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RESUMEN

La terapia génica es una estrategia terapéutica que se basa en modificar el patrimonio
genético de determinadas células somaticas mediante la administracion de secuencias de
acidos nucleicos (transfeccion celular). El objetivo es tratar enfermedades tanto de origen
hereditario como adquirido. EI ADN puede ser introducido en el paciente mediante
métodos fisicos que provoquen la formacion de poros en la membrana celular. Uno de estos
métodos son las ondas de choque, las cuales son frentes de alta presion que pueden
concentrarse en regiones definidas de un tejido, o aplicarse a células en suspension. Sin
embargo, aunque se sabe que las ondas de choque inducen permeabilidad transitoria y
transfeccion de células humanas, la generacion de poros en la membrana celular no ha sido

documentada.

Se sabe que el principal fendmeno involucrado en la permeabilizacién de células por ondas
de choque es la cavitacion acustica, que consiste en la expansion, oscilacion y colapso de
burbujas de gas microscopicas en un medio acuoso, incluyendo tejidos. Este fenomeno es
acompanado por la generacion de ondas de choque secundarias y la formacion de microjets
de fluido a muy altas velocidades, a los cuales se les atribuye el efecto permeabilizante. Las
denominadas ondas de choque tdndem, consisten en dos frentes de choque generados con
una separacion temporal de 50 a 950 microsegundos de manera que aumenta la energia del

colapso de las microburbujas y, consecuentemente, la emision de microjets.

El propésito del presente trabajo fue analizar la permeabilizacion y la ultraestructura de dos

lineas celulares humanas ante distintos tratamientos con ondas de choque, documentando a



la vez la supervivencia celular. Se utilizaron células HEK 293 y células MCF-7; y un
generador de ondas de choque de tipo piezoeléctrico, adaptado para el tratamiento con
ondas de choque convencionales y ondas de choque tandem de viales con suspensiones
celulares a una temperatura de 37 °C. La permeabilizacion y transfeccion celulares fueron
monitoreadas con ayuda de marcadores y proteinas de expresion fluorescentes, a través de
microscopia confocal de fluorescencia, citometria de flujo asistida por fluorescencia y

microscopia electronica de barrido.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Transfeccion de células eucariotas

Se denomina transfeccion celular al proceso de introduccion de ADN (acido
desoxirribonucleico) foraneo en células con la finalidad de que sea incorporado por éstas.
En la actualidad, la dotacion genética de una célula puede ser modificada mediante la
introduccion de un gen normal en un organismo diana que sustituya al gen defectuoso en su
funcién; es lo que se denomina terapia génica [1]. La terapia génica consiste en utilizar
ADN codificante como un farmaco, es decir, la transfeccion de un gen terapéutico a células

diana [2]. En funcion de la estrategia aplicada, la terapia génica puede clasificarse en:

1. Terapia génica in vivo (Figura 1-1a): agrupa las técnicas en las que el material
genético se introduce directamente en las células del organismo, sin que se produzca
su extraccion ni manipulacion in vitro.

2. Terapia génica ex vivo (Figura 1-1b): comprende todos aquellos protocolos en los
que las células a tratar son extraidas del paciente, aisladas, crecidas en cultivo y
sometidas al proceso de transferencia in vitro. Una vez que han sido efectivamente

transducidas, se expanden en cultivo y se introducen de nuevo en el paciente.

Terapia Génica

pacients

a 3 b .
) In vivo ) Ex vivo
Transgene ~0 Transgens Q
teraputico teraputico
Eltransgens . = Eltransgens
s terapduticose | ° = ' - .‘ _ terapéuticose
r =r-.pa-:.;-=ta enun ¢ = =r~fpe-:.;-:-za enun
a \—ct:rl-- @ R vector de liberacion
¥ liberacidn - = 5 Yo -
5 L O e
2 =
D®
: =3
I Organo diana : transg - r-_
..yseinsertza (8. r‘a ) erapéutico 52
ntroduce en una .

V& ) célula de liberacion,
4 como las células
us 2 menudo Lz c2luizs modificadas
[ X gendticamente (g). cilulas
madre) se multiphican en &
aboratoro

Figura 1-1. Terapia génica a) In vivo b) Ex vivo [3].
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Otra variante de la terapia génica es el silenciamiento génico, que consiste en la
introducciéon de 4cidos nucleicos no codificantes que inducen especificamente la
degradacion de un ARN mensajero (ARNm) meta en un sistema celular. De esta manera se

“silencia” el gen afectado.

La informaciéon que se tiene sobre genomas y procesos celulares hasta ahora, podria
permitir que este tipo de terapia tratara enfermedades causadas por mutaciones genéticas,
pero también enfermedades complejas, tales como el cancer, enfermedades cardiacas e

incluso algunas enfermedades infecciosas como el SIDA [4].

El ADN no se inserta espontaneamente en las células. Para administrar el gene exdgeno o
transgene a las células se recurre a distintos métodos, que pueden clasificarse en dos

categorias:

o Los vectores virales; en este caso, el casete de expresion terapéutica se integra en el
genoma de un virus recombinante.

e Los métodos no virales, que incluyen lo vectores quimicos del ADN vy las técnicas
fisicas de administraciéon del ADN. En estos métodos, un plasmido producido por

una bacteria porta el casete de expresion terapéutico.

Pese al niimero creciente de ensayos clinicos, se sabe que el factor limitante del desarrollo
de la terapia génica in vivo es la falta de vectores de liberacion de ADN para que las
técnicas de administracion sean lo suficientemente seguras y ejecutables [2]. Ademads, para
que los genes insertados sean expresados, los 4cidos nucleicos se deben estabilizar de modo
que puedan pasar sin degradarse por los cambios de pH, las proteasas y nucleasas y la
opsonizacidon (marcaje de un patdgeno para su ingestion y destruccion por un fagocito)
presentes en el ambiente extracelular [5]. Después de esto, los acidos nucleicos deben
asociarse con la membrana celular y cruzar la membrana plasmatica ya sea por penetracion,

interaccion electrostatica, adsorcion o por unién de un receptor mediado por ligando.

Hasta ahora, el método mas eficaz para introducir ADN en células eucariotas es el uso de
virus (Figura 1-2). Sin embargo, aunque los virus son manipulados para eliminar genes de
virulencia ya descritos, la falta de control sobre el genoma completo ha ocasionado efectos

secundarios en el humano que han llegado a causar la muerte del paciente [4]. La mayor

2
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preocupacion con respecto a la seguridad de los vectores virales es su toxicidad, su
inmunogenicidad y la oncogénesis derivada de la mutagénesis de insercion. Ademas, los
vectores virales contienen secuencias de tamafio restringido, su ingenieria es laboriosa y

costosa, y su efectividad podria verse limitada en distintos tipos de células.

Aunque los métodos no virales no presentan los mismos problemas asociados, sus eficacias
son menores. Sin embargo, altas dosis de vectores quimicos pueden ser toxicas
especialmente en células sensibles y se ha demostrado que las células primarias, las células
progenitoras y las células madre muestran una mayor resistencia a ser transfectadas.
Dentro de los vectores quimicos se encuentran los lipidos catidonicos, polimeros catiénicos
y péptidos que penetran la célula y que pueden ser dirigidos a células especificas de manera

local o sistémica (Figura 1-2).

<\
Virus
-Liberacién en células

(T/V)

“Vacunacién (IM)

i~
-

Plasmido Método fisico

- Liberacién de &j. electroporacién
plésmido en células+ O
“Vacunacién Método guimico

& i_omas

Figura 1-2. Métodos viral y quimico de introduccion de ADN en células eucariotas. [6]

Los métodos fisicos (Figura 1-3) han demostrado ser efectivos en la transfeccion de células
eucariontes tanto in vitro como ex vivo ¢ in vivo. Esto puede deberse en parte a que estos
métodos tienden a forzar a los acidos nucleicos al citoplasma o al nucleo. Sin embargo,
enfrentan limitaciones distintas a las de los métodos quimicos. Dependiendo del método
utilizado, la célula puede presentar algiin trauma e iniciar mecanismos de apoptosis por lo
que existe una tendencia a mostrar viabilidades celulares bajas y se tiene el riesgo de que la
invasion fisica pueda causar senescencia celular (respuesta al estrés y dafio ocurrido en una

célula) lo que podria influenciar negativamente el fenotipo de la célula. Estas técnicas se

3
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basan en la capacidad de generar poros momentaneos en la membrana celular cuando las
células son sometidas a grandes cantidades de energia de manera localizada. Entre estas
técnicas se encuentran la electroporacion, la sonoporacion, la biobalistica, el ultrasonido, la

irradiacion con laser y las ondas de choque, entre otras [7].

w_(_.-?z:‘

Nicleo ADN plasmidico

Pipeta de sujecidn Célula hospedera S S o
a) Microinyeccion

Dispositivo de liboracién

1=V/R '*~-J3d>dlm

bad b

\ A ion : 4
Haz de laser .
Célula diana [ ]

continuo usado para
~.d) Iradiacién por laser

inmomnlzar la célula

e) Sonopo

Figura 1-3. M¢étodos fisicos de transfeccion. a) Microinyeccion: se utilizan microagujas
para liberar ADN en el nucleo celular. b) Electroporacion: se aplica una corriente a través
de las células o tejidos para hacer a las membranas celulares permeables a ADN exo6geno.

c) Biobalistica: el ADN plasmidico se mezcla con particulas de oro o tungsteno de un rango
de tamafio nano a micro métrico. d) Irradiacion por laser: se hace una perforacion de alta
precision en una célula en cultivo o tejido con un haz de luz laser. €) Sonoporacion: se
utilizan frecuencias ultrasénicas para inducir la cavitacion de microburbujas que crean
poros en c€lulas en cultivos celulares o en tejidos [7].
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1.2 Ondas de choque

Las ondas de choque son el resultado de la liberacion repentina de energia mecanica,
eléctrica, quimica o nuclear en un espacio limitado y se definen como una discontinuidad
en la que existe un cambio repentino de presion, densidad, temperatura, entropia y
velocidad de la particula. Se consideran ondas mecéanicas debido a que son perturbaciones
que se propagan por la materia. Las variaciones del medio producen el desplazamiento de
las moléculas que lo forman. De manera simplificada, puede pensarse que cada molécula
transmite la vibracion a las que se encuentren en su vecindad, provocando un movimiento
en cadena, similar a lo que sucede con el sonido. En ese caso la propagacion del
movimiento de las moléculas del medio produce en el oido humano una sensacion descrita
como sonido. En la atmosfera, las ondas de choque pueden producirse cuando se detona
material explosivo, cuando estalla un reldmpago o cuando los aviones rompen la barrera del

sonido. Pueden transmitir energia desde el lugar de su generacion hasta areas distantes.

