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Resumen:

El cancer es una enfermedad en la que células anormales se dividen fuera de
control y pueden adquirir capacidad para invadir tejidos cercanos. La gran mayoria
de canceres se encuentran dentro de alguno de los siguientes grupos: carcinomas
(alrededor del 90% de canceres humanos), sarcomas (son raros en humanos) y
leucemias y linfomas (8% de neoplasias malignas en humanos). Los tumores
sélidos no solo estan conformados por células cancerigenas, sino también de
células normales del hospedero tales como: adipocitos, fibroblastos y células
hematopoyéticas que son atraidas desde el sistema sanguineo. En los ultimos afios
se ha vuelto evidente que los neutréfilos también se encuentran asociados a
tumores y parecen tener un papel crucial en el desarrollo de la enfermedad de

cancer.

Para poder estudiar la capacidad citotoxica de los neutrdéfilos frente a diferentes
tipos de células cancerigenas, se requiere de un método eficiente, rapido y
econdomico. Por lo cual en éste trabajo se planted utilizar una enzima (Luciferasa)

de facil deteccion y alta sensibilidad como marcador de las células blanco.

Se logré subclonar un plasmido que codifica para la enzima luciferasa y al mismo
tiempo para el antibiético G418, se comprobé su funcionamiento y se midié su
eficiencia. Se transfectaron 3 lineas diferentes de cancer con el nuevo plasmido

(pcDNA 3.1/luc) y las células son mantenidas en cultivo para su seleccion.
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Introduccién:
Cancer:

El cancer es una enfermedad en la que células anormales se dividen fuera de
control y pueden adquirir capacidad para invadir tejidos cercanos. Las células
cancerosas pueden propagarse en el resto del organismo a través del sistema
sanguineo o del sistema linfatico (National Cancer Institute, 2017). La pérdida del
control proliferativo exhibida por las células cancerigenas es el resultado de una
serie de anormalidades acumuladas en los sistemas reguladores de muchas
células. De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos, existen 200
tipos y alrededor de 800 subtipos de cancer (Song, Merajver, & Li, 2015). Los tipos
de cancer son organizados en base a la localizacion del 6rgano en el que se
encuentran. La gran mayoria de canceres se encuentran dentro de alguno de los
siguientes tres grupos: carcinomas (alrededor del 90% de canceres humanos),
sarcomas (son raros en humanos) y leucemias y linfomas (8% de neoplasias
malignas en humanos) (Cooper, 2000). Los carcinomas son tumores cancerigenos
que aparecen en células que recubren diversos organos o glandulas del cuerpo
tales como prostata, mama, estobmago, utero, piel, entre otros. La linea celular HeLa
es un ejemplo de carcinoma (Lucey et al., 2009). Los sarcomas se derivan de tejido
conectivo, que incluye: hueso, musculo y cartilago. Las leucemias se desarrollan en
la médula 6sea, que es el tejido encargado de producir células sanguineas. Las
lineas celulares K562 y THP-1 son ejemplos de leucemia (Auwerx, 1991; Osti et al.,
1997).

Las células THP-1 son un claro ejemplo de leucemia, fueron obtenidas a partir de la
muestra sanguinea de un nifio de 1 afio de edad con leucemia monocitica aguda
(Tsuchiya et al., 1980). La morfologia de estas células es esférica y en condiciones
in vitro crecen en suspension. Las células THP-1 han sido ampliamente utilizadas
para comprender de mejor manera mecanismos como: transporte de nutrientes y

drogas, vias de sefalizacion, fagocitosis y otras funciones de monocitos/macrofagos
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(Chanput et al., 2014). Estas células crecen en suspensién en medio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute por su acronimo en inglés) suplementado.

La linea K562 son células linfoides precursoras, aisladas de un paciente femenino
de 53 afios de edad con leucemia mieloide cronica, éstas son causantes de
eritroleucemia, crecen en suspension y tienen una morfologia redondeada. Estas
células son positivas para la traslocacion de los cromosomas 9-22. Una parte del
gen BCR (del inglés, Breakpoint Cluster Region) en el cromosoma 9 se fusiona con
parte del gen ABL (toma su nombre del virus Abelson) en el cromosoma 2. La
traslocacion BCR-ABL da lugar al cromosoma Filadelfia (Koretzky, 2007) y al mismo
tiempo a una proteina cinasa de tirosinas que es capaz de interactuar con factores,
proteinas y enzimas reguladoras de la division celular (Koeffler & Golde, 1980).
Cabe destacar que ésta es una linea celular susceptible de la actividad citotéxica

mediada por células NK (Neri et al., 2011).

Las células HelLa por otro lado, son la linea celular mas estudiada; fueron también
las primeras en establecerse en cultivo (Gey et al., 1952) y provienen de la biopsia
de una paciente con cancer cervical (Hsu et al., 1976). Estas poseen un crecimiento
exponencial (Franke & Scheer, 1971) y han sido utilizadas para medir adhesion
celular, mitosis, ensayos con sustancias toxicas y procesos biosintéticos (Epstein,
1961), éstas son células que en condiciones in vitro crecen de manera adherida,

con morfologia alargada en sus extremos.

Los tumores sdlidos no sélo estan conformados por células cancerigenas, sino
también de células propias del hospedero tales como: adipocitos, fibroblastos y
células hematopoyéticas que generan las células del sistema sanguineo (Genin et
al., 2015), entre las que destacan los neutrdéfilos. Entonces la deteccién temprana
del cancer es fundamental para un tratamiento efectivo de la enfermedad.
Desafortunadamente, en México, el diagndstico temprano no es eficiente y en los
ultimos 15 afos también se ha observado un incremento en la mortalidad por esta
enfermedad (Arce et al., 2011).
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Neutroéfilos:

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre y se consideran la
primera linea de defensa del organismo durante la inflamaciéon y en distintas
infecciones causadas por bacterias invasoras, hongos y protozoarios (Faurschou et
al., 2003). Para atacar a los microorganismos, los neutrdfilos utilizan alguna de las
siguientes estrategias: fagocitosis, degranulaciéon o produccién de trampas
extracelulares de neutrofilo (NETs por su acronimo en inglés) (Figura 1). Una
disminucién en el numero de estas células conduce a diversas inmunodeficiencias
humanas (Zeidler et al., 2011). Ademas de su papel clasico en infecciones, los
neutrofilos también se encuentran infiltrando muchos tipos de tumores
(Kolaczkowska et al., 2013). En humanos, los neutrdéfilos representan entre el 50 %

y 70 % de los leucocitos totales en circulacion (Doeing et al., 2003).

Figura 1. Mecanismos de muerte utilizados por el neutréfilo para la eliminacién de
microorganismos.
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Los neutrofilos son células polimorfonucleares de vida corta que miden entre 7y 10
um de diametro (Figura 2). Estas células contienen en su citoplasma diversas
vesiculas que han sido clasificadas como: granulos azurdfilos, granulos especificos
y granulos peroxidasa-negativos. Los granulos azurdfilos o peroxidasa-positivos
(anteriormente conocidos como lisosomas primarios) poseen en su interior
principalmente mieloperoxidasa y alfa-defensinas (Faurschou et al., 2003). En la
membrana de estos granulos se expresa el marcador CD63 (Cham et al., 1994).
Los granulos azurdfilos sélo son secretados por los neutréfilos en respuesta a algun
estimulo (Kjeldsen et al., 1993). Los granulos especificos (antes llamados granulos
secundarios) contienen principalmente lactoferrina. Los granulos peroxidasa-
negativos, contienen en su interior gelatinasa y metaloproteinasa 9 de matriz
(Kolaczkowska et al., 2013).

Figura 2. Frotis sanguineo de sangre normal tefido con Hematoxilina-Eosina
donde puede observarse neutréfilos con su nucleo lobulado caracteristico
(McDonald et al., 1991).
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En los ultimos afos se ha vuelto evidente que los neutréfilos también se encuentran
asociados a tumores y parecen tener un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad de cancer (Uribe-Querol et al., 2015). Parte de este renovado interés
por el papel de los neutréfilos en cancer surge de reconocer que la inflamacion es
una caracteristica fundamental (hallmark) de ésta enfermedad (Hanahan et al.,
2011). Los neutréfilos pueden ser potentes células efectoras contra tumores, ya que
los compuestos antimicrobianos y citotoxicos de sus granulos pueden destruir
células tumorales y las quimiocinas secretadas por los neutrofilos pueden reclutar

otras células con actividad antitumoral (Gregory et al., 2011).

