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RESUMEN

El potencial de autorenovacién y diferenciacion multilinaje ha generado expectativas
respecto del uso de células madres mesenquimales (CMM) para ingenieria tisular y
medicina regenerativa. En este sentido es relevante evaluar el potencial de manipulacion
genética de las CMM. EIl objetivo del presente estudio fue determinar la eficiencia de
transfeccion del plasmido pTracer/CMV/Bsd mediante la utilizacion de Lipofectamina
LTX en CMM aisladas desde medula 6sea bovina. CMM aisladas desde médula dsea de
fetos bovinos (7-9 meses de gestacion, n=3) mediante adherencia al plastico, fueron
cultivadas en presencia de una combinacidbn en concentraciones crecientes de
pTracer/CMV/Bsd (250, 500 y 750 ng) y de Lipofectamina LTX (1, 1.5, 2, 3, 4.5, 6, 9, 12
pl/ml). Luego de 24 horas, el numero de CMM positivas a la proteina de fluorescencia
verde (GFP) fue determinado por conteo visual mediante microscopia de epifluorescencia y
confirmado por citometria de flujo. Los niveles de mRNA de GFP en CMM fueron
determinados mediante PCR cuantitativo (Q-PCR). La utilizacion de 750 ng/ml de
pTracer/CMV/Bsd y 9 ul/ml de Lipofectamina LTX permitieron alcanzar una mayor
proporcién de células positivas a GFP (15,7%, P<0,05). La concentracion minima efectiva
de blasticidina fue de 2 pg/ml. Cultivos de CMM transfectadas y seleccionadas con
blasticidina por 21 dias, generaron escasas colonias de CMM positivas a GFP. Estas células
expresaron mMRNA de GFP con un valor CT de 9,94. En conclusién, a pesar de presentar
una baja eficiencia de transfeccion, es posible incorporar de manera estable el plasmido
pTracer/CMV/Bsd utilizando Lipofectamina LTX en CMM bovinas fetales.

Palabras clave: células madres mesenquimales, diferenciacion multilinaje, transfeccién.
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ABSTRACT

The self-renewal and multilineage differentiation potential has generated expectations for
the potential use of mesenchymal stem cells (MSC) in tissue engineering and regenerative
medicine. In this respect, it is relevant to evaluate the potential for genetic manipulation of
MSC. The main objective of the present study was to determine the transfection efficiency
of the plasmid pTracer/CMV/Bsd using Lipofectamine LTX in bovine bone marrow-
derived mesenchymal stem cells (MSC). MSC were isolated from bone marrow collected
from bovine fetuses (7-9 months of gestation, n=3), based on the capacity to adhere to
plastic culture flasks. Thereafter, MSC were cultured in presence of a combination of
increasing concentrations of pTracer/CMV/Bsd (250, 500 y 750 ng) and Lipofectamine
LTX (1, 1.5, 2, 3,45, 6, 9, 12 pL/mL). After 24 hours, the number of GFP-positive MSC
was determined by visual counting using an epifluorescense microscope and corroborated
by flow cytometry. The levels of GFP mRNA were determined by quantitative PCR (Q-
PCR). The use of 750 ng/mL of pTracer/CMV/Bsd and 9 uL/mL of Lipofectamina LTX
allowed to achieve the highest proportion of GFP-positive MSC (15.7%, P<0.05). The
lowest effective blasticidin concentration was of 2 ug/mL. Culture of transfected MSC and
selection for 21 days using blasticidin resulted in reduced number of isolated GFP-positive
MSC colonies. These cells expressed a GFP mRNA with a CT value of 9.94. In conclusion,
despite the low transfection efficiency, it is possible to incorporate a pTracer/CMV/Bsd
plasmid using Lipofectamine LTX in MSC isolated from bovine fetuses.