Las ondas de choque comparten caracteristicas con el ultrasonido, sin embargo, difieren de
este por tener amplitudes de presion mas elevadas. Una onda de choque es una onda de alta
energia que consiste en un solo pico de compresion con un tiempo de ascenso sumamente
corto (nanosegundos) y una declinacion gradual (microsegundos), pasando por una fase de
rarefaccion o tension. El ultrasonido se caracteriza por compresiones y rarefacciones
alternadas, esto es, una onda sinusoidal o un tren de pulsos modulado con una frecuencia
definida. En las Figura 1-4 Figura 1-5 se muestran las diferencias entre una onda de choque
y una onda ultrasonica. Mientras el ultrasonido tiene una frecuencia caracteristica, las ondas

de choque se componen de un espectro de frecuencias muy amplio [8].

Durante la Segunda Guerra Mundial se observaron cuerpos de naufragos con dafio interno
en los pulmones debido a explosiones de bombas marinas, sin que se observaran lesiones
externas. Esta fue la primera vez que se observo la influencia de las ondas de choque,
creadas por la explosion de bombas subacuaticas, en un tejido. En 1946, se publicaron los
primeros estudios de la propagacion de ondas de choque a través de distintos cuerpos, el
método consistid en tomar fotografias en distintos momentos de la sombra de una onda

generada en un laboratorio (Figura 1-6) [9]. Alrededor de 1950, se comenzaron las
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investigaciones sistematicas para el uso de las ondas de choque en medicina, quedando

descritas hacia finales de esa década sus propiedades fisicas.

alta presion positiva +

|
1
1
1
I
I
-
g
W
oy

[ : p
tr— g
corta p_e'riodo de ! |
elevacidn a E d _____________ p_
larga presién negativa
Figura 1-4. Perfil de presion de una onda Figura 1-5. Variacion de presion al paso
de choque en agua. de una onda de ultrasonido.

Figura 1-6. Fotografia schlieren de una onda de choque originada por un proyectil esférico

a alta velocidad en la superficie superior de un muslo de gato suspendido en agua. La punta

del proyectil se observa debajo del muslo. La onda original se dispersa tras el impacto en el
tejido y pasa como ondas en el agua debajo de éste. [9].

La primera aplicacion de las ondas de choque usando como medio de propagacion el agua,
para el beneficio de la medicina, fue el desarrollo de la litotricia extracorpdrea

(pulverizacion de calculos dentro de las vias urinarias, el rifion o la vesicula biliar) por
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ondas de choque. Hacia 1970, el fisico Ebehard Héusler propuso una idea para la remocién
no invasiva de célculos renales usando ondas de choque en agua generadas por una
descarga eléctrica de alto voltaje (10 a 30 kV) en el punto focal de un semi-elipsoide de
revolucion. Las ondas de choque se reflejarian de la pared del elipsoide fuera del cuerpo y
después, serian enfocadas hacia el calculo a tratar. Durante experimentos in vivo se
demostré que los calculos renales se desintegraban por la exposicion a las ondas de choque,

sin embargo habia temor por el posible dafio a los tejidos.

Actualmente existen tres tipos de generadores de ondas de choque que se usan en el campo
médico: electrohidraulico, electromagnético y piezoeléctrico. El circuito eléctrico de todos
los generadores es similar: un capacitor o banco de capacitores de alto voltaje se carga y
descarga rapidamente aportando energia a un transductor electro-acustico. El primero es el
generador electrohidraulico (Figura 1-7a), que utiliza dos electrodos como fuente puntual y
la descarga se lleva a cabo en medio acuoso. Los electrodos se encuentran en el primer
punto focal de un reflector metalico semi-elipsoidal. Al descargar los capacitores, se genera
una descarga eléctrica entre los electrodos. La expansion del plasma que se produce entre
los electrodos forma una onda de choque. Las ondas de choque esféricas se reflejan en el
reflector mencionado, siendo enfocadas en el segundo punto focal, dentro del cuerpo del

paciente.

El segundo generador forma ondas de choque por efecto piezoeléctrico (Figura 1-7 b). Se
montan cientos o miles de cristales piezoeléctricos conectados en paralelo, en la parte
interna de una superficie esférica. Al descargar la energia almacenada en los capacitores a
través de dichos cristales, cada uno de ellos genera una compresion que se propaga a través
del agua superponiéndose hasta degenerar en una onda de choque en la vecindad del centro

(foco) del arreglo esférico.

El tercer principio de generacion de ondas de choque para aplicaciones biomédicas usa una
bobina electromagnética y una membrana metalica (Figura 1-7 ¢). Al liberar una corriente a
través de la bobina, se genera un campo magnético fuertemente variable que induce alta
corriente en la membrana opuesta. Las fuerzas electromagnéticas aceleran la membrana

metalica creando un pulso de compresion. Para enfocar la onda se utiliza un lente acustico.
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Los tiempos de ascenso de la presion estdn en el rango de algunos nanosegundos hasta

decenas de nanosegundos [10].

a)

Figura 1-7. Generadores de ondas de choque: a) electrohidraulico, b) piezoeléctrico, c)
electromagnético [11].

Los generadores de ondas de choque producen cavitacion acustica, un mecanismo conocido
por su capacidad de producir dafio tisular basado en alteraciones a nivel celular y sub-
celular [12]. La cavitacion acustica puede definirse como cualquier actividad que involucre
a una o varias burbujas en un fluido que han sido estimuladas por un campo acustico. A
esta actividad se le puede ver como una gran concentracion de energia acustica que resulta
en elevadas tensiones localizadas, temperaturas y/o velocidad del fluido. La cavitacion
depende del contenido de gases disueltos, la viscosidad, la tension superficial, la
temperatura del fluido y la presion aplicada. La mayoria de los fendmenos de la cavitacién
pueden dividirse en dos categorias: (1) crecimientos pequefios de las burbujas en donde el
cambio en el radio de una burbuja en un ciclo acustico es significativamente menor al del
radio original; (2) crecimientos grandes en los que la burbuja crece en un ciclo tanto como

0 mas que su radio original [13].

Al paso de una onda de choque a través de un medio acuoso como el agua, el crecimiento
de una burbuja depende no sélo del pico de la presion, sino también de su duracioén. Entre

mayor sea la amplitud del pulso de presion, mayor serd la compresion sufrida por la
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burbuja y consecuentemente, su crecimiento y colapso. El colapso asimétrico de la burbuja
resultard en la emision de un micro-chorro de agua (microjet) a una velocidad muy alta
(aproximadamente 400 m/s), en la direccion del pulso incidente [13]. Como se muestra en
la Figura 1-8, cada micro-burbuja dentro del fluido se comprime por el pulso de presion.
Un instante después, la burbuja comienza una expansion inercial, aumentando su volumen
enormemente en tan so6lo 50 pus a 100 us y colapsa violentamente después de
aproximadamente 250 us a 500 us [14].

Presion
A

Onda de
chogue

N

Tiempo
- "“W
£200 - 400 pS-

Colapso
!
O
1
Micro-jet

Figura 1-8. Esquema del perfil de presion de una onda de choque y del cambio de tamafio
que sufre una burbuja inmersa en agua, al paso de dicha onda. [8]
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1.3 Ondas de choque tdndem

Con el objetivo de intensificar el colapso de las burbujas debido al paso de una onda de
choque en la vecindad de célculos renales, se han probado tres nuevos tipos de generadores
de ondas de choque, entre ellos, los de liberacion “tdndem”. A diferencia de las ondas de
choque estandar (mono-pulso), las ondas de choque tdndem reciben su nombre debido a
que dos pulsos emitidos uno tras otro en un lapso de microsegundos (us) lo que conlleva a

un fenémeno de cavitacion aumentada [8].

Los generadores de ondas de choque anteriormente descritos, producen variaciones de
presion con un pico entre 30 y 150 MPa con un tiempo de ascenso de aproximadamente 10
nanosegundos (ns) y una duracién de 0.5 a 3 us (Figura 1-9). Posteriormente se produce
una descompresion, o presion “negativa”, con un pico de tension de hasta -30 MPa y una
duracién de 2 a 20 us. Las ondas de choque tienen un espectro de frecuencia que va de los
20 kilo-Hertz (kHz) hasta algunos mega-Hertz (MHz). La mayoria de la energia se
encuentra entre los 100 kHz y 1 MHz, con un pico alrededor de los 300 kHz. La energia

total de pulso estd en el rango de 10 a 100 mili-Joules (mJ) y la densidad de la energia se

mJ

encuentra entre los 0.2 y 2.0 Como se explicod, durante el paso de una onda de choque,

—
todas las microburbujas que se encuentran en el fluido, se comprimen debido al pico
positivo. Después de 50-100 ps, el volumen de estas burbujas aumenta hasta cien veces su
tamafio original, para finalmente colapsar violentamente en un tiempo de aproximadamente

250 a 500 ps.

La aplicacion de las ondas de choque tdndem est4 basada en el hecho de que el colapso de
las burbujas se puede intensificar si una segunda onda de choque aparece un instante antes
de iniciarse el colapso (Figura 1-10). El tiempo de retardo entre la primera y segunda onda
debe ajustarse de acuerdo al tiempo de colapso de las burbujas formadas por la primera
onda de choque. Este tiempo de colapso depende de varios factores, entre ellos del perfil de
presion de la primera onda. Se ha demostrado que la segunda onda puede ser de una presion

menor a la primera y aun asi se obtiene un aumento en la energia de colapso de las burbujas

[8].
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presion &
- pico de presion positiva (30 a 150 MPa)
g —t+— | 4—— tiempo de subida (~ 10ns)
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E
&
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-8
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Figura 1-9. Perfil de una onda de choque. [15]
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Figura 1-10. Esquema que muestra una segunda onda de choque emitida durante el colapso
de la burbuja, provocando un colapso reforzado [8].
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1.4 Generador multifuncional de ondas de choque

El generador de ondas de choque Piezolith 2501 (Richard Wolf GmbH) consiste en una
superficie metélica esférica dispuesta con 3,000 cristales piezoeléctricos como se muestra
en la Figura 1-11. Como se menciond anteriormente, los generadores piezoeléctricos
producen ondas de choque por una abrupta descarga de alto voltaje (5 - 10 kV) aplicada a
través del conjunto de cristales piezoeléctricos (de titanato de bario, por ejemplo). Estos
pulsos eléctricos cambian la dimension de los cristales lo que produce una onda de presion
con diferentes niveles de intensidad y una rarefaccion al regresar los cristales a su forma
inicial. Para transferir la energia acustica se utiliza agua. Para aplicaciones biomédicas el
agua es un medio ideal debido a que su impedancia acustica es similar a la del tejido
humano y porque la atenuacién lineal de las ondas de choque es muy baja (0.01 dB cm’

por MHz). Los cristales piezoeléctricos estan aislados del agua por una membrana de

polimero flexible.

