the analysis of novel culture conditions such as microgravity is a subject of study. 

The Rotating Cell Culture System (RCCS) in its High Aspect Ratio Vessel (HARV) 

bioreactor mode provides a simulated microgravity environment that has allowed the 

establishment of in vitro models of mammalian cells with applications in the 

establishment of organotypic cultures, host-pathogen interaction models, evaluation of 

new therapeutic targets, toxicology, and assessment of new drugs. The application of 

this system in the field of recombinant protein production and viral vector production 

has been almost non-existent, and to our knowledge, this is the first work that reports the 

characterization of HEK293 cell cultures and the production of recombinant protein and 

adenoviral vectors in serum-free conditions under simulated microgravity in the HARV 

bioreactor compared to stirred cultures in Earth's gravity. The results show that HEK293 

cell cultures perceive a minimum and maximum vertical gravity percentage, which 

values are〖%g〗 minimum = 0.153% (downward direction) and 〖%g〗 maximum = -

0.053% (where the minus sign implies the opposite direction of gravity), considering g = 

9.81 m/s2. Cell growth was not affected in such a condition, however, cellular effects 

such as aggregate formation were observed in serum-containing medium, and the 

generation of aggregate-free cell cultures was observed in serum-free medium. 

Additionally, nutrient consumption optimization improved mainly in infected cultures. 

Finally, the production of recombinant protein and adenoviral vectors was favored. 

These phenomena were mathematically modeled using an adaptable differential 
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equation approach using a differential neural network to predict future behaviors as a 

basis for process optimization. 

Thus, it is concluded that even though microgravity is a parameter that has been little 

studied, it offers advantages in the culture of HEK293 cells in the production of 

adenoviral vectors and recombinant protein. To our knowledge this is the first work in 

the world that reports this type of study. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1. Microgravedad  
 

La Tierra genera un campo gravitacional que actúa para atraer objetos con una fuerza 

inversamente proporcional al cuadrado de la distancia entre el centro del objeto y el 

centro mismo del planeta. La fuerza de gravedad se mide determinando la 

aceleración de un objeto sobre el que sólo actúa la gravedad en la superficie de la 

Tierra en la Tierra, y se refiere como 1g o una gravedad terrestre. Esta aceleración es 

de aproximadamente 9,8 m/seg2 (Huang et al., 2018a).  Así, la microgravedad, se 

define como la fuerza que se imparte a un objeto donde la aceleración neta  es muy 

pequeña del orden de 10-6 g,  en comparación con la producida fuerza de gravedad 

el superficie de la Tierra (Higginson et al., 2016).  

Por compendio se tiene la percepción que en el espacio la fuerza de gravedad es 

inexistente. Si se deja caer un objeto en la Tierra, este caerá con una aceleración de 

9,8 m/seg2 (1 g). Si el mismo objeto se deja caer por un astronauta en la Estación 

Espacial Internacional, este también cae; pero parece estar flotando. Esto ocurre 

debido a que el astronauta, el objeto y la estación espacial están cayendo al mismo 

tiempo, no hacia la tierra, alrededor de ella. Dado que caen a la misma velocidad dan 

la percepción de estar flotando en un entorno comúnmente llamado gravedad cero 

(0 g) o más exactamente en un entorno de microgravedad (10-6 g)(DeFelice, 2015; 

Ferranti et al., 2020). 

La necesidad de la humanidad de elucidar cómo se comporta la vida en el espacio, 

ha significado la apertura de nuevas áreas de investigación a los viajes espaciales, así 

como nuevas variables experimentales en la Tierra. El estudio de los organismos y 

células terrestres en el espacio representa una serie de retos a considerar, pero ofrece 

condiciones poco frecuentes o inexistentes a nivel terrestre (Nickerson et al., 2016a).La 

primera información relacionada a la microgravedad se publicó en 1951 por Haber H 

y Gerathewohl SJ, quienes reportaron la física y fisicoquímica de dicho fenómeno 
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(Haber & Gerathewohl, 1951). Posteriormente, se presentó un avance del estudio de 

ésta en humanos y animales completos donde se explicaba como influía la 

microgravedad en sistemas de vuelos parabólicos (Von Beckh, 1954). En la década de 

los sesentas, se realizaron estudios relacionados con el sistema nervioso central y la 

condición de orientación de humanos con la idea de conocer el comportamiento del 

cuerpo humano bajo dicha condición (Reynolds, 1961). Todos estos estudios 

conducían al entendimiento de los efectos que dicha condición causaba en el cuerpo 

humano, observando en general efectos negativos tales como: reducción de volumen 

muscular, desorientación, pérdida de densidad ósea, diuresis, etc. (Lamb, 1964). Es 

hasta 1965 cuando Pollard, establece de manera teórica el estudio del efecto del 

fenómeno de microgravedad sobre la célula, considerando que la distribución de las 

mitocondrias y de los nucleolos pudiera ser afectada por dicha condición debido a 

una polarización de las membranas (Pollard, 1965). Asimismo, se comienzan a realizar 

experimentos biológicos satelitales por parte de Rusia principalmente (Sisakyan et al., 

1965) y el estudio con sistemas vivientes tales como amoebas, plantas, 

microorganismos, insectos y tejidos de embriones, en donde se observa que en la 

condición de microgravedad los microorganismos aumentan su patogenicidad y 

resistencia a los antibióticos (Tixador et al., 1985). Por lo anterior se estableció que los 

seres humanos, microorganismos y cultivos de células animales presentan cambios 

inducidos por influencia de la microgravedad. 

2.1.2. Plataformas para generar microgravedad real (r-µg) 
 

Se considera microgravedad real (r-µg) a aquella condición de ingravidez llevada a 

cabo en el espacio: la Estación Espacial Internacional (ISS), transbordador espacial o 

laboratorios orbitales. Existen maneras en la Tierra para  generar microgravedad real 

con marcadas limitantes con respecto al tiempo de exposición a un ambiente de 

ingravidez, instalaciones como las torres de caída libre, cohetes de sondeo o los 

aviones con vuelos parabólicos (Hatzistergos et al., 2018; Kiss et al., 2019). En la Tabla 1 
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se muestran el rango de gravedad alcanzado y el tiempo de exposición que 

proporcionan tanto los ambientes espaciales como los terrestres (Huang et al., 2018).  

Tabla 1. Plataformas generadoras de microgravedad real. Modificado de Huang et al., 2018. 

Instalación Duración Nivel de gravedad (g) 
Torres de caída libre 2-9 s 10− 5 -10− 2 
Vuelos parabólicos 15-30 s 10− 3 -10− 2 
Cohetes de sondeo 6-15 min. 10− 4 -10− 3 

Satélites/ transbordadores 1-2 meses 10− 5 -10− 3 
Estación espacial permanente 10−6 -10− 5 

 

Estación Espacial Internacional (ISS). Los laboratorios de la ISS (Figura 1A) se han 

convertido en la punta de lanza del estudio de r-μg hasta la fecha. La ISS proporciona 

valores de μg en torno a 10-5 g, aumentando periódicamente a 10-4 g durante la fase 

de reimpulso una vez al mes. La estación dispone de varias instalaciones que permiten 

realizar experimentos biológicos. Europa cuenta con el "BIOLAB", en el laboratorio 

europeo "Columbus", y la instalación autónoma "KUBIK". Estas instalaciones ofrecen 

entornos ideales para numerosos experimentos biológicos con bacterias, hongos, 

plantas y células de mamíferos. "KUBIK" es una instalación relativamente sencilla que 

proporciona 0-2 g y temperaturas entre 6 ⁰C y 38 ⁰C. Una variedad de contenedores 

con hardware de experimentos disponibles se ajusta a estas instalaciones, con un 

tiempo de funcionamiento de aproximadamente 18 años de funcionamiento. 

Asimismo, el "BIOLAB" dispone de una gran variedad de contenedores para 

experimentos en función de las necesidades científicas. Además de μg, el "BIOLAB" 

ofrece una centrífuga para generar de 10-3 a 2 g en un entorno controlado (de 18 ⁰C 

a 40 ⁰C, intercambio de gases y regulación de la humedad del 60 al 90%) (Brungs, Egli, 

Marcel, et al., 2016; Grimm, Schulz, Krüger, Cortés-Sánchez, et al., 2022).  

Torres de caída libre. La torre de caída ZARM de Bremen es una instalación europea 

utilizada para experimentos en condición de r-µg. Esta instalación consta de un 

contenedor cilíndrico con una altura de 120 m, permitiendo en principio ~5 s de 

microgravedad cuando un objeto se precipita en caída libre al vacío. La instalación 
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permite un modo catapulta, donde un objeto es lanzado desde la parte inferior, 

modalidad que debido a la aceleración permite generar un ambiente de r-µg próximo 

a los 10 s. El valor de microgravedad alcanzando está dentro del rango de 10− 5 -10− 2 

g. Los experimentos realizados en esta instalación comprenden áreas como la 

astrofísica, biología, química, investigación sobre la combustión, mecánica de fluidos y 

ciencia de los materiales (Figura 1D)(Gautier et al., 2020). 

Vuelos parabólicos. El principio de los vuelos parabólicos se basa en una trayectoria 

kepleriana (parabólica) mediante el cual se crea un entorno de ingravidez al 

compensar todas las fuerzas que actúan sobre un objeto en el interior de un avión. Las 

maniobras del piloto y la velocidad de vuelo estabilizarán una trayectoria kepleriana 

balística de caída libre para generar una fuerza centrífuga que contrarreste la fuerza 

de gravedad inherente de la Tierra. Durante el vuelo se generan 31 parábolas, para 

cada parábola existen dos periodos de hipergravedad con un rango de ~1.5 a 1.8 g 

con una duración de 20 s antes y después de los 30 s de µg con un rango de ~10-2 g. 

La NASA utiliza esta plataforma para probar hardware de vuelo que posteriormente se 

utilizará en misiones espaciales (Figura 1C). Los vuelos parabólicos permiten 

experimentos de cómo se comportan los fluidos en microgravedad (difusión, ebullición, 

dinámica y estabilidad), biología celular y desarrollo, aunque con la limitante del 

tiempo de exposición, fisiología, biología vegetal y la validación de instrumentación 

para misiones espaciales (Pletser et al., 2015; Pletser & Pletser, 2020).   

Cohetes de sondeo. Desde 1950 los cohetes de sondeo se han utilizado para 

observaciones meteorológicas y estudios de la atmósfera superior, permitiendo que la 

carga útil pueda ser sometida a un ambiente de microgravedad en  rango de 10-4 a 

10-6 g por aproximadamente 15 min. La limitante de esta plataforma es que durante el 

lanzamiento se experimenta un periodo de hypergravedad de 8 g, lo que debe 

considerarse cuando los experimentos incluyen muestras biológicas; asimismo se 

experimenta con otro periodo de aceleración durante la reentrada del cohete a la 
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atmósfera. Esta plataforma tiene su aplicación en ciencias de los materiales, Biología, 

Física, y desarrollo de sistemas de lanzamiento (Figura 1E)(Ishizuka et al., 2018). 

 

Figura 1. Plataformas que generan microgravedad real (r-µ). A) Estación Internacional Espacial ISS. B) 
satélites orbitales (categoría CubeSat). C) Vuelos parabólicos. D)Torres de caída Libre (ZARM). E) Cohetes 
de sondeo. F) Transbordador espacial (NASA). Modificado de Ishizuka et al., 2018; Pletser & Pletser, 2020; 
Gautier et al., 2020. 
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2.2 Microgravedad simulada 

 

La infraestructura necesaria para llevar a cabo misiones espaciales tripuladas y no 

tripuladas con la finalidad de implementar protocolos de investigación con el objetivo 

de determinar cómo responden los organismos vivos a la microgravedad es costosa y 

con tiempos de preparación bastantes amplios. Por tanto, el principal reto para utilizar 

la condición de microgravedad como herramienta de investigación consistió en 

implementar sistemas que puedan generar microgravedad en la Tierra y que puedan 

ser puestos en marcha en laboratorios de investigación. La microgravedad simulada 

también se denomina microgravedad modelada, órbita de caída libre cercana a la 

Tierra, simulador de micro peso o entorno de baja cizalladura; se aplica a aquel sistema 

que proporciona un ambiente donde la suma de todas las aceleraciones 

dependientes de la masa es igual o cercana a cero.  Los sistemas que simulan µg en la 

Tierra, denominados instalaciones en tierra, difícilmente pueden sustituir a los 

experimentos realizados en órbita en r-µg, pero sí proporcionan información similar y de 

gran relevancia para el entendimiento de cómo se comporta la vida en esta condición 

(Grimm, Schulz, Krüger, Cortés-Sánchez, et al., 2022; Li et al., 2015). 

En los años 50´s se hicieron los primeros intentos para lograr simular las condiciones de 

microgravedad en la Tierra. Uno de los sistemas utilizados durante ese periodo era la 

inmersión de organismos completos (cuerpos humanos entre ellos) en tanques de agua 

o el estudio del posicionamiento horizontal del cuerpo, con la idea de estudiar dicha 

condición. A partir del año de 1979, se empezaron a desarrollar trabajos que simulaban 

las condiciones de microgravedad en ambiente terrestre, en principio se analizaba la 

interacción de fases sólido-líquido en el espacio. Rodot et al. describieron el 

comportamiento de esferas en contacto con partículas finitas en condiciones de 

microgravedad simulada por inmersión en un líquido de igual densidad; sus resultados 

describían conclusiones relevantes sobre la formación de cristales en el espacio (Rodot 

et al., 1979). 
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2.2.1 Plataformas para generar microgravedad simulada (s-µg) 
 

Se ha sugerido que el término “microgravedad simulada” debiese aplicarse a los 

protocolos donde la dirección del vector de gravedad ha sufrido un cambio continuo 

y constante, con el nivel de gravedad promediado cercano a cero junto con la 

rotación y el tiempo. De hecho, la microgravedad real no puede lograrse con un 

simulador terrestre porque la magnitud del vector de gravedad de la Tierra no puede 

modificarse, aunque sí su efecto (Bradbury et al., 2020).  

En la Tabla 2 se muestran las distintas plataformas que se utilizan para generar 

microgravedad simulada, todas a excepción de la levitación magnética utilizan el 

principio de clinorotación para poder igualar o anular el vector de gravedad, la 

elección de la plataforma depende de las características el experimento y del sistema 

biológico (Bradbury et al., 2020; Zhang et al., 2017). 

Tabla 2. Plataformas para generar microgravedad simulada. Modificada de Bradbury et al., 2020. 

Instalaciones en tierra Efecto simulado Organismo  Nivel de gravedad (g) 
Clinostatos bidimensionales Efecto de 

microgravedad 
simulada 

Tejido vegetal ≤10−3 

Máquinas de 
posicionamiento aleatorio 
(RPM) (clinostatos 3D) 
 

Efecto de 
microgravedad 
simulada 

Tejido vegetal ≤10−4 

Recipientes giratorios de 
alto aspecto (HARV) 
 

Microgravedad 
modelada de baja 
cizalladura 

Células humanas, células 
animales, bacterias y virus.   

≤10−3 

Sistema de cultivo celular 
rotatorio (RCCS) 
 

Microgravedad 
modelada de baja 
cizalladura 

Células humanas, células 

animales, bacterias y virus.   