Genes reporteros:

Durante muchos afos se han utilizado diversas metodologias para poder observar
la expresion de algunas secuencias especificas de DNA dentro de una célula. Una
de las metodologias mas utilizadas se basa en la expresion de los llamados “genes
reporteros”. Los genes reporteros son secuencias de DNA cuyo producto es de facil
deteccion y cuantificacién dentro de las células y ayudan a la identificacion de
expresion de otros genes. Los genes reporteros son muy utilizados como
marcadores de la actividad transcripcional de ciertas secuencias de DNA dentro del
nucleo celular (Rosenthal, 1987). Estos genes reporteros pueden insertarse en
secuencias reguladoras o promotores y reportar la actividad de los genes de interés
(Liu et al., 2009). Se requiere que el DNA reportero sea insertado dentro de una
secuencia de DNA llamada “vector” para después ser transferida al interior de la
célula. Posteriormente so6lo debe medirse la actividad de ese gen reportero
mediante ensayos que logren medir su actividad, es importante mencionar que los
genes reporteros que se trasfieren a las células, deben ser de naturaleza exdégena
para el blanco de interés (Schenborn et al., 1999).

Entre los genes reporteros utilizados comunmente se encuentran los que codifican

para las enzimas luciferasa, cloramfenicol acetil transferasa, beta-galactosidasa, B-

Glucuronidasa y fosfatasa alcalina, entre otros. También se usa ampliamente el gen
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de la proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein), que permite
directamente ver a las células que expresan esta proteina (Pérez & Becu-Villalobos,
2009).

Cuando se desea obtener un plasmido (vector) con una nueva secuencia de DNA
se recurre a los métodos de biologia molecular, los cuales permiten cortar moléculas
de DNA circular del plasmido vector con ayuda de enzimas de restriccion
(endonucleasas), e insertar dentro de él la secuencia de DNA que contenga la
informacion codificante para la expresidn del gen deseado. Las endonucleasas son
enzimas capaces de reconocer y cortar en secuencias especificas de DNA
(Robinson et al., 2002) y se expresan en bacterias. Debido a que microorganismos
tales como bacterias y archaeas son susceptibles a ser infectadas por virus, durante
su evolucion han desarrollado un mecanismo que involucra la eliminacién del DNA

exdgeno a partir de la utilizacion de éstas enzimas de restriccion (Berg et al., 2002).

Plasmidos:

Los plasmidos son material genético circular bacteriano independiente en cuanto a
la replicacidon del genoma de la célula hospedera y de tamaino relativamente
pequeno. En algunos casos puede variar desde algunos miles de pares de bases
hasta 100 kb (Lodish et al., 2000). En muchas ocasiones se ha comprobado que
dentro de este DNA circular pueden encontrarse genes que confieren algunas
ventajas, como resistencia a ciertos antibidticos, o en algunos casos a otros
organismos bacterianos (Couturier et al., 1988). Muchos plasmidos han sido
aislados de bacterias y levaduras para ser optimizados de forma in vitro y de esta
forma poder utilizarlos en investigacion. Para que un plasmido pueda ser utilizado
en clonacién de DNA estructuralmete debe poseer un origen de replicacién, genes
de resistencia a uno o mas antibiéticos y una region (polylinker o multiple cloning
site) donde fragmentos de DNA exdgeno puedan ser insertados (Lodish et al.,
2000).
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El plasmido pGL3-control (Figura 3) tiene un tamafo de 5256 pb y posee una region
que codifica para la enzima luciferasa. El cDNA de la luciferasa (/luc) se encuentra
flanqueado en un extremo por una secuencia que es reconocida por la
endonucleasa Hindlll y en el otro una secuencia que reconoce la enzima Xbal. El

plasmido posee también una secuencia que codifica resistencia a ampicilina.

Figura 3. Mapa del plasmido pGL3-Control.

El plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” (Figura 4) tiene un tamafo de 5493 pb, posee
un gen de resistencia a ampicilina en procariontes y otro para geneticina (G418) en
eucariontes. Este plasmido sirve para dirigir la expresion de genes en células
eucariontes, también cuenta con un sitio multiple de clonacién con las secuencias
para diferentes endonucleasas, incluyendo: Hindlll y Xbal. Inmediatamente antes
de este sitio de clonacién, se encuentra una secuencia promotora del virus

citomegalovirus (CMV).
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Figura 4. Mapa del plasmido pcDNA 3.1 myc-His

Citotoxicidad:

La citotoxicidad celular es un mecanismo de accion que distintas células del
organismo realizan para destruir células infectadas o células tumorales. Las células
descritas con mas detalle y que han sido llamadas especializadas en realizar esta
actividad son los linfocitos NK (por su acrénimo en inglés Natural Killer) y los

linfocitos T citotoxicos (Tc o TCD8+).

Los linfocitos T citotdxicos poseen en su membrana el correceptor CD8, el cual es
capaz de unirse a las moléculas MHC (del inglés Major Histocompatibility Complex)
de clase I. EI MHC de clase | se encuentra presente en todas las células nucleadas
del organismo. Cuando estas células son infectadas por virus o parasitos
patdgenos, expresan en su membrana pequefios péptidos provenientes de estos

microorganismos patdgenos. Estos péptidos se expresan en la membrana junto con
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las moléculas MHC de clase |. Los linfocitos T citotoxicos se encargan de eliminar
a las células propias infectadas a través de granulos que contienen en su interior
diversas sustancias toxicas (granzimas B, perforinas y granulisinas). Una vez que
las sustancias contenidas en los granulos de los linfocitos Tc son liberados e
ingresan al interior de la célula blanco, se provoca una serie de reacciones
proteoliticas que involucra tanto a las granzimas como a las perforinas y a las
caspasas de la célula blanco, por lo que inducen la muerte celular por apoptosis.

Por otro lado, las células NK han sido consideradas como una tercera poblacién de
linfocitos. Debido a que las células NK no poseen los mismos receptores de
membrana que los linfocitos B y T, las NK forman parte de la respuesta inmune

innata y poseen actividad citotoxica, al igual que los linfocitos Tc.

Ensayos para citotoxicidad:

Durante muchos afios se han utilizado los ensayos de citotoxicidad para medir esta
actividad utilizando diversos farmacos y sustancias frente células de interés. Un
ensayo de citotoxicidad tipicamente consiste en medir o evaluar la actividad litica
que presentan las células del sistema inmune (linfocitos T, NK vy linfocitos T
citotoxicos) o algun farmaco frente a células cancerigenas o células blanco
transformadas (Neri et al., 2011). Existen diversas metodologias que han sido
utilizadas para la medicion de citotoxicidad celular, entre ellas se encuentran:
liberacion de Cromo radioactivo (°'Cr), el ensayo de citotoxicidad con colorantes
fluorescentes tales como: calceina-acetoximetil y los ensayos de citotoxicidad con
citometria de flujo utilizando los colorantes: carboxifluoresceina succinimidil éster
(CFSE), proteina quinasa G-2 (PKG-2, es una enzima que cataliza la transferencia
de un grupo fosfato desde el ATP a una preteina) y PKH-26 (se trata de una etiqueta
fluorescente de células que se une irreversiblemente en la region de lipidos de las

membranas celulares).

El ensayo de liberacion de °'Cr ha sido durante mucho tiempo el ensayo de

citotoxicidad mas utilizado para la medicion de la actividad citotoxica de los linfocitos
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T CD8+ y de las células NK (Neri et al., 2001) (Figura 5). De manera general, el
ensayo consiste en colocar las células blanco en una disolucion de cromato de sodio
(Na2°'CrO4) e incubarlas a 37°C entre 1 y 2 horas. Posteriormente, las células
deben lavarse con PBS para después ser colocadas en contacto con las células
efectoras a diferentes proporciones de células efectoras a células blanco (effector
to target cell ratio). Las células juntas se incuban a 37°C entre 2 y 4 horas (Gertner-
dardenne, 2012), posteriormente se centrifugan y el sobrenadante es recuperado
para medir la cantidad de cromo radioactivo libre. Si las células efectoras tuvieron
actividad citotoxica sobre las células blanco entonces el ®'Cr es liberado al medio
en el que se encuentren las mismas (Nelson, Kurman, & Serbousek, 2001) por lo
que puede ser medido con ayuda de un detector de rayos gama. La liberacion
maxima se produce al agregar algun detergente como el tritdbn X-100 a las células
previamente incubadas con ®'Cr, mientras que la liberacion espontanea se produce
s6lo agregando medio de cultivo a las células marcadas (McMillin et al., 2012). La
ecuacion que se utiliza para medir la actividad citotoxica real de las células es la

siguiente:

.. (liberacion experimental — liberacién espontanea)
% de lisis = - — — - — - x 100
(liberacion maxima — liberacion espontanea)

Donde:

La liberaciéon experimental corresponde al valor producido por las células blanco* en contacto con las células
efectoras.

La liberacion espontanea corresponde a las células Diana* colocadas so6lo en medio de cultivo.