Debido a la forma esférica del arreglo de cristales piezoeléctricos (radio aproximado de 69
cm), las ondas convergen hacia su centro, sitio en el que se debe colocar la muestra a tratar.
Este arreglo hemisférico de cristales produce un foco dinamico (o zona de -6 dB) en forma
de un cilindro de 17 x 3 mm. El foco dindmico se define como el volumen en el que, en
cualquier punto, la presion tiene mas del 50% de la amplitud maxima del pulso de positivo.
Para fines de experimentacion, el generador se encuentra sobre una mesa y posee un tanque
cubico para depositar el agua hecho de polimetilmetacrilato. Para la colocacion correcta de
la muestra, se cuenta con un sistema posicionador de tres dimensiones (X, Y, Z) en la parte

superior del tanque.

El circuito del Piezolith 2501 consiste principalmente en un sistema de carga del
condensador y una unidad que controla su descarga. El transformador carga dos capacitores
a través de una resistencia y dos puentes rectificadores. Los capacitores mantienen este
voltaje hasta el instante en el cual se activa el interruptor de chispa. Al suceder esto, se
descarga la energia almacenada en uno de los capacitores, excitando el arreglo de cristales
piezoeléctricos, mismos que producen la primera onda de choque. La segunda onda de

choque se producira al descargarse el capacitor restante [16]. Para producir ondas de
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choque tandem, este circuito tuvo que ser duplicado conectando en paralelo ambas salidas
de alto voltaje al arreglo de cristales piezoeléctricos. Ademads, se disefi6 un generador de
pulsos que dispara a ambos sistemas con un retardo ajustable entre 50 y 950 pus en pasos de
10 ps, logrando generar dos ondas de choque con el retardo deseado. La generacion de dos
ondas de choque en tiempos tan cortos es posible debido a que el tiempo que toman los
cristales piezoeléctricos para regresar a su forma inicial es menor a un microsegundo. Para
controlar la frecuencia de generacion de las ondas de choque, se utiliza ya sea un
interruptor de chispa (spark gap) o un interruptor de estado sdlido, controlado por un
generador de pulsos [17]. El sistema se puede operar en modo manual (un solo pulso o una
pareja de pulsos) o automatico (mono-pulso o tdndem) con una frecuencia ajustable de
emision de ondas mono-pulso o tdndem entre 0.1 y 1.0 Hz y cuenta con un contador de

cuatro digitos que registra el nimero de ondas generadas [18].
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Figura 1-11. Esquema del generador de ondas de choque adaptado para su uso en el
laboratorio.
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1.5 Lineas celulares

Para el estudio de las ondas de choque como un método fisico de transfeccion, en el

presente trabajo se utilizaron cultivos de células humanas.

1.5.1 Linea celular HEK293

La linea celular de rifion de embrion humano HEK 293, por sus siglas en inglés (human
embryonic kidney), se generd hace mas de 30 afios después de una transformacion de
células de rifiébn embrionario primarias por exposicion de fragmentos cortados de
adenovirus humano tipo 5 (AdS5). En un principio, las células HEK se obtuvieron como
producto del aborto de un feto sano que fueron cultivadas por van der Eb y transformadas
por Graham [19] con fragmentos de Ad5 que abarcan la region temprana 1 (E1). Las
células originales HEK 293 clonadas (Figura 1-12) contenian varios nucleétidos de AdS,
incluyendo las secuencias transformadas de la region E1 integradas al cromosoma 19 de la

célula hospedera como producto del experimento nimero 293 de Frank Graham [20].

Figura 1-12. Cultivo de células HEK 293. a) Objetivo 10X. b) Objetivo 40X.
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1.5.2 Linea celular MCF-7

En 1970 se aislaron células tumorales de mama obtenidas por efusion pleural de una mujer
caucasica de 69 afios con carcinoma mamario metastasico, generando asi las células MCF-7
(Figura 1-13). Sus siglas son el acronimo en inglés de la Fundacion de Cancer de Michigan
(Michigan Cancer Foundation), que es el instituto en la ciudad de Detroit en donde Herbert

Soule y sus colaboradores [21] establecieron la linea celular.

Figura 1-13. Cultivo de células MCF-7. a) Objetivo 10X. b) Objetivo 40X.
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1.6 Plasmido pCX::GFP-GPI2

Para realizar una transfeccion se utilizan frecuentemente construcciones de acidos
nucleicos, denominadas vectores. Un vector molecular es capaz de replicarse de manera
autonoma en una célula hospedera. Ademas, contiene un origen de replicacion, es capaz de
aceptar ADN foraneo, posee marcadores de seleccion, es decir, genes que codifican para
resistencia a antibioticos y también secuencias sefal para la expresion del ADN insertado.
Los vectores mas comunes son los plasmidos, es decir, moléculas cerradas, circulares, de
replicacion auténoma, que se encuentran en determinadas organismos como las bacterias y
algunos eucariotas como las levaduras. Los plasmidos de uso comun se replican en
bacterias (lo cual facilita su produccién para fines tecnoldgicos y clinicos), tienen ADN de
doble cadena extra-cromosdmico, con un tamafio molecular de entre 1 a mas de 200 kb y

con un numero de copias de uno a cientos por célula [22].

Para monitorear la transfeccion de células se utilizdo el plasmido pCX::GFP-GPI2,
compuesto por el gen egfp, que codifica la proteina verde fluorescente (gfp, por sus siglas
en inglés green fluorescent protein) con el gen gpi, que permite el anclaje de la proteina
con el glicolipido de membrana glicosilfosfatidilinositol (gpi, del inglés

glycosylphosphatidylinositol).

Debido a la facilidad para detectarla, la gfp, extraida de la medusa Aequorea victoria, es
ampliamente utilizada como reportero en estudios sobre expresion de genes y localizacion
de proteinas. La fluorescencia de esta proteina emite luz verde (Amax= 510 nm) al ser
excitada con luz ultravioleta (UV) o luz azul (Ama= 395 nm, pico menor en 470 nm) y no
requiere ningln sustrato o cofactor para ser detectada. Para mejorar la version silvestre de
la gfp, se hizo una combinacién de una mutacion de gfp de fluorescencia 35 veces mayor
con una secuencia génica redisefiada de gfp que contiene codones encontrados en proteinas
humanas de alta expresion, llamada egfp (enhanced green fluorescent protein, proteina
verde fluorescente mejorada). Estos cambios permiten que tanto células mamiferas como
vegetales traduzcan eficientemente el ADN mensajero de la egfp, lo que incrementa su

expresion [23].
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Los grupos glicosilfosfatidilinositol funcionan para fijar una amplia variedad de proteinas a
la superficie exterior de la membrana plasmatica eucarionte, proporcionando una
alternativa a los dominios polipeptidicos transmembrana. Para generar proteinas de fusion
que pudieran senalizar la parte interna de la membrana plasmatica, se marcaron proteinas
fluorescentes egfp con secuencias de gpi que dirigen la unién de diferentes fracciones de
lipidos en la membrana. Para la construccion del plasmido pCX::GFP-GPI se agregd
ademas el gen de seleccion de resistencia a ampicilina (amp), su respectivo origen de
replicacion (ori) y los sitios de restriccion HindIIl, Xhol y EcoR1 [24]. Estos sitios de
restriccion son importantes pues permiten a la bacteria Escherichia coli, en donde se crece
el plasmido, protegerse de ADN exdgeno para evitar la “promiscuidad” en los intercambios

genéticos. Podemos observar el modelo de este plasmido en la Figura 1-14.

potenciador CMY

proactina beta

(2)

amp

pCX:-GFP-GPI2
6000 pb

L i
Hindlll XHD1

Figura 1-14. Modelo del pladsmido pCX::GFP-GPI2. (1) Los genes egfp y gpi codifican
para una proteina de fusion para localizacion en membrana. (2) Secuencia de resistencia a
ampicilina. (3) Sitios de restriccion EcoR1, Xhol y HindIII.
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1.7 Citometria de flujo asistida por fluorescencia

La citometria de flujo constituye una técnica que permite un analisis multi-paramétrico de
un gran numero de células en suspension a medida que éstas pasan alineadas una a una
delante de un haz de luz, habitualmente un laser. Al ser multi-paramétrico permite conocer
de forma simultanea répida y objetiva diferentes caracteristicas de una célula o poblacion
celular. Por otra parte, la citometria de flujo permite la obtencion no s6lo de una
informacion cualitativa sino también cuantitativa sobre los diferentes parametros

estudiados.

Con el fin de poder discriminar entre los fotones, el citdmetro posee una serie de detectores
de luz denominados fotodiodos o tubos fotomultiplicadores (PMT, del inglés
Photomultiplier Tubes) que seleccionan diferentes parametros en base al angulo de
deteccion de la luz y a su longitud de onda. Asi, los citometros de flujo estdn dotados con
hasta 10 laseres y 18 detectores diferentes: detectores para la luz dispersada, frontalmente
(FSC del inglés forward scatter channel), lateralmente (SSC del inglés side scatter

channel) y para luz emitida por fluorocromos (FL1, FL2, FL3, FL4, etc.) (Figura 1-15).

La intensidad en FSC equivale aproximadamente al tamafo de la célula y puede utilizarse
para diferenciar entre células vivas y restos celulares, mientras que el canal de dispersion
lateral SSC brinda informacion sobre la granularidad de una célula. Tanto el canal FSC
como el SSC son Unicos para cada célula y la combinacion de ambos puede utilizarse, por

ejemplo, para diferenciar diferentes tipos celulares en una muestra heterogénea [25].

Al excitarse por el haz laser, los colorantes emiten una longitud de onda especifica de luz
que se detecta con otra serie de filtros y PMT. Luego, un sistema de computacion convierte
la sefial de luz emitida en un histograma fluorescente, que despliega intensidad creciente de
un color de fluorescencia en el eje de las abscisas (x) contra el recuento celular en el eje de
las coordenadas (y) (Figura 1-16a). La luz desviada fuera de las células nativas por lo
general se convierte a un diagrama de dispersion donde cada punto representa una sola
célula de tamafio y densidad determinados (Figura 1-16b). Los parametros colocados en el
eje x o el eje y del diagrama de dispersion varian con cada fabricante y simplemente son

exposiciones diferentes de los mismos datos celulares.
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Figura 1-15. Esquema general del arreglo de un citdmetro de flujo tipico [26].
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Figura 1-16. Graficas representativas generadas por un citometro de flujo. a) Histograma
de fluorescencia vs conteo de un grupo de células b) Diagrama de dispersion del mismo
grupo celular.

19



MARCO TEORICO

1.8 Microscopia confocal

La microscopia confocal es una técnica de imagen utilizada para incrementar el contraste
en fotografias tomadas a través de sistemas de amplificacion como son los microscopios o
para reconstruir imagenes en tercera dimension mediante el uso de un dispositivo que
permite eliminar la luz que se encuentra fuera de plano focal o el brillo en objetos que son

mas gruesos que el campo focal.