Keywords: mesenchymal stem cells, multilineage differentiation, transfection



1. INTRODUCCION

Las células madres (CM) se caracterizan por presentar capacidad de autorenovacion y de
diferenciacion hacia tipos celulares especificos. Este tipo de celulas, se clasifican
primariamente de acuerdo a su potencial de desarrollo en CM totipotentes, que pueden
generar un organismo completo incluyendo tejido extraembrionario, (en mamiferos
presentes solo en el cigoto y células del blastomero temprano), en CM pluripotentes, que
pueden originar células pertenecientes a los tres linajes embrionarios (mesodermo,
ectodermo y endodermo), o en CM multipotentes, que generan multiples tipos celulares de
un linaje embrionario especifico (Jaenisch y Young, 2008). Por otro lado, segln su origen
en el desarrollo, las CM pueden clasificarse como embrionarias o adultas. Las CM
embrionarias son células pluripotentes, que derivan desde el macizo celular interno del
blastocisto en mamiferos y se diferencian en todas las lineas celulares, exceptuando las
derivadas de placenta. A diferencia, las CM provenientes de tejidos adultos son capaces de
desarrollar solo un limitado nudmero de tipos celulares. Las CM adultas se encuentran
practicamente en todos los tejidos, sin embargo, los tejidos de medula 6sea y adiposo han
sido principalmente estudiados debido a la amplia disponibilidad de CM conocidas como
células madres mesenquimales (CMM) que presentan (Odorico et al., 2001).

1. 1. Células Madres Mesenquimales

Las CMM fueron inicialmente definidas como células progenitoras con capacidad ilimitada
de autorenovacion y potencial de generar progenie del tipo celular musculoesquelético
(Caplan, 1991). Basado tanto en investigaciones cientificas, bajo condiciones de
laboratorio, como en estudios preclinicos con CMM humanas, en el afio 2006 la Sociedad
Internacional para la Terapia Celular (ISCT) propuso tres criterios especificos para la
identificacion de estas células: 1) adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar,
2) expresion de marcadores de superficie mesenquimales CD105, CD73 y CD90 y ausencia
de marcadores de linaje hematopoyético CD34, CD45 y CD19 y 3) capacidad de
diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica, bajo condiciones de cultivo

estandar in vitro (Dominici et al., 2006).

Las CMM estan presentes en diversos tejidos adultos como médula 6sea, tejido adiposo,

periostio, membrana y fluido sinovial y musculo esquelético, entre otros (Augello et al.,
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2010). La medula 6sea cuenta con un ambiente especializado que permite la proliferacion
de células hematopoyéticas indiferenciadas, y posee también una poblacion de CMM que
corresponde a un 0.001-0.01% de la fraccién total celular (Pittenger et al., 1999). Las
CMM pueden ser aisladas desde el estroma medular basandose en su habilidad de
adherencia al plastico, permitiendo asi una facil separacion de la fraccion hematopoyética
no adherible (Bosnakovski et al., 2004). Bajo condiciones de cultivo celular apropiados y a
través de estimulacion exdgena, principalmente determinada por el ambiente celular local y
la interaccion con células circundantes, o estimulacion endogena, relacionada con la
sintesis de proteinas especificas, estas células pueden diferenciarse hacia distintos linajes
celulares (Bosnakovski et al., 2005). Se ha reportado el potencial de las CMM para
diferenciarse hacia linajes celulares mesenquimales como osteogénico, condrogénico y
adipogénico (Pittenger et al., 1999). Sin embargo, en el Gltimo tiempo se ha descrito
adicionalmente la capacidad de diferenciacion de estas células hacia linajes no
mesenquimales como el neurogénico y el hepatogénico (Woodbury et al., 2000; Lee et al.,
2012, Duefias et al., 2014). Como consecuencia, las CMM han sido ampliamente
estudiadas como una fuente alternativa para la ingenieria tisular debido a su habilidad de
diferenciacion y a que su estabilidad fenotipica se mantiene a través mdltiples pasajes (Lee
et al., 2009).

En el &mbito de la Medicina Veterinaria, se ha desarrollado gran cantidad de investigacion
béasica y aplicada para la utilizacion de CMM en medicina regenerativa, principalmente en
las especies equina y canina. En equinos, se ha reportado el tratamiento de desmitis del
ligamento suspensorio mediante inyecciones de aspirados de medula 6sea (Herthel, 2001).
En caninos, se han realizado estudios que buscan establecer la diferenciacion osteocondral
de CMM con el objetivo de desarrollar tratamientos para la osteoartritis crénica de la
articulacién coxofemoral (Kadiyala et al., 1997). A pesar de su amplia utilizacion como
modelo experimental, en la actualidad se dispone de limitada informacion sobre CMM en la
especie bovina. En el caso del potencial uso de CMM para aplicacion en medicina
regenerativa, es imprescindible evaluar la capacidad de manipulacion genética de estas
células con el objetivo de mejorar su eficiencia de diferenciacion y de transferencia de

genes o factores que mejoren su potencial de regeneracion tisular. Asi mismo, el potencial



de transferencia de genes permitiria incorporar genes reporteros para realizar el

seguimiento de estas células luego de su implantacion in vivo.
2. Transfeccion de CMM