≤10−3 

Aparato de levitación 
diamagnética 

Efecto de 
microgravedad 
simulada 

Protozoos y plantas. ≤10−2 

 

Clinostato Rotatorio. En un clinostato, el cultivo gira con el objetivo de que se disminuya 

el vector de aceleración de la fuerza de gravedad. Un Clinostato puede tener distintas 

configuraciones en relación con el número de ejes de rotación, la dirección y la 

velocidad de estos. En el clinostato con un eje de rotación la dirección del vector de 

gravedad es perpendicular (clinostatos 1-D o clinostatos 2-D) (Navran, 2008). Las 
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muestras se posicionan cerca del eje de rotación para mantener las aceleraciones 

centrífugas lo más reducidas posible, esto tiene como consecuencia que el diámetro 

de los recipientes sea del rango de mm.  Las partículas giran en trayectorias circulares, 

el radio de las trayectorias depende de la velocidad de rotación y de la diferencia de 

densidad entre las partículas y el líquido circundante. La velocidad debe optimizarse; 

velocidades bajas provocan sedimentación, velocidades rápidas provocan 

centrifugación. Al trasladar el principio a nivel celular, la célula percibe la tensión y 

presión a través de la interacción con los elementos citoesqueléticos y los canales 

iónicos mecanosensibles. En esta plataforma, los sistemas expuestos perciben la 

microgravedad en un rango de 0,008 g a 0,018 g con un diámetro de máx. 4 mm 

durante una velocidad de rotación de 60 rpm (Trotter et al., 2015; H. Wang et al., 2016). 

Los clinostatos se complementan con tecnologías desarrolladas específicamente para 

el sistema como el desarrollo de microscopios de observación (microscopio clinostato) 

o cinética en línea (fotomultiplicador clinostat)(Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016)(Figura 

2A). 

 Primeros estudios con clinostatos se centraron en la influencia de la microgravedad 

simulada en cultivos de plantas, no obstante, los resultados no reflejaban un efecto 

antigravitatorio importante (Hoson et al., 1997; Navran, 2008). En 1992, Briegleb introdujo 

el concepto de clinorotación rápida para poder lograr una ingravidez funcional en 

células individuales (Briegleb, 1992).  

 

Máquina de posicionamiento aleatorio 3D. Tiene las características de un clinostato 2D, 

pero con una mayor aleatorización direccional. Los cultivos celulares en este sistema 

tienden a rotar aleatoriamente alrededor de 2 ejes. Este movimiento provoca una 

reorientación continua del vector de gravedad ejercido sobre el cultivo simulando 

microgravedad, ya que el vector de gravedad se distribuye en todas direcciones. Lo 

anterior se hace posible debido a que las RPM emplean 2 bastidores que giran 

independientemente uno de otro (Buken et al., 2019). La implementación de técnicas 

ópticas y de monitoreo en tiempo real son necesarias para el análisis del 



23 
 

comportamiento de un cultivo celular en condiciones de microgravedad simulada. Sin 

embargo, las RPM tienen la desventaja que dada la configuración del equipo es 

complicado implementar sistemas de monitoreo del cultivo mientras está operando, 

por lo que debe considerarse que el sistema no es aplicable para todas las condiciones 

experimentales (Figura 2B)(Kopp et al., 2016).  Existen evidencias de que el uso de las 

RPM puede generar efectos más cercanos a los efectos de la microgravedad real en 

el espacio cuando giran lo suficientemente rápido como para que el organismo no 

pueda percibir y experimentar el vector gravedad. Se ha observado que las plantas y 

otros organismos superiores, son candidatos más adecuados e ideales para las 

investigaciones con RPM, lo que representa una ventaja importante sobre los 

clinostatos 2D. Las RPM puede considerarse como un dispositivo mecánico adicional 

para reducir los efectos a largo plazo de la fuerza mecánica de la gravedad. Debido 

a la constante reorientación de las muestras en el RPM, ya no se desencadenarán 

respuestas intracelulares dependientes de la gravedad (Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016; 

Ferranti et al., 2020; Huang et al., 2018)(Figura 2B). 

 

Levitación magnética.  A diferencia de los diversos tipos de clinostatos que intentan 

aleatorizar el efecto de la gravedad anulando el vector de gravedad por efecto de la 

rotación, las fuerzas magnéticas contrarrestan la fuerza de la gravedad mediante un 

gradiente magnético y de la susceptibilidad diamagnética del objeto. Este gradiente 

existe en dos direcciones opuestas de tal manera que en un campo magnético 

orientado verticalmente y el gradiente superior equilibra los efectos de la gravedad 

sobre el material biológico. El polo opuesto del gradiente magnético también genera 

una fuerza equivalente de 1g y, por tanto, proporciona un equivalente de 2g (1g 

atribuido al gradiente magnético además de la gravedad original). Aunque el efecto 

de los gradientes magnéticos y las propiedades diamagnéticas del objeto levitado 

equilibra el efecto de la gravedad; es decir, suspende de forma estable los objetos 

biológicos en el espacio, es probable que el campo magnético fuerte ~15 T y el 

gradiente afecten al movimiento de los iones, alterando las condiciones fisiológicas 
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que afectan a la expresión génica (Herranz et al., 2012; Parfenov et al., 2020). Se debe 

tomar en cuenta la complejidad del sistema ya que, el reducido espacio en el orificio 

de un imán, la necesidad de refrigerar los imanes manteniendo la temperatura 

ambiente para las muestras biológicas. El fuerte campo magnético (1.400 T2/m) y el 

gradiente necesario también requieren sistemas magnéticos especializados cuyo 

funcionamiento requiere de costos altos. Se necesita más investigación para 

determinar qué sistemas imitan mejor las condiciones de gravedad reducida, 

especialmente para las plantas que ocupan un gran volumen y, por tanto, se ven 

afectadas por cualquier gradiente de condiciones rotacionales, inerciales o 

magnéticas. Aún con las limitaciones de la plataforma, la capacidad de producir 

fuerzas de gravedad parciales o incluso excesivas hace que los gradientes magnéticos 

sean una alternativa en comparación con las plataformas basadas en los clinostatos 

(Sanavandi & Guo, 2021b). El atributo más sobresaliente de los campos magnéticos de 

alto gradiente es la capacidad de levitar con precisión orgánulos celulares, como los 

estatolitos en raíces, hipocótilos, rizoides y plántulas. También, se ha demostrado que la 

levitación magnética es un sustituto terrestre útil de la microgravedad en otros sistemas 

biológicos, como las células de osteoblastos, Drosophila melanogaster y bacterias (Kiss 

et al., 2019; Sanavandi & Guo, 2021) (Figura 2C). 

 

Recipientes de Pared Rotatoria (RWV). El Recipiente de Pared Rotatoria fue desarrollado 

por la NASA y se distribuye comercialmente como Sistema de Cultivo Celular Rotatorio 

(RCCS) a través de Synthecon, Inc. (Houston, Texas)(Grimm et al., 2014).  El diseño del 

biorreactor RWV para generar microgravedad simulada se basa en el principio de que 

los órganos y tejidos funcionan en un ambiente tridimensional 3D. Este diseño 

optimizado para cultivos en suspensión se utiliza principalmente para el cultivo de 

células en 3D que mantienen muchas características especializadas de los tejidos in 

vivo. El RWV proporciona un ambiente de bajo cizallamiento con magnitudes menores 

a 0,01 dinas/cm2. El microambiente proporcionado por el RWV permite que las células  

formen agregados tridimensionales cuyo tamaño depende de la densidad celular y de 



25 
 

si se está utilizando algún tipo de andamiaje alcanzando tamaños del rango de 20 µm 

a 1 µm (Barrila et al., 2010).  El sistema consiste en un cilindro de hasta 20 cm de 

diámetro, que gira continuamente perpendicular al vector de gravedad terrestre. El 

RVW se utiliza para examinar las interacciones célula-célula y las cascadas de señales 

subyacentes para dilucidar los fundamentos de la formación de tejidos. Estudios 

comparativos, por ejemplo, realizados por Hammond et al. en 2018 revelaron 

diferencias en las respuestas de la levadura en el RWV frente al RPM con respecto a los 

cambios de expresión génica mediados por los promotores del estrés de cizalla, el 

estado redox y la apoptosis. Los autores concluyeron que las fuerzas inducidas por el 

posicionamiento aleatorio y la rotación constante de la RWV son diferentes y distintas. 

Este ejemplo también indica que es probable que las tensiones de cizallamiento 

inducidas en la superficie de la membrana sean variables importantes que afectan a 

la forma en que las células perciben la gravedad (T. Hammond et al., 2018)(Figura 2D). 

 

2.2.4 Aplicaciones de la microgravedad simulada en el cultivo de células animales 

 

Durante los últimos 40 años, los programas de Biología Espacial y Ciencias de la Vida 

de la NASA han aportado conocimiento importante sobre el comportamiento de los 

sistemas celulares a bordo de los vuelos espaciales. Se han observado adaptaciones 

en los cambios de expresión génica, cambios en la morfología celular, locomoción, 

señalización transmembranal, metabolismo y asociación celular (Navran, 2008). Los 

diferentes enfoques que ofrece el establecimiento de protocolos de investigación 

basados en cultivos en microgravedad simulada se muestran en la Tabla 3. Dadas las 

diferencias con base en la complejidad y funcionalidad, la elección del dispositivo y 

del tipo de cultivo, depende directamente de la aplicación. El estudio del cáncer es 

una de las áreas con más proyección en los protocolos que involucran sistemas de 

microgravedad simulada. 
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Figura 2. Plataformas para generar microgravedad simulada (s-µg). A) Clinostato 2-D. construida por el 
Instituto de Medicina del centro Aeroespacial Alemán (DLR), Instituto de Medicina Aeroespacial. B) 
Máquina de posicionamiento aleatorio (RPM) con una incubadora de CO2 integrado, desarrollada por 
el Instituto de Automatización, Universidad de Ciencias Aplicadas del Noroeste de Suiza. C) Levitación 
magnética. Sistema de imanes superconductores refrigerados para cristalización de proteínas en s-µg. 
D) Recipientes de Pared Rotatoria (RWV). Biorreactor de microgravedad RWV desarrollado por la NASA. 
Modificada de Kiss et al., 2019; Sanavandi & Guo, 2021; T. Hammond et al., 2018; Ferranti et al., 2020. 
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Dado que los ambientes de s-µg proporcionan un entorno excepcional para el cultivo 

celular y se ha demostrado que estimula cambios y procesos celulares que no podrían 

lograrse en condiciones de gravedad terrestre.  La información se ha obtenido a partir 

de protocolos con células de cáncer de tiroides, mama y próstata, bajo r-µg en el 

espacio o durante s-µg en sistemas terrestres. Los cultivos de células de cáncer son 

capaces de diferenciarse en dos fenotipos distintos en condiciones µg: una población 

se mantiene como células adherentes situadas en el fondo del matraz de cultivo, y otra 

población se agrega en esferoides multicelulares tridimensionales (Grimm et al., 2022). 

Tabla 3. Investigación basada en cultivos en microgravedad simulada. 

Célula/Tejido Dispositivo Observaciones Referencia 

Células de ratón 
(CGR8) 

Clinostato 
2-D 

Estudio de la formación del cuerpo 
embrionario en células progenitoras 
pluripotentes bajo clinorotación. 
 

(Shinde et al., 2016) 

Microcrustáceos (D. 
magna; D. cucullata, 
H. ncongruens) 

Clinostato 
2-D 
sumergido 

La clinorotación no induce 
aceleración en forma de turbulencia 
a pequeña escala, que puede ser 
percibido por Daphnia. Desarrollo 
embrionario normal. 
 

(Fischer et al., 2016) 

A. thaliana (raíces) Clinostato 
2-D 

Compensación de la sedimentación 
de estatolitos y la subsiguiente 
redistribución de auxinas. 
 

(H. Wang et al., 2016) 

Células de 
carcinoma de 
tiroides humano (FTC-
133) 

RPM Formación de esferoides, aumento de 
la liberación de citocinas en el RPM y 
una disminución en el 
Clinostato. 
 

(Warnke et al., 2016) 

Condrocitos 
humanos 

RPM Cultivo sin andamiaje de condrocitos 
humanos durante 7 día en RPM resultó 
en formación de esferoides, 
acompañada de cambios en el 
citoesqueleto. 
 

(Wehland, 2016) 

Aorta porcina (PAEC) RPM Estudio de la muerte celular, genes 
proapoptóticos (p53, FAS-L, BAX), 
genes antiapoptóticos (Bcl-2).  
Deterioro de la capacidad de 
respuesta celular a los estímulos 
exógenos. 
 

(Morbidelli et al., 2005) 

Leucemia 
mieloblástica aguda 
humana (ML-1) 

RPM 202 cadenas de polipéptidos 
diferentes identificadas 
en comparación con los controles a 
1g (enzimas glicolíticas y proteínas 
estructurales). 
 

(Pietsch et al., 2011) 
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Línea celular de 
cáncer folicular de 
tiroides humano (FTC-
133) 

RPM Modelo de vías de señalización 
relacionado con diferentes procesos 
biológicos, como la formación de 
esferoides in vitro y metástasis in vivo. 
 

(Melnik et al., 2019) 

Células progenitoras 
mesenquimales 
derivadas de la 
médula ósea 
humana (hMSC) 

RCCS Imitación de la topología del tejido 
óseo y señales osteogénicas. 
 
Ensayos y análisis de susceptibilidad a 
fármacos sin la necesidad de 
implantación en animales. 
 

(McNeill et al., 2018) 

Células de insecto 
(Sf-21) 

RCCS Evaluación de la expresión de 
glicoproteínas en ambientes de 
microgravedad simulada. 
 

(Joosten & Shuler, 2003) 

Células epiteliales 
amnióticas humanas 
(CEA) 

RCCS Los injertos trasplantados con CEA 
demostraron ser más lentos al rechazo 
en comparación con islotes no 
modificados. 
 

(Zafar et al., 2019) 

Células progenitoras 
neurales humanas 
(hNPC) 
 

RCCS Expansión a gran escala y 
diferenciación neuronal de los hNPCs. 

(Srinivasan et al., 2018) 

Células de cáncer de 
próstata humano 
(DU-145) 

RCCS Establecimiento de modelo de 
transducción de señales, describe la 
dinámica del crecimiento 3D en HARV 
bajo condición de microgravedad. 

(Clejan et al., 2001) 

Aislado de células 
corticales renales 
humanas 

RCCS Evidencia de que la mecánica del 
cultivo en RCCS modula la expresión 
de proteínas en cultivos en suspensión. 
 

(Cowger et al., 2017) 

Células progenitoras 
de ratón 
pluripotentes 
inducidas (iPSC) 

RCCS Generación de cardiomiocitos a partir 
de (PSC), aplicaciones, ensayos y 
modelos para el desarrollo de 
fármacos. 
 

(Rungarunlert et al., 2016) 

Aislados de 
cardiomiocitos de 
rata neonatal 
(NRCM) 

RCCS  Efectos de la microgravedad en los 
procesos moleculares dentro del 
entorno celular.  

(Feger et al., 2016) 
 
 
 
 

 
Células 
mononucleares de 
sangre periférica 
(PBMC) 

 
RCCS 

 
Estudio el efecto de la falta de 
gravedad en la proliferación de 
leucocitos, las respuestas de citocinas 
y la producción de anticuerpos. 
 

(Moreno-Villanueva et al., 
2018) 

Aislados de 
fibroblastos de 
prepucio humano 
neonatal 

RCCS Aplicación de HDF-mAM 
criopreservado como un sustituto 
dérmico vivo para el tratamiento de 
úlceras diabéticas y otras heridas 
crónicas en clínicas. 
 