En la actualidad, existen dos métodos diferentes para la microscopia confocal: escaneo por
uno o por multiples haces de luz, siendo mas popular es el de escaneo por un haz de luz
laser. Este ultimo utiliza PMTs sensibles y una computadora para controlar los espejos de
exploracion y facilitar la recoleccion y visualizacion de imagenes (Figura 1-17). La
iluminacion y deteccion estdn confinadas a un unico punto de difraccion limitada en el
espécimen el cual es enfocado por un lente objetivo y posteriormente escaneado. Se pueden
capturar hasta tres fluorocromos simultdneamente, y es mdés sencillo manipular las

imagenes con la ayuda de un software especializado.

Espécimen

Objetivo -

Sistema
optico

om—
Sistema
de —
escaneo
LéI ser

sajeuolsuawiIpl} sausabew)

Computadora

=

Pinhole

PMT-'

Flujo de informacion
de la imagen

Figura 1-17. Proyeccion de una imagen en tercera dimension obtenida con un microscopio
confocal [27].
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1.9 Microscopia Electronica de Barrido

El microscopio electronico de barrido (MEB), a diferencia de un microscopio optico utiliza
electrones en lugar de luz para formar una imagen y lentes electromagnéticas. Esto permite
que se enfoque a la vez una gran parte de la muestra con alta resolucion y amplificacion; y
con apariencia tridimensional permitiendo el estudio y andlisis de las caracteristicas micro-

estructurales de objetos solidos.

Los electrones emitidos por la interaccion del haz incidente y la muestra son colectados por
los correspondientes detectores para producir una sefial eléctrica, la cual se utiliza para
modular la intensidad de un haz de electrones que incide en la pantalla de un tubo de rayos
catodicos (TRC), de manera que mediante un barrido sincronizado del haz incidente en la
superficie de una muestra y del haz incidente en la pantalla del TRC, se produce en esta una
imagen de la muestra (Figura 1-18). Para generar una imagen en la pantalla del TRC es
necesario que el haz de electrones en la columna del microscopio barra la superficie de
estudio en sincronia con el barrido del haz en el TRC, de manera que la informacioén
proveniente de cualquier punto de la muestra se reproduzca en la misma posicion relativa
en la pantalla. De esta manera se construye la superficie de una muestra punto por punto.

[28].

Haz de electrones

Lente condensador
Generador
de barrido

Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Pantalla

Detector

Figura 1-18. Configuracion optica de un microscopio electronico de barrido [29].
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2 ANTECEDENTES

En general, la terapia con ondas de choque es segura y efectiva pero debe cuidarse la dosis
aplicada, ya que de lo contrario puede causar dafos en los tejidos [30]. Bajo ciertas
circunstancias, las ondas de choque pueden producir permeabilidad transitoria en las
membranas celulares, permitiendo que moléculas de gran tamafio (normalmente excluidas

por la membrana celular) se inserten en la célula.

A nivel celular, cuando un microjet pasa cerca de, o atraviesa una membrana celular
perturba su integridad, lo que podria producir una permeabilidad transitoria o un dafo
bioldgico (muerte celular) [31]. Se ha demostrado que cierta proporcién de células
expuestas a tratamientos con ondas de choque es destruida y reducida a restos celulares
(dependiendo del nimero de descargas y de la energia utilizada); sin embargo, la mayoria
de las células sobrevivientes han mostrado una proliferacion cercana a la normal [32].
Segun algunos estudios, ciertas lineas celulares como, por ejemplo la L1210 de ratén [33] y
la PC-3 de humano [34]; asi como los esferoides tumorales multicelulares de células HelLa
y EMT6/Ro [35], aunque difieren su sensibilidad a las ondas de choque, se comportan del

mismo modo durante las diferentes fases del ciclo celular.

En 1992, se reportd que la permeabilidad de la membrana de las células L1210 (células
leucémicas) puede ser aumentada con la exposicion a ondas de choque, dando asi la
posibilidad de que las sustancias fuera de la célula pudiesen ser insertadas en su interior
[36]. En 1997, un grupo de investigadores publico un articulo en el que se describe la
internalizacion de un plasmido desnudo en células eucariotas de distintas especies y tejidos,
asi como algunos pardmetros para determinar la eficiencia del tratamiento con ondas de
choque [37]. A partir de entonces, se estudia la transfeccion en varias lineas celulares
usando diferentes vectores. Los beneficios de este tipo de tratamiento han dado paso a su
exploracion a nivel in vivo con resultados favorables. En 1998, se determind la transfeccion

transitoria de genes reporteros en células de melanoma tanto in vitro como in vivo

22



ANTECEDENTES

mostrando una mayor expresion a mayor numero de ondas de choque en el tratamiento y se

recomendo utilizar una alta concentracion de plasmido [38].

Por otro lado, se ha demostrado que el uso de las ondas de choque tdindem mejora la calidad
y la velocidad de la trituracion de céalculos renales artificiales sin aumentar el dafo tisular
[14]. Ajustando adecuadamente ciertos parametros como amplitud de las ondas y el retardo
(delay) entre la primera y la segunda onda de choque , se ha demostrado que pueden
aumentar la inactivacion [39] y la eficiencia de transformacién [40] de bacterias y hongos

filamentosos [41], asi como una mejora de liberacion de macromoléculas [42].

La linea celular HEK293 se ha usado para demostrar la eficacia de varios reactivos de
transfeccion como lipidos catiénicos Lipofectamine® (Invitrogen), la formulacion no
liposomal FuGene® (Promega), el dendrimero activado SuperFect® (QIAGEN), asi como

de diferentes técnicas como penetracion fisica por electroporacion y biolistica [20, 43, 44].

A diferencia de éstas, las células MCF-7 se consideran de dificil transfeccion. Sin embargo,
se ha reportado insercion de los genes reporteros gWIZ-luciferasa y gWIZ-GPF, plasmido
de proteina verde fluorescente, mediante biolistica [45] asi como con el plasmido con
lipidos cationicos METAFECTENE® (Biontex) [46] y con el reactivo libre de liposomas X-
tremeGENE 9 DNA® [47], pero no hay antecedentes sobre transfeccion mediante un

método aplicable in vivo, tal como la aplicacion de ondas de choque.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En un estudio reciente de nuestro grupo se reportd la permeabilidad transitoria y la
transfeccion de células HEK 293. En estos experimentos se logré obtener una alta
expresion de genes exogenos utilizando un plasmido cationizado y se observd que la
mortalidad es inversamente proporcional a la cantidad de ondas de choque utilizada [48,

49].

Sin embargo, poco se sabe sobre los efectos y mecanismos involucrados en la
permeabilizacién celular debido a las ondas de choque y su relacion con la viabilidad
celular post-tratamiento. Debido a lo anterior, resulta de interés describir el efecto de las
ondas de choque generadas con el equipo Piezolith 2501 (Richard Wolf GmbH) descrito
anteriormente. Teniendo como modelo de transfeccion a las lineas celulares HEK293 y
MCF-7 es importante realizar un analisis comparativo sobre la mortalidad, permeabilidad,

eficiencia de transfeccion y la evidencia de dichos efectos a nivel ultraestructural.
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4 HIPOTESIS

Mediante microscopia electronica de barrido es posible documentar la formacion de poros

en c¢lulas tratadas por ondas de choque.

S OBJETIVOS

5.1 General

Analizar la ultraestructura de células HEK293 tratadas por ondas de choque

5.2 Particulares

Establecer la supervivencia de células HEK 293 y MCF-7 expuestas a ondas de

choque mono-pulso y tdndem.

Determinar condiciones de ondas de choque capaces de permeabilizar las células,

permitiendo el paso de una macromolécula fluorescente.

Efectuar estudios ultra-estructurales de células permeabilizadas transitoriamente por

ondas de choque.

Realizar ensayos de transfeccion de dos lineas de células eucariontes HEK 293 y
MCF-7 mediante ondas de choque capaces de producir permeabilizacion de

membrana.

Analizar si existe una relacion entre la formacion de poros documentados a nivel

ultra-estructural y la transfeccion de dos lineas de células humanas.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular

6.1.1 Mantenimiento y propagacion

Ambas lineas celulares se cultivaron en medio DMEM adicionado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% y Penicilina-Estreptomicina al 1% (DMEM completo) en cajas de cultivo
estériles a una temperatura de 37 °C en atmosfera himeda con 5% de CO, dentro de la
incubadora. Los frascos y puntas que se usaron para preparar el medio de cultivo y PBS
fueron esterilizados previamente en autoclave durante 20 minutos a 121 °C y 21 psi. Se
hicieron pases de mantenimiento y propagacion 2-3 veces por semana cuando la

confluencia se encontraba entre el 80% y el 90%.

En condiciones de esterilidad, el medio de cultivo viejo, fue aspirado, con ayuda de una
pipeta Pasteur estéril conectada a linea de vacio. Para eliminar residuos proteicos, se realizo
un lavado con 5 mL de PBS 1X y se aspir6. Posteriormente se agregaron 2 mL de tripsina-
EDTA incubando por 5 minutos a 37 °C para desprender las células. Una vez transcurrido
el tiempo, se monitored al microscopio el desprendimiento celular y, en caso de ser
necesario, se incubaban mas tiempo en periodos de 5 minutos. A fin de inhibir la
proteolisis, se agreg6 medio adicionado de SFB en un volumen equivalente al doble del
volumen de tripsina utilizado, transfiriendo la suspension celular a un tubo conico para
centrifuga de 50 mL. Las células fueron recuperadas por centrifugacion a 1500 rpm durante
5 minutos desechando el sobrenadante y re-suspendiendo en medio completo.
Posteriormente fueron realizados los conteos celulares en una cadmara de Neubauer para
estimar la densidad celular y se sembraron 1 milléon de células en 10 mL de DMEM
completo para crecimiento por 48 h 6 400,000 células en el mismo volumen para

crecimiento por 72 h.