La transfeccion celular, es un método que permite incorporar acidos nucleicos o genes en
células mamiferas a través de transportadores o agentes especificos. Principalmente se
describen dos métodos basicos que permiten la incorporacion o transfeccion de genes en
CMM. El primer metodo corresponde a la transfeccion viral mediante la utilizacion de virus
modificado genéticamente (lentivirus, adenovirus o retrovirus) que permite el transporte y
la incorporacién de un gen de interés en el genoma celular (Pfeifer y Verma, 2001). Los
vectores virales poseen una alta eficiencia de transfeccion generando entre 50 a 100% de
células positivas al gen de interés (Goins et al., 2004). Adicionalmente, este tipo de
transfeccion, permite un alto nivel de expresion del gen. Sin embargo, este tipo de vectores
posee ciertas desventajas como su potencial citotoxicidad, rechazo inmunoldgico y
mutagénesis en la célula transfectada (Santos et al, 2011). EI segundo método corresponde
a la transfeccion no viral basada en la utilizacion de un vector o plasmido que transporta la
secuencia del gen de interés. Este método posee una alta eficiencia en la entrega de genes y
una baja citotoxicidad (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008). El vector puede ser transfectado por
medio de métodos quimicos como la lipofeccion y el método calcio-fosfato o fisicos como
en el caso de la electroporacion, microinyeccion y transfeccion por laser. Los métodos
quimicos utilizan el principio de cargas eléctricas para interactuar con la membrana celular,
en cambio, los métodos fisicos se basan en la utilizacion de herramientas que incorporan de

manera mecanica acidos nucleicos en el nucleo celular (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008).

La lipofectamina corresponde a un agente quimico de lipofeccion no viral que esta
compuesta por varios tipos de lipidos, tales como, derivados cationizados de colesterol y
diacilglicerol, y derivados lipidicos de poliaminas (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008). La
estructura basica de los lipidos catidnicos, consiste de un grupo quimico cargado
positivamente unido a una o dos cadenas de hidrocarburos (Martin et al, 2005). El grupo
positivo del lipido genera la interaccion con el fosfato del &cido nucleico del plasmido,
formando asi el complejo liposoma-plasmido (complejo de transfeccion). Al unirse el lipido

con el plasmido, la carga de este se vuelve positiva o que permite la interaccion con la



membrana celular cargada negativamente, finalmente mediante un proceso de endocitosis

el complejo de transfeccion entra al citoplasma celular (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008).

La expresion de un gen transfectado puede ser transitoria, sin integracion al genoma celular
y por lo tanto su expresion es por un periodo limitado de tiempo, en este caso es posible
que el plasmido transfectado se mantenga episomal, donde una secuencia estable de ADN
persiste en el nucleo celular sin integracion en el genoma de la célula (Thomas et al, 2003).
Alternativamente, la expresion de un gen puede ser estable, permitiendo su incorporacién al
genoma de la célula y perpetuando su expresion en forma permanente en la célula y su
progenie celular (Kim y Eberwine, 2010). Para desarrollar una linea estable de células
transfectadas, se debe distinguir las células que expresan el ADN de forma transitoria, de
aquellas que han logrado una transfeccion estable de la secuencia. Para este fin, se utilizan
vectores que contienen un gen de resistencia antibidtica, y que permiten la seleccion de
células que expresan la secuencia del vector transfectado. Aquellas células no transfectadas,
no poseen este gen de resistencia, por lo tanto son incapaces de sobrevivir en condiciones
de selecciéon (Kim y Eberwine, 2010). Existen variados compuestos antibioticos que se
utilizan para la seleccién de transfeccion estable. La Blasticidina (Bsd) corresponde a uno
de estos agentes selectivos, ha sido utilizada para la seleccion de células transfectadas
establemente en CMM de ratones (Li et al., 2006), y humanas (Schwars et al., 2012). La
Bsd, es un antibiético nucleosidico aislado desde Streptomyces griseochromogenes que
actta inhibiendo la sintesis proteica en células procarioticas y eucarioticas (lzumi et al.,
1991).