La liberacion maxima corresponde a las células blanco* incubadas en medio de cultivo y posteriormente lisadas.
*Células que fueron previamente incubadas con Na2%'CrO4

Una de sus principales desventajas de este método es que la medicion de la
actividad citotéxica sélo puede realizarse en un punto final de lectura (Karimi et al.,
2014). Otras desventajas son el manejo de materiales radioactivos, que requiere de

un entrenamiento especial para la manipulacion de material radioactivo por parte

del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ); el elevado costo actual
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del 3'Cry la necesidad de un contador gama, el cual lamentablemente no es comun

encontrar en cualquier laboratorio.

Célula blanco Célula efectora

OXO,

|

Incubacién ® Liberacion de 51Cr
con 2'Cr \ /
B {'—B"\
S1Cr — e ) Centrifugacién
LY —

T
Reconocimiento de la célula

blanco por la efectora Ruptura de la
membrana
Sobrenadante
Transferencia del sobrenadante con 2'Cr
a una placa de 96 pozos

Pastilla celular y
fragmentos

Medicion de la muestra

Figura 5. Ensayo estandar de liberacion de cromo radioactivo (°*'Cr).

El ensayo de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) se ha
propuesto desde hace algunos anos como otro ensayo para la medicion de
citotoxicidad. Sin embargo, al ser un ensayo que mide la actividad metabdlica de las
células, no ha podido demostrarse del todo su aplicabilidad en los ensayos de
citotoxicidad celular. Este ensayo consiste en medir a través de espectrofotometria
la conversion del MTT a cristales de formazan por accion de la enzima NADPH* en
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mitocondrias de células viables (van Meerloo , Kaspers , & Cloos, 2011). El ensayo
de MTT es muy utilizado para medir la actividad toxica de agentes farmacolégicos
frente a muchas lineas celulares de cancer. Sin embargo, no hay un criterio en
especifico que permita diferenciar si el resultado obtenido de la conversion a

formazan sea de las células blanco o se debe también a las células efectoras.

El ensayo de citotoxicidad que utiliza a la calceina-acetoximetil o calceina AM
(C4sH4sN2023) como indicador, consiste en tefir a las células con calceina. La
calceina ingresa al interior de las células de forma pasiva a través de la membrana
celular y con ayuda de las esterasas es transformada dentro del citoplasma a
calceina libre, que es fluorescente (Neri , et al., 2001). Al igual que en el ensayo de
liberacion de °'Cr, las células blanco que pierden la integridad de su membrana o
que son lisadas por la actividad citotdéxica de otras, liberan el colorante fluorescente
hacia el medio en el que se encuentran, dando lugar asi a una intensa sefal de

color verde que puede ser detectada con ayuda de un lector de fluorescencia.

Brevemente, el método consiste en obtener las células blanco y resuspenderlas en
PBS o en medio de cultivo completo con calceina en concentraciones que van
desde 1 pg/mL hasta los 15 pg/mL. Las células se incuban durante 30 minutos a
37°C, posteriormente se realiza una serie de lavados con PBS. Al final se obtienen
las células que han incorporado en su interior la calceina. Estas células son
colocadas de manera similar al ensayo de ®'Cr, en diferentes cantidades de células
Diana frente a diversas cantidades de células efectoras (effector to target cells) en
placas de 96 pozos. Las células se incuban a 37°C durante 4 horas. Después el
sobrenadante es medido con ayuda de un lector de fluorescencia. Segun Neri, et
al., 2011 se puede utilizar la misma ecuacion del ensayo de liberacion de cromo
para obtener el porcentaje efectivo de lisis celular. La calceina posee un pico de
excitacion de 495 nm y uno de emision de 515 nm.

La principal desventaja de utilizar el método de calceina es su baja sensibilidad,
puesto que no logra detectar mediciones de fluorescencia con pequefas cantidades

de células lisadas.
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Transfeccidén de células:

La técnica para introducir DNA exogeno al interior de células eucariontes se conoce
como transfeccién celular. La transfeccién se clasifica en dos tipos: las de métodos
fisicos y las de métodos quimicos. Dentro de los quimicos se encuentra el método
de fosfato de calcio Cas(POa)2, que consiste en formar un precipitado entre el fosfato
de calcio y el DNA, el cual es endocitado por las células. La principal desventaja de
este método es que no todas las células se transfectan, requiere de un protocolo
optimizado para cada linea celular, en el cual deben variarse las cantidades de DNA,
de fosfato de calcio, de tiempo de precipitacion y la temperatura a la cual se lleva a

cabo la reaccién (Ovidio & Portelles, 1997).

Otro método utilizado para introducir DNA a las células es el de DEAE-dextran, el
mecanismo por el cual el DNA entra a la célula utilizando esta metodologia es poco
conocido. Sin embargo, se cree que la via utilizada es mediada por endocitosis
(Selden et al., 1986). Existen 3 diferencias entre el DEAE-dextran y la transfeccién
por sales de fosfato de calcio: 1) EI DEAE-dextran sélo se utiliza para transfecciones
transitorias, 2) no funciona bien en todas las lineas celulares y 3) requiere menores
cantidades de DNA. Una de las principales problematicas que presenta este método
es que debe tomarse en cuenta la citotoxicidad del DEAE-dextran (Lopata,
Cleveland, & Sollner-Webb, 1984 ) ya que debido a ella no puede dejarse por mucho

tiempo en contacto con las células.

Otro método muy utilizado es el de transfeccion con lipofectamina. Este método
utiliza liposomas como transportadores del material genético. Es un proceso
endocitico en el cual los liposomas engloban al DNA y posteriormente logran
fusionarse con la membrana lipidica de la célula (Lopez—Heydeck et al., 2009). Por
la naturaleza de los componentes empleados en esta técnica, resulta no ser toxica
y posee un alto grado de eficiencia de transfeccion, ademas de ser facilmente
utilizada para introducir tanto RNA (RNA de interferencia y mRNA) como DNA en

algunos tipos celulares. Se ha demostrado que posee un alto grado de éxito en
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transfecciones de células adherentes (Dalby et al., 2003) aunque disminuye cuando

se utilizan células en suspension.

Dentro de los métodos fisicos se encuentra la transfeccion por electroporacion. Es
una técnica en la que se administran pulsos eléctricos a las células para provocar
poros en la membrana por donde logra permear el DNA. Esta metodologia puede
ser utilizada para la expresion de DNA de manera transitoria o de manera estable,
ademas de poder usarse en un amplio numero de lineas celulares diferentes. La
eficiencia de transfeccion se refiere a cuantas células adquieren el DNA con éxito
del total de células utilizadas en el ensayo, y depende de varios factores, entre los
que se encuentran: 1) magnitud del campo eléctrico aplicado, 2) duracién del campo
eléctrico, 3) temperatura durante la electroporacion, 4) concentracién y tipo de DNA
y 5) composicion idnica del medio de transfeccion (Ovidio & Portelles, 1997). Una
de las principales desventajas es su costo, debido a que el equipo para hacerlo
puede llegar a costar miles de délares (Figura 6) sin dejar de mencionar el costo de

reactivos y cubetas de reaccion.

Figura 6. Equipo para transfeccion por electroporacién Nucleofector 2b de Lonza.
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Otro método fisico es el de microinyeccién de DNA al interior de la célula. Este
meétodo consiste en integrar material genético directamente a la célula con ayuda
de objetos finos (capilares) y amortiguadores donde se encuentra suspendida la
muestra de interés (Shen et al., 1982). La desventaja que involucra esta
metodologia es que se necesita personal altamente entrenado debido a que el
método funciona transfectando una célula a la vez, por lo que no funciona para

realizar grandes comparaciones de resultados bioquimicos.

Métodos de transfeccidn en células de mamiferos

Método Utilidad Costo Facilidad2 Versatilidad®
Fosfato de Calcio Transitoria y estable + + ++
DEAE-Dextran Transitoria + + ++
Electroporacion Transitoria y estable +++ + +++
Microinyeccion Estable ++++ ++ + 4
Lipofectamina Transitoria y estable ++ + +++

a FaciIqudese refiere a la complejidad de la técnica; mayor nimero de cruces implica mayor
complejida

b Versatilidad, se refiere a la aplicabilidad de la técnica para distintos tipos de células en cultivo;
mayor numero de cruces indica mayor versatilidad.

Tomado y modificado de Ovidio & Portelles, 1997.