6.1.2 Almacenamiento de células

Con el propésito de tener cultivos frescos continuamente, fue necesario preservar alicuotas
de las lineas celulares en congelacion. Las células pueden guardarse por un periodo de 6

meses a -80 °C o durante periodos mayores en fase de vapor de nitrogeno liquido a -130 °C
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MATERIALES Y METODOS

sin causar dafio a su fenotipo ni disminucion en su viabilidad. Para su crio-preservacion se
prepard medio de congelacién 2X que consistio en DMEM completo con 20% de SFB y
20% de dimetilsulfoxido (DMSO), un agente quimico que actia como crio-protector. Se
siguid el procedimiento descrito en 6./.1, ajustando la suspension a 1 millon de células por
mililitro en medio de congelacion. Para ello, se prepar6é una suspension celular en DMEM
completo, a una densidad celular de 2 millones/mL, y se hizo una dilucion 1:1 (vol/vol) con
medio de congelacion 2X, mezclando muy suavemente inicamente una vez. La suspension
celular fue repartida en viales de congelacion (1 mL por vial) e inmediatamente congelada a

-80 °C.
6.1.3 Descongelamiento de células

Para asegurar la calidad del lote de células congelado uno de los viales fue descongelado,
procurando que las células estuviesen el menor tiempo posible en contacto con el DMSO
para evitar lisis osmotica. Al llegar a temperatura ambiente, y una vez que el hielo
desaparecia, se transfirieron a una caja de cultivo estéril con 10 mL de medio DMEM
completo y se incubaron por lo menos 3 horas permitiendo que las células se adhirieran al

plato; una vez adheridas las células se realizé cambio de medio sin DMSO.
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6.2 Propagacion y purificacion del plasmido pCX::GFP-GPI2
6.2.1 Propagacion del plasmido pCX::GFP-GPI2

Para realizar la propagacion de plasmido se utilizaron células ultra-competentes E. coli XL-
BLUE congeladas a -80 °C. Se descongeld un vial con 200 pL de suspension celular en
bafio de hielo (sumergiéndolo completamente, a fin de evitar la pérdida del caracter
competente de las células). Enseguida, se agregaron 0.1 pg del plasmido pCX::GFP-GPI2
en condiciones estériles, y la mezcla se incubd por 15 minutos a 4 °C. Pasados los 15
minutos se aplicé un choque térmico a 42 °C durante 2 a 3 minutos. Enseguida, las células
fueron transferidas a un tubo Eppendorf con 1 mL de medio LB sin antibidtico y se
colocaron en incubacion a 37 °C bajo agitacion durante 30 minutos. Finalmente, se sembro
una alicuota de 50 pL de la suspension bacteriana en una caja Petri con medio LB-
Ampicilina (agar), dispersando con ayuda de perlas de vidrio. Se hizo el mismo
procedimiento, pero sin agregar plasmido para tener un cultivo control, y ambos cultivos se
incubaron a 37 °C durante una noche (12 h). La seleccion de las bacterias que incorporan el
plasmido se dio por el crecimiento de las mismas, pues uUnicamente las bacterias
transformadas poseen el gen con resistencia a ampicilina del plasmido, lo cual las capacita

para su proliferacion en el medio LB-Ampicilina.

6.2.2 Purificacion de pldsmido usando Plasmid Maxi-kit QIAGEN®

Después de 24 h del proceso de propagacion del plasmido, se tomo una de las colonias con
expresion de EGFP con ayuda de un asa bacterioldgica estéril y se transfirido a un tubo
conico de 50 mL con 5 mL de medio LB-Ampicilina. El tubo se incubd a 37 °C con
agitacion durante 5 horas. De esta suspension madre se tomaron 500 pL y se sembraron en
500 mL de medio LB-Ampicilina dentro un matraz de 1 L, el cual se incub6 durante 12 h a
37 °C con agitacion.

Las bacterias transformantes fueron recuperadas por centrifugacion a 3500 x g por 15
minutos a 4 °C del cultivo en matraz, éstas fueron re-suspendidas en 10 mL de solucion con
RNAsa, tampén de EDTA-Tris-Glc (P1), y se trasvasaron a un tubo coénico de 50 mL.
Posteriormente, se afiadieron 10 mL de solucion P2 (NaOH y detergente SDS) para realizar

la lisis de las bacterias mezclando por inversion hasta visualizar una suspension azul
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homogénea, lo cual es facilitado en este kit por un indicador de pH incluido en el tampdn
P1. Después de 5 minutos, el medio se neutralizé con 10 mL de buffer de acetato de potasio
(P3), mezclando nuevamente por inversion hasta perder el tono azul. Se prepar6 un filtro
QIAfilter Maxi, ajustando una tapa en la boquilla de salida y colocandolo en un tubo conico
limpio. El contenido del primer tubo se transfirio a un filtro QIAfilter Maxi y se incub6 a
temperatura ambiente por 10 minutos. Durante el tiempo de incubacion, se procedia a
preparar la columna QIAGEN-tip500 de intercambio i6nico, equilibrandola por elucion con

10 mL de solucion amortiguadora QBT.

Una vez terminado el periodo de reposo de la muestra en el filtro QIAfilter, se removio la
tapa de salida del filtro y se insert6 el émbolo en el filtro, depositando el contenido dentro
de la columna QIAGEN-tip500. Se hizo pasar 60 mL de tampén QC para lavado.
Posteriormente, se agregaron 15 mL de tampon QF de elucion, recuperando la elucion en
un tubo conico estéril. El plasmido eluido fue precipitado con 10.5 mL de isopropanol y
centrifugando a 4 °C y 5 000 x g por 60 minutos. Se realiz6 un lavado con 5 mL de etanol
al 70% (4 °C), y una nueva centrifugacion; posteriormente el pellet se transfirio a un tubo
Eppendorf y fue re-suspendido en un volumen de 200 - 400 puL de agua de Pisa. La pureza
y concentracion del plasmido se estim6 mediante espectrofotometria UV (NanoDrop 1000,

ThermoScientific) y por ultimo, el pldsmido se almacend en congelacion a -20 °C.

6.2.3 Prueba de identidad y de calidad del pldasmido purificado

6.2.3.1 Susceptibilidad a enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion o endonucleasas reconocen secuencias especificas en el ADN de
doble hebra (de 4 a 8 nucledtidos) y cortan ambas hebras de la molécula. Las bacterias
utilizan estas enzimas como sistema de defensa frente a los bacteriofagos: el ADN propio
de la bacteria no se corta, debido a que las secuencias que reconocerian las endonucleasas
estan metiladas y, por tanto, protegidas del corte. Una de las aplicaciones de estas enzimas
es hacer el mapa de restriccion de un plasmido mediante la fragmentacion de ADN
gendmico.

Para ello, se llevaron a cabo digestiones que consisten en la preparacion de soluciones de

20 ng/uL del plasmido pCX::GFP-GPI2 tratados por separado con 1 pL de tres enzimas de
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restriccion: EcoR1, HindIIl y Xhol; 2 uL del buffer correspondiente a cada endonucleasa y
15 puL de agua de Pisa. Posterior a la preparacion de las muestras, se realizaron

incubaciones de una hora a 37 °C en baifio seco.

6.2.3.2 Electroforesis en gel de agarosa
El andlisis de las formas topoisoméricas o de los fragmentos de ADN generados por la
digestion con enzimas de restriccion se realizd mediante electroforesis horizontal en geles

de agarosa.

Un plédsmido no tratado con enzimas de restriccion es una molécula circular de ADN vy,
debido a esta caracteristica, puede presentarse en dos conformaciones, principalmente: una
forma stper-enrollada y, por lo menos, una forma relajada. Aunque las dos tienen la misma
masa molecular, migran de forma diferente debido a su forma o disposicion espacial. La
movilidad relativa de las dos formas depende principalmente del porcentaje de agarosa en
el gel, aunque también influyen la corriente aplicada, la fuerza idnica del tampon y el grado
de enrollamiento de la forma super-enrollada. Bajo las mismas condiciones la forma stper-

enrollada, mas compacta, migra mas deprisa que la forma relajada.

En este caso se prepard un gel de agarosa al 1% usando 36 mL de agua destilada, 4 mL de
TAE 10X y 0.4 g de agarosa que se calentd durante 35 segundos en horno de microondas
para su disolucion. Posteriormente, se cargd una muestra por pozo asi como el marcador de
pesos moleculares y se aplico una corriente de 100 volts durante 60 minutos. Al finalizar la
corrida, el gel se tifio durante 15 minutos en una solucién de 30 mL de TAE 1X y 3 uL de

SYBR"Safe, y fue analizado en foto-documentador (Gel Doc™ EZ Imager, BIORAD).
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6.3 Uso del generador de ondas de choque Piezolith 2501

El tanque del generador de ondas de choque multifuncional (Figura 6-1) se llen6 con agua
hasta 4 cm arriba del nivel focal (F). Posteriormente, se verifico que los interruptores
principales se encontraran apagados y el control de alto voltaje en cero. Después, se
conectd el equipo a la toma de corriente, y se encendid el interruptor principal y el
generador de pulsos. Una vez verificado el funcionamiento de los controles del generador,

se coloco el primer vial en el foco usando el posicionador XYZ.

® — Posicionador XYZ

Tanque con agua
M I, /

_ Nivel del agua

__ Focalizacién de ondas de choque

Generador de ondas de choque

Salida de agua

o
|
gt

Fuente de alto voltaje

Generador de

pulsos
\ \ Controladores de

Capacitores
disparo

Interruptores de
chispa

Figura 6-1. Esquema del generador de ondas de choque multifuncional Piezolith 2501
[50].
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6.4 Condiciones para la aplicacion de tratamientos de ondas de
choque

6.4.1 Estabilidad del pldasmido

Un paso importante fue estudiar el comportamiento del pldsmido pCX::GF-GPI2 per se
expuesto a la accion de las ondas de choque, por lo que fue necesario hacer experimentos
previos a su adicion a muestras con células. El medio ideal para suspender células evitando
la degradacion del plasmido es el medio DMEM libre de suero fetal bovino (SFB),

unicamente suplementado con antibioticos [49].

6.4.2 Aplicacion de ondas de choque

Los parametros utilizados para los tratamientos con ondas de choque en células HEK293 se
eligieron de acuerdo con trabajos previos en el laboratorio, en donde se encontré un
intervalo de viabilidad del 50% al 80% para tratamientos de 60, 120 y 180 ondas de choque
generadas con un voltaje de 3 kV, siendo 120 ondas de choque la dosis la dosis con mayor
sobrevivencia [48]. Debido a este antecedente, se decidio trabajar con 60 ondas de choque
tandem, es decir, 60 pares de ondas, y se probaron tres distintos intervalos de tiempo entre

la primera y la segunda onda de choque: 300, 600 y 900 microsegundos.

Para la linea celular MCF-7 se obtuvo una curva de sobrevivencia tomando como
referencia los parametros usados para las células HEK293 y a partir de esos resultados se

llevaron a cabo los experimentos para observar transfeccion y permeabilizacion.

Para la evaluacion de transfeccion y permeabilizacion se consideraron dos controles
comparativos de células sin exposicion a las ondas de choque; el control positivo en el que
al medio en el que se encontraban las células se le agreg6 el plasmido pCX::GF-GPI2 o el
fluorocromo FD-10, segtn el caso, y el control negativo en el que las células no recibieron

ondas de choque.

Para la preparacion de los viales de experimentacion se crecieron cultivos celulares de HEK
293 por 48 h y de MCF-7 por 120 h. Se siguieron los pasos de 6.1.] hasta la recuperacion

de células, las cuales se re-suspendieron en medio DMEM sin suero, ajustando la
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concentracion a 2 millones de células por mililitro. Cada muestra fue colocada
primeramente en un tubo Eppendorf estéril y después fue trasvasada a pipetas de
transferencia de polipropileno estériles (Elkay Products Inc, Shrewsbury, EUA, modelo
127-p507-STR). Las puntas de las pipetas se cortaron aproximadamente a 5 cm del vial y
se sellaron con calor en condiciones estériles. Por ultimo, los viales se colocaron, uno por
uno, en el foco del generador multifuncional Piezolith 2501 y se sometieron a tratamientos

con ondas de choque.

