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RESUMEN

EFECTO CITO-GENOTOXICO DE LA TRANSFECCION CON LIPOSOMAS
CATIONICOS EN LA LINEA CELULAR CHO-K1: UN ESTUDIO
EXPLORATORIO

Giraldo, Jhon Jairo*; Delgado, Jean Paul*; Camargo, Mauricio®

1. Grupo Genética, Regeneracion y Cancer, Sede de Investigacion
Universitaria (SIU), Universidad de Antioquia

Los lipidos cati6nicos son uno de los tipos de vectores no virales de mayor uso en la
actualidad en el procedimiento de transfeccion, debido a sus probadas ventajas para la
transferencia génica en células eucariéticas. Sin embargo, poco se ha evaluado sobre las
transformaciones colaterales que pueden ocurrirle a las células sometidas a lipofeccion,
tales como efectos citotdxicos y genotoxicos. A pesar de la existencia de algunos trabajos
previos, el mecanismo molecular que conduce, por ejemplo, a la pérdida de viabilidad
causada por los complejos liposoma/DNA, permanece poco comprendido.

Por tal motivo, en este estudio piloto exploratorio, se pretendié determinar si esta
disminucién inicial de viabilidad celular postransfeccion esta relacionada con inestabilidad
gendémica como respuesta temprana a la introduccion de material genético exdgeno.
Interesantemente, se encontr6 una notable induccion de dafio de tipo SSB y DSB en el
DNA de células CHO-K1 en las primeras 6 -12 horas después del tratamiento de
lipofeccion. Pero luego, a las 26-36 horas el nivel de dafio disminuye a niveles cuasi
basales, i.e. a niveles estadisticamente no significativos en relacién al control. En
consecuencia, Los niveles de genotoxicidad encontrados en el DNA gendémico de las
células huéspedes en etapas tempranas postransfeccion, podrian constituir una
evidencia inicial de que la entrada de multiples copias de DNA plasmidico en el nucleo

de la célula diana, activa los mecanismos de defensa y reparacion celular de DNA.

Palabras clave: Transfeccion, Lipoplex, genotoxicidad, SSB, DSB, Plasmido,

reparacion de DNA.
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1. INTRODUCCION

1.1. TRANSFECCION: GENERALIDADES

La transfeccion es un método que consiste en insertar material genético (DNA,
RNA) o incluso proteinas, en el interior de una célula, para lograr algunos
cambios en la expresion de ciertos genes o respuestas biolégicas de interés.
La aplicacion de éste método ha permitido incrementar el acervo de
conocimientos biolégicos acerca de la regulacién y la expresion génicas, asi
como de la funcion de muchas proteinas en los sistemas celulares. También
se aplica ampliamente en gran namero de disefios experimentales, en la
generacion de animales transgénicos, en la produccién y seleccion de lineas
celulares modificadas, y quizas, con el mayor impacto biomédico, en la terapia

génicay celular.

Para que la estrategia de transfeccion actual se desarrollara, se necesito del
desarrollo de 2 aproximaciones tedrico-metodolégicas. De un lado, inicid con
el descubrimiento de la “Transformacion o Principio Transformante” por
Friederick Griffith en 1928 a partir de sus trabajos con la bacteria S.
pneumoniae. Posteriormente, Joshua Lederberg y Norton Zinde en 1951
estudiando la recombinacion genética en diferentes cepas de Salmonella
tiphymurium, dilucidaron los mecanismos de transduccién generalizada y
especializada (Klug et al. 2006)%°, aportando un gran baluarte en la
comprensién de lo que se conoce en nuestros dias como transferencia

genética horizontal (TGH).

Gracias a esto, hoy se conoce de la posibilidad que una célula transfiera
material genético a otra que no es descendiente directa suya. Lo que
inicialmente se conocié en procariotas, fue luego generalizado a una amplia
variedad de células eucariotas, y hoy llega a ser claro que, en teoria, siguiendo

los procedimientos adecuados, cualquier tipo de célula puede albergar material
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genético procedente de otros organismos, incluso los mas alejados

evolutivamente.

La segunda confluencia a la estrategia de transfeccion, reside en el desarrollo
de la biologia molecular, que brind6 los conocimientos para que surgiera la
tecnologia del DNA recombinante, unido a los desarrollos biotecnoldgicos de
las ultimas décadas, con los cuales, es posible construir casi cualquier tipo de
secuencias genéticas, en la que se logra unir DNAs provenientes de

organismos incluso muy distantes filogenéticamente.

De esta manera, en la actualidad es posible construir gran diversidad de
secuencias de acidos nucleicos de interés y lograr que una amplia gama de

tipos celulares incorporen dichas secuencias, mediante varias formas.

Por regla general, tales secuencias se incorporan en las células, mediante
vectores. Un vector, es un vehiculo de transferencia donde se transporta la
secuencia de interés, y permite su insercion en la célula especifica. Existen dos
tipos de vectores: Virales y No virales. Los primeros incluyen todos aquellos
que se han obtenido a partir de un virus modificado genéticamente, tratando
de eliminar sus caracteristicas patologicas/infectivas y de adaptarlos a su
nueva funcibn como transportadores de material genético exdgeno. El
principio de esta metodologia se aprovecha de la capacidad de los virus como
maquinas eficientes para infectar las células e insertar el material genético que
portan. El segundo tipo de vectores, los no virales, se basan principalmente en
una estrategia de sintesis quimica que posibilita el transporte efectivo de genes

en el interior de la célula (Narbén Fernandez, 2008)".

Las caracteristicas de un vector ideal para poder adaptarlo luego a situaciones
concretas serian las siguientes: (a) Reproducible, (b) Estable, (c) Que permita
la insercion de material genético sin restriccibn de tamafio, (d) Que alcance

concentraciones elevadas, (d) Que permita la transduccion tanto de células
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en division como quiescentes, (e) Que posibilite la integracion especifica de un
gen, (f) Que reconozca y actue sobre células especificas, (g) Que la expresion
del gen pueda ser regulada, (h) Que carezca de elementos que induzcan una
respuesta inmune, (i) Que pueda ser caracterizado completamente, (j) Que sea
inocuo, bioseguro y minimice sus posibles efectos secundarios, y, (k) Que sea

facil de producir y almacenar a costos razonables (Narbén Fernandez, 2008).

El vector es una parte importante en el sistema de transferencia génica, pero el
sistema consta de dos componentes: el vector (vehiculo de transporte) y el
inserto (material a ser transportado). El inserto a su vez se subdivide en: el
efector (gen a introducir) y el soporte (las secuencias que permiten y
condicionan su expresion). El inserto suele ser una estructura de tipo
plasmidico (DNA bicatenario y circular), aunque puede ser de diversa
naturaleza y complejidad, desde un simple oligonucle6tido hasta un
cromosoma artificial, que permite incorporar una cantidad elevada de material
genético con capacidad de perpetuacion en el tiempo (Narbén Fernandez,
2008)*.

Uno de los tipos de vectores no virales, son los cationes lipidicos, los cuales
forman liposomas que engloban el inserto, formando un complejo DNA/lipido
llamado “lipoplex” y facilitando su entrada celular mediante la fusion de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica con dichos liposomas, mediante el

proceso de la endocitosis.

Segun reportes, la lipofeccion, o transferencia de acidos nucleicos por via
liposomal, ofrece un nimero de ventajas sobre otros métodos corrientes de
transfeccion. Los liposomas catidnicos son muy eficientes en la transferencia
de genes in vitro, no destruyen la membrana celular, son capaces de
transfectar muchos tipos de células, son metabolizables y tienen el potencial de

marcar tejidos especificos in vivo (Smith et al. 1993).”
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Felgner y colaboradores fueron pioneros en la transferencia génica basada en
lipidos catiénicos (Felgner et al. 1987)%. Desde entonces, la lipofeccién ha
empezado a representar el método no viral mas comUnmente usado y
ampliamente investigado. Cientos de formulaciones lipidicas se han

desarrollado y evaluado en la transfeccion.

Se ha documentado que la etapa mas limitante de la eficiencia de lipofeccion,
es el paso a través de la membrana plasmatica, principal barrera anatomica y
mecanica que deben vencer los lipoplexes para llegar a su destino final, el
nucleo de la célula diana. Los acidos nucleicos por lo general no atraviesan la
membrana celular a menos que su entrada sea facilitada por la creacion de
poros transitorios o0 mediante varios mecanismos de ingesta celular activa,
tales como endocitosis, macropinocitosis o fagocitosis (Medina-Kauwe et al.
2005)*,

Una vez que los complejos lipoplex son tomados por medio de endocitosis, las
macromoléculas capturadas por la célula dentro de los endosomas,
usualmente se transforman en lisosomas digestivos a menos que posean
mecanismos de escape para interceptar este proceso. Se han explorado dos
de dichos mecanismos. El primero implica el uso de moléculas fusogénicas
tales como péptidos de fusion (Li et al. 2004)°, o también mediante lipidos con
enlaces sensibles a &cidos y largas porciones hidrofébicas para romper la
membrana de los endosomas (Xu et al. 1996)°. El segundo tipo de mecanismo
implica generar una gran presidn osmaética dentro del compartimiento
endosomal que eventualmente gatilla la hinchazén o explosién de la vesicula
endosémica (Akinc et al. 2005)’.

Una vez se liberan los endosomas, las moléculas de DNA o RNA en su forma
libre o como complejos, deben atravesar el espacio citoplasmatico (lleno de
proteinas viscosas y de matriz citoesquelética), hacia el ndcleo, donde la

transcripcion toma lugar (Lukacs et al. 2000)8. EI mecanismo implicado en este
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transporte intracitoplasmatico hacia el nucleo de la célula huésped, permanece

aun poco dilucidado.

La envoltura nuclear representa también una barrera importante para la
entrada del DNA. Para células en replicacion, muchas moléculas entran al
ndcleo mediante el proceso de disolucion y reorganizacion de la envoltura
nuclear durante la fase de mitosis. Para células interfasicas, el pasaje a través
de esta barrera constituye una etapa limitante de la eficiencia de transfeccion
ya que el tamafio significativo de una molécula de plasmido de DNA hace que
sea improbable que su entrada nuclear ocurra por simple difusién pasiva.
(Dean et al. 2005)°

Existen algunas evidencias iniciales que indican que el DNA plasmidico puede
atravesar el complejo de poro nuclear (NPC) por un mecanismo similar al
transporte activo de polipéptidos mayores a 60 KDa (Dean et al. 2005)°. No
obstante, el mecanismo de importacion nuclear de DNA foraneo es aun poco

claro.