En el &mbito de la manipulacion génica, el uso de un gen reportero como la proteina de
fluorescencia verde (GFP) es fundamental, esta corresponde a una proteina formada por
238 aminoéacidos y su principal caracteristica se basa en su fotoactividad, ya que al ser foto-
estimulada puede expresar longitudes de ondas que proporcionan fluorescencia visible
(Prasher y Eckenrode, 1992). La GFP se ha convertido en el gen marcador de eleccién a
nivel experimental en distintos tipos celulares, entre estos las CMM, ya que puede ser
detectado con alta sensibilidad y especificidad. El uso de la GFP como gen marcador o
reportero, permite estimar los niveles de expresion de la proteina, asi como también su

ubicacion en la célula, permitiendo monitorear procesos intracelulares y cambios



morfologicos (Franco y Longart, 2009). ElI método de deteccion de la GFP depende del
tejido o tipo celular que contiene el gen, siendo generalmente a través de microscopia o
citometria de flujo (Harting et al., 2009). La GFP puede perder su fluorescencia directa
durante la fijacion del tejido, por esta razon se puede utilizar también anticuerpos
comerciales para su deteccién inmunoldgica, y PCR para determinar la expresion relativa

del gen que la codifica (Green et al, 2005).

La mayor parte de las investigaciones que involucran CMMs se han realizado en roedores
y humanos, en la actualidad se dispone de limitada informacion sobre CMM bovinas, a
pesar de la gran aplicacion del modelo experimental bovino, y de la prometedora nueva
herramienta que representa para nuevos conceptos clinicos en la terapia celular
(Bosnakovski et al., 2005). En relacién al uso de nuevas tecnologias en CMM, una de las
areas que han adquirido gran atencion es el desarrollo de métodos que permitan la entrega
de genes exoOgenos, generando por una parte la sintesis de proteinas especificas
involucradas en el proceso de diferenciacion (Kim y Eberwine, 2010) y por otra,
produciendo proteinas reporteras capaces de permitir el seguimiento de la célula
transfectada durante el proceso denominado “homing” (Sohni y Verfaillie, 2013). El
principal propdsito de realizar transfeccion celular, es el estudio del funcionamiento de
genes o del producto de estos, estimulando o inhibiendo expresiones génicas especificas y

produciendo proteinas recombinantes en células mamiferas (Kim y Eberwine, 2010).

Con el fin de sugerir un método adecuado para la introduccion de genes exdégenos en CMM
bovinas, se realizé el siguiente estudio cuyo objetivo fue, determinar la eficiencia de
transfeccion del plasmido pTracer/CMV/Bsd, mediante la utilizacion de Lipofectamina
LTX en CMM aisladas desde medula 6sea bovina.

HIPOTESIS

El método de lipofectamina permite una alta eficiencia de transfeccion del plasmido
pTracer-CMV/Bsd y la expresion estable de la proteina de fluorescencia verde (GFP) en
CMM aisladas desde medula dsea fetal bovina.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencion y aislamiento de CMM bovinas

Los aspirados de médula Osea se obtuvieron desde fetos bovinos de 7 a 9 meses de
gestacion (n=3), provenientes de una planta faenadora local. La medula ésea fue aspirada
desde ambas diafisis femorales, mediante una branula de 18 G conectada a una jeringa
conteniendo 2 mL de medio de coleccion DMEM alto en glucosa (Hyclone Laboratories,
USA), suplementado con 1000 Ul de heparina (Laboratorio Sanderson, Chile), 100 pg/mL
de estreptomicina y 100 UI/mL de penicilina de acuerdo a la técnica descrita previamente
(Duenas et al, 2014; Cortés et al, 2014). El volumen aspirado de aproximadamente 4 mL
fue transferido a un tubo de polipropileno de 15 mL (Falcon, NJ, USA) y se centrifug6 dos
veces en solucién tampon fosfato pH 7,4 (PBS; Hyclone Laboratories, Utah, USA), y dos
veces en medio de coleccién sin heparina a 300 Xg por 5 minutos. El sedimento fue
resuspendido en una placa de cultivo celular con medio de expansion, en DMEM 4,5 g/L de
D-glucosa (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”, Thermo Scientific, Utah, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Hyclone Laboratories, USA), 100
pg/mL de estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina, 2,5 pg/mL de anfotericina B. El cultivo
celular de medula se incub6 a 38,5 °C, bajo una atmosfera himeda con 5% de CO; (Shel
Lab, OR, USA). Luego de 48 horas de cultivo, las células no adherentes al plastico fueron
removidas mediante lavado con PBS y cambio de medio de cultivo. Al alcanzar un 80 a
90% de confluencia, se realizaron pasajes de células mediante remocion con 0,25% de
tripsina/EDTA (Hyclone Laboratories, USA) por 5 min.