6.4.3 Supervivencia de las células ante tratamientos de ondas de choque

Al finalizar los tratamientos con ondas de choque, se abrieron los viales de experimentacion
en condiciones de esterilidad, con ayuda de unas tijeras estériles, y se contaron las células
en suspension en una camara Neubauer para tener un estimado de la viabilidad celular

utilizando el indicador azul de tripano (Trypan Blue solution 0.4%, Sigma-Aldrich).

Para el caso de la permeabilizacion, las células se fijaron posteriormente a los tratamientos.
El agente fijador usado fue paraformaldehido (PFA) al 4% en amortiguador de fosfatos
PBS 1X.

Para fijar las células en suspension, las células fueron lavadas y el sobrenadante fue
descartado por centrifugacion y posteriormente se agregaron, en volumenes iguales,
amortiguador, PBS 1X y PFA al 4% re-suspendiendo bien la muestra e incubando por 15
minutos. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos,
descartando el sobrenadante, para eliminar restos del fijador. En total, se realizaron tres
lavados con PBS 1X, dejando reposar 5 minutos con cada lavado; una vez concluidos las

muestras se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz para su posterior analisis.

En el caso de transfeccion, después del conteo, las células fueron sembradas nuevamente,
se crecieron por 24 h (HEK 293) y 48 h (MCF-7), a fin de permitir la expresion de la
informacion genética exdgena insertada en el plasmido. Una vez transcurrido ese tiempo, se
realizo la fijacion con paraformaldehido como se describi6 para las células tratadas con FD-

10.
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6.4 .4 Permeabilizacion de células

Para la evaluacion indirecta tanto de la insercion del pladsmido como del FD-10, se
utilizaron equipos que permiten obtener valores de fluorescencia, como son el citometro de
flujo FACSCalibur (BD Biosciences), el cual usa el software de anélisis CellQuest Pro®
(BD Biosciences). Por otro lado, también se usé un microscopio confocal Nikon Eclipse E-
600 con moédulo PCM 2000 con software de captura Simple PCI (Compix) para
microscopia a través del cual se realizaron secuencias en plano X, Y, Z, en tiempo real,

reconstrucciones, proyecciones y analisis de imagenes.

Para comprobar que la permeabilizacion celular estuviese mediada por las ondas de choque
y no por simple absorcion, se utiliz6 como marcador el fluorocromo FD-10 (del inglés
Fluorescein Isothiocyanate-Dextran, Sigma®), cuyo peso molecular (10 kD) impide su
insercion por si mismo en la célula. El marcador fue utilizado a una concentracion de 200
uM bajo las mismas condiciones de tratamiento que en los experimentos de supervivencia
celular. El dextrano es un polimero de anhidroglucosa derivado de la bacteria Leuconostoc
mesenteroides (cepa B512) el cual, al conjugarse con el FITC (Isotiocianato con
fluoresceina) forma una macromolécula fluorescente con excitacion maxima de 490 nm y

emision maxima en 520 nm (Figura 6-2).

ﬁ Dextrano
\\ ol

Figura 6-2. Estructura del FITC-Dextrano (FD).

“n
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6.4.5 Preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido

Los pasos basicos a seguir para fijar células son: (1) Las células fueron fijadas en una
solucion amortiguadora de glutaraldehido al 3%, durante 60 minutos; (2) Las muestras
fueron centrifugadas 8000 rpm por 5 minutos; (3) Se realiz6é un lavado de 24 horas con
buffer de cacodilatos 0.2M; (4) Las células fueron centrifugadas nuevamente y se agregd
tetroxido de osmio al 2% por dos horas; (5) Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno
con buffer de cacodilatos y se almacenaron a 4 °C en buffer de cacodilatos. Antes de
llevarlas a observacion en el microscopio de barrido, las muestras fueron deshidratadas en
un tren de deshidratacion con concentraciones crecientes de etanol por duplicado (10 %,

30%, 50%, 70%, 96%, etanol absoluto), dejando 15 minutos en cada contenedor.

Posteriormente las muestras fueron sometidas a un tratamiento de secado por punto critico
(CPD2, Pelco International Redding) que consistié en un recambio de solventes dentro del
equipo, el etanol fue reemplazado por CO; liquido, en varios ciclos, una vez realizado el
recambio, la muestra fue secada por presion y temperatura criticas para evaporacion total
del CO,. Las muestras una vez secas, se retiraron del aparato de secado ¢ inmediatamente
fueron recubiertas con oro utilizando el recubridor por pulverizacion catédica (EMS 550
(Electron Microscopy Sciences). Finalmente las muestras fueron analizadas con ayuda del
microscopio de barrido MEB JSM-6060LV (JEOL) utilizando electrones secundarios con

20 kV de voltaje de aceleracion, y bajo vacio.

En resumen, el procedimiento se describe en la Tabla 6-1.
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Tabla 6-1. Esquema de preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido.

Tiempo
Actividad Reactivo
involucrado
L o Glutaraldehido al 3% en amortiguador de
Fijacion primaria ) lh
cacodilatos
Amortiguador de cacodilatos (3 cambios a
Lavado 1-12h
4° C, uno toda la noche)
Fijacion secundaria | Tetréxido de osmio al 1% 1-2h
Etanol al 10% lh
30% l1h
50% lh
Deshidratacion
70% 12h
96% (2 cambios) lhchu
Etanol absoluto (2 cambios) 1 hc/u
Secado de punto
] CO, liquido / CO, gas 2h
critico
Recubrimiento
Oro 5 min
conductor
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Células HEK293
7.1.1 Viabilidad celular

Al llevar a cabo experimentos de transfeccion por un método fisico, como las ondas de
choque, es importante monitorear la supervivencia para cada tipo de célula y cada

generador, ya que los resultados pueden diferir con otros equipos y lineas celulares.

En la Grafica 7-1 se presenta el porcentaje de células vivas tras ser sometidas a tratamientos
con distinto numero de ondas de choque mono-pulso (SW) y 60 ondas de choque tdndem
(TSW), en donde se variaron los tiempos de retardo (d) entre las duplas de ondas. De
manera comparativa se muestra el porcentaje de las células control las cuales no fueron
expuestas a ondas de choque. En el caso de los tratamientos mono-pulso, la curva sobre la
supervivencia celular obtenida coincide con la informacion reportada con anterioridad [48].
También se observa una curva decreciente al aumentar el nimero de SW mientras que para

las 60 TSW no se perciben cambios significativos al variar los retardos.
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Griafica 7-1. Viabilidad de células HEK293 expuestas a ondas de choque en el generador
Piezolith 2501. En azul: células control. En morado: tratamientos mono-pulso (60, 120 y
180 SW). En verde: tratamientos tindem (60 TSW) con tres retardos (d): 300, 600 y 900

us.
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7.1.2 Permeabilizacion

Una vez obtenidos los datos de viabilidad celular y con el fin de evaluar la efectividad de
los tratamientos en la permeabilizacion, se agregd FD-10 a la suspension celular de manera
previa a la aplicacion de ondas de choque. Usando la citometria de flujo, se pudo
determinar el tamafio relativo de las células usando los parametros FSC y SSC. En la
Figura 7-1, se presentan diagramas representativos de los grupos control y células
expuestas a ondas de choque, en donde cada punto corresponde a uno de 10,000 eventos
(células) analizados. En la region R1 de la Figura 7-1a, correspondiente a células sin
tratamiento, se encuentra una poblacion de tamafio y complejidad uniforme. Dentro de esta
region se muestra una ligera variacion en la distribucion en ambos ejes a lo largo de los
tratamientos, Figura 7-1b y c, por lo que se puede pensar que las células sufren cambios en

su ultraestructura.

600 BOO 1000

SSCH

400

Figura 7-1. Analisis por citometria de flujo de permeabilizacion de células HEK293.
Graficas de tamafio celular vs granularidad (complejidad) de 10,000 eventos para: a) células
control b) 120 SW y ¢) 60 TSW 600 ps d.

En la ;Error! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 7-2 los diagramas
muestran la medicion de la dispersion de luz hacia el frente (eje de las abscisas) y de la
fluorescencia verde (eje de las ordenadas). Los valores obtenidos con células control
(Figura 7-2a) permiten delimitar el valor de corte para determinar la region correspondiente
a la auto-fluorescencia de las cé€lulas (region R2) y aquella con fluorescencia proveniente

del fluorocromo FD-10 capturado durante la experimentacion (region R3).
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Figura 7-2. Andlisis por citometria de flujo de permeabilizacion de células HEK293.
Graficas de tamafio celular vs fluorescencia de 10,000 eventos para: a) C- b) C+ con
tratamientos: ¢) 120 SW y 60 TSW con d) 300 e) 600 f) 900 ps de retardo.

Como era esperado, las células expuestas al FD-10 pero sin exposicion a ondas de choque
(Figura 7-2b) muestran desplazamiento hacia la region con fluorescencia adquirida R1, ya
que el FD-10 se adhiere a la superficie de las células [48]. Sin embargo, las muestras que
recibieron tratamientos con ondas de choque presentan un desplazamiento claramente
superior en el eje de fluorescencia (FL1-H) (Figura 7-2c-f), indicando que el tratamiento
por ondas de choque promueve una mayor captura del fluorocromo macromolecular que en

las células no tratadas.

A partir de los datos generados por el citometro de flujo se obtuvo la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de todos los eventos en cada tratamiento. En la Grafica 7-2 se muestra
la IMF para los distintos experimentos, en donde se observa un aumento proporcional de la
IMF y el numero de ondas de choque mono-pulso. En los tratamientos con ondas de choque
tandem la IMF aument6 con respecto a las células no sometidas a ondas de choque, pero
presenta un aumento con un mayor intervalo de tiempo entre la primera y segunda onda de

choque.
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Griéfica 7-2. Grafica comparativa de las IMF en distintos tratamientos de permeabilizacion.
En azul, células control C- y C+. En morado, tratamientos 60, 120 y 180 SW. En verde,
tratamientos tindem 60 TSW con retardos de 300, 600 y 900 ps.

Si bien los datos de fluorescencia arrojados por la citometria de flujo indican que el
fluorocromo es mayormente capturado cuando las células son expuestas a ondas de choque,
la adherencia del fluorocromo a la superficie de las células impide obtener conclusiones
claras sobre su internalizacion. Para explorar dicho fendmeno, recurrimos a analisis de
microscopia confocal obteniendo informacion de la emision en cortes transversales de las

células.

En la Figura 7-3 se muestra la fluorescencia en la seccion media de células HEK293 en
suspension. A pesar de que se encuentran en distintos planos, se procurd obtener imagenes
en las que se apreciara la seccion media de las células. Para el control positivo (Figura
7-3a), se observa una ligera adhesion del fluoréforo a la membrana celular, mientras que las
muestras referentes a tratamientos con ondas de choque (Figura 7-3b-g) tienen

fluorescencia en el citoplasma u organelos, cuando se muestra un corte en el plano interior.
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Figura 7-3. Micrografias confocales en campo oscuro de células HEK293. a) C+. Con
tratamientos: b) 60 c) 120 y d) 180 SW y 60 TSW con retardos: €) 300 f) 600 y g) 900 ps.