Finalmente, el desensamble de los complejos lipoplexes para liberar el DNA,
podria constituir otra etapa que limita la eficiencia de la transfeccion (Chen et
al. 2008)™.

Paralelo a la dilucidacién de los factores celulares que limitan la eficiencia de
incorporacion y expresion de los complejos lipoplex, se han reportado algunos
pardmetros fisicoquimicos que estan implicados en la eficiencia y toxicidad de
la transfeccion. Dichos parametros estan relacionados con la cinética de
formacion de los complejos lipoplex, entre ellos se encuentran: la proporcion
lipido/DNA, la fuerza idnica y la temperatura del medio de suspension, el orden
de adicién de los dos componentes, la tasa de mezcla de los reactivos, la
composicién del medio y la presencia o ausencia de suero (Masotti et al.
2008).1
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Por todos estos procesos que dependen de la estructura, el metabolismo
celular y la cinética de formacion e incorporacion de los complejos lipoplex, la
técnica de lipofeccidn es el procedimiento que ha reportado mayores ventajas
sobre otros métodos en la transferencia génica. Debido a estas ventajas, es

gue la lipofeccion ha adquirido un lugar privilegiado en la terapia génica.

La terapia génica ha emergido como una de las mas potentes y promisorias
estrategias para el desarrollo de tratamientos para desérdenes adquiridos y

heredados que conducen a enfermedades (Patil et al. 2003)*2.

Sin embargo, la simplicidad conceptual de la terapia génica, se enfrenta a dos
grandes retos biologicos y técnicos, a saber, (a) el desarrollo de tecnologias
eficientes de entrega génica, y (b) la posible induccion de respuesta inmune del
huésped. En cuanto al primer desafio, éste ha sido considerado como “el tal6n
de Aquiles de la terapia génica” ya que los resultados clinicos requieren de la
reparacion genética de un alto numero de células y, dependiendo de la
naturaleza de la enfermedad, también se requiere una expresion estable a
largo término del gen de interés. Para la gran mayoria de enfermedades
potencialmente tratables, las tecnologias existentes no son eficientes para
transfectar suficiente nimero de células para conferir beneficios terapeuticos
(Alexander et al. 2004).

Respecto al segundo desafio, los vectores no virales como los liposomas
cationicos (CL) se han preferido debido a que son aparentemente no
inmunogénicos, son relativamente faciles de ensamblar y apropiados para una

produccion a gran escala e industrial (Brown 2001).

Las ideas iniciales fueron dirigidas hacia el tratamiento de desoérdenes
monogeénicos, y hoy ha llegado a ser claro que los genes pueden ser
considerados un nuevo agente farmacéutico para el tratamiento de varios tipos

de enfermedades. En las Ultimas dos décadas la terapia génica ha pasado
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desde estudios preclinicos hacia estudios clinicos para varias enfermedades
que varian desde desordenes monogénicos como la fibrosis quistica y la
distrofia muscular de Duchenne, hasta enfermedades méas complejas como
cancer y desordenes cardiovasculares. La terapia génica para
Inmunodeficiencia combinada severa (SCID) es el éxito histérico mas
significativo hasta la fecha, aunque son significativos también los progresos en
otras areas (Alton. 2007).*

Segun Alton, se han presentado algunos efectos adversos siguientes a la
terapia génica, pero se han dado muchos progresos en la comprensién y
superacion de esos problemas. En ese sentido Alton declara que “los estudios
para evaluar la genotoxicidad de cualquier vector de transferencia génica,
seran una caracteristica fundamental de la investigacion en terapia génica”
(Alton. 2007).*

1.2.ALGUNAS EVIDENCIAS ACERCA DE LAS LIMITACIONES DEL
METODO CON LIPOPLEXES: EFECTOS CITOTOXICOS

Uno de los reactivos liposomales actuales se denomina “TurboFect™ in vitro
Transfection Reagent” el cual es producido y comercializado por la
compafia Fermentas S.A. que forma parte de Thermo Fisher Scientific. En su
pagina web oficial, la casa farmacéutica expresa al respecto que se trata de
“‘un reactivo de transfeccion altamente eficiente, facil de usar y no
inmunogénico. Es una solucion estéril de un polimero catidénico apropiado que
forma complejos estables, compactos y positivamente cargados con DNA.
Esos complejos protegen el DNA de la degradacion y facilitan la transferencia

génica en células eucarioticas.”

Ahora bien, ya que el uso de la transfeccion con liposomas es una herramienta
promisoria para la comprensién de gran variedad de procesos celulares y

moleculares, y presenta grandes aplicaciones en la investigacion basica y
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biomédica, se requieren mas estudios acerca de sus posibles efectos
citotoxicos y genotdxicos, como requisitos fundamentales para comprender
mejor algunas consecuencias celulares de su uso; ademas, para asignarle

mayor sustento como vehiculo de transferencia génica.

Las escasas evidencias sobre el dafio citotoxico causado por la lipofeccion
comenzaron con algunos reportes acerca de la actividad inmunomodulatoria de
los vectores liposomales en células efectoras del sistema inmune (Filion y
Phillips, 1997). En ese trabajo, se recomienda realizar una evaluacién previa
de la toxicidad de diferentes formulaciones de lipidos cationicos hacia las dos
mayores poblaciones de células efectoras del sistema inmune, macrofagos y
linfocitos T, antes de establecer el potencial de los liposomas cationicos como

vectores en la transferencia génica.

Afios mas tarde, se reporté la induccion de apoptosis en macréfagos por
liposomas cationicos. Alli, se manifiestan algunas ideas acerca de la
necesidad de adelantar estudios sobre la toxicidad vy la inmunomodulacion
antes de realizar cualquier generalizacion sobre la inocuidad de los liposomas
en el sistema inmune. Se establece que los liposomas ejercen cambios en las
células con los que ellos interactian, y que dichos cambios permanecen aun
sin dilucidarse. Por tal razon, evaluaron si los liposomas catidénicos podrian
causar apoptosis en macréfagos esplénicos de ratones, encontrando altos
niveles de muerte celular, relacionada con la carga lipido:DNA de los
liposomas, independientemente de su composiciéon lipidica (Aramaki et al.
1999).1

Posteriormente, en 2007, se reporta que la formacion de complejos de
lipofectamina con plasmidos de DNA incrementa la citotoxicidad en células
HelLa. Asi, Nguyen et al., utilizando ensayos de citotoxicidad como el MTT y
detectando apoptosis tanto cualitativa como cuantitativamente, documentaron
que la citotoxicidad y la apoptosis se vieron incrementadas de una manera

dependiente de la dosis de lipoplex. Ademas, mediante un analisis de
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microarreglos para 20227 genes, encontraron sobreexpresion de 45 genes
implicados en la regulacion del ciclo celular, apoptosis, factores de
transcripcion y factores de respuesta al dafio en DNA como reparacion y

recombinacién (Nguyen et al. 2007)*".

Finalmente, en 2011, se realiza un estudio acerca de la induccion de estrés
celular y cambios indeseados en los patrones de expresion génica de células
transfectadas con lipofectamina-2000. Mediante la lipofeccion de células de
melanoma de raton B16F10 con un constructo de DNA plasmidico que
contiene el gen reportero CAT (cloranfenicol acetil transferasa), controlado por
el promotor de Hspalb (proteina implicada en respuesta a estrés térmico), los
autores observaron que la actividad del reportero se inducia en igual medida
tanto en células en condiciones fisiologicas (37°C) como en células bajo estrés
térmico (42°C) (Kierzkowska et al. 2011)*,

En el mismo trabajo, se analiz6 la cinética de activacién del promotor Hspalb
ocasionada por las formulaciones lipidicas. Se evalu6 la actividad del gen
reportero en varios puntos de tiempo hasta las 48 horas pos-transfeccion. En
células mantenidas a temperatura fisiolégica (37°C), se detecté un alto nivel de

actividad reportera comenzando desde 12 horas luego de la lipofeccion.

1.3.JUSTIFICACION

El procedimiento de transfeccion es ampliamente utilizado en la ciencia
basica y biomédica moderna. De hecho, la busqueda de la palabra
“transfection” en la base de datos PubMed, arroja 154.543 resultados (25 de
Abril de 2013), y el término “Turbofect”, en la misma base de datos, genera 236
resultados. Esto evidencia la cantidad de publicaciones que directa o
indirectamente se relacionan con esta herramienta de transferencia génica. En
la actualidad, se realizan grandes esfuerzos, tanto de los investigadores como

de los fabricantes por mejorar progresivamente las eficiencias de los
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protocolos. Si una de las caracteristicas de un vector ideal es su inocuidad, con
el minimo de efectos secundarios, es razonable recomendar, la evaluacién
de los cambios indeseados a nivel celular, molecular y genético, debido a que
éstos podrian incrementar, atenuar, o0 incluso enmascarar, los efectos

deseados al realizar un procedimiento de insercion génica.

Existen algunos estudios que han empezado a evaluar transformaciones
colaterales en las células sometidas a transfeccion, tales como la pérdida de
viabilidad y efectos citotoxicos, y han solicitado estudios adicionales y mucha
prudencia antes de certificar definitivamente a la técnica de lipofeccibn como

vehiculo de transferencia génica.

Se ha reportado, por ejemplo, que las células sufren compactacion, numero
reducido de mitosis y vacuolizacion del citoplasma (Lappalainen et al.
1994)°?° Se ha descrito ademas, que esta toxicidad puede deberse, en
parte, al gran tamafio o a la alta carga de los lipoplexes requeridos para su

incorporacion eficiente (Friend et al. 1996)%.

A pesar de la existencia de estos trabajos previos, el mecanismo molecular que
conduce a la muerte celular causada por los lipoplexes, permanece poco

comprendido.

1.4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la amplia utilizacion, ain no es claro porqué la lipofeccion genera
pérdida de viabilidad celular, que luego se restablece por aparente seleccion
clonal. Por tanto, dado que existen pocos estudios rigurosos que hayan
abordado este tema, en este trabajo de pregrado, se plante6 un estudio
exploratorio que permitiera documentar si la disminucion inicial de viabilidad
esta relacionada con inestabilidad genomica como respuesta celular temprana

a la introduccion de material genético exdgeno. De ahi que inicialmente se
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buscara determinar si durante las primeras etapas después de la transfeccion

hay o no concurrencia de viabilidad disminuida y genotoxicidad aumentada.