Existe un método que utiliza virus como vectores de clonacion para poder insertar
dentro de su genoma el gen deseado y posteriormente transfectarlo dentro de la
célula blanco. Aunque este ensayo es ampliamente utilizado para transfectar células
y que adquirir de forma estable el gen de interés debido a la naturaleza misma de
los virus debido a que pueden insertar su genoma en la célula blanco, existen
algunas desventajas entre las cuales destacan el tamafo y la naturaleza viral. Entre
los modelos ampliamente utilizados se encuentra el de adenovirus, debido a que
puede transfectarse con el células de forma transitoria y de forma estable (Gonzalez
& Vega, 2007)
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Planteamiento del problema:

Los neutréfilos son leucocitos que recientemente han sido detectados infiltrando a
muchos tipos de tumores. La evidencia clinica y la derivada de modelos animales
con cancer, sugiere que los neutrofilos pueden favorecer el crecimiento tumoral. Sin
embargo, desde hace muchos afos se sabe que los neutrdfilos pueden destruir a
algunas células tumorales. Para poder estudiar la capacidad citotoxica de los
neutrofilos frente a diferentes tipos de células cancerigenas, se requiere de un
método eficiente, rapido y econdémico. Debido a que el ensayo clasico de
citotoxicidad que utiliza radioactividad, y ésta en pruebas de laboratorio ha caido en
desuso, debido principalmente a los riesgos de seguridad y a su alto costo, en este
trabajo nos hemos planteado la posibilidad de implementar una técnica para medir
citotoxicidad, sin usar radioactividad, y que pueda acercarse a la sensibilidad del
método radiactivo. Para esto, se planted utilizar una enzima de facil deteccién y alta
sensibilidad como marcador de las células blanco. La enzima que se usara es la
luciferasa. Esta enzima es la responsable de generar luz en las luciérnagas. El gen
de la luciferasa (luc) se clonara en un plasmido que pueda ser transfectado a las
células de interés. En las células, la luciferasa se expresa y la intensidad de luz que
se genera es proporcional al numero de células. Entonces, en un ensayo de
citotoxicidad, la disminucion en la cantidad de luz que se detecte es indicativo de
que hay menos células y por tanto mayor actividad citotoxica de las celulas

efectoras, en este caso de los neutrofilos.
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Objetivos:

General:

Obtener un plasmido que pueda conferir a tres lineas celulares de cancer
(HeLa, K562 y THP-1) la capacidad de expresar la enzima luciferasa y al

mismo tiempo resistencia al antibidtico G418.

Particulares:

Realizar tinciones celulares con calceina utilizando como blanco las células
THP-1.

Identificar y optimizar las condiciones de transfeccion de las lineas celulares
tumorales HelLa, THP-1 y K562 usando el equipo Nucleofector™ 2b (Amaxa
Inc.).

Obtener el cDNA de la enzima luciferasa (luc) a partir de un plasmido
comercial

Clonar el cDNA Juc en un plasmido de expresion en células eucariontes, que
ademas contenga un gen de resistencia a un antibiético para poder
seleccionar las células.

Transfectar el plasmido que codifica para la enzima luciferasa y que confiere
resistencia al antibiotico G418 en células HelLa, K562 y THP-1.

Seleccionar las lineas celulares de cancer HeLa, THP-1 y K562 que expresen

de forma estable el plasmido que codifica el gen luc.
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Hipotesis:

Si el nuevo plasmido puede inducir la expresion de la enzima luciferasa, podra
también conferir resistencia al antibidtico G418, y permitira al mismo tiempo tener
tres lineas celulares de cancer que expresen de forma estable la enzima luciferasa,
entonces la cantidad de luz que se detecte en las células transfectadas sera

proporcional a la cantidad de células.
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Materiales y métodos:

Células:

La linea celular HeLa (carcinoma epitelial de cérvix humano) fue cultivada en
medio DMEM, con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y antibiético (ampicilina
100 pg/mL). Las lineas celulares THP-1 (monocitos de humano) y K562
(linfoblastos de humano) se cultivaron en medio RPMI, con 10 % de SFB y
antibiético (ampicilina 100 pg/mL) en matraces de 25 cm?, a 37 °C y en una

atmodsfera humeda con 5 % de COa.

Tinciéon con calceina:

Las células HelLa fueron despegadas de la base del matraz utilizando 0.25%
tripsina con EDTA 5 mM por 2 minutos. Las células se transfirieron dentro de
un tubo conico de 15 mL y fueron centrifugadas por 5 minutos a 1200 rpm,
se elimind el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en PBS a
razon de 1x10° cel/mL. La suspension celular fue colocada en un microtubo
de polipropileno de 1.5 mL y se centrifugdé a 5000 rpm durante 5 minutos en
una microcentrifuga. El sobrenadante se elimind y las células se
resuspendieron en 200 ul de PBS con 5 pg/mL de calceina. Las células se
incubaron a 37 °C durante 20 minutos con agitaciones suaves cada 5
minutos. Posteriormente, las células tenidas se lavaron tres veces con 1 ml
de PBS cada vez y resuspendidas en 200 yL de PBS.

La cantidad de fluorescencia emitida por las células se estimd colocando
cantidades diferentes de células realizando los calculos necesarios para
realizar las diluciones necesarias (100, 300, 500, 800, 1x103, 2.5x103, 5x103,
7.5x10% y 1x104, 2x104, 5x10%, 1x10°%, 2x10°%, 3x10% y 5x10%) en pozos de una
placa de 96 pozos y midiendo la fluorescencia con ayuda de un lector de
placas (Synergy HT BIOTEK) con un filtro de 490nm de excitacion y 520 mm

de emision.
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Obtencién del plasmido con el inserto luc:

Debido a que el plasmido pGL3-control contiene al gen que codifica para la
enzima luciferasa pero no posee un gen de resistencia a antibiédtico en
eucariontes (resistencia a neomicina o G418 como marcador de seleccion),
el fragmento que corresponde al gen luc se subcloné en el plasmido pcDNA
3.1/myc-His “A”. Para lograr obtener las cantidades adecuadas de los dos
plasmidos: pGL3-control (Promega Cat. E1751) y pcDNA 3.1/myc-His “A”
(Invitrogen), se realizé en primer lugar la transformacion de bacterias
Escherichia coli de la cepa DH5a por choque térmico con cada uno de los
plasmidos. Posteriormente se obtuvieron grandes cantidades de la bacteria
transformada y los plasmidos fueron purificados por MaxiPrep mediante la
utilizacion del kit QlAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen Cat. 12262).

El plasmido pGL3-control posee el gen luc y justo antes de la secuencia luc
se encuentra el sitio de restriccion para la enzima Hindlll (Promega Cat.
R6041) y al final de la secuencia luc se encuentra el sitio de restriccion para
la enzima Xbal (Promega Cat. R6181). Por lo tanto, mediante la utilizacion
de estas enzimas de restriccion se pudo extraer el fragmento perteneciente
al gen luc. El plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” posee un gen de resistencia
a geneticina por lo que fue utilizado como vector para lograr subclonar en

éste el gene luc.

Digestion de plasmidos:

La digestion del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” fue realizada por pasos. En
primer lugar, se digirid 10 ug de DNA con la enzima de restriccion Hindlll. Se
colocaron 10 ug de DNA dentro de un microtubo, se agregaron también 2 L
de buffer E (Promega Cat.R005) y 10 unidades de la enzima, H20 MiliQ libre
de DNAsas para completar un volumen final de 20 yL. La mezcla fue

incubada a 37°C durante 2 horas. Posteriormente la muestra fue corrida en
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un gel de agarosa de bajo punto de fusion y el DNA se purificé con ayuda del
Kit QIAEX Il Agarose Gel Extraction (Qiagen Cat. 20021). EI DNA fue
resuspendido en un volumen final de 15 yL. Una vez digerido con la enzima
Hindlll, el plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”, se digiri6 nuevamente ahora
agregando 2 pL de la enzima Xbal, a los 15 pL de la muestra anterior y 2 pL
mas de buffer D (Promega Ref. R0O04A). Posteriormente se incubd la muestra
a 37°C durante 2 horas. Al término de la incubacion se corrieron las muestras
en un gel de agarosa de bajo punto de fusion y las bandas fueron purificadas

con ayuda del kit mencionado anteriormente.

Para el caso del plasmido pGL3-control la digestién fue realizada con las
enzimas Hindlll y Xbal al mismo tiempo. En un microtubo de 1.5 mL se
colocaron 5 ug de DNA del plasmido pGL3-Control (por duplicado) y se
agregaron 2 uL del buffer MC (Promega Ref. R999A) junto con 1uL (10
unidades) de la enzima Hindlll, 1uL (10 unidades) de la enzima Xbal, y H20
MiliQ libre de DNAsas suficiente para obtener un volumen final de 20 uL. La
muestra fue corrida en un gel de agarosa de bajo punto de fusion, se
observaron las bandas mediante la utilizacion de una lampara UV vy
posteriormente fueron purificadas con ayuda del kit QIAEX Il Agarose Gel

Extraction.