7.1.3 Transfeccion

Tras la confirmacion de la capacidad de las ondas de choque para permeabilizar células
HEK293, se utilizaron las mismas condiciones experimentales para tratamientos de
transfeccion para la expresion de la proteina verde fluorescente. En la Figura 7-4 se muestra
la expresion de fluorescencia verde en células control y con distintos tratamientos de ondas
de choque. En la Figura 7-4a observamos nuevamente la fluorescencia basal de la
poblacion celular, delimitada en la region R2. Como se muestra en la en la Figura 7-4b, el
tratamiento de células en contacto con el pldsmido sin ondas de choque (C+), no muestra
cambios de fluorescencia respecto al control negativo (C-). En el caso de las muestras con

plasmido y sometidas a diferente nimero de ondas, se observa la presencia de muchos
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eventos que incrementan el nivel de fluorescencia. Este aumento es atribuido a la expresion

de la proteina GFP, en diferentes 6rdenes de magnitud, lo que indica que la transfeccion de

esas células fue exitosa.

Para analizar si existe una diferencia significativa entre los distintos tratamientos con ondas

de choque mono-pulso y los tratamientos con ondas tandem, se analizaron el porcentaje de

eventos en la region R3 y el indice de IMF en dicha region.

El promedio de las IMF obtenidas por citometria de flujo de los distintos tratamientos de

transfeccion se muestra en la Grafica 7-3. Aunque se puede confirmar que existe

transfeccion, indicada indirectamente por los valores de la IMF, estos no varian mucho

entre las distintas exposiciones a ondas de choque.
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Figura 7-4. Analisis por citometria de flujo de transfeccion de células HEK293. Gréficas
de tamafio celular vs fluorescencia de 10,000 eventos para: a) C-, b) C+, tratamientos con
ondas de choque: ¢) 60 SW y 60 TSW con d) 300, e) 600 y f) 900 us de retardo.
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Griéfica 7-3. Grafica comparativa de las intensidades medias de fluorescencia en distintos
tratamientos. En azul, células control C- y C+. En morado, tratamientos 60, 120 y 180 SW.
En verde, tratamientos tdindem 60 TSW con retardos de 300, 600 y 900 ps.

En la Grafica 7-4 se puede observar una comparacion entre el porcentaje de células
transfectadas, correspondiente al tamafio del circulo de cada tratamiento e indicado en cada
uno; y la intensidad media fluorescencia en el eje Y. De esta forma, es facil observar que la
mayor cantidad de células transfectadas esta alrededor del 12% para los tratamientos de 120
y 180 SW y decrece para el caso de los tratamientos tandem. A pesar de que la IMF
muestra un mayor valor en estos Ultimos, la poblacion que expresa la proteina gfp tras 24 h

de incubacion, es menor que para los tratamientos en mono-pulso.

Finalmente, la expresion de la proteina GFP en las células transfectadas por ondas de
choque fue analizada mediante microscopia de epifluorescencia. Como puede observarse en
la Figura 7-5, las células control, que s6lo estuvieron en contacto con el plasmido sin
recibir pulsos de ondas de choque, muestran fluorescencia de manera esporadica. En
contraste, las células tratadas con ondas de choque en contacto con el pldsmido muestran

multiples casos de expresion de fluorescencia.
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Grafica 7-4. Grafica comparativa de los porcentajes de células transfectadas y la IMF. En
azul, células control positivo. En morado, tratamientos 60, 120 y 180 SW. En verde,
tratamientos tandem 60 TSW con retardos de 300, 600 y 900 ps.

Figura 7-5. Micrografias de epifluorescencia en campo oscuro de células HEK293 en
suspension. a) C+. Con tratamientos: b) 120 SW y 60 TSW con retardos: ¢) 300 d) 600 y e)
900 ps.
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Las ondas de choque han resultado ser un método eficaz para transfeccion ya que,
comparado con estudios por ultrasonido, en este tipo de tratamientos no se requieren
condiciones especiales como la adicion de micro-burbujas para incrementar la cavitacion
acustica. Por ejemplo, Yoon et al [51] reportan una expresion nula del plasmido pp-VEGF
en ausencia de micro-burbujas (Sonovue®, radio 1-10 pm) en el momento del tratamiento
y, sin embargo, observaron una mayor expresion del plasmido al aumentar la concentracién

de micro-burbujas sin que se presentara una diferencia significativa al cambiar la intensidad
del ultrasonido y con una viabilidad mayor al 80% incluso a la presién mas alta (4 Cm—z).

Ante los resultados obtenidos con un excelente porcentaje de transfeccion celular mediada
por ondas de choque en donde se incorpora un plasmido desnudo se puede decir que este

método fisico es una alternativa viable para llevar a cabo experimentos in vivo.
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7.2 Células MCF-7
7.2.1 Viabilidad celular

Para el caso de las células MCF-7, también se realizO una curva de supervivencia.
Curiosamente, al evaluar los mismos parametros utilizados para las células HEK293, la
pérdida de viabilidad fue casi nula para tratamientos aplicados con 3 kV. Por consiguiente,
se procedio a incrementar tanto la intensidad de voltaje como la cantidad de ondas de
choque (SW). Es relevante considerar el distinto grado de sensibilidad que presenta cada
estirpe o linea celular al llevar acabo los tratamientos con ondas de choque, pues como en
este caso, hay una gran diferencia en la susceptibilidad entre las células de carcinoma

mamario y las HEK293.

En la Grafica 7-5 se ilustra la viabilidad celular con tratamientos a 4 kV con 120, 250, 500
y 1000 SW, sobre células MCF-7, aprecidandose una curva en la que el porcentaje de células
viables contadas decrece al aumentar el niimero de ondas de choque. Como control
comparativo se tienen células también en suspension que no han sido expuestas a ninglin

tratamiento.
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Grafica 7-5. Viabilidad de células MCF-7 posterior a tratamientos SW de intensidad 4 kV.
En azul: células control. En morado: tratamientos 120, 250, 500 y 1000 SW.
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7.2.2 Permeabilizacion

Después de obtener la informacion sobre viabilidad celular, se procediéo a evaluar la
efectividad de los tratamientos para permeabilizar las células MCF-7 usando como

marcador el fluorocromo FD-10.

Al analizar las muestras por citometria de flujo se determind el tamafio relativo de las
células. En la Figura 7-6 , se presentan diagramas de la medicion de la dispersion de luz
hacia el frente (eje de las abscisas) y de la granularidad (eje de las ordenadas) donde cada
punto equivale a un evento (célula) tanto de los grupos control como de las células
expuestas a ondas de choque. Para el caso de las células control (Figura 7-6a), en la region
R1 se observan dos poblaciones que varian ligeramente en tamafio y complejidad; esta
separacion de poblaciones se ve afectada tras la exposicion a ondas de choque como se

observa en las Figura 7-6b y c lo cual es interesante analizar a nivel ultraestructural.
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Figura 7-6. Analisis por citometria de flujo de permeabilizacion de células MCF-7.
Graficas de tamafio celular vs granularidad (complejidad) de 10,000 eventos para: a) células
control b) 2500 SW y c¢) 1000 SW.

También, se obtuvieron las graficas de tamafio celular (FSC-H) contra fluorescencia verde
(FL1-H) que se muestran en la Figura 7-7. Se observa el valor de corte delimitado a partir
de los valores obtenidos con células de control negativo (region R2). El control positivo
(C+) esta definido por células que no han sido expuestas a ondas de choque pero que si
entraron en contacto con el fluorocromo. En esta muestra, se percibe un desplazamiento de
la poblacion celular hacia la region con fluorescencia adquirida R1 (Figura 7-7b)

presumiblemente por la adhesion del FD-10 a la superficie celular.
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Por otro lado, las muestras que fueron expuestas a ondas de choque presentan un mayor
desplazamiento en el eje de las ordenadas (Figura 7-7¢c-f) lo que indica que la captura del
fluorocromo se promovié debido a los tratamientos. Ademas, destaca el cambio de tamafio
que muestran las células, pues mientras que en los controles se observan dos poblaciones,
en los andlisis post-tratamientos sélo se ve una poblacion, exceptuando en el ensayo con
1000 SW en el que se vuelven a apreciar ambas. Se puede pensar que las células sufren

alteraciones fisicas tras su exposicion a las ondas de choque.
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Figura 7-7. Analisis por citometria de flujo de permeabilizacion de células MCF-7.
Graficas de tamatfio celular vs fluorescencia de 10,000 eventos para: a) C-, b) C+y
tratamientos c) 120 d) 250 e) 500 y f) 1000 SW.

En la Grafica 7-6 se muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF), de todos los
eventos en cada tratamiento, obtenida a partir de los datos generados por el citometro de
flujo. Se observa que, entre los tratamientos con 120, 250 y 500 SW la intensidad media de
fluorescencia es mayor a la de los controles por lo que, aunque no existe una tendencia
clara que indique mayor eficiencia, hay un indicio de que el fluorocromo se encuentra
mayormente adherido a la superficie celular tras los tratamientos con ondas de choque. Al
hacer una comparacion con las graficas de viabilidad podria considerarse que los

tratamientos de 120 y 250 SW son ideales para la continuacion de experimentos. Hacia las
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1000 SW el nivel de la IMF es incluso mas bajo que el de los controles, esto puede deberse

a la baja supervivencia de células durante la exposicion a ondas de choque.

A través de un analisis por microscopia confocal se obtuvo la Figura 7-8, en donde se
observa el fluorocromo FD-10 en la seccion media de las células después de haber sido
sometidas a ondas de choque. En el caso de las células de control positivo se aprecia
adhesion a la membrana celular. Es importante destacar que la intensidad media de
fluorescencia (IMF), aunque al principio parece aumentar de acuerdo al creciente nimero
de ondas de choque aplicadas, llega a un punto de saturacién a las 500 ondas de choque y

después decrece.
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Griéfica 7-6. Grafica comparativa de las intensidades medias de fluorescencia en distintos
tratamientos. En azul, células control sin contacto con FD-10S (C-) y en contacto con FD-
10S (C+). En morado, tratamientos mono-pulso 120, 250, 500 y 1000 SW.

49



RESULTADOS

—
10 pm

—
10 yro

Figura 7-8. Micrografias confocales en campo oscuro de cé¢lulas MCF-7 en suspension
permeabilizadas. a) C+, con tratamientos: b) 125 ¢) 250 y d) 500 SW.