La reduccion en la viabilidad y clonabilidad celular post-transfeccion reportada
por investigadores (ver Seccién 1.2, y Schiavone et al 2000)??, y corroborada
en nuestro laboratorio (resultados no publicados) motivé el planteamiento del
presente estudio piloto exploratorio, que en caso de generar resultados
esperados (congruentes con la hipotesis de trabajo), conllevaria a preguntas
fundamentales respecto a la respuesta genética de las células sometidas al
tratamiento convencional de transfeccion con lipoplexes, y eventualmente,

plantear futuras estrategias para optimizar dichos procesos.

Y aunque solo se pretendidé hacer una primera exploracién con indicadores de
dafio gendmico, en un futuro se podria profundizar en la idea de si la respuesta
de las células ante la introduccion de material genético foraneo, activa la

maquinaria celular de reparacién-recombinacion del DNA.

Es necesario aclarar también, que el planteamiento de este trabajo esta
fundamentado en una pregunta de investigacion de biologia basica. Los
reactivos comerciales de transfeccion utilizados durante la realizacion de este
trabajo fueron seleccionados debido a su disponibilidad comercial y su amplio
uso de rutinas en muchos laboratorios a nivel mundial. Dado lo anterior, no
existen intereses comerciales ni econdmicos que hayan influenciado el

desarrollo de esta propuesta ni sus resultados.

1.5.HIPOTESIS

Si la transfeccion con liposomas se ha visto asociada con reduccidon en la
eficiencia de clonacién y viabilidad celular, es posible que lo anterior esté
relacionado al dafio genotoxico derivado de la respuesta celular (reparacion-

recombinacién) a la entrada del DNA foraneo.
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1.6.0OBJETIVOS

1.6.1. OBJETIVO GENERAL:

Determinar si la transfeccion con lipoplex (“TurboFect™ in vitro Transfection

Reagent”), induce inestabilidad genomica.

1.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar si la lipofeccion con TurboFect ocasiona quiebres de cadena
sencilla (SSB) en el DNA de células tratadas.

Determinar si la lipofeccion con TurboFect ocasiona quiebres de cadena
doble (DSB) en el DNA de células tratadas y manifestado en alteraciones
cromosomicas tipo quiebres cromatidicos, cromosémicos, cromosomas en

anillo, cromosomas dicéntricos y figuras cromosomicas multirradiadas.

Elaborar conclusiones acerca de la inocuidad o toxicidad de los lipidos
utilizados como vectores de transferencia génica, y en la medida de lo

posible, plantear algin mecanismo segun los efectos encontrados.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivo v Preparacion de las Células:

Se utilizaron células CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary) (ATCC CCL-61),
gue han estado mantenidas de manera estable en el laboratorio del grupo
de investigacion Genética, Regeneracion y Cancer, en el trabajo rutinario

de docencia e investigacion. Las condiciones de cultivo para estas células
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son: Medio de cultivo Ham’s F12 (SIGMA-ALDRICH) y 5% de suero de
bovino recién nacido inactivado por calor (GIBCO). Estas células han sido
adaptadas en nuestro laboratorio para crecer en incubadora a 37°C en

ausencia de CO; (Ver figura 1).

2.2 Obtencién de los Plasmidos de DNA:

Se utilizd el plasmido pEGFP-N2 (GenBank: U57608.1) que permite la
expresion de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) con sefal de
localizacion nuclear (NLS), como gen reportero a partir de un promotor de
Citomegalovirus Humano (CMV). Posee también un gen de resistencia al
antibiético kanamicina. Es un plasmido ampliamente utilizado en
investigacion cientifica a nivel mundial, y fue puesto a disposicion para la
realizacion de esta tesis de pregrado por parte del Profesor Jean Paul
Delgado Charris del laboratorio Genética, Regeneracion y Cancer de la

Universidad de Antioquia.

El DNA plasmidico fue propagado en bacterias E.coli DH5a
(ultracompetentes), en medio agar LB que contenia kanamicina (0.01

mg/mL) para la seleccién de las cepas transformadas (Ver figura 2).

Posteriormente, la extraccion de este plasmido se realiz6 mediante el kit de
purificacion “Plasmid Maxi Kit” de la compafia QUIAGEN, estandarizado y

con resultados satisfactorios en el laboratorio mencionado.

La concentracion de DNA fue determinada utilizando el ensayo de
absorbancia UV a 260 nm con el equipo nanodrop (NANODROP 2000
Spectrophotometer, Thermo Scientific) del laboratorio Genética Molecular

de la Universidad de Antioquia.
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La viabilidad e integridad del plasmido fue confirmada visualmente mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefido con 40 pL de Bromuro de
Etidio (0.2mg/mL) (Ver Figura 3).

2.3 Preparacion de los Complejos Lipoplex:

La cantidad de DNA y de lipido cationico TurboFect™ se utilizé de acuerdo
a las instrucciones que recomienda la casa comercial Fermentas Thermo

Scientific para transfectar en microplatos de 24 pozos.

Para la preparacion de los complejos lipoplex, se utilizé6 1 ug de peEGFP-N2
diluido en 50 pL de medio Opti-MEM libre de suero, y se adicion6 a 2 uL
de la formulacion lipidica TurboFect diluida en 50 pL de Opti-MEM. Se
utilizé un tiempo de incubacion de 1 hora a 37°C para permitir la formacion

de los complejos liposomales que transportan el DNA.

2.4 Lipofeccion:

Se siguieron las condiciones y el protocolo de transfeccién recomendado
por el fabricante, el cual fue adaptado a las condiciones del laboratorio.

24 horas previas a la transfeccion, las células CHO-K1 fueron sembradas
en microplatos de 24 pozos (2 cm?/pozo) en una densidad aproximada de
200.000 células/pozo en 1mL de medio de crecimiento Ham’s F12 (SIGMA-
ALDRICH) suplementado con suero de bovino recién nacido (SRN, GIBCO)
al 5%, inactivado por calor, y antibioticos penicilina (100 U/mL) y
streptomicina (100 pg/mL). Los cultivos fueron incubados a 37°C en

ausencia de CO,.

Para la lipofeccion, se descarta el medio anterior, y se reemplaza por 250

pL de medio fresco Ham’s F12 en ausencia de suero y antibiotico.
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Posteriormente se adicionan, a cada pozo, 100 pL de la solucion que
contiene los lipoplexes (plasmido + formulacion lipidica) y se deja
incubando a 37°C por espacio de 4 horas. Transcurrido este tiempo, se
retiran los complejos liposomales, se realiza un lavado con PBS y se

reemplaza por medio F12 suplementado.

Las células control fueron tratadas Unicamente con 100 pL/pozo de Opti-
MEM.

2.5 Determinacioén de la Eficiencia de Transfeccion:

Se determind la eficiencia de la transfeccion por medio del conteo visual de
células que expresan el gen reportero GFP nuclear, utilizando microscopia

de fluorescencia.

Las células fueron sembradas en microplatos de 24 pozos que contenian
laminillas cubreobjetos circulares (diametro circular de 12 mm,
comercializadas por VWR Internacional™) previamente tratadas con HCI
1M.

El protocolo de fijacibn y montaje de muestras para visualizaciéon en
microscopia de fluorescencia esta estandarizado en nuestro laboratorio.
Brevemente descrito, 24 horas después del procedimiento de transfeccion,
se realiza la fijacibn de la muestra con para-formaldehido (PFA) al 4%
diluida en PBS. Posteriormente, se realizd la tincion de contraste con
solucion Hoescht 33258. Este colorante es excitado por la luz ultravioleta en
una longitud de onda de 343 nm y emite fluorescencia de color azul/cian a

una longitud de onda de 455 nm.
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Se realizd el conteo de nucleos totales marcados con el colorante Hoescht
33258 (nucleos azules), y se comparo con el total de nucleos que expresan

el gen reportero GFP (nucleos verdes), mediante la siguiente relacion:

ET (Eficiencia de Transfeccion)= (# Nucleos Verdes/ # Nucleos Azules)* 100

2.6 Pruebas de Genotoxicidad:

El efecto genotoxico se evalué mediante indicadores de dafio (ensayo
DNA-cometa y test de Alteraciones CromosOmicas) ampliamente utilizados
en el Laboratorio Genética, Regeneracion y Cancer (Antiguo GenPop).

Con el objeto de establecer una cinética de induccion de dafio en las
etapas tempranas después de la lipofeccion, se realizaron los ensayos de
genotoxicidad en diferentes tiempos post-transfeccion que comprendian
desde 0 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, hasta 36 horas después de
retirados los complejos lipoplex. En paralelo se utilizaron controles no

transfectados

2.6.1. ENSAYO DNA COMETA.

Con el ensayo de DNA-Cometa alcalino (Electroforesis en Gel de Células
Individuales) se evalué si el procedimiento de lipofeccion ocasionaria SSB

(quiebres de cadena sencilla) en el DNA.

Para este ensayo, las células (control y transfectadas) son desprendidas
con tripsina durante 3 minutos, luego de inactivarse la accion de la enzima,
son colectadas en viales eppendorf de 1.5 mL y centrifugadas a 3000 rpm

durante 4 minutos. El pellet celular es resuspendido en 40 uL de medio
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F12. Posteriormente, se adicionan 160 yL de agarosa de bajo punto de
fusion (LMP).

Las células en agarosa, son sembradas en laminas portaobjetos
previamente tratadas con agarosa de punto de fusion normal (NMP), y
sumergidas en solucién de Lisis durante 1 hora (89% de buffer de lisis pH
10 <NaCl 146.1 g/L, EDTA 37.2 g/L, Tris 1.2 g/L, NaOH 12 g/L y Lauril
Sarcocinato de Sodio 10 g/L>, 10% de DMSO y 1% de Triton X-100).

Realizado esto, se lavan las placas con PBS y se sumergen en Buffer de
electroforesis (14,7 g/L de NaOH + 5 mL de EDTA 200mM) durante 20
minutos. Posteriormente se procede a hacer la corrida electroforética en
este mismo buffer, durante 20 minutos, utilizando la camara PS 250-1
SIGMA CHEMICAL COMPANY, y con una intensidad de corriente maxima
de 300 Amperios.