Purificacion de los fragmentos obtenidos:

Después de digerir el plasmido pGL3-Control y el plasmido pcDNA 3.1/myc-
His “A” con las enzimas Hindlll y Xbal se procedi6 a correr en gel de agarosa
de bajo punto de fusion. Las bandas que coincidieron con el marcador de
tamano de 1500 pb (pertenecientes al gen luc) y de 5,500 pb (pcDNA
3.1/myc-His “A”) fueron cortadas con ayuda de una navaja nueva tratando
siempre de que fuera del menor tamafno posible y se colocaron dentro de
microtubos de polipropileno de 1.5mL. Posteriormente las bandas fueron

purificadas con ayuda del Kit QIAEX Il Agarose Gel Extraction de Qiagen.
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Los microtubos donde se colocaron las bandas de DNA en agarosa fueron
pesados con y sin ellas, se procedio a agregar 3 volumenes de buffer QX1
por cada 100 ug de agarosa con DNA (esto es 300 pyL de Buffer QX1 por
cada 100 pg de agarosa). Después se agregaron 30 uL de QIAEX Il
homogenizado previamente. La mezcla se incubé a 50°C por 10 minutos
resuspendiéndola con voértex cada 2 minutos. Posteriormente los tubos
fueron centrifugados a 10,000 x g (11,100 rpm en microcentrifuga Eppendorf
5415C) por 30 segundos. El sobrenadante se elimind y la pastilla fue
resuspendida en 500 pL de buffer QX1. El pellet fue lavado 2 veces con 500
ML de buffer PE cada vez. La pastilla se dej6é secar durante 30 minutos y se
eluy6 el DNA con 30 pL de H20 MiliQ libre de DNAsas incubando los tubos
a 50°C durante 5 minutos para el caso de las bandas pertenecientes al
plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” y durante 5 minutos a temperatura
ambiente para las bandas del fragmento que corresponde al gen luc.
Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 x g (11,100 rpm
Eppendorf 5415C) durante 2 minutos y el sobrenadante, conteniendo el DNA,

se transfirié a microtubos de polipropileno estériles y se congelé a -20°C.

Ligacion del plasmido con el gen luc:

Después de digerir el plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” con ayuda de las
enzimas Xbal y Hindlll se procedioé a la defosforilacién. Se agregdé 1uL de
fosfatasa alcalina (1 Unidad/uL, Roche Cat. 10 713 023 001) a cada tubo con
el plasmido digerido y purificado, se incub6é a 37°C durante 30 minutos.
Después de la incubacion se agregé 1uL mas de fosfatasa alcalina y la
incubacion se prolongé por 30 minutos mas. Al término de la defosforilacion

el gen luc fue ligado en el plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”.

La ligacion se realiz6 de la siguiente forma (se colocaron muestras por
duplicado): en un tubo de polipropileno de 1.5 mL se colocaron 1 uL de la
ligasa T4 (1Unidad/uL, Roche Cat. 10 481 220 001), 1 uL de buffer de ligacién
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(10x/uL Roche Cat. 10063220), 2 pL del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”
digerido, purificado y defosforilado y 2 uL del gen luc purificado. La muestra
se dejo incubando a temperatura constante de 16°C toda la noche (12 — 16

horas). El nuevo plasmido se nombré pcDNA 3.1/luc.

Transformacion de bacterias:

Las bacterias E. coli DH5a fueron transformadas mediante choque térmico,
colocando en un microtubo de 1.5mL 20uL de las bacterias (células
competentes seleccionadas con cloruro de rubidio) y 1 ug del plasmido de
interés (pcDNA 3.1/myc-His “A”, pGL3-Control y pcDNA 3.1/luc). Cada uno
de los tubos fue mantenido en hielo durante 30 minutos, posteriormente se
dio un choque térmico colocando las muestras en bafio maria a 42 °C durante
60 segundos. Después, a cada tubo se agregaron 100 uL de medio LB con
ampicilina (100 ug/mL) y los tubos se colocaron en un agitador a 37 °C y 220
rom durante 1 hora. Las bacterias transformadas fueron colocadas en una
placa de agar-LB con antibiético (ampicilina 100 ug/mL) por cada plasmido y
se mantuvieron en crecimiento a 37 °C dentro de una incubadora durante 24

horas.

Miniprep:

Una vez que las bacterias transformadas con el plasmido pcDNA 3.1/luc
crecieron sobre la placa de agar LB, se procedi6 a tomar las colonias de las
placas y se colocaron dentro de un tubo de vidrio para bacterias (por
separado) con 5 mL de medio LB con antibiético (ampicilina 100 ug/mL). Los
tubos se mantuvieron dentro de un agitador a 220rpm y 37°C entre 12 y 16
horas. Al término de la incubacion, el DNA se purificé utilizando el kit Wizard
Plus SV MiniPreps DNA purification system (Promega Cat. 1330), como se

describe a continuacion:
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1.5 mL del cultivo de bacterias se colocé dentro de 1 microtubo de 1.5mL, se
centrifugd a 10,000 x g (11,100 rpm Eppendorf 5415 C) durante 5 minutos y
se elimind el sobrenadante. Después se agrego 250 pL de la solucion de
resuspension a la pastilla celular. La muestra se homogenizé colocando los
tubos en el vértex durante algunos segundos, y posteriormente se afiadieron
250 pL de la solucion de lisis celular. El tubo se mezclo por inversion 4 veces
y se incubd a temperatura ambiente por no mas de 5 minutos. Después se
agregaron 10 pL de la solucion de proteasa alcalina y se incubé nuevamente
a temperatura ambiente por 5 minutos. Al término de la incubacion se
agregaron 350 pL de la solucion de neutralizacidon, se mezcld por inversion 4
veces y se centrifugd a maxima velocidad durante 10 minutos.
Posteriormente el sobrenadante se transfirio por decantacion a una de las
columnas del kit que se encontraba previamente montada sobre un tubo
recolector de 2 mL. El tubo se centrifugd a maxima velocidad durante 1
minuto a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante del tubo
recolector y se agrego a la columna 750 uL de la solucion de lavado, se
centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto y la columna fue lavada una
vez mas con 250 pL de solucion de lavado. El sobrenadante se descarto y la
columna se transfirid a un microtubo de 1.5 mL estéril, se afadieron 30 L
de H20 Mili Q y se centrifugd a maxima velocidad por 2 minutos para eluir el

DNA. EI DNA purificado fue congelado a -20 °C hasta su uso.

Maxiprep:

Se tomé una colonia de bacterias transformadas para el plasmido pGL3-
control, una colonia de las bacterias transformadas con el plasmido
pcDNAS3.1/myc-His “A”, y una colonia de las bacterias transformadas con el
plasmido pcDNA 3.1/luc. Cada una se colocé por separado en un tubo para
cultivo con 5 mL de medio LB mas antibiotico, se mantuvieron dentro de una

incubadora a 37 °C con agitacién a 220 rpm durante 4 horas. Pasado éste
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tiempo se transfirié a un matraz con 500 mL de medio LB con antibiotico, 37

°C con agitacién a 220 rpm durante 12 — 16 horas.

El cultivo con cada uno de los plasmidos se colocé dentro de 2 frascos (250
mL) para centrifuga (Beckman Coulter J2-21) utilizando el rotor JA-14, se
centrifugd a 6000 x g (6300 rpm) a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante
se elimind y la pastilla de bacterias se utilizé para purificar el plasmido,
usando el kit QI/Afilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen Cat. 12262), como se
describe abajo.

El método consiste en lisar las células con ayuda de un buffer, posteriormente
colocarlo en un cartucho de filtracion para posteriormente colocar el filtrado
dentro de otro cartucho de elusién previamente preparado y equilibrado con
un buffer.

Al iniciar la técnica se prepararon las columnas, al QIAGEN-tip se agregaron
10 mL de buffer QBT, se dejé que el buffer saliera de la columna por gravedad
y se procedié con la lisis celular. La pastilla de bacterias fue resuspendida en
10 mL de buffer P1 (buffer de resuspension), se afiadieron 10 mL de Buffer
P2 (buffer de lisis celular) y se mezclé por inversion hasta observar el cambio
total de coloracion blanco hacia azul y se dejé incubar a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Se afadieron después 10 mL del buffer P3
(buffer de neutralizacion) frio y se mezclé inmediatamente por inversién hasta
observar el cambio de coloracién a blanco, se tapo la boquilla del Q/Afilter
Cartridge y se coloco el contenido dentro del mismo sin insertar el émbolo.
Esto fue incubado a temperatura ambiente por 10 minutos, posteriormente
se coloco el embolo al filtro y se vacié el contenido dentro del QIAGEN-tip, la
columna fue lavada 2 veces con 30 mL de buffer QC (buffer de lavado) cada
vez. Al término de los 2 lavados se eluyd el DNA con 15 mL de buffer QF
(buffer de elusién) en un tubo para centrifuga de 50 mL. Se agregaron 10.5
mL de Isopropanol a temperatura ambiente y se centrifugé a 15,000 x g
(11,200 rpm) utilizando el rotor JA-20 en la centrifuga Beckman Coulter J2-

21, por 30 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se permitio la
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evaporacion del alcohol por 2 minutos, se agregaron 200 uL de H20 MiliQ
libre de DNAsas. Finalmente, el DNA fue cuantificado y congelado a -20°C

hasta su uso.