La permeabilizacion de esta linea celular debido a la sonoporacion se ha reportado usando
ultrasonido en presencia de micro-burbujas encapsuladas, en donde se menciona un efecto
de reparacion celular tras la generacion de pequenos poros en la membrana [52]. También
se menciona la importancia de la presencia de burbujas para que la permeabilizacion
transitoria fuese posible, asi como la seleccion de la amplitud de presion acustica adecuada
para que exista insercion del fluido extracelular sin ser demasiada como para impedir la
recuperacion de las células. Ademds se observa, como en nuestros resultados, que la IMF
inicialmente crece conforme aumenta la presion hasta llegar a un méaximo (0.25 MP) tras la
cual disminuye. A diferencia del ultrasonido, al utilizar ondas de choque no es necesario
adicionar micro-burbujas, pues un solo impulso aporta energia suficiente como para
provocar cavitacion en las burbujas del medio en que se encuentran las células, esto hace
que la experimentacion in vitro sea mas eficiente y menos complicado para llevar a pruebas

in vivo.
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7.2.3 Transfeccion

Una vez que se comprobd la permeabilizacion de la linea celular MCF-7 propiciada por la
exposicion a ondas de choque, se tomaron los mismos pardmetros para evaluar la expresion
de la proteina GFP en los tratamientos de transfeccion. En la Figura 7-9 se muestran los
datos obtenidos por citometria de flujo, se observa la contribucion de la fluorescencia verde
debida a la inserciéon del plasmido pCX::GFP-GPI2 en el interior celular. Primero, se
establece la region R2 dada por la fluorescencia basal en las células del C-, luego se
observa el desplazamiento de las demés muestras hacia la region R1. Se puede notar que
para los distintos tratamientos con ondas de choque el desplazamiento es mayor que en los

controles pero no llega a ser tan notorio como en el caso de la permeabilizacion.

El promedio de las intensidades medias de fluorescencia derivado del analisis en el
citometro de flujo de la transfeccion de células MCF-7 se muestra en la Grafica 7-7. Al
observar este resultado es importante destacar que la transfeccion, medida indirectamente
por la intensidad media de fluorescencia, es mayor en los pardmetros en que la viabilidad
decrece, por ejemplo, en la aplicacion de 1000 SW obtenemos una IMF alrededor de 9 pero
una supervivencia del 40% mientras que a las 120 SW la supervivencia es del 80% con una

IMF similar.

En la Grafica 7-8 se muestran datos comparativos entre los porcentajes de células que
expresan el pldsmido después de 48 h de haber sido sometidas a ondas de choque
(indicados en cada circulo) y la intensidad media de fluorescencia. Se observa una curva en
la que existe una mayor cantidad de células transfectadas proporcional al aumento de
numero de ondas de choque aplicadas llegando a un méaximo de alrededor del 2% en el
tratamiento con 1000 SW. Dentro de estos resultados, es muy importante considerar el
porcentaje alcanzado de células MCF-7 transfectadas, pues éstas tienden a presentar una
baja incorporacion de material exdgeno al interior celular. Sin embargo, es necesario
considerar estos datos en conjunto con los obtenidos para la viabilidad celular; para obtener

un efecto de transfeccion eficiente sin hacer dafno excesivo a las células.
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Figura 7-9. Analisis por citometria de flujo de transfeccion de células MCF-7. Graficas de
tamafio celular vs fluorescencia de 10,000 eventos para: a) C-, b) C+ y tratamientos: c) 120,
d) 250, e) 500 y f) 1000 SW.
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Grifica 7-7. Grafica comparativa de las intensidades medias de fluorescencia en distintos
tratamientos. En azul, células control C- y C+. En morado, tratamientos mono-pulso 120,
250, 500 y 1000 SW.
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Grafica 7-8. Grafica comparativa de los porcentajes de células transfectadas. En azul,
células control C- y C+. En morado, tratamientos 60, 120 y 180 SW. +

Por medio de microscopia confocal se observo la expresion de la proteina verde
fluorescente codificada en el plasmido pCX::GFP-GPI2 internalizado en la célula (Figura
7-10). Las imagenes obtenidas del microscopio indican que todas las muestras tratadas

parecen manifestar la asimilacion del plasmido.

A diferencia de otros métodos fisicos, las ondas de choque han demostrado condiciones
transferibles a experimentos in vivo pues es un método no invasivo y presenta porcentajes
optimos tanto de células transfectadas como de internalizacion de pldsmido desnudo. Para
otros métodos, se ha reportado la transfeccion de células MCF-7 por medio de ultrasonido
usando el plasmido pEGFP recubierto con complejos PEL:ADN (polietilenimina + ADN)
suplementando el medio extracelular con el agente contrastante SonoVue® (microburbujas
con radio (~1.5 — 2 um) en donde se muestra la eficiencia de transfeccion y viabilidad
celular como funciones del pico de presion acustica negativo. La eficiencia de transfeccion
incrementa gradualmente al aumentar la presion hasta llegar a un pico médximo mientras
que la viabilidad celular decrece al incrementar la presion [53]. Aunque el ultrasonido es

bien conocido por su uso terapéutico, sus ondas de baja presion impiden causar cavitacion
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del modo en que lo hacen las ondas de choque por lo que es necesario afiadir micro-

burbujas sintéticas lo que puede complicar su uso al querer hacer tratamientos in vitro.

Figura 7-10. Micrografias de epifluorescencia en campo oscuro de células MCF-7 en
suspension transfectadas. a) C+, con tratamientos: b) 125, ¢) 250, d) 500 y ) 1000 SW.
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7.3 Microscopia electronica de barrido

Durante los conteos con camara Neubauer en un microscopio de luz, se percibid dafio
celular, debido a los tratamientos con ondas de choque, indicado por el colorante azul de
tripano que se agregd a las muestras para su observacion (Figura 7-11). Al considerar de
suma relevancia este fenomeno, en conjunto con los resultados de citometria de flujo en los
que se observan cambios de tamafo y complejidad en las poblaciones celulares tras los
tratamientos, se decidi6 analizar y comparar la ultraestructura de las células tratadas y las

células control utilizando el microscopio electronico de barrido (MEB).

a)

Figura 7-11. Fotografias tomadas en el microscopio de luz de: a) células muertas y b)
células vivas.

En las imagenes obtenidas con el MEB, se pudo constatar un mecanismo importante
generado por la cavitacion actstica debido a las ondas de choque. Por un lado, las células
control se ven intactas con forma esférica y su superficie sin alteraciones en las
vellosidades (Figura 7-12a y Figura 7-13a) lo que indica que son células intactas que han

estado en suspension el mismo tiempo que las tratadas.

Sin embargo, para el caso de las células que han sido sometidas a ondas de choque la
apreciacion no es igual. En las Figura 7-12 y Figura 7-13 b-d se observa que las células han
sufrido algunos cambios, por ejemplo, la superficie se percibe mas rugosa y las
vellosidades desaparecen y es de mucha importancia sefialar la presencia de poros de entre
0.5 y 1 um en las membranas celulares lo cual confirma la hipdtesis sobre el cambio de

tamafio observado en citometria de flujo.
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Al parecer no hay una relacion entre la cantidad de ondas de choque aplicadas y el tamafio
de poro, no obstante, se distinguen regiones mas granulosas que evidencian el dafio celular
que aumenta proporcionalmente al nimero de ondas de choque. Es importante mencionar
que estas aperturas celulares son transitorias, la fijacion de las muestras que se presentan en
las micrografias se hace durante los primeros diez segundos después de haber sido
sometidas a ondas de choque. Al realizar la fijacion después de un tiempo mayor, los poros
no fueron visibles y conservaron su capacidad proliferativa por lo que se puede pensar que
las células mantienen su ciclo vital. Teniendo en cuenta estos resultados, es posible
relacionar la permeabilizacion o transfeccion debido a la generacion de los pequefios poros
por donde los fluorocromos podrian tener acceso al interior de la célula que mas tarde

procesard la informacion y al ser reconocida por la maquinaria celular se expresara.

Por medio de otro método fisico de transfeccion, el ultrasonido, se han estudiado los poros
generados in vitro por cavitacion acustica en donde se reportan tamafios de poro de 1 nm
hasta 4.31 um que incrementan al aumentar la presion y el tiempo de tratamiento [54, 55,
52, 53]. Se cree que la transfeccion mediada por ultrasonido también esté relacionada con la
sonoporacion al generar poros transitorios en la membrana celular. Los andlisis por
microscopia electronica de barrido permiten monitorear las condiciones de
permeabilizacion de una célula al estudiar los poros generados en las células de manera

eficiente sin necesidad de utilizar sistemas reporteros como los marcadores fluorescentes.
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Figura 7-12. Micrografias de MEB de células HEK293. El fondo corresponde a la cinta de
carbon, las células lucen colapsadas por falta de secado de punto critico. Por lineas: a)
Control. Con tratamientos mono-pulso: b) 60 ¢) 120 y d) 180 SW.
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Figura 7-13. Micrografias de MEB de células MCF-7. El fondo corresponde a los
polisacaridos del papel filtro en el que se hizo el secado de punto critico y posteriormente el
montaje. Por lineas: a) Control y tratamientos: b) 125, ¢) 250 y d) 1000 SW.
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8 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que las ondas de choque provocan
poros transitorios de hasta 1 um de didmetro que promueven la permeabilidad de la
membrana celular en las lineas HEK293 y MCF-7. Este efecto es una consecuencia de la
aplicacion de las ondas de choque en donde la cavitacion, la amplitud del frente de presion,
la cantidad de ondas de choque aplicadas y la viabilidad ante los tratamientos determinan la

internalizacién de macromoléculas en las células.

En ambas lineas celulares el aumento en la cantidad de ondas de choque aplicadas es
proporcional a la mortalidad, sin embargo, la susceptibilidad a tratamientos con ondas de
choque varia enormemente entre distintas estirpes celulares. Para el caso de las MCF-7 fue
necesario aumentar tanto el voltaje de generacion de las ondas de choque, de 3 kV, con que
las células HEK293 permean, a 4 kV, como la cantidad de pulsos administrados. Por otro
lado, nuestros resultados muestran que si bien las condiciones de las ondas tandem
aplicadas para permeabilizar requieren ser optimizadas, el aumento de cavitacion acustica

inducido por esta técnica no causa detrimento en la viabilidad celular.

En la biisqueda por la optimizacion de los tratamientos para cada linea celular, se generaron
resultados favorables con altos porcentajes de transfeccion. Dada la eficiencia obtenida al
utilizar un plasmido desnudo en combinacion con la exposicion a ondas de choque, se

podria proponer la transferencia de estas condiciones a sistemas in vivo.

El hallazgo de los poros generados durante la aplicacion de ondas de choque nos permite
confirmar que la cavitacidon acustica es un mecanismo por el cual se presenta el efecto de
permeabilizacion de la membrana celular. Por otro lado, nos lleva a pensar que la
transitoriedad de los poros estd dada por el mecanismo bioldgico de la célula que se
recupera del dano fisico y puede seguir su ciclo vital en cultivo celular, conservando y
expresando la informacién codificada en el plasmido pCX::GFP-GPI2 ain después de 24 h
(HEK293) 6 72 h (MCF-7). Esta informacioén es reveladora y muy importante para la

continuidad en la investigacion de este método como una alternativa para transfeccion.
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