Una vez finalizada la electroforesis, se procede a realizar la neutralizacion

con 3 lavados con buffer neutralizante (48.5 g/L de Tris, pH 7.5).

Para la coloracion se adicionan 40 uL de Bromuro de Etidio (0.010 mg/mL)
en cada placa, y se visualiza el montaje en microscopio de fluorescencia
LEICA DMLS. Se fotografian 50 nucleos analizables por cada placa,
enfocados de manera aleatoria y en objetivo de 20X. Una vez logradas las
fotografias se realiza el analisis en el software CASP (Comet Assay
Software Project), el cual permite analizar y exportar los datos a un archivo
de Excel, donde la variable principal que se considero en este analisis fue el
% de DNA en cola.

Se realizaron réplicas de cada una de las placas en cada ensayo; ademas,
para asegurar la repetibilidad de los experimentos se consideraron dos

ensayos independientes con separacion en tiempo de 1 semana.
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2.6.2. TEST DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS.

Posteriormente, mediante el test de alteraciones cromosomicas (quiebres
cromatidicos, quiebres cromosomicos, figuras cromosomicas
multirradiadas, y cromosomas dicéntricos y en anillo) se determind la
induccion de DSB (Double Strand Breaks) en los cromosomas de las
células sometidas a lipofeccion. Para lograr esto, se empled el
procedimiento de “micro-cosecha” de cromosomas, documentado por

Camargo et al. (Camargo et al. 2006)*,

Una vez retirados los complejos lipoplex del cultivo celular y transcurrido el
tiempo respectivo (0, 6, 12, 24 y 36 horas) se adicionan 10 pL de Colchicina
a cada pozo para detener una fraccion del ciclo celular en metafase

mitética. Este inhibidor se dej6 actuar durante 4 horas.

Cumplido este tiempo, se inici6 el desprendimiento convencional con
tripsina y posterior recoleccion de estas células (control y transfectadas) en

viales eppendorf de 1.5 mL.

Las condiciones de micro-cosecha fueron las siguientes: Centrifugacion a
3000 rpm durante 4 minutos (BECKMAN  Microfuge™11), solucién
hipoténica de Citrato de Sodio 0.7% durante 10 minutos a 37°C y solucion
de fijacion (Metanol: Acido Acético) en una proporcion (3:1) durante 15

minutos a temperatura ambiente (RT®).
El goteo se realizd con pipeta pasteur de 1 mL, dejando caer 2 gotas en

cada placa, desde una altura aproximada de 50 cm para obtener finalmente

el extendido cromosémico de células en mitosis.
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La coloracion de las placas se realizé con Giemsa al 5% durante 15

minutos. Luego de esto, se procede a la observacion al microscopio oOptico,

analizando 100 mitosis.

Cada mitosis fue enfocada en objetivo 100X y los cromosomas metafasicos

fueron observados para buscar las diferentes alteraciones.

Se realizaron 2 ensayos independientes separados por

aproximado de 1 semana.

2.7. Esquema de Tratamiento:

un tiempo

OH 6H 12H 24H 36H$ T\'empO{H}

Cultivo de Lipofeccidn
Células
AC AC AC AC AC

Cometa Cometa Cometa Cometa Cometa

Figura 1: Esquema experimental. Los ensayos se realizaron por duplicado y con repeticién en
el tiempo para asegurar su reproducibilidad. Ver Materiales y Métodos.

2.8. Andlisis estadistico.

2.8.1. Ensayo DNA cometa

Los datos correspondientes al promedio en el % de DNA en cola de los

diferentes experimentos, se tabularon en el programa Excel 2010 de

Microsoft Windows. En el mismo programa se realizaron los graficos de

barras, para representar los datos promedio del % de DNA en cola con sus
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respectivas desviaciones estandar, en cada tratamiento, para cada uno de

los ensayos realizados.

Ademas, se utilizo el programa estadistico SPSS version 20.0, en el cual se
hicieron las pruebas de distribucién normal de los datos del ensayo DNA
cometa. En caso de aceptar la hipétesis nula de normalidad de los datos, se
procede a realizar una prueba t-student para comparar las medias de los
tratamientos. En caso contrario, se debe utilizar la prueba no paramétrica

de comparaciéon de las medianas.

Utilizando el mismo programa se generaron los gréficos de distribucion de

frecuencias y diagramas de cajas (boxplot).
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3. RESULTADOS

3.1.PURIFICACION DEL DNA PLASMIDICO

El proceso de purificacion del vector plasmidico mediante el kit “Maxi-prep” de
QUIAGEN fue satisfactorio, al reportar un valor de 4964,15 ng/uL (de un

maximo de 5000 ng/uL que especifica la casa comercial).

En la figura 3 se muestra el DNA plasmidico en sus tres conformaciones
topolégicas, DNA superenrollado, DNA circular relajado y DNA lineal de
longitud completa. Mediante esta electroforesis se comproboé la integridad del
plasmido y se determin6 que este vector de expresion seria apto para realizar

los experimentos de transfeccion contemplados en el proyecto.

3.2. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE TRANSFECCION

Luego de realizar el conteo correspondiente a 5 campos aleatorios por cada
montaje, en tres experimentos independientes, la eficiencia de transfeccion
lograda con la formulacion lipidica TurboFect en la linea celular CHO-K1 fue en
promedio de (26,33 + 3,22%) (Ver figuras 4,5y 6)

3.3.RESULTADOS DEL ENSAYO DNA COMETA

3.3.1. TIEMPO 0 HORAS:

Una vez retirados los complejos lipoplexes del cultivo celular,
inmediatamente (0 horas) se inicié el procesamiento para el ensayo DNA-
cometa. Los resultados se resumen en la tabla 1. El % promedio de DNA en
cola, fue de (5,85 = 0,07%) y (6,99 + 0,33%) para células control y
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transfectadas, respectivamente. El % relativo de DNA en cola (el cual es un
% de incremento en la induccién de dafio) fue de 19%, que se calculo de la

siguiente forma:

05 DNA rel = = 100

(Ecuacion 1)
T= % DNA en cola en células transfectadas.

C= % DNA en cola en células control negativo.

En la figura 7 se muestra la grafica de barras para el % promedio de DNA
en cola para los grupos de tratamiento. Se expone la informacion
correspondiente al % promedio de DNA en cola en cada uno de los ensayos

independientes (A y B) junto con el promedio entre estos dos ensayos.

La figura 8 muestra el diagrama de cajas (boxplot). En este diagrama se
puede apreciar la similitud de las medianas entre el grupo control y

transfectado.

La figura 9 muestra un diagrama de frecuencias, trazando la curva normal
de referencia. Puede notarse un ligero desplazamiento de los datos hacia la
cola derecha en la distribucién del grupo transfectado comparado con el
grupo control, lo que podria explicar el 19% de incremento relativo (%
relativo de DNA en cola) en el grupo de transfeccion. Las estadisticas
descriptivas generales se relacionan en la figura 10.

El analisis estadistico inici6 evaluando si los datos se adecuaban a una
distribucion normal, y el resultado fue el rechazo de la hipotesis nula de
normalidad, con valores p de 0,002 vy 0,000 para el grupo control y
transfectadas, respectivamente. Por consiguiente, se utilizo la prueba no

paramétrica de comparacion de medianas entre grupos.
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En la figura 11 se presenta el resumen del analisis. Alli se indica que, con
un valor p de 0,124 (o= 0,05), se acepta la hipdtesis nula de igualdad de
medianas, de lo que se sigue que, a 0 horas después de la transfeccién, no
hay una induccion, estadisticamente significativa, de dafio en DNA de tipo
SSB.

3.3.2. TIEMPO 6 HORAS

En la tabla 2 puede verse que el % promedio de DNA en cola fue de (7,39 *
0,43%) y (10,64 + 0,66%) para células control y transfectadas,
respectivamente. El % relativo de DNA en cola fue de 43,99%. Estos datos

se presentan en forma grafica en la figura 12.

En el diagrama de cajas (boxplot) se evidencia visualmente que la mediana
en el grupo transfectado estd incrementada (Figura 13). El histograma de
frecuencias (Figura 14), con la curva normal de referencia, muestra un
desplazamiento de los datos hacia la cola derecha de la distribucion del

grupo transfectado comparado con el grupo control.

En la figura 15, se pueden apreciar los resultados estadisticos descriptivos

para los grupos de tratamiento.

Al realizar el analisis estadistico se encontraron diferencias significativas
entre las medianas de cada uno de los grupos de tratamiento (p valor=
0,000). El resultado general es que a las 6 horas pos-transfeccién, existe
una induccion, estadisticamente significativa, de dafio de cadena sencilla
(SSB) en el DNA de células transfectadas (Figura 16).
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3.3.3. TIEMPO 12 HORAS

El % promedio de DNA en cola fue de (7,30% 1,50%) y (9,40 + 1,78%) para
células control y transfectadas, respectivamente. El % relativo de DNA en
cola fue de 28,76% (Tabla 3y figura 17)

Mediante el diagrama de cajas (boxplot) puede apreciarse que la mediana
del grupo transfectado esta incrementada con relacion a la mediana del

grupo control (Figura 18).

En la figura 19 se expone el histograma de frecuencias con la curva normal
de referencia. Se observa un desplazamiento de los datos hacia la cola
derecha de la distribucién en el grupo transfectado comparado con el grupo

control. Las estadisticas descriptivas basicas se exponen en la figura 20.

Con el analisis estadistico se encontraron diferencias significativas entre las
medianas de los grupos de tratamiento (p valor= 0,007). Asi que, a las 12
horas pos-transfeccion, existe una induccion, estadisticamente significativa,

de dafio en el DNA de tipo (SSB) en las células transfectadas (Figura 21).

3.3.4. TIEMPO 24 HORAS

Los resultados generales del ensayo se encuentran en la tabla 4 y en la
figura 22. El % promedio de DNA en cola fue de (7,56 £ 3,02%) y (9,35%
3,53%) para células control y transfectadas, respectivamente. El % relativo
de DNA en cola fue de 23,65%. Las estadisticas descriptivas se muestran

en la figura 25.