(Zheng et al., 2015) 

Tejido ovárico de 
ratón 

RCCS Modelo para la investigación de los 
mecanismos involucrados en el 

(S. Zhang et al., 2017) 
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desarrollo in vitro de ovocitos/ 
folículos. 
 

Glándula 
submandibular de 
rata 

RCCS Modelo potencial para la 
regeneración de las glándulas 
salivales mediante ingeniería tisular. 
 

(Gao et al., 2015) 

Células de cáncer de 
seno humano (MDA-
MB-231) 

RCCS Desarrollo de nuevos enfoques 
terapéuticos para tratar la metástasis 
tumoral y cancerosa. 

(Caccuri et al., 2017) 

 
Macrófagos de ratón 
RAW 264 

 
Levitación 
magnética 

 
Modelo del complejo Arp2 / 3, síntesis 
del citoesqueleto y función inmune, 

 
(S. Wang et al., 2021) 
 

 
línea murina JAWS II 
DC 

 
Levitación 
magnética 

 
Análisis maduración y la producción 
de interleucina-6. 

 
(Tackett et al., 2019) 

 

2.3 The Rotary Cell Culture System (RCCS). Synthecon, Inc 

 

Como ya se ha mencionado, una de las estrategias para generar condiciones de 

microgravedad simulada es la clinorotación. Dicha técnica produce una rortación 

rápida que origina la neutralización de la sedimentación. En el sistema una célula es 

forzada a seguir una trayectoria circular cuyo radio está definido por la velocidad de 

rotación. La rotación rápida da lugar a menos movimientos relativos en comparación 

con la rotación lenta y a una velocidad excesivamente alta en las aceleraciones 

centrífugas. En la Figura 3 se muestra cómo es que se comportarían las partículas 

dependiendo la condición: en la presencia del vector de gravedad éstas se 

sedimentan; en r-µg las partículas se encuentran en caída libre constante en órbita con 

la Tierra; mientras que en un sistema de s-µg las células anulan el vector de gravedad 

siguiendo una trayectoria circular entrando en niveles de gravedad próximos a 10-3 g 

(Brungs, Egli, Wuest, et al., 2016)(Microgravity et al., 2018)(Vashi et al., 2023). Este 

principio es el que rige los Recipientes de Pared Rotatoria (RCCS). 
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Figura 3. Esquema del comportamiento de un clinostato de rotación rápida. a) En la Tierra, las partículas 
se sedimentan. Las fuerzas de gravedad y flotabilidad determinan la posición de las partículas. b) En 
condiciones de microgravedad real (r-µg), las partículas se distribuirán homogéneamente debido a una 
condición de 10-6 g.  c) En microgravedad simulada (s-µg) la rotación rápida perpendicular al vector de 
gravedad genera un movimiento circular de las partículas. Imagen modificada de Vashi et al., 2023. 

 

El Recipiente de Pared Rotatoria fue desarrollado por la NASA y se distribuye 

comercialmente como Sistema de Cultivo Celular Rotatorio (RCCS) a través de 

Synthecon, Inc. (Houston, Texas)(Grimm et al., 2014). Este diseño optimizado para 

cultivos en suspensión se utiliza principalmente para el cultivo de células en 3D que 

mantiene muchas características especializadas de los tejidos in vivo. El RWV 

proporciona un ambiente de bajo cizallamiento con magnitudes menores a 0,01 

dinas/cm2. El microambiente proporcionado por el RWV permite que las células  formen 

agregados tridimensionales cuyo tamaño depende de la densidad celular y de si se 

está utilizando algún tipo de andamiaje alcanzando tamaños del rango de 20 µm a 1 

mm (Barrila et al., 2010).  

a) b) c) 
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El RCCS se compone de un recipiente cilíndrico con rotación horizontal y un sistema de 

oxigenación coaxial, el recipiente se llena en su totalidad de medio de cultivo. Al rotar 

el flujo de fluido se acopla a la pared del recipiente girando como un cuerpo sólido. El 

núcleo oxigenador es fijo y gira a la misma velocidad angular que la pared exterior, 

creando así un flujo laminar con una fuerza de corte mínima. Los cultivos en este sistema 

se mantienen en suspensión por la resolución de las fuerzas gravitacionales, centrífugas 

y de Coriolis (Manley & Lelkes, 2006). El principal determinante de la velocidad de 

sedimentación es el tamaño del agregado celular que, de acuerdo con la ecuación 

de Stokes, aumenta en proporción al cuadrado del radio. El vector de sedimentación 

aumenta rápidamente y es necesario aumentar la velocidad de rotación del RCCS 

para mantener los agregados en suspensión y evitar colisiones con las paredes del 

recipiente. Por tanto, deben establecerse los parámetros de operación para cada 

protocolo de cultivo   (T. G. Hammond & Hammond, 2017; Nickerson et al., 2003). Existen 

dos diseños de RCCS diferentes: el vaso giratorio de alto aspecto (HARV) (Figura 4C); y, 

el vaso lateral de giro lento (STLV) (Figura 4B), que difieren en su sistema de oxigenación. 

Sin embargo, ambas configuraciones comparten el mismo principio de funcionamiento 

(Barrila et al., 2010; SYNTHECON, 2019). El recipiente de pared giratoria proporciona 

principios de funcionamiento fluidodinámicos caracterizados por:  rotación de cuerpo 

sólido alrededor de un eje horizontal que se caracteriza por la colocalización de células 

y agregados de diferentes velocidades de sedimentación, cizallamiento y turbulencia 

del fluido óptimamente reducidos y libre dominio espacial tridimensional y oxigenación 

por difusión (T. G. Hammond & Hammond, 2017; Vidyasekar et al., 2017). 
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Figura 4. Microgravedad modelada de baja cizalladura. A) Sistema de cultivo celular rotativo (RCCS).   
B) Recipientes de alta relación de aspecto (HARV). C) Recipientes laterales de giro lento (STLV). Imagen 
modificada de SYNTHECON, 2019. 

 

El bajo corte de fluido también promueve la co-localización de partículas en el fluido y 

conduce a la formación de agregados celulares. Además, este entorno de bajo flujo 

de fluido imita el flujo in vivo durante el desarrollo y, por lo tanto, promueve la 

diferenciación celular y crecimiento del cultivo en 3D. El desarrollo de agregados 3D se 

mantiene en un estado de caída libre continuo, manteniendo al mismo tiempo el 

ambiente de baja fluidez-cizallamiento, permitiendo a las células establecer 

estructuras complejas observadas in vivo. En el biorreactor RWV, la oxigenación se 

produce por la difusión de gases disueltos, proporcionando la oxigenación necesaria 

para formar agregados manteniendo el bajo flujo de fluido. Estas condiciones de 

crecimiento permiten desarrollar ultraestructuras organotípicas que no están 
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fácilmente presentes en el cultivo de células en monocapa convencional y son 

necesarias para avanzar en el desarrollo de células in vitro que efectivamente imitan 

el tejido in vivo. Por ejemplo, las células epiteliales crecidas en el biorreactor expresan 

proteínas de adhesión, forman uniones estrechas (Gardner & Herbst-Kralovetz, 2016). 

Las células que se cultivan en el biorreactor reflejan un fenotipo específico. Por ejemplo, 

las células epiteliales vaginales forman un estratificado de múltiples capas, epitelio 

escamoso, mientras que las células epiteliales endocervicales forman una sola capa 

como se encuentra in vivo. Por lo tanto, refleja las características micro anatómicas 

auténticas del tejido de origen. En el caso de modelos de cáncer, por ejemplo, las 

células MCF-7 ya no requieren la matriz extracelular para el crecimiento, se adhieren y 

crecen en las perlas recubiertas de colágeno, reflejando así su fenotipo tumoral. Los 

agregados completamente diferenciados pueden permanecer en el biorreactor, ser 

recolectados para experimentos posteriores, incluyendo infecciones (Marrero et al., 

2009). 

 

2.3.1 Parámetros operativos y límites del funcionamiento de los recipientes de paredes 
giratorias 
 

T. G. Hammond y J. M. Hammond en el 2001 determinaron los principios de ingeniería 

que permiten establecer cultivos en un ambiente de microgravedad simulada de bajo 

cizallamiento. Los parámetros de funcionamiento y límites de la función de recipiente 

de pared giratoria se describen en la Figura 5. El diagrama A define la velocidad 

vectorial. Se muestran las fuerzas que actúan sobre una partícula bajo la influencia de 

un fluido viscoso en rotación. La sedimentación inducida por la gravedad (Vs) puede 

resolverse en componentes radiales (Vsr) y tangenciales (Vst) dirigidos hacia el interior. 

También existe una velocidad de partícula dirigida hacia el exterior debido a la fuerza 

centrífuga (Vcr). El movimiento tangencial inducido por Coriolis (Vct) produce una 

espiral de partículas en la corriente de fluido (Figura 5A). El diagrama B representa la 

magnitud de la desviación de las partículas a través de las líneas de corriente en el 
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recipiente de pared giratoria. Obsérvese que la relación entre la distorsión inducida por 

la gravedad y las rotaciones por minuto es una función exponencial inversa, mientras 

que la desviación debida a la fuerza centrífuga está directamente relacionada de 

forma lineal con las rotaciones por minuto (Figura 5B). El radio de la espiral inducida por 

la fuerza de Coriolis a baja velocidad puede reducirse inicialmente aumentando la 

velocidad de rotación, pero degenera rápidamente hasta que los agregados celulares 

se adhieren a la pared exterior a medida que aumenta la velocidad de rotación. En la 

Figura 5C se observa la trayectoria calculada de una partícula en el recipiente de 

pared giratoria en función del tiempo en un marco de referencia estacionario, 

observando que la partícula se aproxima al estado estacionario asintótico, a medida 

que se aproxima al punto de equilibrio de las fuerzas centrífugas y de Coriolis. La 

Trayectoria calculada del agregado de la célula del vaso de pared giratoria dibujada 

en el marco de referencia giratorio se muestra en la Figura 5D (T. G. Hammond & 

Hammond, 2001; Nickerson et al., 2016b).  

 

2.4 Mecanotransdución 
 

La mecanobiología estudia como las células, los tejidos y los órganos pueden detectar 

y responder a señales mecánicas para regular numerosos procesos biológicos, incluidos 

el desarrollo, la diferenciación, la fisiología y las enfermedades. A nivel celular, las 

señales mecánicas de la matriz extracelular circundante (ECM) controlan la fisiología 

celular normal. Los procesos de mecanodetección y mecanotransducción involucran 

componentes intra y extracelulares como las integrinas, las proteínas ECM y el 

citoesqueleto (CSK). Las integrinas desempeñan un papel fundamental en la 

mecanodetección celular al conectar físicamente el CSK al ECM que forma grupos 

denominados "adherencias focales (FA)". 
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Figura 5. Parámetros de funcionamiento y límites de la función de recipiente de pared giratoria. A)  
Diagrama de velocidad vectorial. B) Diagrama de la magnitud de la desviación de las partículas. C) 
Trayectoria calculada de una partícula en el recipiente de pared giratoria en función del tiempo en un 
marco de referencia estacionario. D)  Trayectoria calculada del agregado de la célula del vaso de 
pared giratoria dibujada en el marco de referencia giratorio. Imagen modificada de Hammond y 
Hammond 202. 
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Se sabe que las integrinas reclutan más de 150 proteínas, incluidas las proteínas 

adaptadoras de FA, las proteínas de transporte y las quinasas, a la red célula-ECM. El 

ECM es una malla de proteínas compleja que proporciona el andamio para la 

adhesión celular y el soporte mecánico. El CSK consta de tres tipos de filamentos de 

proteínas; actina, microtúbulos y filamentos intermedios que permiten a las células 

mantener su forma y resistencia mecánica. Estos elementos eventualmente orquestan 

varias cascadas de señalización aguas abajo para determinar el destino y el 

comportamiento de las células mediante la regulación de la expresión génica (Jansen 

et al., 2015; Kim, 2021).  

La caracterización de respuesta celular a la carga mecánica (gravedad) ha sido 

ampliamente documentada, no así, la respuesta que se produce cuando las células 

se colocan en condiciones de descarga mecánica(ingravidez). Las células expuestas 

a un entorno de microgravedad presentan alteraciones de su forma, tamaño, volumen 

y adherencia celular. Estos cambios morfológicos reflejan modificaciones estructurales 

del citoesqueleto, específicamente en los microtúbulos y los filamentos de actina (F-

actina), debido a las células perciben una disminución de la gravedad y, por tanto, 

una descarga mecánica(Thiel et al., 2019).  

Se ha descrito cómo los ambientes de microgravedad real o simulada alteran la 

transcripción, traducción y organización de las proteínas citoesqueléticas.  En la Figura 

6 se describen las alteraciones morfológicas y fisiológicas de las células en crecimiento 

adherente después de la exposición a la microgravedad. En las células adherentes, los 

microtúbulos forman una disposición de radiales asociadas al núcleo de la célula, 

mientras que las fibras de actina se anclan a la membrana celular. El filamento 

intermedio forma una red alrededor del núcleo. En condición de microgravedad los 

microtúbulos se acortan y curvan, se observan menos fibras de actina, pero filamentos 

intermedios más condensados (Bradbury et al., 2020).  

 



37 
 

 

Figura 6. Alteraciones morfológicas y fisiológicas de las células en crecimiento adherente después de la 
exposición a la microgravedad. Imagen modificada de Bradbury 2020. 
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Células HEK293 como sistema de producción de biofármacos 

 

Las células HEK293 es la línea celular humana más utilizada en la producción de 

biofármacos, debido a su capacidad para realizar modificaciones post-

transduccionales completamente humanas. Estas células pueden cultivarse fácilmente 

en medios libres de suero y, aunque son de naturaleza adherente, pueden adaptarse 

a cultivos en suspensión. Además, tienen una velocidad específica de crecimiento 

relativamente alta, son susceptibles a varios métodos de transfección, y son eficientes 

en la producción de proteínas (Dumont et al., 2016).  

Se han desarrollado clonas de la línea celular HEK293 como: HEK293-H y 293-F para 

mejorar sus características con base en sus usos. Así, la clona 293-H ha mejorado la 

adherencia al cultivo en monocapa (cuando los medios suplementados con suero son 

utilizados) en comparación con otras líneas celulares. Otras clonas de las células 

HEK293 incluyen la línea celular HEK293-T (293-T) y HEK293-EBNA1. La primera contiene 

el antígeno T del virus de simio 40T y es capaz de expresar altos títulos de vectores virales, 

ésta se usa para la producción de vectores retrovirales y lentivirales. Las células HEK293-

EBNA1 expresan de forma estable el gen EBNA-1 del virus Epstein-Barr, controlado por 

el promotor del citomegalovirus demostrando una mayor tasa de crecimiento y la 

densidad celular máxima en relación con las células  HEK293 normales (Yamaguchi et 

al., 2003). 