2.2. Lipofeccion de CMM

Inicialmente, las concentraciones de Lipofectamina (LTX, Invitrogen, USA) y del plasmido
pTracer-CMV/Bsd (Invitrogen, USA, Figura 1) fueron optimizadas siguiendo las
instrucciones del fabricante. Luego de 1 a 2 pasajes, las CMM se sembraron en una
concentracion de 200.000 celulas/mL en placas de 12 pocillos (Orange Scientific, BA,
Bélgica), hasta obtener un 70% de confluencia. Luego de 24 horas, se reemplazo el medio
de cultivo compuesto de DMEM alto en glucosa, suplementado con 10% SFB. En un tubo
de 15 mL, se mezclaron 10 ug de pTracer-CMV/Bsd en 2 mL de Opti-MEM | Reduced
Serum Medium (OpM; Invitrogen, California, USA), con 20 puL de PLUS Reagent (PLUS;
8



Invitrogen, California, USA) y esta solucion fue incubada a temperatura ambiente por 10
minutos. En paralelo, se agregaron 600 pL de OpM en 3 tubos eppendorf (T1, T2 y T3),
donde se realizaron 3 diluciones de lipofectamina (6, 18 y 36 pL respectivamente). A cada
tubo con la mezcla de OpM vy lipofectamina se adicioné 600 pL de la mezcla de PLUS y
pTracer-CMV/Bsd. Esta solucion se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, fue distribuida en los cultivos de CMM en volumenes de 100, 200, 300 y
400 pL (Tabla 1).

pTracer™-CMV/Bsd
6048 bp

Figura 1. Mapa del vector pTracer-CMV/Bsd, utilizado para lipofeccion en CMM fetales
bovinas. Pcuy, promotor citomegalovirus, GFP-Blasticidin, genes fusionados 3-GFP y gen
de resistencia a la blasticidina, pUC, sitio de origen para replicacion en E. coli, Pgr.q
promotor humano EF-1a, BGH pA, senal de poliadenilacion hormona de crecimiento
bovina, SV40 pA, sefial de poliadenilacion SV40, Ampicillin, gen de resistencia a la

ampicilina, T7, sitio promotor/priming, y Pgm.-7, Sitio promotor EM-7.

Tabla 1. Diagrama de optimizacién de concentraciones de Lipofectamina (LTX) y pTracer-

CMV/Bsd (pTracer) en CMM bovinas distribuidos en placas de cultivos de 12 pocillos.

pTracer: 0 ng; LTX: 0 pL pTracer: 250 ng; LTX: 1,5 pL pTracer: 250 ng; LTX: 3 pL

pTracer: 500 ng; LTX: 1 pL pTracer: 500 ng; LTX: 3 pL pTracer: 500 ng; LTX: 6 pL

pTracer: 750 ng; LTX: 1,5 pL pTracer: 750 ng; LTX: 4,5 pL pTracer: 750 ng; LTX: 9 pL




pTracer: 1 ug; LTX: 2 uL pTracer: 1 ug; LTX: 6 uL pTracer: 1 pug; LTX: 12 uL

Las CMM fueron incubadas a 38,5°C en una atmosfera himeda con 5% de CO,. Luego de
24 horas post transfeccion, las muestras se sometieron a tincion DAPI, y se observaron
utilizando un microscopio de epifluorescencia (Olympus, Tokyo, Japon). Desde cada
pocillo, se obtuvieron dos imagenes del mismo sector con las cuales se realizé un conteo
celular visual, y se dividio el nimero de células positivas a GFP sobre el numero de células
positivas a DAPI, obteniendo asi el porcentaje de células positivas a GFP en cada pocillo