De la figura 23, puede notarse el hecho que las medianas son similares en
los dos grupos de tratamiento. En cuanto a la figura 24, aunque se observa

un leve desplazamiento de los datos hacia la cola derecha de la distribucion
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en el grupo transfectado comparado con el grupo control, este
desplazamiento de la curva es apreciablemente menor que el observado en
los tiempos 6 horas y 12 horas. De ahi que pueda pensarse en una especie
de “recuperacion” o reparacion del dafio ocasionado en los tiempos 6 y 12

horas.

No se encontraron diferencias significativas entre las medianas de cada uno
de los grupos de tratamiento (p valor= 0,964). Se establece entonces que a
24 horas pos-transfeccion, no existe dafio significativo de tipo (SSB) en el
DNA de células transfectadas. En la figura 26 se presenta el resumen del

andlisis.

3.3.5. TIEMPO 36 HORAS

El % promedio de DNA en cola fue de (6,96 + 0,88%) y (8,75+ 1,18%) para
células control y transfectadas, respectivamente. El % relativo de DNA en
cola fue de 25,83%. (Tabla 5 y figura 27).

En la figura 28 puede apreciarse la posicion de las medianas en cada uno
de los tratamientos.

En la figura 29, aunque se observa un leve desplazamiento de los datos
hacia la cola derecha de la distribucién en el grupo transfectado comparado
con el grupo control, este desplazamiento es comparable, visualmente, al
ocurrido a las 24 horas. De ahi que pueda pensarse que la “recuperacion”
0 reparacion del dafio que iniciaria desde las 24 horas, mantendria la

tendencia a las 36 horas después de la transfeccion.

Las estadisticas descriptivas generales, se encuentran consignadas en la

figura 30.
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No se encontraron diferencias significativas entre las medianas de cada uno
de los grupos de tratamiento (p valor= 0,101). Quiere decir que a 36 horas
pos-transfeccién, no existe dafio, estadisticamente significativo, de tipo

(SSB) en el DNA de células que fueron lipofectadas (Fig. 31).

3.3.6. RESULTADO GENERAL DEL ENSAYO DNA COMETA.

La figura 32 muestra los resultados generales del ensayo DNA cometa. Se
representa el % promedio de DNA en cola (eje vertical) en funcion del

tiempo pos-transfeccion (eje horizontal) para células control y transfectadas.

De la grafica puede contemplarse una diferencia muy notable en el % DNA
en cola entre las células control y lipofectadas, en el tiempo de 6 horas, que
fue el tiempo de méxima induccion de dafio de tipo SSB. Este dafio
continla a las 12 horas, pero con menor significancia comparado con el
reportado a 6 horas. Posteriormente en el tiempo 24 horas, no existe una
diferencia significativa entre control y tratamiento, y esta tendencia se

mantiene hasta el tiempo de 36 horas pos-transfeccion.

3.4. RESULTADOS DEL TEST DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS.

Para el andlisis de las placas, se tuvo en cuenta excluir la particularidad
citogenética del sitio fragil en el brazo largo del cromosoma X de las
células CHO-K1. Este cromosoma presenta una forma muy caracteristica
para su distincion, ya que las cromatidas del brazo corto se observan mas
gruesas, ligeramente separadas y fuertemente tefiidas por estar
constituidas en su mayor parte por eucromatina. Las cromatidas del brazo
largo contienen principalmente heterocromatina y se observan mas
delgadas y juntas. Ademas, en muchos extendidos cromosomicos se

puede observar una doble ruptura en las 2 croméatidas hermanas del brazo
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largo en el mencionado sitio fragil del cromosoma X de las células CHO-K1
(Ver figura 43).

Se tuvo la precaucion, de diferenciar el sitio fragil del X para no reportarlo
como un quiebre de tipo cromatidico (B) o cromosémico (BB), ya que esto

generaria falsos positivos en el andlisis de efecto clastogénico.

En la figura 44, se muestra un extendido de cromosomas metafasicos que

corresponde a un cariotipo completamente normal.

En las figuras 45, 46, 47 y 48 se muestran diversas imagenes con
cromosomas que presentan dafos tipicos como quiebres cromatidicos (B),

guiebres cromosémicos (BB) y figuras multirradiadas (MR).

3.4.1. TIEMPO 0 HORAS

Los resultados generales se resumen en la tabla 6 para los dos ensayos
independientes A y B, y el promedio entre estos dos ensayos, para cada
grupo de tratamiento. Con los datos provenientes del nimero y tipo de
alteraciones cromosomicas, se realizé la grafica de barras, que se muestra

en la figura 34.

El nimero promedio de alteraciones en el grupo control, fue de 6 (referente
a 100 mitosis analizadas), mientras que en el grupo transfectado se alcanzé
un valor de 14 alteraciones cromosomicas, correspondiendo a un
incremento de 133,33%. Este incremento fue calculado de la siguiente

forma:
% ACr = [(AC Transf ~ AC Contro|) / (AC Contro|)]* 100 (ecuaCIén 2)

Donde,
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% AC,; = Es el incremento relativo en el nimero de alteraciones del grupo

transfectado con respecto al grupo control.

AC tanst = Es el nimero promedio de alteraciones cromosomicas en el

grupo transfectado.

AC conrol = Es el nimero promedio de alteraciones cromosémicas en el

grupo control.

Se tabulé también, el % de células con dafio, que corresponde al nimero
de mitosis que exhiben dafio, por cada 100 mitosis evaluadas (Tabla 11).
En este tiempo pos-transfeccion se encontré un leve incremento en el
porcentaje de células dafiadas en el grupo transfectado comparado con el
grupo control, al pasar desde un promedio de 5,5% (control) hasta 8,5%

(transfectado).

3.4.2. TIEMPO 6 HORAS

Se encontré en promedio, un total de 6 y 27 alteraciones cromosdmicas,

para el grupo control y transfectado, respectivamente (Tabla 7 y Figura 35).

En este tiempo pos-transfeccion, se encontr6 un gran incremento de
guiebres cromatidicos (B), al pasar de un nimero promedio de 5 en el
grupo control hasta 22,5 en el grupo transfectado. Ademas, se encontré un
promedio de 2 células con multiples dafios (mitosis con varias alteraciones
cromosomicas) en el grupo transfectado, en tanto que en el grupo control,

este tipo de células no fueron encontradas (Ver figura 36).

El % de células con dafio sufri6 un fuerte incremento desde 4,5% en el

grupo control hasta 11,5% en el grupo transfectado (Tabla 11).
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3.4.3. TIEMPO 12 HORAS

Las alteraciones cromosomicas en promedio fueron de 7,5y 19,5 para
grupo control y transfectado, respectivamente, correspondiendo a un
incremento relativo de 160%. Estos datos se han organizado en latabla 8 y

en la figura 37.

El mayor incremento se presento en los quiebres cromatidicos (B), al pasar
de un nimero promedio de 6,5 en el grupo control hasta 15,5 en el grupo
transfectado. Las figuras multirradiadas (MR) pasaron de 1 en el grupo
control hasta 3,5 en el grupo transfectado (Figura 38). En este tiempo
postransfeccion, se observaron en promedio 2 células con multiples dafios
en el grupo transfectado, mientras en el grupo control no se encontraron

este tipo de células (Figura 39).

3.4.4. TIEMPO 24 HORAS

El nUmero promedio de alteraciones cromosomicas fue de 10,5y 15 para
grupo control y transfectado, respectivamente, representando un
incremento relativo de 42,86% en el nUmero de alteraciones en el grupo de
células lipofectadas respecto a las células control (Tabla 9y figura 40).

De forma interesante, el % de células con dafio, fue similar en el grupo
control y transfectado, al encontrarse valores de 85% y 10,5%

respectivamente.

El nimero de quiebres cromosémicos (BB) en el grupo transfectado fue
similar en ambos grupos, con valores de 3,5 en el control, y de 2,5 en el
grupo transfectado. En cuanto a figuras multirradiadas (MR), éstas tuvieron
un valor de 0,5 en el grupo controly 1,5 en el grupo transfectado.

39



3.4.5. TIEMPO 36 HORAS.

El ndmero promedio de alteraciones cromosomicas fue de 6,5y 8,5 para
grupos control y transfectado, respectivamente, correspondiendo a un
incremento relativo de 30,77% en el nUmero de alteraciones en el grupo de

transfeccion con respecto al control. (Tabla 10 y figura 41).

El % de células con dafo, es de 6,0% en el grupo control y 7,5% en el

grupo transfectado. (Tabla 11).

En cuanto al nimero de quiebres cromatidicos (B), se reporta un promedio
de 5 en el grupo control y 7 en el grupo transfectado. No se encontré un
incremento en el namero quiebres cromosémicos (BB) reportando un
promedio igual de 1,5 tanto en el grupo control como en el grupo
transfectado. No se encontraron células multidafiadas en ninguno de los

grupos de tratamiento.

3.4.6. RESULTADO GENERAL ALTERACIONES CROMOSOMICAS.

En la figura 42 se presenta el diagrama de barras con el nimero de
alteraciones cromosémicas en funcion del tiempo pos-transfeccion. Esta
grafica revela una fuerte induccién de dafio de tipo DSB en células
transfectadas que empez6 desde las 6 horas, donde se encontraron dafos
complejos que implican varios cromosomas, manteniendo altos niveles a las
12 horas pero con una disminucion con respecto a 6 horas. A 24 horas pos-
transfeccion empezaria un proceso de disminucién o reparacién del dafio,

en tanto que a 36 horas, esta reparacion se hace mas evidente adn.
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4. DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En trabajos previos se ha reportado que la transfeccion de DNA con lipidos
cationicos, induce citotoxicidad, y que esta pérdida de viabilidad ocurre en etapas
tempranas pos-transfecciéon'’??. El mecanismo molecular asociado a este efecto
deletéreo aun permanece poco claro. Por tal motivo, en este estudio piloto
exploratorio, se pretendié determinar si esta disminucion inicial de viabilidad
celular pos-transfeccion esta relacionada con inestabilidad gendémica como
respuesta temprana a la introduccion de material genético exdgeno. Los
resultados, de modo interesante, mostraron una fuerte induccion de dafio de tipo
SSB y DSB en el DNA de células CHO-K1 en las primeras 6 -12 horas después de
la lipofeccion. En horas posteriores (24-36 hrs) el dafio disminuye, posiblemente
como resultado de la confluencia de dos procesos biolédgicos: la seleccién clonal y

la maquinaria celular de reparacion de dafios en el DNA.