Las células HEK293 se han utilizado para producir algunas vacunas y proteínas. Como 

ejemplo se sabe que al menos cinco agentes terapéuticos producidos en células 

HEK293 han sido aprobados por la FDA o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) 

para uso terapéutico en los últimos años. Estos agentes son drotrecogina alfa (Xigris®; 

Eli Lilly Corporation, Indianapolis, IN), proteína de fusión del factor recombinante IX Fc 

(rFIXFc; Biogen, Cambridge, MA), proteína de fusión del factor recombinante VIII Fc 
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(rFVIIIFc; Biogen, Cambridge, MA), factor VIII recombinante (humana-cl rhFVIII; 

NUWIQ®; Octapharma, Lachen, Suiza) y dulaglutide (TRULICITY®; Eli Lily, Indianapolis, 

IN). Drotrecogina alfa es una proteína C activada recombinante que fue aprobada 

por la FDA en 2001 y por la EMA en 2002 para el tratamiento de pacientes con sepsis 

grave. Las células HEK293 fueron elegidas para la producción de la Drotrecogina alfa 

debido a que su actividad requiere dos modificaciones post-trasduccionales, la 

escisión del propéptido y la γ-carboxilación de residuos de ácido glutámico, que las 

células CHO no pueden producir de manera adecuada (Ranieri et al., 2012). 

rFVIIIFc y rFIXFc son proteínas de fusión recombinantes que fueron aprobadas por la 

FDA en 2014 para el control y la prevención de episodios hemorrágicos, el manejo 

perioperatorio y la profilaxis de rutina para prevenir o reducir la frecuencia de estos en 

personas con hemofilia A y B.  Este biofármaco se produce en células HEK293-H donde 

el proceso de cultivo por lote alimentado es robusto a escalas de 200, 2000 y 15 000 

litros, con el potencial para un proceso de segunda generación para alcanzar 

densidades celulares aún más altas, del orden de 3.5 × 107 cel/mL. Una modificación 

post-transduccional esencial para la actividad del FIX es gamma-carboxilación de los 

primeros 12 residuos de ácido glutámico en el dominio Gla por la vitamina carboxilasa 

γ-glutamil K-dependiente. Esta modificación facilita la unión del FIX a las membranas 

de fosfolípidos. Se ha reportado que las células HEK293 tienen una mayor capacidad 

para la γ-carboxilación que células CHO. Además, FVIII contiene seis sitios de 

sulfatación de tirosina potenciales, que son vitales para la funcionalidad del FVIII y la 

unión a factor de von Willebrand. Se ha reportado que el FVIII expresado a partir de 

líneas celulares humanas es completamente sulfatado (Peters et al., 2010). 

El uso de células HEK293 infectadas con adenovirus recombinantes (sistema HEK293-

Adenovirus) que contengan el gen de la proteína (recombinante) con interés 

farmacéutico, brinda una alternativa para la producción de biofármacos con 

glicosilación idéntica a la que presenta las proteínas endógenas del ser humano, 

solucionando problemas tales como las reacciones adversas asociadas a la 
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glicosilación, estabilidad o función asociadas a modificaciones post transduccionales 

asegurando la seguridad y eficacia del biofármaco. Para mejorar la productividad de 

este sistema se estudia la relación entre la concentración de virus infectivos y las 

células. Por ejemplo, estudios preliminares en nuestro laboratorio han demostrado que 

a bajas multiplicidades de infección (MOI= partículas virales por célula) se favorece la 

producción de proteína recombinante. Además, generalmente se analizan el efecto 

de diversos parámetros de cultivo tales como pH, temperatura o concentración de 

oxígeno disuelto sobre el crecimiento y desarrollo de los cultivos; siendo en todos los 

casos la condición de gravedad terrestre una constante. Sin embargo, considerando 

lo analizado en la literatura con respecto a la producción de proteínas en condiciones 

de microgravedad simulada con resultados interesantes, se abre un área de 

investigación que involucra el desarrollo de procesos de producción de proteínas 

recombinantes bajo esta condición.  

En la Tabla 4 se muestran los productos basados en vectores virales terapéuticos 

aprobados desde 2015 por la FDA producidos en células HEK293. La línea celular 

HEK293 o sus derivados se utilizaron en la producción de vectores virales. Con el 

creciente número de terapias celulares y génicas que se están desarrollando (Rittié et 

al., 2019; Lapteva et al., 2020), se espera un crecimiento correspondiente en el uso de 

HEK293 en la producción de vectores virales. 

Así, considerando las características brindadas en la producción de proteínas 

recombinantes en células HEK293 tales como las glicosilaciones complejas, en este 

proyecto se propone como un sistema de expresión transitoria para la expresión de la 

proteína modelo IFN gamma. 
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Tabla 4. Productos biológicos aprobados por la FDA producidos en HEK293 desde 2015. Modificado de 
Tan 2021. 

Producto Propiedades Aprobación 
NUWIQ® Factor antihemofílico recombinante 2015 

Voretigene neparvovec  

(Luxturna®) 

Terapia génica RPE65 basada en AAV 2017 

Axicabtagene cilolucel  

(Yescarta®) 

Terapia CAR T dirigida por CD19 2017 

Tisagenlecleucel  

(Kymriah®) 

Terapia CAR T dirigida por CD19 2017 

Onasemnogene abeparvovec 

(Zolgensma®) 

Terapéutica del gen SMN basado en 

AAV 

2019 

Lisocabtagene maraleucel  

(Breyanzi®) 

Terapia CAR T dirigida por CD19 2021 

Idecabtagene vicleucel  

(Abecma®) 

Terapia CAR T dirigida por BCMA 2021 

 

3.2 IFN gamma. 

 

El IFN gamma es una glicoproteína homodimérica formada por dos subunidades de 21 

a 24 KDa, ambas codificadas por el mismo gen y asociadas de forma no covalente. Es 

una citocina de la familia IFN del tipo II. Éste fue originalmente descubierto como un 

agente antiviral y se sabe que se produce por distintos tipos de células que conforman 

al sistema inmune tales como CD4+, Th1, CD8+, linfocitos T citotóxicos, natural killers (NK) 

natural killers T (NKT), y por las células presentadoras de antígeno (APC) como 

macrófagos, células dendríticas y linfocitos B (van Boxel-Dezaire & Stark, 2007). IFN 

gamma tiene una amplia gama de funciones celulares, activando vías de señalización 

celular en la célula diana.  

Todas las células del organismo poseen receptores específicos para el IFN gamma, por 

lo que su efecto depende del tipo de célula. En linfocitos B, promueve la diferenciación 

y el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la expresión de moléculas de clase II 
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del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En los linfocitos T CD4+, estimula la 

proliferación de las células con subtipo TH1 y bloquea la de las células TH2, 

favoreciendo la respuesta inmune específica mediada por células. En los neutrófilos y 

en los linfocitos NK, desencadena el proceso de activación, activando la respuesta 

inmune inespecífica. En células endoteliales, el IFN gamma induce un aumento de la 

expresión de selectinas en la superficie celular con el fin de facilitar la extravasación de 

linfocitos T del torrente sanguíneo a  tejidos (McLaren & Ramji, 2009). 

Sin embargo, aún con sus amplios efectos en varios tipos de células, el principal blanco 

del IFN gamma son los monocitos/macrófagos, sobre los que actúa como su principal 

activador induciendo: la expresión de genes del MHC de clase II; promoviendo la 

función presentadora de antígeno de los macrófagos; induciendo la expresión de la 

sintetasa del óxido nítrico inducible (iNOS); y, generando  intermediarios reactivos del 

oxígeno que aumentan la expresión de moléculas de adhesión y de receptores FcgRI 

de alta afinidad, así como la síntesis y secreción de citocinas, tales como TNF-a, IL-1b, 

IL-6 e IL-12, y de componentes del complemento. La inducción de la síntesis de IL-12 

representa un mecanismo de retroalimentación positivo en el contexto de la 

inmunidad específica mediada por células, ya que esta interleucina actúa como un 

potente inductor de la proliferación de linfocitos T CD4+ del subtipo TH1 (Billiau & 

Matthys, 2009). 

El IFN gamma puede ejecutar directamente efectos anti proliferativos en una amplia 

variedad de tumores. El desarrollo de tumores sólidos requiere de la formación vasos 

sanguíneos para crecer; este proceso se denomina angiogénesis. Existen moléculas 

proangiogénicas producidas por los tumores como el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Sin embargo, la 

inducción de quimiocinas como IP-10 en células tratadas con IFN gamma ejerce 

actividad anti-angiogénica bloqueando la neovascularización del tumor. Otras 

quimiocinas anti-angiogénicas inducidas por IFN gamma son MIG e I-TAC, las cuales 

son quimioatrayentes de células T y NK que se infiltran en el tumor, también se ha 
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determinado que la IL-12 activa la producción de IFN gamma para inducir la secreción 

de quimiocinas (Rodriguez-Vita & Lawrence, 2010). Las citocinas han sido ampliamente 

estudiadas por su capacidad inmunoestimulante; esta capacidad las hace moléculas 

terapéuticas atractivas para tratar diversas enfermedades. Dentro de este grupo se 

encuentra el IFN gamma (Costa et al., 2014). Las funciones inmunoestimulantes del IFN 

gamma han sido aplicadas para tratar diversas enfermedades, una de ellas es la 

enfermedad granulomatosa crónica , la cual ha sido tratada mediante la 

administración de IFN gamma recombinante intramuscular o intravenosa (Obeid & 

Bauvois, 2006). El uso de IFN gamma como agente inmunomodulador y apoptótico ha 

sido exitoso en modelos experimentales y en pacientes con diferentes enfermedades 

(Tabla 5). 

Tabla 5. Efecto del INF gamma recombinante en modelos experimentales. El INF gamma, es una 
molécula inmunomoduladora que puede ser usada para tratar diversas enfermedades. 

Modelo Enfermedad  Efecto Referencia 

In vitro  Hepatitis B y C Eficiente para suprimir la 

replicación viral. 

(Ughachukwu et al., 2016) 

In vitro Diabetes mellitus tipo I Contribuye a la destrucción 

de las células beta por la 

producción de oxido nítrico. 

(Meenakshi et al., 2016) 

Ratones Infecciones bacterianas Aumenta la activación de 

macrófagos y reduce la 

intensidad de la infección. 

(Pereiro et al., 2016) 

Ratones Infecciones parasitarias  Confiere resistencia a la 

infección. 

(Lykens et al., 2010) 

Ratones Tumores inducidos con 

células tumorales. 

Regresión tumoral (Mauldin et al., 2016) 

Humanos Enfermedades 

pulmonares 

Mejoría de signos y síntomas.  (Briend et al., 2017) 

 

 

 

 



44 
 

3.5 Adenovirus 

 

Los adenovirus humanos están asociados con enfermedades de las vías respiratorias, 

ojos e intestino. Tipos específicos de adenovirus causan enfermedades en el tracto 

urinario, hígado, amígdalas y/o adenoides. Las infecciones por adenovirus pueden ser 

asintomáticas, pero también pueden ser letales, especialmente en individuos 

inmunocomprometidos. 

El virión (90-100 nm de espesor) carece de una envoltura lipídica e incluye una cadena 

de ADN de doble cadena que contiene 35,000 – 37,000 pares de bases. La cápside 

icosaédrica se construye principalmente a partir de proteínas de hexón, proteínas de 

base pentónica y proteínas de fibra. Estas proteínas encapsulan el ADN viral y se 

mantienen unidas principalmente por la proteína IIIa (pIIIa), la proteína IX (pIX) y otras 

proteínas de anclaje. En cada una de las 12 esquinas, la proteína de base pentónica 

ancla la fibra que sobresale al virión. Las tres proteínas de la cápside están involucradas 

durante su adhesión y/o entrada en las células hospederas (Reddy & Nemerow, 2014). 

Las principales ventajas de los vectores adenovirales son: pueden producirse en títulos 

virales altos sin comprometer la producción; transducen eficientemente células en 

división y en reposo; tienen un comportamiento episomal permaneciendo de manera 

independiente en el núcleo. Se observa que, en varios casos, el éxito del uso de 

vectores adenovirales ha sido moderado, principalmente debido a la mala 

transducción, causada en parte por la respuesta inmune innata y/o preexistentes que 

eliminan de la circulación los vectores basados en Ad5 administrados por vía 

intravenosa y, en parte, por la ineficacia de la orientación vectorial. Se han hecho 

intentos por evadir la respuesta inmune usando vectores "gutless" o vectores blindados 

con polietilenglicol. La ineficacia de los vectores basados en Ad5 se debe 

principalmente a la unión con moléculas del hospedero, como los factores de 

coagulación, que dirigen rápidamente el vector hacia las células hepáticas. Ésta y 

otras interacciones entre las moléculas del hospedero y el adenovirus explican, al 



45 
 

menos en parte, el tropismo de los adenovirus silvestres y sus homólogos recombinantes 

(Xiang et al., 2015). 

Los adenovirus son el vector más utilizado en ensayos clínicos: cáncer en la próstata, 

pulmones, cabeza y cuello, sangre, piel, sistema nervioso central, ovarios, mama, 

riñones, y otros tipos de células/tejido, así como para tratar enfermedades 

cardiovasculares: enfermedades de las arterias, angina e isquemia. Finalmente, los 

adenovirus también se utilizan como vectores de vacunas para tratar o prevenir 

infecciones (Arnberg, 2012). 

El éxito de los vectores adenovirales (en su mayoría derivados del Ad5 humano) se ha 

mejorado con el tiempo debido a las modificaciones genéticas que se han realizado 

en su genoma. Para establecer la seguridad en el uso, las primeras modificaciones se 

hicieron eliminando los genes esenciales de replicación viral. Los adenovirus de primera 

generación son aquéllos a los que se les ha deletado los genes reguladores E1a y E1b 

e los primeros factores reguladores transcripcionales que se producen durante el ciclo 

de replicación viral. La eliminación de estos genes dio lugar a los adenovirus con una 

capacidad inicial de clonación de transgénesis de 5.2 kb buscando mejorar el sistema 

y aumentar la capacidad de clonación y continuar disminuyendo la capacidad de 

replicación viral. La segunda generación describe vectores en los que se eliminaron 

genes no estructurales (E2/E3/E4) además del gen E1 original ausente en los vectores 

de primera generación. Si bien la segunda generación de vectores demostró una 

mayor capacidad de clonación y una reducción de la citotoxicidad, aun así, 

desencadenaron respuesta inmune in vivo que dio lugar a la reducción de la 

transgénesis (Lee et al., 2017). 

Se desarrolló una tercera generación de AdVs, denominados vectores adenovirales de 

alta capacidad (HC-AdVs), también conocidos como “gutless” o AdVs dependientes 

de ayudantes (HD-AdVs). El HC-AdV es despojado de todas las secuencias de 

codificación viral, resultando en un vector con sólo 50 y 30 ITRs además de una señal 

de empaquetado, proporcionando así una mayor capacidad para las secuencias de 
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clonación transgénica (36 kb). La estructura de la HC-AdV minimiza la citotoxicidad, lo 

que permite la expresión prolongada de genes terapéuticos, lo que convierte a la HC-

AdV en el AdV más prometedor para su uso en terapia génica (Fernandes et al., 2015). 

Actualmente, en el mercado ya se encuentran productos provenientes de vectores 

adenovirales para terapia génica. Gendicine es el primer biofármaco autorizado para 

utilizarse como agente en terapia génica para el tratamiento del cáncer (Su et al., 

2015). Es un adenovirus humano serotipo 5, modificado genéticamente, en el que se 

ha eliminado la región E1 sustituyéndola por el gen que codifica el gen supresor de 

tumores p53. Este adenovirus ha sido aprobado para el tratamiento del carcinoma de 

células escamosas de la cabeza y el cuello en China. También se encuentra en ensayos 

clínicos para el tratamiento de varios otros tipos de cáncer. Se compone de partículas 

víricas Ad5-p53 recombinantes, de replicación incompetente, que se basan en 

adenovirus de serotipo 5 en el cual la región E1 ha sido sustituida por el cDNA del gen 

supresor humano de tipo salvaje de tumores p53 (Chen et al., 2014). 