bajo cada condicion.
2.3. Determinacion de la sensibilidad a Blasticidina

Con el fin de generar una linea célular estable GFP-positiva, se determiné la concentracion
minima efectiva de Blasticidina (Bsd) requerida para eliminar las CMM no transfectadas.
Para esto, se sembraron aproximadamente 60.000 células/mL en una placa de 12 pocillos,
las cuales se cultivaron hasta alcanzar una confluencia celular de 25% en cada pocillo
(Miyaki et al, 2012). Al dia siguiente, el medio de cultivo fue reemplazado con medio de
expansion, suplementado con concentraciones crecientes de Bsd (0, 2, 4, 6, 8, 10 pg/mL).
Cada concentracion de Bsd fue probada en dos repeticiones. EI medio de cultivo
conteniendo Bsd se reemplazé cada 3 dias, y las CMM se incubaron a 38,5°C en una
atmosfera humeda con 5% de CO; por un total de 14 dias. La concentracion minima
efectiva de Bsd fue determinada por observacion microscopica periddica de los cultivos de
CMM tratados.

2.4. Seleccion de CMM con expresion estable de GFP

Se sembraron 200.000 células/mL en placas de cultivo de 12 pocillos, y se cultivaron hasta
alcanzar una confluencia celular de 70%. Al dia siguiente, se adicion6 medio de
transfeccion, cuya composicion corresponde a DMEM alto en glucosa suplementado con
10% de SFB, y con las concentraciones previamente optimizadas de pTracer-CMV/Bsd,
OpM, PLUS vy lipofectamina. Las CMM se cultivaron a 38,5°C en una atmosfera himeda
y 5% de CO,. Luego de 24 horas desde la transfeccion, las CMM fueron lavadas con PBS y

nuevamente cultivadas en medio de transfeccion por 24 horas, bajo las mismas condiciones

10




descritas. Posteriormente, las CMM fueron removidas de la placa utilizando tripsina
(0,25X), y resuspendidas en medio de expansién suplementado con la concentracion
minima efectiva de Bsd. El medio se reemplaz6 cada 3 dias, hasta detectar colonias de
CMM resistentes a Bsd. Las CMM resistentes fueron evaluadas mediante epifluoresencia
para deteccion de colonias positivas a GFP. Luego, las CMM resistentes fueron fijadas en
buffer RLT (Qiagen, USA), suplementado con 1% pB-mercaptoetanol, y conservadas a
-18°C hasta su andlisis por PCR cuantitativo (Q-PCR).

2.5. PCR cuantitativo

La expresion relativa de gen reportador GFP fue cuantificada mediante Q-PCR en CMM
seleccionadas por medio de Bsd. EI RNA total se aislo utilizando un “mini kit” RNAeasy
(Qiagen Inc, CA, USA), y fue cuantificado mediante espectrofotometria (260 nm) (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). El cDNA se sintetiz6 y amplificO mediante un “kit”
Brilliant 1l SYBR Green RT-PCR (Stratagene, CA, USA) utilizando un termociclador
(Applied Biosystems, CA, USA). Para la reaccion de PCR, se utiliz6 un “kit” Brilliant
SYBR Green QPCR Master mix (Stratagene, La Joya, CA). Cada tubo de reaccion contenia
12,5 pl de Master mix, 200 nM de partidores (Tabla 2), 0,375 pl de tincion de referencia
Rox, 2ul de cDNA y H,0 hasta alcanzar un volumen total de 25 pl. La reaccion se
cuantifico en un termociclador Step One a una temperatura de 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos repetitivos por 30 segundos a 95°C y por 1 minuto a 60°C. La
expresion de GFP fue comparada con la expresion del gen endégeno GAPDH vy

posteriormente cuantificada mediante el método de AACT.