La seleccidn clonal es evocada aqui, ya que las células con dafios mas severos, y
gque no son reparados eficientemente en el tiempo adecuado, pueden activar
“checkpoints” de ciclo celular y comprometerse en apoptosis. Este proceso seria
congruente con los niveles de citotoxicidad incrementada referidos en esos
trabajos previos y corroborados en nuestro laboratorio (resultados no mostrados).
La muerte celular temprana podria explicar también, al menos en parte, la cinética
en la expresion génica del DNA plasmidico inserto, en la que se observa una
fuerte pero transitoria expresion inicial, que luego experimenta una rapida
disminucién y esta declinacion seria causada por la muerte celular programada

debido al dafio celular propio del proceso de transfeccién®’?’.

En cuanto al dafio genotoxico encontrado en etapas iniciales pos-transfeccion,
esto suscita una especial atencion, debido a una importante consideracion. Mas
allaA de la citotoxicidad, permite dirigir algunas preguntas fundamentales
relacionadas con el mecanismo celular basico de respuesta ante la llegada de
DNA foraneo. Nuestra idea de que la insercion de material genético activa la

maquinaria celular de reparacion-recombinacion del DNA, y que esta activacion
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podria expresarse y detectarse mediante indicadores de dafio gendmico, es
coherente con algunos trabajos anteriores. Por ejemplo, Chen et al., plantearon
que la transfeccion de dsDNA lineal en células de mamiferos, probablemente
induce la activacién de los sistemas enziméaticos responsables de la reparacion
del DNA (Chen et al. 2001)%. En otro trabajo, Alexander et al., establecieron que
el tratamiento con agentes que dafian el DNA incrementa alrededor de 2 érdenes
de magnitud la eficiencia de transduccién con vectores rAAV (Virus Adeno-
asociados) en células no mitdticas. Estos autores plantearon que el DNA
genomico daflado podria proporcionar sitios para la integraciéon, o
alternativamente, conducir a la induccién de enzimas de reparacion, que incluyen,
DNA polimerasas, DNA ligasas y factores que modulan la progresion del ciclo

celular, que incrementaria la transduccién del vector (Alexander et al. 1994)%°.

Por su parte, Schwartz et al., plantearon que la transfecciéon con rAAV induce en
las células huésped la activacion de respuesta tipo DDR (DDR por sus siglas en
inglés de “DNA-damaged response”). Esta respuesta estd mediada por la
replicacion viral, que genera gran cantidad de DNA extracromosomico que puede
ser detectado por la maquinaria de reparacién, principalmente dirigida hacia la

reparacion de DSB, coordinada por la proteina DNA-PK (Schwartz et al. 2009)%.

En congruencia con estos reportes, en este trabajo hemos hipotetizado que la
entrada de mdultiples copias de DNA plasmidico en el nucleo de la célula diana,
activa los mecanismos de defensa y reparacion celular, al reconocer al DNA
extracromosomal como “dafno” en un proceso similar al desplegado ante una
infeccion viral. Los niveles de genotoxicidad de tipo SSB y DSB en el DNA
gendmico de las células huéspedes, encontrados en nuestro estudio exploratorio,
podrian constituir una evidencia adicional en este aspecto. Un analisis detallado
de los patrones de dafio cromosomico encontrados en los diferentes tiempos pos-

transfeccion, permite dar fuerza a los argumentos descritos anteriormente.

En cuanto a la deteccién de SSB, la cinética de induccion de este tipo de dafio
empezd desde las 6 y 12 horas, donde se encontr6 el pico maximo de

genotoxicidad. Se podria plantear que la existencia de estos quiebres de cadena

42



sencilla en el DNA obedeceria a la siguiente mecéanica reparativa, que empezaria
con un nivel basal de dafo propio del tratamiento de transfeccion, que generaria
algun tipo de estrés celular'® resultante en la introduccion de mellas (“nicks”) a las
moléculas foraneas que desencadenarian procesos de digestion en ambos
sentidos resultando en cadenas sencillas parciales. Este procesamiento
enzimatico se generaria por la entrada de multiples copias de DNA plasmidico,
algunas de las cuales pueden llegar dafiadas al ndcleo luego de su complejo
transito intracelular; asi, serian detectadas por la célula huésped como una
situacion de dafio gendmico, y gatillaria la activacion de las enzimas
endonucleasas y DNA glicosilasas que se encargan de las etapas iniciales de la
reparacion de dafios de cadena sencilla. Los niveles de SSB detectados en las
primeras horas pos-transfeccion, pueden ser el reflejo de ese proceso y podrian

constituir especies intermedias en el procesamiento enzimatico.

El hecho de la disminucién del dafio expresado en SSB a niveles cuasi basales, a
las 24 y 36 horas pos-transfeccion, pone en evidencia que la activacion de los

procesos de reparacion estuvieron en marcha.

En lo que concierne al dafio de tipo DSB expresado en alteraciones
cromosomicas, es necesario analizar que desde la hora cero pos-transfeccion, se
encontré un potencial mas eficiente para la generacién de este tipo de afio
comparado con SSB. Se comprende esto con la idea que el plasmido introducido
es de doble cadena de DNA y esto activaria principalmente, mecanismos de
respuesta celular de reparacién de dafios de tipo DSB. Cabe recordar que la
llamada “hora cero” se refiere al primer muestreo que se realiza después de la
incubacion inicial de 4 horas que requiere el protocolo de transfeccion

recomendado por la casa comercial.

Para el andlisis de resultados de este primer muestreo pos-transfeccion, es
importante tener en cuenta la duracion del ciclo celular de las células CHO-K1
(=16 hrs) y en particular la duracién de G, (2-3 hrs). Por ejemplo, este primer
muestreo de células mitéticas se hizo luego de un bloqueo de 4 hrs con colchicina,

y en consecuencia, las células mitéticas analizadas y las alteraciones
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cromosomicas detectadas, provienen primordialmente de G2 y algo de S tardia.
Los quiebres cromatidicos y cromosomicos encontrados, refuerzan la idea de que
la presencia de DNA extracromosomal foraneo induce la reparacion de DSB, lo
cual es un proceso de respuesta que inicia inmediatamente la célula detecta dicho
DNA como dafio gendmico o, alternativamente, alguna sefial que simule un dafio,
tal como la presencia de DNA linear o de extremos “expuestos”, tedricamente
necesarios para que un plasmido se inserte en el genoma. Esta respuesta tan
rapida o inmediata es entendible como un mecanismo primario de defensa para la
preservacion de la integridad gendmica, y mas aun si se tiene en cuenta que los
DSB son las lesiones méas serias y perjudiciales ya que pueden generar, entre
otros, interrupcion de secuencias, pérdida de material genético, e inestabilidad

gendmica.

En el tiempo pos-transfeccion de 6 horas, se acumulan y se cosechan en M las
células que estuvieron en fase S en el momento de la lipofeccion. En este tiempo,
es donde se observo el mayor nivel de rupturas cromatidicas, y ademas de las
rupturas cromosOmicas, empiezan a aparecer alteraciones mas complejas como
las figuras multirradiadas y células con dafios multiples como los presentados en
la figura 35. Aca se pone en mayor evidencia la accion de la compleja maquinaria
de reparacion. La presencia de alteraciones como los de las figuras 35 y 48,
corresponde a un patrén similar al encontrado en células sometidas a radiacion
ionizante. Se ha postulado que estas alteraciones complejas que involucran varios
cromosomas parecen ser concatameros de intercambios e intracambios
simétricos y asimétricos con sus acompafantes fragmentos acéntricos. Estas
figuras de intercambios sugieren que ellos fueron formados en fase S por la mala
reparacion de DSB mediados por NHEJ (por sus siglas en inglés de “non
homologous end joining”) propenso a error, distribuidos a través de varios

cromosomas no homélogos (Wilson et al. 2010)%,

Luego de 12 horas pos-transfeccion, se acumulan y cosechan las células que
estuvieron en fase G1 en el momento de la lipofecciéon. Aunque el dafio es menor

qgue en el tiempo de 6 horas, sigue siendo alto en células transfectadas con
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relacion al control. Se observan figuras multirradiadas y alteraciones complejas
como las presentadas en las figuras 37 y 38. Esta disminucion en el dafio con
relacion al tiempo anterior, puede explicarse por el hecho que las células han
recorrido la fase G1 (donde opera unicamente NHEJ), pasaron por fase S (donde
opera HRR, del inglés “homologous recombination repair’, y NHEJ), luego G2
(donde opera HRR y NHEJ) para entrar finalmente a mitosis. En este recorrido por
el ciclo celular, una gran fraccion de rupturas DSB fueron reparadas, algunas
correctamente, otras incorrectamente con propension a error. También es
necesario destacar, que en este recorrido por el ciclo, muchas células pudieron
comprometerse en apoptosis antes de llegar a la etapa de mitosis, por lo que no
todas las alteraciones generadas en G1 pueden detectarse.

Después de 24 horas, las células transfectadas ya han completado un ciclo, y se
encuentran en parte del segundo, por lo que la observacién de un nivel de dafio
mas bajo que el encontrado en 6 y 12 horas, es congruente con la idea de una
mayor reparacion genémica y de ciertos niveles de seleccién celular, en el que las
células mas dafadas que no han reparado eficientemente las rupturas DSB y/o

han generado mayor inestabilidad gendmica, se han comprometido en apoptosis.

En el tiempo 36 horas, las células han realizado 2 ciclos aproximadamente. Los
niveles de dafio son comparables al control, por lo que puede pensarse en una

reparacién completa y en una eficiente seleccion.

De manera concomitante, este proceso de activacion de la DDR puede tener
consecuencias biologicas, tanto para el DNA fordneo entrante, como para los
cromosomas de las células. Para el plasmido, se ha reportado que el principal
evento temprano pos-transfeccion es la concatemerizacion o polimerizaciéon en
largas cadenas de DNA. Este proceso de ligacion de DNA, que exige la presencia
de enzimas DNA polimerasas, DNA ligasas y un DNA sustrato con extremos
expuestos, podria ser mediado por el complejo de reparacion de  DNA,

especialmente el vinculado con la reparacion de DSB. Las primeras indicaciones
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que las moléculas de DNA insertadas mediante transfeccion podrian ser un
sustrato para las enzimas de reparacion provienen del trabajo de Folger et al.,
quienes determinaron que las moléculas de DNA plasmidico sufrian
concatemerizacion en unos patrones que reflejaban la presencia de sistemas de

recombiancién homoéloga (Folger et al. 1982)%!.