 

3.6 Redes neuronales artificiales para el modelamiento de cultivos celulares 
 

Las Redes Neuronales Artificiales (RNA) se inspiran en las interconexiones biológicas de 

las neuronas del cerebro. Éstas originalmente tenían como objetivo comprender el 

funcionamiento del cerebro y del sistema nervioso modelando matemáticamente la 

transferencia de señales entre grupos neuronas, culminando los modelos matemáticos 

simplificados de una neurona artificial. El uso de las RNA se ha ampliado rápidamente, 

construyendo redes computacionales de neuronas artificiales con el objetivo abstracto 

de imitar la capacidad humana de "aprender" a partir de datos de entrenamiento 

para crear asociaciones generalizadas que permitieran clasificar correctamente datos 

de prueba. Dado que las RNA no podían comparar  su complejidad con Las redes 

neuronales biológicas se determinó usar el prefijo “artificial” (Berg & Nyström, 2018; 

Mendez et al., 2019). 
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La RNA más común es la red neuronal feed-forward. La red está representada por 

múltiples capas de neuronas basado en proyecciones (Figura 7). Estas capas 

neuronales incluyen una capa de entrada, una o más capas ocultas y una capa de 

salida, con neuronas conectadas por pesos sinápticos. Cada neurona representa una 

función de transferencia que consta de dos pasos secuenciales. En primer lugar, una 

función de suma calcula la suma ponderada de las neuronas de entrada compensada 

por un valor constante (sesgo). En segundo lugar, una función de activación transforma 

las sumas utilizando una transformación lineal o no lineal (como la tangente hiperbólica 

y la sigmoidal). Durante el entrenamiento del modelo de RNA, los pesos entre cada 

capa de neuronas se optimizan iterativamente en un ciclo de dos fases: propagación 

hacia delante a través de la red, tras lo cual se calcula un término de error basado en 

la diferencia entre los resultados objetivo y los reales, y retropropagación para ajustar 

los pesos (Berg & Nyström, 2018; Gupta et al., 2003; Mendez et al., 2019). Este método 

único de optimización de los parámetros del modelo utilizado para las RNA se 

denomina retropropagación, conceptualmente sencillo, permite la flexibilidad de las 

estructuras de las RNA, de una a múltiples capas ocultas, estas últimas denominadas 

redes neuronales profundas o aprendizaje profundo (Wong et al., 2018).  

Los cultivos de células animales se caracterizan por comportamientos no lineales muy 

complejos, difícilmente simulados mediante modelos analíticos. Las Redes Neuronales 

Artificiales, si bien son modelos de caja negra, poseen capacidades de aprendizaje y 

generalización que podrían conducir a mejores resultados. La implementación de un 

enfoque computacional novedoso, algoritmos de aprendizaje automático, incluido el 

perceptrón multicapa (MLP) como red neuronal artificial (RNA) y la regresión de vector 

de soporte (SVR), para modelar procesos que implican el crecimiento celular y su 

metabolismo resultan en una herramienta con gran potencial en la producción de 

biofármacos. Las RNA son ampliamente utilizadas en la ciencia de los materiales, pero 

también se utilizan en estudios biológicos y médicos. Por ejemplo, Antonakoudis y 

colaboradores establecieron una metodología combinada de un modelo metabólico 
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estequiométrico de células CHO y una red neuronal artificial que describe el proceso 

de glicosilación de la proteína recombinante (Antonakoudis et al., 2021).   

 

Figura 7. Representación gráfica de una RNA. Cada círculo representa una neurona en cada capa, y las 
flechas representan el peso sináptico entre la salida de una neurona y la entrada de otra neurona. Cada 
neurona representa una función de transferencia simple dividida en dos etapas: la suma de las entradas 
seguida de una función de activación. Imagen modificada de Mendez et al., 2019. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

Los biofármacos como proteínas terapéuticas son fundamentales en el tratamiento 

de una amplia variedad de trastornos crónico-degenerativos y representan un alto 

costo en la salud pública. Existe evidencia de que el uso de líneas celulares humanas, 

como las células HEK293 ofrecen ventajas significativas, tales modificaciones post-

transducciones consistentes con proteínas endógenas al organismo por lo que su uso 

ofrece un menor riesgo de eventos adversos como la inmunogenicidad al ser 

administradas en pacientes. Sin embargo, las productividades que a la fecha se 

obtienen con este sistema son limitadas, por lo que el análisis de diferentes parámetros 

de cultivo es indispensable para la mejora de estos. El surgimiento de nuevos sistemas 

de cultivo en microgravedad simulada proporciona un área de estudio en relación 

con la producción de biofármacos en estas condiciones. Por ello, es necesario 

profundizar en el papel que juega la microgravedad en la producción de 

biofármacos novedosos como son las proteínas recombinantes y los vectores 

adenovirales utilizando un sistema de expresión transitorio en células HEK293.  

 

 

5. HIPÓTESIS 

 

La microgravedad simulada mejora el desarrollo del cultivo de células, la producción 

de proteínas recombinantes y de vectores adenovirales en el sistema HEK293-

Adenovirus en comparación a aquellos desarrollados en gravedad terrestre. 
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6. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto de la microgravedad simulada y terrestre en el sistema transitorio de 

producción de proteínas recombinantes HEK293-Adenovirus/INF gamma mediante el 

análisis de la productividad del cultivo y de la calidad y eficacia de la proteína 

recombinante y del vector adenoviral para proponer nuevas estrategias de 

mejoramiento de cultivo. 

 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Evaluar experimentalmente la condición de microgravedad simulada en el 

sistema HARV para establecer las condiciones de operación adecuadas para 

el cultivo celular. 

• Caracterizar el crecimiento de células HEK293 en cultivos sin infectar e 

infectados con vectores adenovirales que expresen IFN gamma, en ambientes 

con gravedad terrestre y microgravedad simulada, para determinar cuál es la 

mejor condición de cultivo. 

• Cuantificar la expresión de la proteína de IFN gamma por ELISA, en ambientes 

con gravedad terrestre y en microgravedad simulada, para determinar si la 

condición de microgravedad simulada favorece la expresión de IFN gamma. 

• Cuantificar la producción de vectores adenovirales que expresan IFN gamma 

mediante la determinación de partículas infectivas para para determinar si la 

condición de microgravedad simulada favorece la producción de vectores 

adenovirales. 

• Cuantificar metabolitos y subproductos por medio del analizador bioquímico 

(YSI) para establecer las cinéticas de consumo y producción comparando los 

rendimientos específicos en microgravedad y en gravedad terrestre. 

• Implementar un método de redes neuronales artificiales para modelar 

matemáticamente los dataos experimentales obtenidos en condición de 

gravedad terrestre y microgravedad simulada. 
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 

Figura 8. Estrategia experimental.
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8.1 Cultivo de células HEK293 

La línea celular de riñón embrionario humano (HEK293) se obtuvo de la colección de 

cultivos ATCC (nº de catálogo ATCC CRL-1573). Inicialmente, las células HEK293 se 

cultivaron en DMEM F12 (Gibco, nº de catálogo 12500062) y un 10% de FBS (byProducts 

Batch nº FBS19003, nº de catálogo 90020); a continuación, se adaptaron al medio Excell 

293 sin suero (Sigma, nº de catálogo 14571C) suplementado con 4 mM de glutamina 

(Sigma, nº de catálogo G8540). Las células se incubaron a 37°C, 5% de CO2 y 95% de 

humedad. 

 
8.2 El sistema rotatorio de cultivo celular (RCCS) 
 

La condición de microgravedad se simuló en un sistema de cultivo celular rotatorio 

(RCCS-1), tipo High aspect ratio autoclavable vessel (HARV) (Houston, Texas 77054 

EE.UU.). El dispositivo tiene un diámetro de 99.06 mm, una profundidad de 6.33 mm y 

un volumen total de 50 mL. La velocidad de rotación para los cultivos de células 

HEK293 se determinó en 25 rpm, la operación del sistema se realizó dentro de una 

incubadora (Thermo Fisher Modelo Serie 3 con camisa de agua) a 37°C, 5% CO2 y 95% 

de húmedad en un laboratorio BSL2. 

 

8.3 Evaluación de las condiciones de microgravedad en el montaje experimental 
 

Las condiciones de microgravedad durante los experimentos se evaluaron mediante 

un enfoque de procesamiento de imágenes. Se grabaron las trayectorias de los 

esferoides de células HEK293 en el interior del reactor para estimar el componente de 

gravedad resultante durante la rotación. Se utilizó una cámara de vídeo CCD 

integrada (POXXXJS2-3, 13 megapíxeles) de un teléfono móvil (Huaweii Psmart) para 

registrar las trayectorias de los esferoides. La cámara y el reactor se colocaron dentro 

de la cabina de bioseguridad, a 0,3 metros de distancia y perpendicularmente al 
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plano de la imagen. El biorreactor se cargó con células HEK293 teñidas con colorante 

violeta cristal a una densidad de 2x105 células/mL en un volumen de 50 mL de medio 

de cultivo, en condiciones de 5, 10, 15, 25 y 30 rpm.  Los experimentos se grabaron y 

los vídeos se guardaron en formato MP4 para procesarlos sin conexión. La 

representación esquemática de las trayectorias se muestra en la Figura 1. 

Posteriormente, los vídeos se descompusieron en fotogramas (archivos de imagen, 

formato jpg), de acuerdo con la resolución temporal de la cámara a un intervalo de 

un tercio de segundo (1/3 s) entre ellos. Los elementos de cada imagen se escalaron 

a las dimensiones reales en el marco del biorreactor; se tomó el radio de 9.96 cm del 

biorreactor para establecer la relación píxel/cm. Para realizar este proceso se utilizó el 

software de código abierto Kinovea 0.8.15 e ImageJ 1.53. En cada fotograma, se 

identificaron manualmente los centros esferoidales correspondientes y, a 

continuación, se registró la trayectoria de cada punto a lo largo de cada ciclo con 

un par de coordenadas en la imagen etiquetadas como C_i (x(n), y(n)), donde C_i 

corresponde al centro geométrico del esferoide i-ésimo y x(n), y(n) corresponden a las 

coordenadas en cada fotograma n-ésimo, dadas en metros.   Se seleccionó una 

trayectoria completa durante una revolución para determinar la velocidad lineal 

media en cada fotograma v(n) y la aceleración (a(n)), dadas por las siguientes 

relaciones para la coordenada x v_x=( x(n)-x(n-1))/(t(n)-t(n-1)), y a_x=( v_x (n)-v_x (n-

1))/(t(n)-t(n-1)), donde t(n) y t(n-1) corresponden al tiempo registrado para la captura 

de n fotogramas y el fotograma anterior (n-1), expresiones análogas se utilizaron para 

la determinación de la componente v_y (n) y a_y (n). Se calcularon la magnitud y la 

dirección de v(n) y a(n) y se representaron vectorialmente sobre el plano de la 

imagen. Para estimar la fracción de aceleración de la gravedad sobre cada esferoide 

en cada fotograma n se realizó el siguiente cálculo fracción de gravedad (n) = (a_Y 

(n)*100) /(-g) donde g=9,81 m/s2. 
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8.4 Caracterización del cultivo de células HEK293 en condiciones de microgravedad 
simulada (HARV) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en matraz agitado) 
 

 Cultivo celular. La cinética de crecimiento de HEK293 se estableció en un entorno de 

microgravedad simulada utilizando 50 mL de medio Excell293 libre de suero con un 

inóculo de 2x105 células/mL, y se mantuvo a 37 ºC, 5% CO2; la velocidad de rotación 

del HARV fue de 25 rpm en todos los experimentos. Estos cultivos se compararon con 

cultivos de células HEK293 en gravedad terrestre considerando el matraz agitado a 

100 rpm en una incubadora con agitador orbital con un volumen de 50 mL de medio 

Excell293 libre de suero con un inóculo inicial de 2x105 células/mL con una velocidad 

de rotación de 25 rpm a 37 ºC y 5% CO2.  

 

Recuento celular y viabilidad. Se determinaron las células totales y viables por mL 

mediante la técnica de exclusión con azul tripano (Gibco, Cat. no. 15250061; 

Freshney, 2010). 

 

Medición de nutrientes. La glucosa, la glutamina, el lactato y el glutamato se midieron 

en un analizador bioquímico YSI (YSI modelo 2900). 

 

8.5 Cinética de infección por IFN gamma-adenovirus 5 

 

Cultivos de células HEK293 en ambientes de gravedad terrestre y microgravedad 

fueron infectados por IFN gamma-adenovirus 5 utilizando una multiplicidad de 

infección (MOI) de 5 y una densidad celular de 0.6x106 cél/mL, dichas condiciones 

fueron previamente establecidas por (Sosa 2016) observándose que los mejores títulos 

se obtuvieron con estos valores de densidad celular y multiplicidad de infección. La 

expresión de IFN gamma y los títulos de adenovirus se muestrearon a las 72 h, 96 h y 

120 h. Los sobrenadantes se almacenaron a -20°C, los pellets secos a -80°C para su 

posterior análisis. La expresión de IFN gamma se midió mediante el kit ELISA platino 
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(Invitrogen BMS228).  El título de adenovirus se determinó por el método de Reed y 

Muench(Ramakrishnan, 2016) (Ramakrishnan, 2016). 

 

8.6 Identificación dinámica no paramétrica mediante redes neuronales diferenciales 
 

Hipótesis de identificación y conjunto de datos experimentales.  Para la identificación 

no paramétrica del proceso, el sistema de cultivo celular en condiciones de 

funcionamiento por lotes (sin flujo de entrada) se representó mediante la clase general 

de sistemas no lineales continuos, establecidos por el siguiente conjunto de ecuaciones 

diferenciales ordinarias: 

𝑑𝑑𝑑𝑑(𝑡𝑡)

𝑑𝑑𝑡𝑡
= 𝑓𝑓(𝑥𝑥(𝑡𝑡)) + 𝜉𝜉(𝑡𝑡)                           (1) 

donde 𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛, es el vector de estado en el tiempo t ≥t0con una condición inicial dada 

𝑥𝑥(𝑡𝑡0). En el caso particular de la cinética de crecimiento: 𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅5 para experimentos 

no infectados, y 𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅7 para el experimento infectado, con componentes 𝑥𝑥1(𝑡𝑡)= 

concentración celular [célula/mL],  𝑥𝑥2(𝑡𝑡)=producción viral [ufp/mL] y 𝑥𝑥3(𝑡𝑡)=producción 

de IFN, en el momento t actual. 𝜉𝜉(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛 es un vector aditivo acotado de ruido 

determinista que afecta al vector de estado y que considera el posible ruido 

experimental.  Los valores experimentales de cada variable en el vector de estado 

𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛 donde se registran fuera de línea y se preprocesan mediante regresión 

polinómica de ajuste simple para construir un conjunto de datos de series temporales 

continuas. Este conjunto de datos se utiliza para estimar el modelo dinámico dado por 

ecuaciones diferenciales adaptables como se describe a continuación.  