Tabla 2. Secuencia nucleotidica de partidores utilizados en Q-PCR

Gen Secuencias nucleotidicas (5'- 3)

GFP Forward TGACAGACACACCATGAGAACCC
Reverse AGCTCTAGACTGGGCCGTAGAAG

GAPDH Forward CCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTA
Reverse TGGAAGATGGTGATGGCCTTTCCATTG
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2.6. Citometria de Flujo

El porcentaje de CMM positivas a GFP obtenido luego de cultivo bajo concentraciones
optimas de lipofectamina/pTracer-CMV/Bsd (9 uL/750 ng), fue cuantificado mediante
citometria de flujo (Gallius Beckman Coulter, CA USA). Luego de 48 horas de
transfeccion, las CMM se desprendieron de la placa usando Tripsina 0,25% por 5 minutos a
38°C, luego fueron permeabilizadas usando Foxp3 kit (eBioscience, San Diego, CA, USA),
y posterior a tres enjuagues con PBS se resuspendieron en solucién buffer de citometria. Se
analizaron 10,000 eventos en dos repeticiones, utilizando luz laser de 488 nm (azul) y un
software (Gallios 1.2, Beckman Coulter, Miami, Fla., USA). El umbral para diferenciar

eventos negativos se determino en la primera década del nivel de fluorescencia.
2.7. Andlisis estadistico

Los datos de un minimo de tres repeticiones independientes, se evaluaron y expresaron
como media y desviacion estandar. EI nimero de CMM positivas a GFP para las distintas
concentraciones de Lipofectamina y pTracer-CMV/Bsd, se analizaron mediante la prueba
de normalidad de Shapiro Wilks. Posteriormente, los efectos del tratamiento fueron
evaluados estadisticamente por ANOVA de una via. Las diferencias entre promedios para
los distintos tratamientos se determinaron por medio del post test de Duncan. Se utilizd un
valor de significancia (P<0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el

software Info Stat.
3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento y caracterizacion de CMM bovinas

Las CMM bovinas, fueron aisladas gracias a su propiedad de adherencia a las placas de
cultivo de pléstico. Posteriormente, fueron cultivadas en monocapa hasta obtener una
confluencia del 80 - 90%, entre el dia 5 y 6 de cultivo (Figura 2). Las CMM presentaron
una morfologia fibroblastica caracteristica y no se evidenciaron cambios morfoldgicos

significativos durante los ensayos de transfeccion.
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Figura 2. Microfotografias de CMM bovinas luego de 6 dias de cultivo, posterior a la
extraccion medular, alcanzando una confluencia celular aproximada de 80 — 90%. Se logra
evidenciar la morfologia fibroblastica tipica. Barra de escala (A) = 200 pum; (B) = 25 pm.

3. 2. Determinacion de la sensibilidad a la Blasticidina (Bsd)

Las CMM bovinas aisladas fueron cultivadas en medio DMEM, suplementado con
concentraciones crecientes de Bsd (2, 4, 6, 8, 10 pug/mL). La proporcién de muerte celular
en el cultivo fue estimada mediante observacion microscopica (Figura 3). Los cultivos de
CMM expuestos a las mayores concentraciones de Bsd (8 y 10 pg/mL) presentaron muerte
celular luego de 3 dias de cultivo. Los cultivos de CMM expuestos a 6 y 4 ug/mL de Bsd,
presentaron muerte celular luego de 6 y 8 dias de cultivo, respectivamente. Finalmente las
CMM suplementadas con la concentracion menor (2 pg/mL), sobrevivieron hasta el dia 10

de cultivo. El cultivo control no presento variacidn en su proporciéon de muerte celular.

13



Bsd

Dia 0 Dia3 Dia 6 Dia 8 Dia 10

Figura 3. Microfotografias de CMM bovinas expuestas a la suplementacion de
concentraciones crecientes de Bsd: 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL (eje vertical), con relacién a los
dias de exposicion (eje horizontal). Esta secuencia de imagenes indica que la concentracion
de Bsd necesaria para generar la muerte celular es inversamente proporcional al dia de
exposicion. Se determina que 2 pg/mL corresponde a la concentracién minima de Bsd
necesaria para producir la muerte de todas las CMM bovinas, en el intervalo de tiempo
determinado.

3. 3. Eficiencia de expresion transitoria de GFP en CMM bovinas

El porcentaje de CMM positivas a GFP fue evaluado luego de 24 horas de cultivo en

presencia de distintas concentraciones de pTracer y lipofectamina (Figura 4).
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DAPI DAPI