Otra consecuencia biologica de los sistemas de reparacion, que implica tanto al
DNA foraneo como al DNA cromosomico de las células transfectadas, seria el
proceso de integracion, en el que la generacion de extremos de DNA libres tanto
en el plasmido como en los cromosomas eucaridticos, podrian ser ligados
heterogéneamente por la accion de DNA ligasas implicadas en los mecanismos de

recombinaciéon homologa (HRR) y la recombinacién no homologa NHEJ.

Este trabajo exploratorio, por su caracter soporta una evidencia inicial a un
fendbmeno biolégico complejo, cuyo intrincado mecanismo requiere de mayores
esfuerzos que permitan direccionar mejor los alcances logrados hasta este
momento. Es necesario recomendar para trabajos futuros, evaluar el efecto cito-
genotoxico en otras lineas celulares y utilizando otras formulaciones liposomales
con el fin de darle mayor sustento a lo que se ha encontrado en esta primera

aproximacion.

Ademas de la utilizacion de marcadores citogenéticos basicos como los de este
trabajo, podria recomendarse el empleo de técnicas moleculares que permitan
detectar la activacion de proteinas celulares implicadas en la sefalizacion,
procesamiento y reparacion de dafio en el DNA. Técnicas robustas para detectar
apoptosis y evaluar efectos en el ciclo celular, podrian ser utiles para dar

mayores bases a lo ya establecido.

Este trabajo, que es importante por lo ya conseguido, que ird adquiriendo mayor
interés por las perspectivas futuras que se abren, esta dispuesto a criticas de
parte de la comunidad académica. Si con la realizacibn de este trabajo se
posibilita en la comunidad cientifica el interés por un problema biol6gico

fundamental, desde ya, se habra cumplido con una gran labor.
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5. ANEXOS

Al. GRAFICAS E IMAGENES:

Figura 1: Cultivo de células CHO-K1
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Figura 3: Electroforesis en Gel de Agarosa al 0.8%
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Figura 4: Microfotografia de Fluorescencia. En la fusion (merge) se muestran las células

transfectadas (verdes) y células totales (azules). El color intermedio, representa las células
gue expresan los dos marcadores.
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Figura 5: Microfotografia de fluorescencia con Objetivos 20X (izquierda) y 40X (derecha).
Se han separado las imagenes de los 2 marcadores. Arriba, los nucleos con tincion
Hoechst 33258. Abajo, los ndcleos que contienen la proteina GFP.

HOECHST 33258 HOECHST 33258

20X 40X

Figura 6: Microfotografia de fluorescencia en objetivo de 100X, mostrando una célula
transfectada en metafase mitética. En A se observa la coloracion azul de Hoechst y en B
se muestra la proteina GFP.
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Figura 7. Grafica de barras del % de DNA en cola promedio a las 0 Horas.
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Figura 8: Diagrama de cajas (boxplot) para el % de DNA en cola a las 0 Horas. Las cajas
sombreadas, representan los datos distribuidos en las 2 primeras desviaciones estandar.
La linea horizontal gruesa dentro de las cajas, representa la mediana de los datos. Las
lineas fuera de las cajas representan la desviacion estandar.

Los circulos superpuestos son los datos superiores, mientras que las estrellas,
corresponden a datos extremos de la distribucién.
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Figura 9. Histograma de frecuencia y trazado de la curva normal de referencia para los
datos de % DNA en cola 0 Horas.
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Figura 10. Estadisticos descriptivos para el % DNA en cola en 0 Horas.

Descriptivos
Tratamienta Estadistico | Errortip.
% DMA encola0Horas  Control Media 58738 23164
Intervalo de confianza Limite inferior 54175
para la media al 95% Limite superior 6,3303
Media recortada al 5% 56873
Mediana 52828
Warianza 12,287
Desv. tip. 3,50530
Minimo 26
Maximo 16,30
Rango 16,04
Amplitud intercuartil 447
, Asimetria JT6 V161
Curtosis 209 320
Transfectadas  Media 56,9001 ,295445
Intervalo de confianza Limite inferior G,3096
para la media al 95% Limite superior 7,4906
Media recortada al 5% 6,5054
Mediana 59362
“arianza 18,387
Desv. tip 428802
Minimo 1.3
Maximao 2450
Rango 2319
Amplitud intercuartil 4,81
Asimetria 1,428 170
Curtosis 2,238 338
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Figura 11. Resumen del analisis estadistico no paramétrico para % DNA en cola a las 0
Horas.

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decision
Las medianas de % DMNA en cola Dfnr:-:leiha?-.ad:de Fetener la
1 Horas son las mismas entre las TCEEE 124 hipatesis
categonias de Tratamiento. independientes nula.
La distribucion de % DMNA en cola %r::ﬁ-?ﬂl'uhitdlfey Rechazarla

2 Horas ez la mizma entre las de muestaz 023 hipotesis

categorias de Tratamiento. independientes nula.
La distribucian de % DNA en cola %{:ﬁ&aﬂiruskal- Rechazarla
3 Horas ez la misma entre las 022 hipotesis

muestras

independientes nule.

categorias de Tratamiento.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Figura 12. Gréfica de barras del % de DNA en cola promedio a las 6 Horas.
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Figura 13. Diagrama de cajas (boxplot) para el % de DNA en cola a las 6 Horas.
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Figura 14. Histograma de frecuencia y trazado de la curva normal de referencia para los
datos de % DNA en cola 6 Horas.
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Figura 15. Estadisticos descriptivos para el % DNA en cola en 6 Horas.

Descriptivos
Tratamiznta Estadistico | Errortip.
% DMAencola 6 Horas  Control Media 7,3913 36074
Intervalo de confianza Limite inferior §,6807
para la media al 95% Limite superior g,1020
Media recortada al 5% 56,9407
Mediana 5,95925
“arianza 30,842
Desv. tip. 555353
Minimo il
Maximo 27,28
Rango 27,27
Amplitud intercuartil 6,89
Asimetria 1,165 158
Curtosis 1,287 315
Transfectadas  Media 10,5942 44583
Intervalo de confianza Limite inferior 49,7158
para la media al 95% Limite superior 11,4726
Media recortada al 5% 10,0872
Mediana 8,8650
“arianza 46,511
Desv. tip. 6,81992
Minimo 01
Maximo 3598
Rango 35497
Amplitud intercuartil 9,35
Asimetria 1,065 159
Curtosis B35 317

Figura 16. Resumen del andlisis estadistico no paramétrico para % DNA en cola a las 6
Horas.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decisidn

Las medianas de % DMA en cola Efnr:-:leibaiuad:de Rechazarla
1 Horas zon las mismas entre las TS 000 | hipotesis

categorias de Tratamiento. independientes nula.

La distribucidn de % DHA en cola {r;sgj&ﬂﬁ:e Rechazarla
2 Haras es |a misma entre las de muestraz ¥ 000 hipotesiz

categorias de Tratamiento. independientes nula.

Frueba

La distribucian de % DHA en cola Bolmogarow- Rechazarla
3 Haras es |a misma entre las Smirnow de 000 hipotesis

categorias de Tratamiento. muestras nula.

independientes

La distribucidn de % DHA en cala %Irue_ba Kruskal- Rechazar la
; allis de s
4 Haras es |a misma entre las muestas 000 | hipatesis
categorias de Tratamiento. nula.

independientes

Se muestran las significancias asintéticaz. El nivel de significancia ez 05,
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Figura 17. Gréfica de barras del % de DNA en cola promedio a las 12 Horas.
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Figura 18. Diagrama de cajas (boxplot) para el % de DNA en cola a las 12 Horas.
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Figura 19. Histograma de frecuencia y trazado de la curva normal de referencia para los
datos de % DNA en cola 12 Horas.
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Figura 20. Estadisticos descriptivos para el % DNA en cola en 12 Horas.

Descriptivos
Tratamiento Estadistico | Errortip.
% DMAencola12 Horas  Control Media 75067 34306
Intervalo de confianza Limite inferior G,8316
para lamedia al 95% Limite superior g,1818
Media recortada al 5% 70825
Mediana 6,0024
Warianza 35424
Desv. tip. 595182
Minimao il
Maximo 2814
Rango 2813
Amplitud intercuartil 8,20
Asimetria 88 140
Curtosis 318 280
Transfectadas  Media 9 8366 431587
Intervalo de confianza Limite inferior 89874
parala media al 85% Limite superior | 10,6857
Media recortada al 5% 92515
Mediana 81074
Warianza 59,229
Desv. tip. 769603
Minimo 01
Maximo 36,97
Rango 36,96
Amplitud intercuartil 10,60
Asimetria a8z 137
Curtosis 551 273
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Figura 21. Resumen del analisis estadistico no paramétrico para % DNA en cola a las 12
Horas.

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decizian
: Frueba de
Las medianas de % DNA en cola medianas de Rechazar la
1 12 Horaz son las mismas entre |az RS 007 | hipatesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.
La distribucidn de % DHA en cola Eﬂr:s:-illrl-liitd:e Rechazarla
2 12 H-:-ra; ez la mism.a_entre las de muestras ¥ 000 | hipatesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.
Frueba
La distribucién de % DNA en cola Kolmogarow- Rechazarla
2 12 Horas es la misma entre las Smirmov de 002 | hipatesis
categaras de Tratamiento. muestras nula.
independientes
La distribucian de % DHNA en cola m:l?igadsrusital- Rechazarla
4 12 Horag ez |la misma entre las muestras 000 | hipatesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.

Se muestran las significancias asintadticas. El nivel de significancia es 05,

Figura 22. Gréfica de barras del % de DNA en cola promedio a las 24 Horas
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Figura 23. Diagrama de cajas (boxplot) para el % de DNA en cola a las 24 Horas.
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Figura 24. Histograma de frecuencia y trazado de la curva normal de referencia para los
datos de % DNA en cola 24 Horas.
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Figura 25. Estadisticos descriptivos para el % DNA en cola en 24 Horas.