Estructura de modelado de las redes neuronales diferenciales. El siguiente enfoque se 

basó en la metodología presentada en Gradilla-Hernández et al., (2020). Una Red 

Neuronal Diferencial (DNN) es una ecuación diferencial no lineal adaptativa utilizada 

para aproximar el lado derecho 𝑓𝑓(𝑥𝑥(𝑡𝑡)) del sistema (1), dicha aproximación depende 

de los parámetros variables en el tiempo (pesos, W(t)) que deben ser ajustados por una 
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ley de aprendizaje concreta. Este conjunto de ecuaciones diferenciales consta de dos 

partes: una sección lineal representada por una matriz de Hurwitz 𝐴𝐴 ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛𝑑𝑑𝑛𝑛 con 

componentes constantes, y una sección no lineal adaptable con multiplicadores de 

funciones sigmoidales variables en el tiempo 𝜎𝜎(𝑥𝑥(𝑡𝑡)) (vector de funciones de 

activación), esto es: 

𝑑𝑑𝑑𝑑�(𝑡𝑡)
𝑑𝑑𝑡𝑡

= 𝐴𝐴𝑥𝑥�(𝑡𝑡) + 𝑊𝑊(𝑡𝑡)𝜎𝜎(𝑥𝑥�(𝑡𝑡))       (2) 

Donde 𝑥𝑥� ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛 es el vector de estado estimado por la DNN, 𝐴𝐴 ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛𝑑𝑑𝑛𝑛, 𝑊𝑊 ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛𝑑𝑑𝑛𝑛, 𝜎𝜎(⋅) ∈

𝑅𝑅𝑛𝑛𝑑𝑑1.  Tanto los parámetros constantes como los variables en el tiempo deben ajustarse 

adecuadamente para garantizar una aproximación correcta al estado entre 𝑥𝑥(𝑡𝑡)y 𝑥𝑥�(𝑡𝑡). 

La matriz 𝑊𝑊(𝑡𝑡) proporciona la capacidad de adaptación de la DNN y viene dada por 

la solución del siguiente conjunto de ecuaciones diferenciales:                            

𝑑𝑑𝑑𝑑(𝑡𝑡)
𝑑𝑑𝑡𝑡

= −(2𝑘𝑘)−1𝑃𝑃Ω(𝑥𝑥�(𝑡𝑡),𝑥𝑥�(𝑡𝑡 − ℎ(𝑡𝑡))𝜎𝜎⊤( 𝑥𝑥�(𝑡𝑡)) + (2𝑘𝑘)−1𝑃𝑃𝑊𝑊� (𝑡𝑡)    (3) 

(3)Ω(𝑥𝑥�(𝑡𝑡),𝑥𝑥�(𝑡𝑡 − ℎ(𝑡𝑡)) = 2𝛿𝛿(𝑡𝑡 − ℎ(𝑡𝑡)) + 𝑊𝑊� (𝑡𝑡)𝜎𝜎( 𝑥𝑥�(𝑡𝑡)) 

Donde 𝛿𝛿: = 𝑥𝑥�(𝑡𝑡)-𝑥𝑥(𝑡𝑡) es el error de identificación 𝑊𝑊� (𝑡𝑡) = 𝑊𝑊(𝑡𝑡) −𝑊𝑊� para un 𝑊𝑊� , 𝑘𝑘 > 0 es la 

tasa de adaptación y P es una matriz con las siguientes características: 𝑃𝑃 ∈ 𝑅𝑅𝑛𝑛𝑑𝑑𝑛𝑛 ,𝑃𝑃 = 𝑃𝑃⊤. 

El conjunto de parámetros del identificador DNN para experimentos no infectados 

(𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅5) se selecciona como: matriz lineal estable  𝐴𝐴 = −0.03 × 𝐼𝐼5×5 la matriz de pesos 

adaptable como matriz diagonal: 

 𝑊𝑊1(𝑡𝑡) = [𝑤𝑤11(𝑡𝑡) 0 0 0 0; 0 𝑤𝑤22(𝑡𝑡) 0 0 0; 0 0 𝑤𝑤33(𝑡𝑡) 0 0;   0 0 0 𝑤𝑤44(𝑡𝑡) 0;  0 0 0 0 𝑤𝑤55(𝑡𝑡) ],  

y el vector de funciones sigmoides   

𝜎𝜎�𝑥𝑥�(𝑡𝑡)� = [𝜎𝜎1(𝑥𝑥�1(𝑡𝑡))  𝜎𝜎2(𝑥𝑥�2(𝑡𝑡)) 𝜎𝜎3(𝑥𝑥�3(𝑡𝑡)) 𝜎𝜎4(𝑥𝑥�4(𝑡𝑡)) ,𝜎𝜎4(𝑥𝑥�4(𝑡𝑡)) ], entonces la estructura 

particular de identificación no paramétrica (modelo dinámico) está dada por: 
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=

⎣
⎢
⎢
⎢
⎡
−0.03

0
0
0
0

0
−0.03

0
0
0

0
0

−0.03
0
0

0
0
0

−0.03
0

0
0
0
0

−0.03⎦
⎥
⎥
⎥
⎤

⎣
⎢
⎢
⎢
⎡
𝑥𝑥�1(𝑡𝑡)
𝑥𝑥�2(𝑡𝑡)
𝑥𝑥�3(𝑡𝑡)
𝑥𝑥�4(𝑡𝑡)
𝑥𝑥�5(𝑡𝑡)⎦

⎥
⎥
⎥
⎤

+

⎣
⎢
⎢
⎢
⎡𝑤𝑤11(𝑡𝑡)

0
0
0
0

0
𝑤𝑤22(𝑡𝑡)

0
0
0

0
0

𝑤𝑤33(𝑡𝑡)
0
0

0
0
0

𝑤𝑤44(𝑡𝑡)
0

0
0
0
0

𝑤𝑤55(𝑡𝑡)⎦
⎥
⎥
⎥
⎤

⎣
⎢
⎢
⎢
⎢
⎡𝜎𝜎1

(𝑥𝑥�1(𝑡𝑡)))
𝜎𝜎2(𝑥𝑥�2(𝑡𝑡)))
𝜎𝜎3(𝑥𝑥�3(𝑡𝑡)))
𝜎𝜎4(𝑥𝑥�4(𝑡𝑡)))
𝜎𝜎5(𝑥𝑥�5(𝑡𝑡)))⎦

⎥
⎥
⎥
⎥
⎤

    (4) 

Esta estructura también se amplía para el caso de experimentos infectados a 

dimensiones propias  (𝑥𝑥(𝑡𝑡) ∈ 𝑅𝑅7). El modelo obtenido tras el ajuste de (4) es un conjunto 

de ecuaciones diferenciales ordinarias que representan la tasa de cambio de cada 

variable considerada en el proceso. Es importante señalar que este enfoque no es un 

análisis de regresión estático a lo largo del tiempo, sino un modelo dinámico y 

adaptable en cualquier t. 

8.7 Estadística 

Los experimentos se realizaron por triplicado (n=3) y se calculó la media. El porcentaje 

de gravedad se calculó a partir de los marcos de tres experimentos independientes (3 

cultivos en el biorreactor HARV). Las barras de error representan la desviación estándar 

para cada condición. Cada variable se aproxima mediante regresión polinómica 

simple para crear una serie temporal continua de datos y se fijó un criterio de bondad 

de ajuste superior a 0,95. La estructura de la función polinómica no se tiene en cuenta 

en el análisis y se utiliza exclusivamente como generador de datos continuos. 
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9. RESULTADOS. 

 

9.1 Establecimiento de los parámetros de operación del dispositivo de microgravedad 
simulada HARV 
 

Para establecer los parámetros iniciales de operación del sistema de microgravedad 

simulada High Aspect Ratio Vessel (HARV) se utilizaron valores previamente reportados 

en la literatura (REF) para posteriormente corroborarlos con resultados experimentales. 

Utilizando el módulo de dinámica de fluidos computacional (CFD) del programa 

COMSOL Multiphysics se midió la distribución de la tensión de cizallamiento en el 

interior del HARV utilizando un estudio de flujo monofásico laminar con base a la 

viscosidad del medio de cultivo DMEM F12. Las revoluciones de operación del sistema 

reportadas van de 10 a 30 rpm dependiendo el tipo de célula, del uso de 

microacarreadores o de andamios de anclaje (Kwon, Devarakonda, Sankovic, & 

Banerjee, 2008). El estudio se realizó a 10 rpm y 20 rpm con valores de viscosidad de 

0.69 cP y una densidad de 0.9933 g/cm3 a 37 ºC. La Figura 8 muestra la resolución del 

estudio, observando un valor de 20x10-5 dPa para la velocidad de 10 rpm y 10x10-4 

dPa para 20 rpm. La diferencia observada de casi un orden de magnitud indica que 

a mayores revoluciones por minuto mayor la fuerza de cizallamiento en las paredes 

internas del recipiente de cultivo. 

 

Posteriormente, se realizó un análisis de los vectores de velocidad de flujo a diferentes 

rpm en el sistema HARV (Figura 9A). La velocidad de los vectores es medida en mm/s 

y se observa que a 5 y 10 rpm dichos vectores no se distribuyen uniformemente y 

tienden a colisionar con las paredes del recipiente. Para el rango de velocidades de 

rotación de 15-25 rpm estos vectores se equilibran más eficientemente, no así, para los 

valores de 30 rpm donde se observa mayor estrés hidrodinámico donde los vectores 

de velocidad se concentran más cerca de las paredes internas del HARV. 
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El establecimiento de un modelo de simulación del biorreactor HARV utilizando la 

dinámica de fluidos (CFD), el trazado de partículas y la determinación de la velocidad 

de los vectores de flujo fue demostrado experimentalmente en la Figura 9, donde se 

montó un experimento utilizando como fluido 50 mL de agua destilada y como fase 

sólida partículas de silica gel con un tamaño de 66 a 200 µm, las cuales fueron teñidas 

con cristal violeta; con una densidad masa correspondiente a 2x105 cel/mL para 

poder observar el posicionamiento de las partículas. La Figura 9A representa la 

dirección teórica representada por vectores del experimento para cada velocidad 

de rotación. Como se observa en la figura 9B, a 5 rpm las partículas se mantienen en 

la pared del recipiente siendo esta velocidad de rotación insuficiente para distribuir 

las partículas en el total del sistema; lo mismo ocurre a 10 rpm, pues la mayor parte de 

las partículas se encuentra en la misma posición. A 15 rpm las partículas comienzan a 

Figura 9 . Simulación de cultivo del dispositivo HARV. A) Análisis de dinámica de fluidos computacional 
(CFD) para los valores de 10 rpm y 20 rpm B) Trazado de partículas para los valores de 10 rpm y 20 rpm 
para partículas de 50 µm (azul) 100 µm (verde) y 200 µm (rojo). 
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distribuirse al centro del recipiente y en 25 rpm se observa que una proporción 

importante se encuentra rotando en equilibrio hacia el centro del HARV. Si bien a la 

velocidad 30 rpm las partículas se encuentran rotando éstas se alejan del centro y se 

mantienen más cerca de las paredes, con lo que se observó en la simulación donde 

existe un mayor estrés hidrodinámico lo que podría afectar la viabilidad de los cultivos. 

 

La Figura 9C representa el experimento donde se colocaron 2x105 cel/mL de células 

HEK293 teñidas con cristal violeta en 50 mL de medio de cultivo libre de suero y se 

procedió a monitorear el comportamiento a diferentes rpm. Las velocidades de 5 rpm 

y 10 rpm muestran nuevamente no ser suficientes para poder mantener al centro del 

recipiente las células, aún a 15 rpm no se aprecia que las células se dispersen 

adecuadamente. 25 rpm es la velocidad de rotación que mejor mantiene las células 

en rotación al centro del recipiente y a 30 rpm la velocidad aleja las células del centro 

exponiéndolas a un mayor estrés hidrodinámico. 

 

Lo anterior demuestra que el rango de operación de velocidades de rotación es del 

rango de 15 rpm a 25 rpm permitiendo que las células roten al centro alcanzando el 

equilibrio de la fuerza de Coriolis, centrífuga y una fuerza gravitacional reducida 

cumpliendo con las condiciones de un ambiente de microgravedad simulada. 
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Figura 10. Establecimiento de las velocidades de rotación para el cultivo de células HEK293 en el biorreactor HARV para simular 
una condición de microgravedad. A) Análisis de los vectores de velocidad de flujo B) Biorreactor HARV, fase líquida: agua 
destilada, fase sólida: silica gel teñida con cristal violeta C) Biorreactor HARV fase líquida: medio de cultivo libre de suero, fase 
sólida: células HEK293 densidad celular: 2x105 cel/mL. 
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Figura 11. Determinación del porcentaje de gravedad de células HEK293 bajo CMS. A) Trazado de la trayectoria de las células HEK293 a partir 
del procesamiento digital de fotogramas a una velocidad de agitación de 25 rpm. B) Vector de velocidad del esferoide de células HEK293. 
El valor calculado para la velocidad fue v= 0.0160±0.0257 m/s. C) Vector de aceleración del esferoide celular HEK293. El valor calculado para 
la aceleración fue de 0.0366±0.0204 m/s2. La metodología aplicada permitió calcular el % de gravedad percibido por las células HEK293 en 
el sistema de cultivo HARV con un valor de %g= 0.0092±0,1175 %.
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9.2 Medición del parámetro de microgravedad 
 
El procesado de las imágenes obtenidas a partir del registro de la trayectoria del 
esferoide de células HEK293 en medio DMEM F12 10% SFB a 25 rpm permitió 
calcular los parámetros del vector velocidad, el vector aceleración y la fracción 
de gravedad para 7 fotogramas que componen la trayectoria del esferoide en 
el sistema HARV. En la Figura 10, se observa que la trayectoria del esferoide tiende 
a ser circular, patrón que se repite durante cada ciclo. 
 
La velocidad (V) del esferoide calculada fue de 0,0160±0,0257 m/s (Tabla 6) con 
una aceleración (A) de 0.0366±0.0204 m/s2 (Tabla7). Considerando la 
aceleración en el eje y los valores mínimo y máximo fueron a_(y minimum)=-0.015 
m/s2 y a_(y maximum)=0.0052  m/s2 (el signo menos indica dirección hacia 
abajo), el porcentaje de gravedad de esta aceleración vertical mínima y 
máxima percibida por las células HEK293 en el sistema de cultivo HARV fueron  〖
%g〗_minimum=0.153%  (dirección hacia abajo) y 〖%g〗_maximum=-0.053%   
(donde el signo menos implica dirección contraria a la gravedad), ésta es la 
fracción de gravedad considerando g=9.81 m/s2 . El efecto de la gravedad es 
mínimo en dirección descendente, compensado por el sistema rotacional 
(Figura 10). 
 
 
Tabla 6. Componentes X, Y, magnitud y dirección del vector de velocidad. 

   Vx (m/s)     Vy (m/s)       |V|        V (°) 

-0.010024122 -0.006682748 0.012047495 213.6900675 

0.00390128 -0.014954906 0.015455394 -75.37912601 

0.018205973 -0.00585192 0.019123348 -17.81888891 

0.01365448 0.005201707 0.014611727 20.85445804 

0.007152347 0.014954906 0.016577252 64.44003483 

-0.01755576 0.005201707 0.018310173 163.4956386 
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Tabla 7. Componentes X, Y, magnitud y dirección del vector de aceleración. 