Electroforesis de DNA:

Las muestras digeridas de los plasmidos pGL3-Control y pcDNA 3.1/myc-His
“A” fueron corridas en un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X 45 minutos a
75 volts. Posteriormente las bandas de DNA fueron visualizadas en un equipo
Odissey CLx de LI-COR vy el software Image Studio. Se pudieron comparar
las muestras digeridas (DNA linealizado) con las que no (DNA super
enrollado).

Cuando las bandas de las muestras fueron observadas de forma lineal se
procedid a correr el contenido total de las muestras digeridas en agarosa de
bajo punto de fusion 1% en buffer TAE 1X por 45 minutos a 75 volts para
posteriormente realizar la purificacion con ayuda del kit QIAEX Il Agarose Gel

Extraction.

Optimizacion de la transfecciéon de células con GFP utilizando el

Nucleofector 2b (Amaxa Inc.):

En la transfeccién celular se utilizé el equipo Nucleofector 2b (Amaxa Inc.) y
la proteina verde fluorescente (GFP: Green Fluorescent Protein) para
encontrar el programa mas adecuado que tuviera el mayor porcentaje de
transfeccion. Para encontrar las condiciones mas adecuadas (programas de
transfeccioén) en las lineas celulares THP-1 y K562, se colocaron las células
suspendidas en medio de cultivo dentro de 1 tubo cénico de centrifuga de 15
mL (para cada linea celular). Las células HelLa fueron desprendidas de la
base del matraz agregando 2 mL de 0.25 % tripsina - EDTA al matraz de
cultivo. Este se colocé dentro de la incubadora a 37°C durante 2 minutos, se
agregaron después 2 mL de medio DMEM vy la suspension celular se tomo

para colocarla en un tubo conico de centrifuga de 15 mL.
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Las células en suspension fueron contadas en un hemocitometro y se
resuspendieron a razén de 1x107 células/mL en 100 puL de disolucion para
transfectar (PBS con CaClz2 1 mM, MgCl2 1 mM, Hepes 20 mM, KCI 10 mM,
glucosa 10 mM, Manitol 25 mM), se colocaron los 100 uL de la suspension
celular en un tubo de polipropileno estéril de 1.5mL, se agregaron 5 ug de
DNA. La mezcla se coloco dentro de una celda para electroporacion y se
insertd la celda dentro del equipo Nucleofector 2b, se seleccionaron los
programas para cada transfeccién. Una vez que el equipo transfecté las
células, se agregaron 500 uL de medio de cultivo fresco a la celda, se
tomaron las células y se afiadieron en uno de los pozos de una placa de
cultivo. Al término de las transfecciones la placa fue colocada dentro de una

incubadora en condiciones de cultivo.

Las células fueron observadas 24 horas después utilizando el microscopio
Olympus IX70, con ayuda de la lampara fluorescente y el filtro WB. Se
tomaron fotografias de las muestras y se contaron las células fluorescentes.
Posteriormente se utilizd la siguiente férmula para dar una aproximacioén de

la eficiencia de transfeccion:

células fluorescentes

Eficiencia de transfeccion = —
células totales por campo

Transfeccion con el pldsmido recombinante pcDNA3.1/luc:

Las células HeLa, THP-1 y K562 fueron utilizadas para transfectar el
plasmido recombinante pcDNA3.1/luc con los programas anteriormente
probados. Se tomé un matraz de 25 cm? por cada transfeccién y se le agrego
2 mL de medio de cultivo fresco, se colocoé dentro de una incubadora y se

procedié a transfectar las células por duplicado siguiendo la metodologia
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anteriormente descrita. Para demostrar que la transfeccion y funcionalidad
del plasmido pcDNA 3.1/luc fueron exitosas se colocaron como control
negativo 1x108 células HelLa, THP-1 y K-562 en las mismas condiciones de
transfeccion sin plasmido. Como control positivo se trataron 1x108 células de
cada linea celular con 5 ug del plasmido pGL3-control.

Posteriormente después de la transfeccion, las células fueron mantenidas en
condiciones de cultivo durante 24 horas. Una vez pasadas 24 horas, se
tomaron las células de uno de los duplicados para realizar un ensayo de
luciferasa. A las células correspondientes al otro duplicado se les reemplazé
el medio de cultivo con 2 mL de medio fresco que contenia 500 ug/mL de
G418. Las células se mantuvieron en cultivo cambiando el medio cada 3 dias
hasta el dia 14.

Ensayos de luciferasa:

24 horas después de la transfeccion, en un tubo de polipropileno nuevo de
1.5 mL se colocaron 100,000 células por cada linea celular, después se
centrifugaron a 8165 x g (10,000 rpm Eppendorf centrifuge 5415c) durante 5
minutos. El sobrenadante se elimind y se agregaron 50 pL de buffer de lisis
(Trizma Base 25 mM, Tritén X-100 1 %, EDTA 2 mM, DTT 1 mM, pH= 7.8).
Las células se incubaron en hielo 10 minutos, después fueron centrifugadas
a 16004 x g (14,000 rpm) durante 2 minutos, el sobrenadante se colocé
dentro de un tubo para FACS (tubos de polipropileno de 12x75mm).
Posteriormente se agregaron 100 pL de buffer de reaccion (acido
nitrilotriacético 30 mM, ATP 3 mM, sulfato de magnesio 15 mM, DTT 10 mM,
pH 7.8) y 50 uL de D-luciferina 250 uM (pH 6.2-6.7). Inmediatamente después
se procedi6 a medir durante 40 segundos la emision de luz en un
lumindmetro Monolight 2010. Los resultados obtenidos por el quipo equivalen

a unidades arbitrarias de luz.
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- Conservacion de las células transfectadas

Las células que son transfectadas con el plasmido pcDNA 3.1/luc y que
generan buenos resultados en el ensayo de luciferasa se mantendran en
condiciones de cultivo por 20 dias. EI medio de cultivo para la linea celular
Hela sera reemplazado por medio fresco 500 ug/mL de Geneticina, cada 3
dias, mientras que para las células THP-1 sera reemplazado cada 4 dias y

para las células K562 cada 5 dias.
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RESULTADOS:

Deteccion de células con calceina:

La calceina es un colorante que al ingresar a las células y por accion necesaria de
las enzimas esterasas es transformada para poder emitir luz, existen diversas
metodologias para saber si una célula blanco ha sido lisada (actividad citotoxica)
por accion de células efectoras, entre ellas se encuentra el ensayo de liberacion de
cromo radioactivo y ensayos en los que se mide la actividad de los genes reporteros,
por ello se probd en primer lugar si el método de tincion celular utilizando calceina
era lo suficientemente sensible para medir diferencias entre diversas cantidades de
células. Células HelLa y K562 se tifiileron con calceina y se colocaron en cantidades
crecientes en pozos de una placa de 96-pozos.

La intensidad de fluorescencia emitida por las células se midid6 con un lector de
placas. Entre cero y mil células, la fluorescencia fue aproximadamente la misma
(Figura 7). La fluorescencia se detecto a partir de 5,000 células para HelLa y s6lo
después de 300,000 células para K562 (Figura 7). Esto significa que la fluorescencia
emitida por calceina y detectada con el lector de placas, no fue lo suficientemente
diferente entre numeros de células bajos. Los resultados indican que éste método
no puede discriminar entre cantidades pequenas de células, como las empleadas
en los ensayos de citotoxicidad mediante la metodologia de cromo radiactivo. Por

lo que el método de calceina no es adecuada para marcar a las células blanco.
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Figura 7. Células HelLa y K562 que fueron tefidas con calceina. Cantidades
crecientes de células se colocaron dentro de los huecos de una placa de 96 pozos

y la fluorescencia emitida se detect6 con un lector de placas.

Dado lo anterior se decidioé probar un método enzimatico, puesto que en la literatura
se ha reportado que una pequefia cantidad de enzima es capaz de catalizar

producto y por tanto se puede medir con facilidad.

Para evaluar la sefial generada por la enzima luciferasa, se realizé la transfeccion
de células HeLa con el plasmido pGL3-Control, que codifica para la enzima
luciferasa. Se utilizaron dos programas O-005 y 1-013 del Nucleofector. 24 horas
después de la transfeccion, cantidades crecientes de células se lisaron para medir
la actividad de la luciferasa. Observando que existe una sefial adecuada de luz a

partir de 500 células (Figura 8).
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Figura 8. Células Hela transfectadas con el plasmido pGL3-Control utilizando los
programas O-005 y 1-013 del Nucleofector. Cantidades crecientes de células se
usaron para medir la actividad de luciferasa. La cantidad de luz se reporta en

unidades relativas de luz (RLU: relative light units).