Descriptivos
Tratamiento Estadistico | Errortip.
% DMA encola 24 Horas  Control Media 7.5700 34605
Intervalo de confianza Limite inferior G,8878
para la media al 95% Limite superior 8,252
Media recortada al 5% 7,3498
Mediana 6,8573
“arianza 25147
Desv. tip. 501469
Minimo 02
Maximo 22,26
Rango 2224
Amplitud intercuartil 8,62
Asimetria 498 168
Curtosis -.540 334
Transfectadas  Media 92591 48557
Intervalo de confianza Limite inferior 8,3420
para la media al 95% Limite superior 10,2662
Media recortada al 5% 89746
Mediana §,91583
“arianza 50,692
Desv. tip. 711983
Minimo 0o
Maximo 27,92
Rango 27,91
Amplitud intercuartil 11,47
Asimetria B14 166
Curtosis 751 330

Figura 26. Resumen del andlisis estadistico no paramétrico para % DNA en cola a las 24
Horas.

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decisidn
Las medianas de % DMA en cola fnreudeit.;?-uad:de Retenerla
1 29 H-:ur.a:s zan las ITliSIT!EIS entre las e 061 hipatesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.
La distribucidn de % DHA en cala Eﬂ”a-lnert:-?ﬂl'uhitd:e Retenerla
2 29 Horas ez la misma antre las de muestras ¥ 024 hipdtesis
categonas de Tratamientao. independientes nula.
La distribucion de % DNA en culaill.rauﬁits'adsms‘(al' Retenerla
3 24 H-:ur.a:s esla miSma_entre las g 024 hipatesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.

Se muestran laz significancias asintdticas. El nivel de significancia ez 05,
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Figura 27. Gréfica de barras del % de DNA en cola promedio a las 36 Horas.
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Figura 28. Diagrama de cajas (boxplot) para el % de DNA en cola a las 36 Horas.
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Figura 29. Histograma de frecuencia y trazado de la curva normal de referencia para los
datos de % DNA en cola 36 Horas.
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Figura 30. Estadisticos descriptivos para el % DNA en cola en 36 Horas.

Descriptivos
Tratamienta Estadistico | Errortip.
% DMA en cola 36 Horas  Control Media 56,9736 35633
Intervalo de confianza Limite inferior 86,2712
paralamedia al 95% Lirite superior 7.6753
Media recortada al 5% G6,51656
Mediana 54117
“arianza 27172
Desv. tip. 521268
Minimo 18
Maximo 2463
Rango 24 45
Amplitud intercuartil 6,08
Asimetria 1,321 166
Curtosis 1,531 ekl
Transfectadas  Media 87170 A3750
Intervalo de confianza Limite inferior 7,8548
para la media al 95% Limite superior 95793
Media recortada al 5% 83256
Mediana 5,89335
“Varianza 41,344
Desv. tip. 6,42996
Minimo 53
Maxirmo 25,68
Rango 2515
Amplitud intercuartil 952
Asimetria 794 166
Curtosis -274 330
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Figura 31. Resumen del andlisis estadistico no paramétrico para % DNA en cola a las 36
Horas.

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decisidn
Las medianas de % DNA en cola E-.":deiba?-.ad:de Retener la
1 36 Horas zon las mismas entre |az muestras 1041 hipotesis
categonas de Tratamiento. independientes nula.
- L. Frueba U de
La distribucion de % DNA en cola : Rechazar la
2 35 Horas es la misma entre laz  Manm-ilihitney 012 hipotesis

de muestras

categonas de Tratamiento. independientes nula.
Frueba
La distribucion de % DHA en cola Kolmagorno- Rechazar la
3 36 Horas es la misma entre las Smirnow de J0E | hipdtesis
categorias de Tratamiento. muestras nula.

independientes

. ) Frueba Kruskal-
La distribucion de % DMA en cnlaWallis de

4 36 Horas es la misma entre las
; . muestras
categoras de Tratamiento. independientes

Rechazar la
012 hipdtesis
nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05.

Figura 32. % DNA en cola en funcién del tiempo pos-transfeccion. Resultados generales
graficos del ensayo DNA cometa.
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Figura 33: Imagenes representativas del ensayo DNA cometa. Se muestra en (A) células
control y en (B) células transfectadas.

A B

Figura 34: Numero de Alteraciones cromosémicas en el tiempo 0 Horas pos-transfeccion.
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Figura 35. Numero de Alteraciones cromosémicas en el tiempo 6 Horas pos-transfeccion.
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Figura 36. Extendido que presenta cromosomas multidafiados en el tiempo 6 horas pos-
transfeccion.
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Figura 37. Numero de Alteraciones cromosémicas en el tiempo 12 Horas pos-transfeccion.
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Figura 38. Vista en detalle de una figura multirradiada MR en el tiempo 12 horas pos-
transfeccion.
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Figura 39. Extendido que contiene cromosomas multidafiados en el tiempo 12 horas pos-
transfeccion.

Figura 40. Numero de Alteraciones cromosOmicas en el tiempo 24 Horas pos-transfeccion.
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Figura 41. Numero de Alteraciones cromosomicas en el tiempo 36 Horas pos-transfeccion.
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Figura 42. Numero de Alteraciones Cromosomicas en Funcién del Tiempo Pos-
Transfeccion.
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Figura 43. Extendido cromosomico de células CHO-K1. Con una flecha se ha sefialado el
cromosoma X y su sitio fragil en el brazo largo.

Figura 44. Cariotipo normal de células CHO-K1
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Figura 45. Extendido con un quiebre cromatidico (B). Con una flecha se sefiala ese tipo de
dafio.

Figura 46. Vista en detalle de una figura multirradiada (MR).
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Figura 47. Extendido con un quiebre cromosémico (BB). Con una flecha se sefiala ese tipo
de dafio.

Figura 48. Extendido cromosomico con una figura multirradiada.
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A2. TABLAS.

Tabla 1. Ensayo DNA cometa a 0 Horas.

Globales

Ensayo DNA Cometa (0 Horas) Resultados

% DNA en Cola

Control (-) | Transfectadas
Serie A 5,90 7,22
Serie B 5,80 6,76
Promedio 5,85 6,99
Desviacion 0,07 0,33
Estandar
% relativo 19,49%
DNA en cola

Tabla 2. Ensayo DNA cometa a 6 Horas.

Ensayo DNA Cometa (6 Horas) Resultados

Globales

% DNA en Cola

Control (-) | Transfectadas
Serie A 7,08 11,10
Serie B 7,69 10,17
Promedio 7,39 10,64
Desviacion 0,43 0,66
Estandar
% relativo 43,99%
DNA en cola
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Tabla 3. Ensayo DNA cometa a 12 Horas.

Ensayo DNA Cometa (12 Horas) Resultados
Globales

% DNA en Cola

Control (-) | Transfectadas
Serie A 6,24 8,14
Serie B 8,37 10,67
Promedio 7,30 9,40
Desviacion 1,50 1,78
Estandar
% relativo 28,76%
DNA en cola

Tabla 4. Ensayo DNA cometa a 24 Horas.

Ensayo DNA Cometa (24 Horas) Resultados
Globales

% DNA en Cola

Control (-) | Transfectadas
Serie A 5,43 6,85
Serie B 9,70 11,85
Promedio 7,56 9,35
Desviacion 3,02 3,53
Estandar
% relativo 23,65%
DNA en cola
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Tabla 5. Ensayo DNA cometa a 36 Horas.

Ensayo DNA Cometa (36 Horas) Resultados

Globales

% DNA en Cola

Control (-) | Transfectadas
Serie A 7,58 9,58
Serie B 6,33 7,92
Promedio 6,96 8,75
Desviacion 0,88 1,18
Estandar
% relativo 25,83%
DNA en cola

Tabla 6. Niumero de Alteraciones cromosémicas a 0 Horas.

# ALTERACIONES CROMOSOMICAS/100 mitosis (0 Horas)

B [BB|DC/R|{MR |TOTAL|% Incremento
Serie A 6| O 0 0 6
Control (-) Serie B 4| 2 0 0 6
Promedio 5| 1 0 0 6 133,33
Serie A 11| 3 0 0 14
Transfectadas | Serie B 9| 5 0 0 14
Promedio 10| 4 0 0 14

Tabla 7. NUmero de Alteraciones cromosémicas a 6 Horas.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS (6 Horas)

B BB | DC/R | MR | TOTAL | % Incremento
Serie A 6] 1 0| O 7
Control (-) Serie B 4| 1 0| O 5
Promedio 5/ 1 0| O 6
Serie A 20| 3 of 1 24 320
Transfectadas |Serie B 25| 4 0| 1 30
Promedio |22,5]|3,5 0 1 27
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Tabla 8. NUmero de Alteraciones cromosémicas a 12 Horas.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS (12 Horas)

B BB | DC/R | MR | TOTAL | % Incremento
Serie A 41 0 o] 1 5
Control (-) Serie B 9| 0 ol 1 10
Promedio 6,5/ 0 o] 1 7,5 160
Serie A 14| 1 0| 4 19
Transfectadas | Serie B 17| O 0| 3 20
Promedio | 15,5|0,5 03,5 19,5

Tabla 9. NUumero de Alteraciones cromosdémicas a 24 Horas.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS (24 Horas)

B |BB |DC/R | MR|TOTAL|% Incremento
Serie A 6 0| 1 9
Control (-) Serie B 7 0| O 12
Promedio 6,5|3,5 0({05| 10,5 42,86
Serie A 8| 1 0 10
Transfectadas |Serie B 14| 4 0 20
Promedio 11| 2,5 01,5 15

Tabla 10. NUmero de Alteraciones cromosémicas a 36 Horas.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS (36 Horas)

B |BB |DC/R |MR|TOTAL|% Incremento
Serie A 6| O of O 6
Control (-) Serie B 4| 3 0| O 7
Promedio 51,5 0| O 6,5 30,77
Serie A 7| 2 o O 9
Transfectadas |Serie B 7 0| O 8
Promedio 71,5 0| O 8,5
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Tabla 11. Porcentaje de células con Alteraciones cromosdmicas.

% de Células con Dafio
Control Transfectadas
Serie A 6 10
0 Horas |Serie B 5 7
Promedio 5,5 8,5
Serie A 5 10
6 Horas |Serie B 4 13
Promedio 4,5 11,5
Serie A 4 9
12 Horas |Serie B 6 7
Promedio 5 8
Serie A 8 8
24 Horas |Serie B 9 13
Promedio 8,5 10,5
Serie A 6 7
36 Horas |Serie B 6 8
Promedio 6 7,5
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