Ax (m/s2)    Ay (m/s2)         |A|         A (°) 

0.037636222 -0.014954906 0.040498573 -21.67060095 

0.038661333 -0.00585192 0.039101709 -8.607161635 

-0.012301333 0.005201707 0.013355918 157.0785811 

-0.017573333 0.014954906 0.023075339 139.6022167 

-0.066778666 0.005201707 0.066980952 175.5459542 

 
 
 
Tabla 8. Porcentaje de gravedad presentado en cada cuadro para el esferoide. 

Cuadro Tiempo(s) x coordenada (m) y coordenada (m) % Gravedad 

1 0 0.12365757 0.05605489  

2 0.36 0.120048886 0.053649101  

3 0.73 0.121492359 0.048115786 0.152445529 

4 1.1 0.128228569 0.045950575 0.059652598 

5 1.47 0.133280727 0.047875207 -0.053024532 

6 1.84 0.135927095 0.053408522 -0.152445529 

7 2.21 0.129431464 0.055333154 -0.053024532 
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9.3 Caracterización de cultivos de células HEK293 en condiciones de microgravedad 
simulada (HARV, 25 rpm; CMS) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en 
matraz agitado, 100 rpm: CGT) 
 

Se comparó el crecimiento de cultivos de células HEK293 en medio Excell 293 sin suero 

bajo CMS a 25 rpm y CGT en matraces agitados a 100 rpm's y se muestra en la Figura 

11A. La tasa de crecimiento específico para el CMS fue de 0.0221 h-1 con un tiempo de 

duplicación de 31 h, y la tasa de crecimiento específico fue de 0,0247 h-1 con un tiempo 

de duplicación de 28 h para el CGT. La viabilidad celular para los cultivos en CMS fue 

del 86% ± 4% y para el CGT (matraz agitado) la viabilidad fue del 80%± 2% a las 144 h. 

Se observa que la condición de microgravedad no afecta al desarrollo del cultivo. Los 

valores calculados de tiempo de duplicación para ambas condiciones se encuentran 

dentro del rango reportado de 24 h a 56 h para la línea celular HEK293 en medio Excell 

293 libre de suero en condiciones de gravedad terrestre (Lorenzo et al., 2019; Román et 

al., 2018).  Los valores de tiempo de duplicación entre CMS (28 h) y CGT (31 h) no 

difieren significativamente por lo que se puede afirmar que la condición de 

funcionamiento a 25 rpm's del HARV no impacta negativamente en el crecimiento y 

viabilidad de las células HEK293(Figura 11A. La elección de cultivos en agitación de 

células HEK293 en suspensión como control de gravedad del suelo se debe a que Éstas 

son las condiciones de cultivo estándar para la producción de proteínas 

recombinantes (Chin et al., 2019). No es posible utilizar las mismas velocidades en 

condiciones terrestres y de microgravedad debido a que dichos valores no son 

comparables, y tampoco son óptimos para el desarrollo del cultivo.  Las células 

cultivadas en matraces agitados necesitan una velocidad de 100 rpm como condición 

óptima para la aireación del cultivo y la transferencia de masa (Chahal et al., 2014; 

L’Abbé et al., 2018) mientras que las células en el biorreactor HARV necesitan una 

velocidad de operación de 25 rpm para generar la condición de microgravedad 

simulada, que se determinaron en el presente trabajo siguiendo los criterios 

establecidos por Nickerson para bacterias y partículas (Nickerson et al., 2003).
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Figura 12. Crecimiento de cultivos celulares HEK293.  A) Cinética de crecimiento de cultivos de células HEK293 en medio libre de suero 
bajo CMS y CGT. El tiempo de duplicación (dt) de los cultivos en µg fue de 31 h, frente a las 28 h del CGT en matraz agitado. B) 
Estimación del crecimiento de cultivos de células HEK293 utilizando una DNN a partir de datos experimentales. C) Estimación de las 
productividades de crecimiento celular para CMS y CGT calculadas a partir del enfoque DNN. Las productividades máximas de 
crecimiento celular se observan entre 48 y 72 h, tras lo cual se observa una disminución de la tasa de crecimiento en ambas 
condiciones. 
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La figura 11B muestra la identificación del proceso por la DNN, la integración de la 

estructura (4) y la ley de adaptación (3), permiten representar la ecuación diferencial 

estimada que gobierna el comportamiento de la variable x_1 (t)= concentración 

celular [célula/mL]. Para ambas condiciones experimentales, el error cuadrático de 

identificación (estimación DNN vs. datos experimentales) se determinó sobre el tiempo 

completo siendo inferior al 5% para ambos casos. Esto confirma la adaptación y la 

capacidad de la DNN para modelizar con precisión esta variable. Se obtuvieron 

resultados y calidad de aproximación equivalentes para el conjunto completo de 

variables del vector de estado en todas las condiciones experimentales. La Figura 11C 

muestra las productividades de crecimiento (célula/ml*h) para ambas condiciones 

calculadas mediante la aproximación DNN (2). Tanto el CMS como el CGT comienzan 

a aumentar su tasa de crecimiento a las 24 h, observándose un crecimiento máximo 

entre las 48 y 72 h y, a partir de ese momento, se produce una disminución de dicho 

valor. Después de 120 h, se observa un aumento de la productividad del crecimiento 

bajo CMS con respecto al CGT. Cabe destacar que no existen valores de referencia 

para cultivos celulares HEK293 en ambientes de microgravedad, por lo que se 

consideraron como referencia los valores reportados para CGT en medio libre de suero. 
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9.3 Morfología de cultivos de células HEK293 en condiciones de microgravedad 
simulada (HARV, 25 rpm; CMS) y en condiciones de gravedad terrestre (cultivos en 
matraz agitado, 100 rpm: CGT) 
 

Los cambios morfológicos de los cultivos de células HEK293 en medio libre de suero 

Excell 293 a las 48 h, 96 h y 144 h se muestran en la Figura 12. Los cultivos de células 

HEK293 en medio libre de suero en CGT en cultivo estático utilizando matraces T se 

adhieren al sustrato, mostrando una morfología típica de un cultivo dependiente de 

anclaje: formación de una matriz extracelular y células de forma irregular y alargada 

(Freshney, 2010) (Figura 12A).  Los cultivos en suspensión en matraz agitado bajo CGT 

se presentan en la Figura 12B. Como se observa, el cultivo tiende a formar agregados. 

Esta morfología ya se ha descrito en la descripción del proceso de adaptación de 

cultivos celulares HEK293 dependientes de anclaje a cultivos en suspensión (Figura 12B) 

(Malm et al., 2020).  En CMS, las células presentan la morfología típica de un cultivo en 

suspensión homogéneo, y no se observan agregados celulares (Figura 12C).  
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Figura 13. Figura 12. Morfología de los cultivos de células HEK293 a las 48 h, 96 h y 144 h. A) Cultivo 
estático de células HEK293 en medio libre de suero bajo CGT 20x. La barra de escala corresponde a 200 
micras (rojo). B) Cultivo de células HEK293 en matraz agitado en medio libre de suero bajo CGT. La barra 
de escala corresponde a 100 micras (rojo). C) Cultivo de células HEK293 en medio libre de suero en 
biorreactor HARV bajo CMS. La barra de escala corresponde a 200 micras (rojo). Se observa un cambio 
morfológico evidente. El CMS en el biorreactor HARV de suero permite el desarrollo de cultivos en 
suspensión donde las células son esféricas sin formación de agregados. El CGT en cultivos estáticos 
favorece la adhesión celular mientras que en cultivos en matraces agitados se observa la formación de 
agregados celulares.  
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9.4 Producción de Ad5/INF-γ y de IFN gamma (INF-γ) 
 

 
Para analizar la producción de vectores adenovirales y proteína recombinante, se 

infectaron cultivos de células HEK293 utilizando una multiplicidad de infección (MOI) de 

5 y una densidad celular de 0.6x106 células/mL en medio libre de suero en CMS y CGT. 

Como se muestra en la Figura 13A, el título viral a las 72 h post-infección fue de 9.31x1011 

PFU/mL y 9.17x109 PFU/mL respectivamente, lo que supone un incremento de 101,5 

veces para CMS. Como se observó, los porcentajes de viabilidad celular fueron 

mayores en CMS que en el caso de CGT. La identificación mediante la estructura DNN 

aplicada a la producción de partículas adenovirales converge a los datos 

experimentales, con un error inferior al 5% a lo largo del tiempo de identificación. Se 

observa una mayor producción en el CMS (Figura 13B). El cálculo de las tasas de 

producción volumétrica a partir del modelo de la red neuronal diferencial  (DNN) 

muestra que en las primeras 24 h la producción de partículas adenovirales comienza 

en el CMS, el cultivo en el HARV favoreció la producción alcanzando el valor máximo 

a las 84. 8 h (0,16 UFP/mL*h), mientras que para el CGT se observa a las 99 h (0,15 

UFP/mL*h). Ambas condiciones inician una desaceleración de la producción más 

tarde, a las 96 h (Figura 13C). 
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Figura 14. Producción de Ad5/inf-γ en células HEK293 bajo CMS. A) Título de partículas virales infecciosas determinado por dilución de 
punto final a las 72 h post-infección y % de viabilidad. B) Estimación del título viral mediante red neuronal diferencial (DNN) en cultivos 
de células HEK293 a partir de datos experimentales. C). Tasa de producción volumétrica de partículas adenovirales. La producción de 
partículas adenovirales comienza tras 24 h post-infección en ambas condiciones. El CMS favoreció la producción del vector viral 
mediante dos valores exponenciales que reflejan el valor en la tasa de producción volumétrica cuyo valor máximo se alcanzó a las 
81,1 h en comparación con el valor del CGT de 96 h post-infección. 
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Figura 15. Producción de IFN gamma recombinante en células HEK293. A) Concentración de IFN gamma recombinante determinada a partir de los 
sobrenadantes a las 72, 96 y 120 h. B) Aproximación DNN de la concentración de IFN gamma recombinante con corresponder a la observada en los 
datos experimentales. C) Tasas de producción volumétrica de IFN gamma. Se observa que el CMS predice una mayor tasa de producción 
volumétrica en el CMS (hasta 0,11 pg/mL*h para el cultivo HARV a las 120 h post infección) en comparación con los valores del CGT (hasta 0,01 
pg/mL*h para el matraz agitador). Como se ha observado, no se obtuvieron diferencias significativas de concentración entre ambas condiciones, 
pero existe una tendencia a aumentar la producción de proteína recombinante en el caso del CMS. 

 

 

 

 

 



Además, se realizó la identificación y cuantificación del IFN gamma para demostrar si la 

producción de proteína recombinante también se veía afectada por la CMS. Las 

concentraciones de IFN gamma determinadas a partir de los sobrenadantes a las 72, 96 y 

120 h se muestran en la Figura 14A. La concentración de IFN gamma fue de 9,53 pg/mL a 

las 120 h para el CMS, mientras que dicho valor fue de 8,72 pg/mL para el CGT; esto 

demuestra que no hubo una diferencia estadísticamente significativa entre ambas 

condiciones. La baja expresión del transgén se atribuye al hecho de que el HEK293/Ad5 está 

dirigido principalmente a la producción del vector adenoviral. El enfoque DNN con respecto 

a la producción de IFN gamma se corresponde con los datos experimentales. Las tasas de 

producción volumétrica de IFN gamma mantienen un valor máximo a las 120 h (0,11 

pg/mL*h) en CMS y (0,01 pg/Ml*h) en CGT. Existe una mayor tendencia a aumentar el valor 

en el caso de CMS que en el caso de CGT (Figura 14C).  

 

9.5 Consumo de nutrientes y producción de subproductos 
 

La Tabla 9 muestra las tasas específicas de consumo de glucosa y glutamina, así como las 

tasas específicas de producción de lactato y glutamato de los cultivos de células HEK293 en 

CMS y CGT, que se calcularon en la fase exponencial de los cultivos. Tanto en CMS como en 

CGT, no existen diferencias drásticas en las tasas específicas de consumo de glucosa (qsGlu) 

y glutamina (qsGln). Estas tasas de consumo de glucosa y glutamina concuerdan con otros 

valores reportados para células HEK293 en medio comercial libre de suero (Emma & Kamen, 

2013). Las producciones de lactato y glutamato se encontraron entre los valores previamente 

reportados y sin diferencias significativas entre las dos condiciones. Sin embargo, en el caso 

de los cultivos infectados utilizando el vector viral Ad5/γ-inf el consumo de glucosa disminuye 

en CMS (569.79 ± 28.20 pg/cel*h), observándose que la tasa de consumo específico de 

glucosa es 2 veces menor que en el caso de CGT (1111.11 ± 35.30 pg/cel*h), provocando un 

aumento de la captación de nutrientes por parte de las células. El consumo específico de 

glutamina es mayor en CMS que en CGT.  Este resultado se refleja en la tasa específica de 

consumo de glutamina (4000.00 ± 70.77 pg/cel*h), mientras que en los cultivos CGT, la tasa 
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específica de consumo de glutamina es de 495.43 ± 56.50 pg/cel*h, es decir, unas 8 veces 

más. La tasa de formación de lactato (qpLac) muestra una diferencia siendo menor en CGT 

con un valor de 283.34 ± 40.40 pg/cel*h en comparación con la tasa de formación de lactato 

en CMS de 817.77 ± 89.80 pg/cel*h. Esto está relacionado con el hecho de que las células 

HEK293 presentan una co-metabolización de glucosa y lactato, donde el lactato es 

transportado al citosol y oxidado por las mitocondrias para generar piruvato dando lugar a 

un metabolismo celular más eficiente (Martínez-Monge et al., 2019). Este modelo metabólico 

no parece verse afectado por la CMS. Para las tasas de producción de glutamato (qpE) se 

observa una relación con el consumo de glutamina 95.01 ± 21.20 pg/cel*h para CMS y 39.82 

± 19.50 pg/cel*h lo que explica la diferencia observada entre CMS y CGT. 

 
Tabla 9. Tasas específicas de consumo de nutrientes de glucosa y glutamina y tasas específicas de 
producción de lactato y glutamato bajo CMS y CGT de cultivos de células HEK293. 

Cultivo qsGlu (pg/cel*h) qsGln(pg/cel*h) qpLac(pg/cel*h) qpE(pg/cel*h) 
HARV (CMS) 
  

666,22 ± 28,20 239.11±14.10 115.08±14.50 23.32±10.70 

Frasco agitado 
(CGT) 
  

536.19±14.10 239.08±21.2 142.43±12.20 19.22±8.30 

HARV 
Ad5/inf-γ (CMS) 
  

569.79±28.20 4000.00±70.77 817.77±89.80 95.01±21.20 

Frasco agitado 
Ad5/inf-γ (GC)  

1111.11±35.30 495.43±56.50 283.34±40.40 39.82± 19.50 
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10. DISCUSION.  

La generación de microgravedad simulada en condiciones terrestres ha sido un reto 

desde el diseño de diversos dispositivos en la década de 1950.  Una de las preguntas 

que muchos investigadores se hacen es si dichos dispositivos garantizan la generación 

de tal condición por lo que un punto crÍtico de este proyecto era demostrar en primera 

instancia que el sistema de micro gravedad simulada utilizado, HARV era capaz de 

generar la condición de microgravedad de manera reproducible en los experimentos. 