Cuando se realiza un ensayo de transfeccion, no todas las células adquieren el
plasmido. La eficiencia de transfeccion se refiere al numero de células a las que
puede introducirse el plasmido. Para estimar la eficiencia, se repitio la transfeccion
utilizando los mismos programas del Nucleofector, pero ahora utilizando un
plasmido que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP). Las células que
incorporen el plasmido y que sinteticen la proteina ahora se haran visibles mediante

la utilizacion de un microscopio de fluorescencia. Al colocar las células transfectadas
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y que expresan GFP al microscopio se pudo observar que la cantidad de células

fluorescentes era extremadamente baja (Figura 9).

Figura 9.

Las células se observaron en A) campo claro y en B) fluorescencia 24 horas

después de la transfeccion.

La eficiencia de transfeccion resulté menor del 1 %. Aun con esta eficiencia de
transfeccion tan baja, se obtuvo una sefal adecuada al medir la luciferasa. Esto
significa que la sefial que detectamos en 500 células en realidad provenia de unas
5 células expresando el gen luc. Por tanto, las células blanco que expresan
luciferasa si pueden ser usadas en un ensayo de citotoxicidad. Entonces, nos
dedicamos a preparar un plasmido que codificara para el gen luc y al mismo tiempo
un gen de resistencia, lo que permitiria seleccionar sélo a aquellas células positivas
para el plasmido. Al mismo tiempo se busco mejorar la eficiencia de la transfeccion

probando otros programas del Nucleofector.

Construcciéon del plasmido pcDNA3/luc:

Para construir el plasmido con el gen luc y resistencia a neomicina, se usaron los
plasmidos pGL3-Control, que codifica para luciferasa y pcDNA 3.1/myc-His “A”, que

es plasmido con el gen de resistencia al antibidtico geneticina y un sitio de clonacion
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multiple donde se puede insertar el gen /luc. Cada uno de estos plasmidos se
transformé en bacterias de E. coli DH5-a competentes (Figura 10) y a partir de ellas

los plasmidos se purificaron en grandes cantidades usando un ensayo de maxiprep.

A B

X ~

Figura 10. Bacterias de E. coli DH5a transformadas con A) pcDNA 3.1/myc-His “A”
o con B) pGL3-Control.

El DNA obtenido se utilizé para realizaron las digestiones de restriccion de ambos
plasmidos. El plasmido pGL3-Control, digerido con las enzimas Hindlll y Xbal liberd
un fragmento aproximado de 1700 pb correspondiente al gen de luciferasa luc
(Figura 11).
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Figura 11. Plasmido pGL3-Control. En los pozos 1,2,3 y 4 se observa el plasmido
pGL3-Control digerido con las enzimas Hindlll y Xbal, puede observarse en cada
uno de éstos pozos una banda que corresponde al gen luc que se encuentra

cercano a los 1,500 pb de acuerdo al marcador de tamanio utilizado en el pozo 15.

El plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” también fue digerido con las dos enzimas Hindlll
y Xbal (Figura 12). El plasmido digerido se ve linearizado en un gel de agarosa con
un tamano de 5.5 kpb. El fragmento del gen luc y el plasmido pcDNA 3.1/myc-His
“A” digerido fueron purificados como para realizar posteriormente la ligacion del

fragmento que codifica para el gen luc dentro del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”.
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Figura 12. Doble digestion del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” con las enzimas
Hindlll y Xbal. En los pozos 1y 4 se observa el marcador de tamafio, mientras que

en los pozos 2 y 3 puede apreciarse el plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” digerido.

Obtencion del plasmido con el inserto del gen luc:

El fragmento del plasmido correspondiente al gen luc y el plasmido pcDNA 3.1/myc-
His “A” digeridos y purificados se mezclaron en varias proporciones moleculares
1:3, 1:5y 1:9 de vector:inserto. El producto de la ligacién se transformo en bacterias
y se cultivaron por 24 h. La proporcion 1:9 fue la unica en funcionar ya que en la
placa donde se colocaron bacterias con ésta proporcion pudieron apreciarse
algunas colonias de bacterianas. Se tomaron algunas colonias de bacterias y se

pusieron a crecer para después purificar el plasmido por miniprep.
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Después de obtener el DNA del plasmido pcDNA 3.1/luc, éste fue digerido solo con
una enzima de restriccion (Hindlll) para linearizarlo. El plasmido procedente de las
colonias 1 y 2 mostré un tamano similar al del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”
(Figura 13). En cambio, el plasmido proveniente de las colonias 3 y 4 mostré un
tamafo mas grande que el del plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A” (Figura 13). El
plasmido de estas colonias tiene un tamafo cercano a 8000 pb, lo cual indica que
el fragmento perteneciente al gen luc fue ligado exitosamente dentro del plasmido

pcDNA 3.1/myc-His “A”. Este nuevo plasmido se nombré pcDNA 3.1/luc (Figura 14).

Figura 13. DNA de colonias aisladas de bacterias E. coli DH5a transformadas con
el producto de la ligacién fueron crecidas y el plasmido correspondiente purificado
por Miniprep. EI DNA correspondiente al plasmido de cuatro colonias (carriles 3, 4,
5y 6) fue digerido con Hindlll para linearizarlo y corrido en un gel de agarosa. El

plasmido pcDNAS3.1/myc His linearizado (carril 2) se corrié en el mismo gel.
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Figura 14. Mapa del plasmido pcDNA 3.1/luc (7.2 kb)

Comprobacion de ligacidon por ensayo de restriccion:

Con el propodsito de confirmar que el nuevo plasmido efectivamente contenia el
fragmento /uc, el plasmido pcDNA 3.1/luc se digirié con las dos enzimas de
restriccion Xbal y Hindlll. Esto generé dos bandas de DNA, una de un tamafo

cercano a 5000 pb y la otra de una tamafio aproximado a 1500 pb. La banda de
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mayor tamafno corresponde al plasmido vacio original y la banda de menor tamafio
es el fragmento con el cDNA de luc (Figura 15). Lo anterior muestra que el fragmento

luc fue ligado exitosamente al plasmido pcDNA 3.1/myc-His “A”.

Figura 15. Digestion del nuevo plasmido pcDNA3/Iuc. El plasmido pcDNA 3.1/myc-
His “A” sin digerir (carril 2), o digerido sélo con la enzima Xbal para linearizarlo (carril
4) y el plasmido pcDNA 3.1/luc digerido con las enzimas Xbal y Hindlll (carril 3) se
separaron por electroforesis en gel de agarosa. Los marcadores de tamafno estan

en los carriles 1y 5.

Optimizacion del método de transfeccion:

Como se menciond previamente, la eficiencia de transfeccion de las células fue muy
baja, cuando mucho 1 % para las células HeLa (Figura 16), las células K562 (Figura
17) y las células THP-1 (Figura 18). Para poder obtener una mayor eficiencia de

transfeccion, se probaron multiples programas sugeridos por el fabricante, en el
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Nucleofector. Para poder estimar la eficiencia rapidamente, nuevamente se utilizé

un plasmido que codifica para la GFP.

Figura 16. Células HelLa transfectadas con 5 ug de plasmido GFP y el programa I-
013 del Nucleofector. Las células se observan al microscopio en A) campo claro y

en B) fluorescencia, 24 h después de la transfeccion.
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Figura 17. Células K562 transfectadas con 5 ug de plasmido GFP y el programa T-
003 del Nucleofector. Las células se observan al microscopio en A) campo claro y

en B) fluorescencia, 24 h después de la transfeccion.
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Figura 18. Células THP-1 transfectadas con 5 ug de plasmido GFP y el programa
Y-001 del Nucleofector. Las células se observan al microscopio en A) campo claro

y en B) fluorescencia, 24 h después de la transfeccion.

Para la linea celular HelLa se utilizaron 8 programas: 1-013, U-030, A-024, X-001, U-
023, U-013, P-022, T-024. El programa U-023 dio la mejor eficiencia de transfeccion,
8 % (Figura 19). Igualmente, para la linea celular THP-1 se utilizaron 16 programas:
V-001, Y-001, T-020, T-001, O-017, T-005, T-016, U-015, S-004, U-002, U-020, O-
020, C-005, U-016, A-030, Y-010. EIl programa T-020 dio la mejor eficiencia de
transfeccion, 9 % (Figura 20). Para la linea celular K562 s6lo se utilizé el programa
T-003.
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Figura 19. Células Hela transfectadas con GFP utilizando el programa U-023 del
Nucleofector. Las células se observaron al microscopio fluorescente 24 h después
de la transfeccion. Las células que adquirieron el plasmido fluorescen y se ven
blancas en la fotografia y las células no transfectadas se ven grises (células no

fluorescentes).