Por ello, se realizó la caracterización de dicho sistema y los resultados demostraron que 

los porcentajes de gravedad verticales mínimo y máximo percibidos por las células 

HEK293 en el sistema de cultivo HARV fueron 〖%g〗_minimum= 0.153% (dirección 

descendente) y 〖%g〗_maximum= -0.053% (donde el signo menos implica dirección 

contraria a la gravedad), ésta es la fracción de gravedad considerando g=9.81 m/s2, 

dando un valor específico de .015 m/s2. El efecto de la gravedad es mínimo en 

dirección descendente compensando el sistema rotacional. La comparación entre los 

resultados obtenidos a partir de experimentos realizados en la gravedad inherente de 

la Tierra y los realizados en microgravedad "real" (ISS, vuelos espaciales tripulados y no 

tripulados) o microgravedad simulada (recipientes de paredes giratorias, clinostatos y 

máquinas rpm) permite observar la respuesta biológica de las células en un entorno de 

microgravedad. La magnitud notificada a la que pueden observarse los efectos de la 

microgravedad oscila entre 10-2 y 10-6 g (Brungs et al., 2016; Chao & Das, 2015; 

Nickerson et al., 2016a; Wuest et al., 2015). Cabe mencionar que el principio de 

operación del biorreactor HARV es la clinorrotación, una estrategia experimental para 

simular microgravedad en la Tierra. En la clinorrotación el cultivo celular se coloca en 

un dispositivo rotatorio que gira lentamente (HARV), lo que genera una fuerza que 

contrarresta parcialmente la gravedad terrestre. Si bien, la clinorrotación no logra 

eliminar completamente la gravedad, es una herramienta novedosa para simular 

condiciones de microgravedad, especialmente cuando no es posible establecer 

protocolos de cultivo celular en el espacio (Mansour et al., 2023). Los sistemas que 

generan microgravedad simulada por clinorotación han utilizado para investigar cómo 
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la microgravedad afecta a diversos organismos y sistemas biológicos como se refiere 

en la Tabla 3.  

Se observa que el cultivo de células HEK293 en medio Excell 293 sin suero bajo CMS a 

25 rpm no impacta en el crecimiento ni en la viabilidad del cultivo con respecto a la 

CGT en matraces agitados a 100 rpm’s.  Los tiempos de duplicación calculados para 

la CMS fueron de 31 h y 28 h para la CGT, dicha diferencia de 3 h se atribuye a un 

proceso de adaptación de las células HEK293 a la condición de microgravedad 

simulada en el biorreactor HARV.  La viabilidad celular para los cultivos en CMS fue del 

86% ± 4% y para el CGT la viabilidad fue del 80%± 2% a las 144 h, y se considera que 

este tiempo representa el final del cultivo donde los nutrimentos como la glucosa han 

descendido considerablemente y aumentado la concentración de metabolitos como 

el lactato, lo cual es normal en el cultivo estándar de las células HEK293.  Los cultivos 

de células animales en condiciones de microgravedad simulada pueden mostrar una 

disminución en su tasa de crecimiento, crecer más rápido o mantener tasas de 

crecimiento similares a las de la gravedad terrestre (Vashi et al., 2023). Se ha reportado 

que estas diferencias pueden deberse a la adaptación de las células a un entorno de 

microgravedad. A la fecha, no se tienen datos reportados de células HEK293 con 

relación a la caracterización del crecimiento en medios libres de suero o la producción 

de biofármacos en CMS. Los reportes de células HEK293 en CMS incluyen estudios 

relacionados con la respuesta celular a esta condición. Ryu y colaboradores 

concluyeron que la microgravedad simulada contribuye a la inducción de la 

autofagia mediante la regulación de AMPK en células HEK293 en clinostato 3D (Ryu et 

al., 2014). Se ha establecido la relación entre la apoptosis y la activación de los canales 

de potasio sensibles al calcio en cultivos de células HEK293 en condiciones de 

microgravedad simulada, con el propósito de desarrollar un modelo para el 

entendimiento de enfermedades cardiovasculares (Xie & Xie, 2014). Los resultados 

obtenidos en cuanto a crecimiento y viabilidad muestran que la CMS tiene amplias 

aplicaciones en la mejora del cultivo de células de mamífero, esta condición ayuda a 

obtener cultivos en suspensión homogéneos de una manera más fácil y rápida. 
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Los cambios morfológicos observados en CMS y CGT en medio libre de suero Excell293 

evidencian como las células en microgravedad simulada se adoptan características 

de un cultivo en suspensión de manera más optima que en condiciones estándar de 

cultivo en matraces agitados. Este fenómeno aún no está reportado para células 

HEK293 y podría ser una excelente herramienta para promover la generación de 

cultivos en suspensión homogéneos. Hasta ahora, una de las principales aplicaciones 

del sistema de cultivo celular rotatorio (RCCS) ha sido la provisión de condiciones para 

establecer cultivos celulares difíciles, como las células progenitoras, demostrando que 

la viabilidad y la morfología celular no se ven afectadas en tales condiciones (Kaya et 

al., 2017; Navran, 2008).  

Por otra parte, la manera de entender los cambios biológicos de las células en el 

ambiente de microgravedad es por medio del fenómeno de la mecanotransducción.  

Éste explica los cambios que se producen en las células en entornos de microgravedad 

real y microgravedad simulada. Las células convierten los estímulos mecánicos en 

señales bioquímicas mediante la activación de cascadas de señalización. Se ha 

propuesto que la fuerza gravitatoria desempeña un papel crucial en la regulación de 

la homeostasis celular y tisular mediante la inducción de tensiones mecánicas 

experimentadas a nivel celular. Se ha informado de que los cambios morfológicos más 

evidentes de las células animales cultivadas en CMS son las alteraciones de la forma, 

el tamaño, el volumen y las propiedades de adhesión de las células (Buken et al., 2019; 

Corydon et al., 2016; Mann et al., 2019). Estos cambios morfológicos se traducen en 

alteraciones en la transcripción, transducción y organización del citoesqueleto celular, 

principalmente asociado a microtúbulos y filamentos de actina. (Bradbury et al., 2020). 

Con respecto a la producción de Ad5/INF-γ y de la proteína modelo IFN gamma (INF-

γ), se observa que el sistema transitorio HEK293-Adenovirus es más eficiente 

produciendo las partículas virales que el INF-γ. El título viral a las 72 h post-infección fue 

de 9.31x1011 PFU/mL para la CMS y 9.17x109 PFU/mL para la CGT, lo que supone un 

incremento de 101.5 veces para CMS. La concentración de IFN gamma determinada 
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alas 120 h fue de 9,53 pg/mL para el CMS, mientras que para la CGT EL valor fue de 

8.72 pg/mL para el CGT, no observando una diferencia significativa entre ambos 

valores. Aunque no se dispone de datos específicos en otros reportes sobre la 

producción de adenovirus bajo CMS, se ha informado de que en algunos casos las 

condiciones de microgravedad favorecen la infectividad y el ensamblaje de la 

cápside del virus de Epstein-Barr, norovirus humana, virus de la hepatitis E y 

citomegalovirus humano (Brinley et al., 2013; Radtke y Herbst-Kralovetz, 2012). Estas 

observaciones son consistentes con los resultados presentados en este trabajo y 

apoyan la aseveración de que el CMS más el uso de un medio químicamente definido 

promueve una condición favorable para producir partículas infectivas de vectores 

adenovirales. Con respecto a la producción de proteínas recombinantes en CMS la 

información es limitada, lo reportado no incluye células de mamífero. En 2015 Huangfu 

y colaboradores reportaron que la microgravedad simulada tuvo un impacto positivo 

en las productividades de las enzimas reporteras PGUS expresadas en Pichia pastoris 

recombinante, con aumentos de aproximadamente 2.46 veces en los rendimientos 

específicos de PGUS (Huangfu et al., 2015). En 2012 se reportó un aumento de la 

expresión de aminooxidasa sensible a la semicarbazida en E. coli BL21 en condiciones 

de microgravedad simulada, en comparación con la gravedad normal (Y. Zhang et 

al., 2012). Otro factor a considerar es la cristalización de proteínas, ácidos nucleicos, 

nucleosomas, subunidades ribosómicas o virus, en un entorno de microgravedad real 

y simulada que se ha descrito puede dar como resultado cristales con defectos 

menores en comparación con los cristales formados bajo la gravedad normal de la 

Tierra, teniendo como resultado un cabio positivo en la función biológica (McPherson 

& Delucas, 2015). 

Hablando de la eficiencia del cultivo en condiciones de micrograveda, Las tasas 

específicas de consumo de glucosa y glutamina, así como las tasas específicas de 

producción de lactato y glutamato en los cultivos de células HEK293 en CMS y CGT, no 

muestran diferencias significativas que sugieran que la CMS tenga un impacto en el 

metabolismo celular. Estas tasas de consumo de glucosa y glutamina son consistentes 
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con valores previamente reportados para células HEK293 en medio comercial libre de 

suero, según lo descrito por Kamen 2013 (Emma & Kamen, 2013). Dado que no existen 

datos bibliográficos disponibles sobre cultivos de células HEK293 en medio libre de suero 

bajo condiciones de microgravedad real o simulada, se utilizaron los valores de 

gravedad normales reportados como referencia.  Sin embargo, en el caso de los 

cultivos infectados utilizando el vector viral Ad5/INF-γ el consumo de glucosa disminuye 

en CMS 2 veces en comparación con la condición a CGT, provocando un aumento 

de la captación de nutrientes por parte de las células más eficiente. El consumo 

específico de glutamina es mayor en CMS, 8 veces más con respecto a CGT. La tasa 

de formación de lactato (qpLac) muestra una diferencia siendo menor en CGT. Esto 

está relacionado con el hecho de que las células HEK293 presentan una co-

metabolización de glucosa y lactato, donde el lactato es transportado al citosol y 

oxidado por las mitocondrias para generar piruvato dando lugar a un metabolismo 

celular más eficiente (Martínez-Monge et al., 2019). Como se menciona anteriormente, 

los cambios observados en el consumo y producción de metabolitos son más evidentes 

en los cultivos infectados en CMS. Se ha descrito el efecto de la microgravedad real y 

la microgravedad simulada sobre el metabolismo celular, que incluye aumento en el 

metabolismo de los carbohidratos, cambio en el rango del consumo del rango del 

sustrato de carbono y cambio en el metabolismo de los aminoácidos que se traduce 

en un mayor estrés oxidativo. Es importante mencionar que la respuesta ala 

microgravedad no es universal, ya que distintos tipos de células tienen distintas 

repuestas al mismo tipo de stress (Iwase et al., 2020; Najrana & Sanchez-Esteban, 2016; 

Sharma & Curtis, 2022). 

Ahora bien, para conocer el comportamiento de los cultivos, los procesos complejos 

como el bioproceso HARV se modelan matemáticamente tradicionalmente 

basándose en balances de materia y relaciones cinéticas; este enfoque crece 

rápidamente en supuestos que deben considerarse para mantener el número de 

parámetros implicados en las ecuaciones en un número acotado. Una vez derivado el 

modelo, cada parámetro propuesto debe ser calculado; esto implica un conjunto 
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extra de experimentos adicionales para validarlos, situación que en condiciones 

prácticas no es factible debido al consumo de tiempo y al constante cambio en las 

condiciones reales, especialmente el control y optimización del proceso, en este 

proyecto la condición de microgravedad es un factor adicional para considerar 

(Sutskever et al., 2013). Esta situación se evita mediante la estrategia de adaptación 

de redes neuronales diferenciales. En este estudio se ha implementado un sistema de 

ecuaciones diferenciales ordinarias artificiales como estrategia para modelar 

(identificación dinámica) el comportamiento del cultivo por lotes de células animales; 

con esto se generó un modelo que puede ser utilizado en aplicaciones de control; Éste 

es el primer resultado y la base para proponer un futuro esquema de optimización, 

aunque esto implicará cambios en el esquema experimental, estableciendo una 

entrada de control, es decir un modo de operación alimentado por lotes o continuo. 

La estrategia de modelado basada en redes neuronales diferenciales ha demostrado 

que puede aproximar eficientemente las variables involucradas en el proceso, 

convirtiéndose así en una alternativa para obtener una representación de un proceso 

complejo, como el implementado, para implementaciones prácticas.   

En este trabajo se presenta únicamente la identificación (modelado) del sistema batch 

sin integrar una estrategia de control, lo que implicaría que un esquema fed-batch o 

un esquema de cultivo continuo con una entrada de control. Sin embargo, una vez 

que se dispone del esquema de identificación basado en redes neuronales 

diferenciales, se dispone de una estructura artificial para proponer un controlador. Una 

opción para este tipo de procesos es el control modelo-predictivo, donde el modelo 

del sistema compromete las ecuaciones diferenciales de la red neuronal diferencial. 

Esta estrategia permite predecir la respuesta en un horizonte temporal definido para 

resolver el control óptimo a partir del estado actual del sistema dado por el modelo de 

la red neuronal diferencial. 
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11. CONCLUSIÓN 
 

En conclusión, el presente trabajo muestra resultados consistentes con la hipótesis 

planteada. La condición de microgravedad simulada no impacta en el crecimiento y 

la viabilidad de células HEK293 en medio libre de suero, sin embargo, supone un 

incremento de 101.5 veces el titulo viral de Ad5/INF-γ con respecto a la CGT. Con 

respecto al consumo de metabolitos y generación de productos los cambios más 

notables fueron en los cultivos infectados con Ad5/INF-γ donde el consumo de glucosa 

en CMS es 2 veces menor que en CGT, la Glutamina se consume 8 veces más en CMS, 

y de acuerdo con el título viral obtenido se concluye un impacto positivo en el 

aprovechamiento de los sustratos en CMS. El enfoque de red neuronal diferencial 

aplicado permite generar un modelo no paramétrico describe en tiempo continuo los 

datos experimentales del cultivo de células HEK293 en CMS frente a los datos de 

cultivos en CGT.  

Así, el presente trabajo se erige como pionero en el campo de la producción de 

biofármacos en condiciones de microgravedad simulada. La falta de información 

previa en esta área resalta la relevancia de los resultados encontrados en este trabajo 

y su potencial impacto en la industria de la biotecnología. Los resultados también 

indican que la CMS tiene un amplio espectro de aplicaciones en la mejora del cultivo 

de células de mamífero, como la obtención de cultivos en suspensión homogéneos de 

manera más eficiente y rápida. La aplicación de protocolos que incluyan la CMS abre 

nuevas perspectivas para la producción eficiente de biofármacos, lo que puede tener 

un impacto significativo en la industria de la salud y la medicina. 
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12. PERSPECTIVAS  
 

 
• Caracterizar la producción de INF gamma en un sistema de expresión estable 

(células HEK293/INFgamma, células CHO/INF gamma en condición de 
microgravedad simulada, para establecer si esta condición favorece la 
producción de INF-γ.  
 

• Profundizar en la ventaja que ofrece el sistema de microgravedad simulada 
para adaptar cultivos adherentes a cultivos en suspensión en linajes celulares 
que han sido difíciles de adaptar en suspensión como las células MDCK en la 
producción de vacunas de uso veterinario. 
 

 
• Profundizar en el establecimiento de modelos de cultivos tridimensionales en 

condiciones de microgravedad simulada, para establecer modelos de estudio 
relacionados con enfermedades como el cáncer. 
 

• Realizar la Proteómica de cultivos en condición de microgravedad simulada vs 
microgravedad terrestre, para identificar la expresión a la alta y a la baja de 
genes implicados en la producción de proteínas recombinantes. 
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