Figura 20. Células THP-1 transfectadas con GFP utilizando el programa T-020 del
Nucleofector. Las células se observaron al microscopio fluorescente 24 h después
de la transfeccion. Las células que adquirieron el plasmido fluorescen y se ven
blancas en la fotografia y las células no transfectadas se ven grises (células no

fluorescentes).

Transfeccidn de las células con el plasmido pcDNA 3.1/luc:

Después de encontrar los programas del Nucleofector que permiten una mejor
eficiencia de transfeccion, se procedié a realizar transfecciones de las lineas

celulares utilizando el plasmido pcDNA 3.1/luc.

Las células THP-1 y HelLa se transfectaron con 5 pg del mismo del plasmido pcDNA

3.1/luc y después de 24 horas, se tomaron 50,000 células para medir la luciferasa.
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En células que no recibieron el plasmido la intensidad de luz fue menor a 200
unidades relativas de luz (Figura 21). En cambio, las células transfectadas con el

plasmido dieron una sefal muy fuerte de luz (Figura 21).

Figura 21. Resultados de un ensayo de luciferasa, utilizando células THP-1 y HelLa
transfectadas por separado con el plasmido pcDNA 3.1/luc. Después de la
transfeccion las células se cultivaron por 24 horas y la actividad de luciferasa se

midié en 50,000 células.
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Debido a que no todas las células son transfectadas, la sefal de luciferasa en
realidad proviene de solo una fraccion de las células. Tomando en cuenta que la
eficiencia de transfeccién es de 8 % para células HeLa y de 9 % para células THP-
1, la sefal de luciferasa que se detectd en realidad proviene de unas 4000 células.
Entonces cuatro células daran una sefial que es cuatro o cinco veces mas grande
que la basal. Por tanto, las células marcadas con luciferasa pueden ser detectadas
con facilidad en pequefios numeros, como los que se requieren en un ensayo de

citotoxicidad.

Obtencidn de lineas celulares gue expresen constitutivamente luciferasa:

Las células HelLa, THP-1 y K562 fueron transfectadas con el plasmido pcDNA
3.1/luc, utilizando los programas del Nucleofector seleccionados y mencionados
anteriormente. Las células fueron mantenidas en cultivo y en presencia del
antibiético G418. Estas células se encuentran ahora en cultivo celular. Las células
que sobreviven al antibidtico son las positivas para la expresion del gen de
resistencia y también positivas para la expresion de la luciferasa. Cuando todas las
células en cultivo sean positivas para luciferasa, éstas se guardaran en congelacién

y podran usarse para los ensayos de citotoxicidad.
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Discusion:

Las técnicas desarrolladas en décadas pasadas para medir citotoxicidad celular
estan perdiendo poco a poco su utilidad a pesar de que en su momento fueron muy
usadas en distintas areas de la investigacion. El desuso obedece al elevado costo
del material radiactivo y a la falta de equipo en muchos laboratorios para poder

detectar la radioactividad.

El método planteado durante éste trabajo resuelve el problema de utilizar equipo y
material radioactivo en ensayos de citotoxicidad. Las células blanco se pueden
marcar con la expresion de una enzima de facil medicion y que proporcione sefales
fuertes, aun con numeros pequefios de células. La enzima que se selecciond es la
luciferasa. Esta enzima es la que produce luz en las luciérnagas, cuando actua
sobre su sustrato la luciferina (McCutcheon et al., 2015; de Wet et al., 1987). El gen
de la luciferasa (luc) se ha clonado y se puede expresar en células eucariontes con
facilidad. La actividad de la luciferasa se puede medir detectando la cantidad de luz
que se genera al reducir a la luciferina, el sustrato de la enzima luciferasa. Debido
a que se trata de un método enzimatico y el producto de la reaccion, puede medirse
en cantidades muy pequenas, la sensibilidad del método aumenta y puede llegar a
ser comparable a la que se tiene con el método que utiliza cromo radioactivo.
Ademas, el gen de la enzima luciferasa puede transfectarse en diferentes lineas

celulares, dando versatilidad al ensayo de citotoxicidad.

El primer paso en este trabajo fue la construccion de un nuevo plasmido que
contiene el gen luc y también un gen de resistencia a neomicina, para poder
seleccionar posteriormente en cultivo a las células transfectadas. El gen luc se
obtuvo de un plasmido comercial pGL3-Control que dirige la expresion del gen luc,
pero que no contiene un gen de resistencia. El gen luc se clon6 entonces en el
plasmido pcDNA 3.1/myc-His que contiene el gen de neomicina y ademas un sitio
de clonacién multiple donde éste se pudo insertar facilmente. El nuevo plasmido
denominado pcDNA3.1/luc, permite eficientemente expresar luciferasa en las

células transfectadas.
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Durante éste trabajo se utilizd la técnica de transfeccion por electroporacion con el
equipo Nucleofector para introducir el plasmido pcDNA3.1/-luc en diferentes lineas
celulares de cancer. Este método de transfeccion resulta en un mayor porcentaje
de células transfectadas cuando se trata de lineas celulares que crecen en
suspension. Existen metodologias que no utilizan corriente eléctrica para poder
introducir material genético exdgeno a la célula. Sin embargo, el equipo
Nucleofector tiene un alto indice de éxito en diversas lineas celulares, tanto para
células que crecen en suspension como para células que crecen adheridas al

sustrato.

Para encontrar el programa del equipo Nucleofector que diera la mejor eficiencia de
transfeccion, se utilizd6 un plasmido que dirige la expresion de la proteina verde
fluorescente. De esta forma las células positivas pueden verse y cuantificarse
facilmente con un microscopio de fluorescencia. De este modo se seleccionaron los
programas que dieron una eficiencia de transfeccion cercana al 10 %. Con estos
programas se transfectaron las células THP-1 (leucemia monocitica, que crece en
suspension) y HelLa (carcinoma epitelial, que crece adherida) con el nuevo plasmido
pcDNA3.1/luc. En estas condiciones se encontré que 50,000 células transfectadas
dieron una sefial muy alta de luz (entre 600,000 y 800,000 unidades relativas de
luz). Considerando que so6lo el 10 % de las células fueron transfectadas, esto quiere
decir que 5 células dan una sefal de tres a cuatro veces sobre el valor basal del

ensayo (200 unidades de luz). Por tanto, la sensibilidad del método es muy buena.

Para poder implementar el ensayo de citotoxicidad se requiere que todas las células
expresen la luciferasa. Esto se lograra, selecionando sélo a las células positivas. Ya
que el plasmido pcDNA3.1/luc también confiere resistencia al antibiético G418, las
células en cultivo seran todas positivas a la expresion de la luciferasa. Las células
transfectadas se encuentran ahora en cultivo en presencia del antibiotico G418. En
cuanto se logre establecer la linea celular que establemente exprese la luciferasa,

se podra implementar el ensayo de citotoxicidad usando numeros pequeinos de

Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM

53



células blanco. Los resultados de esta tesis indican que faciimente se podran
detectar hasta un minimo de cinco células por ensayo. Cabe mencionar que en las
células K562 solo se utilizd un programa de transfeccién debido a problemas
durante el cultivo de ésta linea celular por lo que podria existir un programa distinto
al mencionado en la metodologia que funcione con un porcentaje aceptable de
eficiencia utilizando el mismo buffer de transfeccion que en las células K562 y THP-
1.

Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM

o4



Conclusiones:

El plasmido obtenido en este trabajo puede ser utilizado para transfectar al menos
tres lineas celulares sin embargo, de encontrarse los programas adecuados no
puede descartarse la posibilidad de que pueda hacerse en un amplio numero de
lineas diferentes, se demostré también que funciona debido a que mostrd ser

eficiente al medir la emisién de luz por parte de células que expresan esta enzima.

Se construyd exitosamente un plasmido (pCDNAS3.1/luc) capaz de expresar
luciferasa y contener genes de resistencia para antibiticos en bacterias y lineas
celulares neoplasicas. Se pudo observar que al medir la luz que emiten las células

transfectadas con el plasmido pcDNA 3.1/luc.

Los programas encontrados para las lineas celulares mostraron tener una eficiencia
aceptable, debido a que el plasmido posee un gen de resistencia al antibidtico y las
células que resultan ser positivas a la transfeccion pueden recuperarse vy proliferar
en el medio de cultivo con ese antibidtico.

El empleo del equipo Nucleofector fue efectivo para transfectar las lineas celulares
de leucemia (THP-1) y cancer de mama (Hela), la transfeccion con éste equipo
mostro una eficiencia aceptable (aproximadamente del 10%), es factible optimizar

esta eficiencia.

Las células blanco se pueden marcar con la expresion de una enzima de facil
medicidn y que proporcione sefiales fuertes, aun con numeros pequenos de células.
Las células transfectadas expresaron el gen luc y se pudo cuantificar la emision de

luminiscencia.
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