pTracer0O/LTXO0 ~ _____ 250ng/ 1,5 uL oy 7
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75png/ 9uL lug/2uL
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Figura 4. Microfotografias de CMM bovinas positivas a GFP obtenidas con microscopio
de epifluorescencia, 24 horas luego de ser transfectadas. Las concentraciones de
lipofectamina y pTracerCMV/Bsd (pTracer/LTX) son indicadas en cada fotografia. La
columna DAPI corresponde a las imagenes obtenidas utilizando filtro azul y determina el
namero total de CMM a cuantificar. Barra de escala = 500 pum.
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Se calcul6 la eficiencia de transfeccion, y se logré determinar que tres relaciones de
lipofectamina y pTracer alcanzaron los mayores valores de eficiencia de transfeccion de
GFP. La utilizacién de 750 ng/mL de pTracer con 9 pl/mL de lipofectamina permitio
obtener una eficiencia del 44,6%. En comparacion, la utilizacion de 1000 ng/mL de pTracer
y 12 pl/mL de lipofectamina resultd en una eficiencia de transfeccion de 39,2%; vy al
utilizar una combinacién de 250 ng/mL de pTracer con 1,5 pl/mL de lipofectamina el
porcentaje de eficiencia fue de 21,7% (Figura 5). Estas tres relaciones, alcanzaron
eficiencias de transfeccion del plasmido pTracer significativamente mayores en relacion al
resto de las concentraciones. La combinacion de 9 ul de lipofectamina y 750 ng de pTracer,
fue la que permitio alcanzar un mayor valor cuantitativo, correspondiente a un 44,6% de
células positivas a GFP, por lo que fue la combinacion utilizada para realizar posteriores

ensayos de transfeccion.

Eficiencia de Transfeccion de GFP LTX
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3
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B 12
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0
| |

Y Y Y l
230 300 pTracer(ng/iml) 7=°

(A, B, C, D) Distintos superindicesindican diferencias significativas (p<0,05)

Figura 5. Porcentajes de eficiencia de transfeccion de GFP en CMM bovinas, luego de 24
horas de ser sometidas a una transfeccién, utilizando las concentraciones indicadas de
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Lipofectamina (LTX) y del plasmido (pTracer). EI mayor valor cuantitativo alcanzado, fue
de un 44,6% de células positivas a GFP utilizando 9 ul de lipofectamina y 750 ng de
pTracer. Superindices (A, B, C y D) distintos indican diferencias (P<0,05) entre
tratamientos.

El porcentaje de CMM positivas a GFP, alcanzado con 750 ng/mL de pTracer y 9 pl/mL de
lipofectamina, fue posteriormente confirmado utilizando citometria de flujo. Mediante esta

técnica, se determind que el porcentaje de CMM positivas a GFP fue de 15,7% (Figura 6).
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o 3 Control -
-IE —
[®]
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I " ]
w w' ] "
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10°
P1 p2 BT D2
] Control - GEP  15,7%
102~
3 102'—5
GFP ] GFP 3
101—§ 10"
10° l 1
E 10°
§03 D4 D3 D4
0 'Co'nteé - 1023 0 ~1023

Conteo

Figura 6. Andlisis de citometria de flujo de CMM bovinas 24 horas después de ser
transfectadas con 9 pl/mL de lipofectamina y 750 ng/mL de pTracer. Histograma en
escala logaritmica (A) representa conteo celular con relacion al nivel de fluorescencia.
Las CMM transfectadas muestran un desplazamiento hacia la derecha (area gris),
demostrando un mayor nivel de fluorescencia alcanzado. (B) El porcentaje de CMM
positivas a GFP fue de 15,7%.
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3.4. Determinacion de CMM bovinas con expresion estable de GFP

Las CMM fueron transfectadas con las concentraciones que alcanzaron mayor porcentaje
de transfeccion transitoria (9 pl/mL de lipofectamina y 750 ng/mL de pTracer) (Figura 4).
A pesar de que las CMM no fueron cuantificadas luego del tratamiento, fue posible
observar a través de microscopio Optico, 24 horas luego de realizar la transfeccion, una

disminucion del niamero de células adheridas a la placa (Figura 7, Ay C).
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Figura 7. Microfotografias de CMM bovinas previas a la transfeccion (A y B),
transfectadas con 750 ng/mL del plasmido pTracer y 9 ul/mL de lipofectamina, luego de
24 horas de ser tratadas (B y C), y posterior a la seleccion antibiotica de 9 dias con 2 pg/mL
de Bsd (E y F). Se hace evidente la disminucién progresiva de CMM adheridas a la placa.
Barra de escala (A), (C) y (E) = 250 um; (B), (D) y (F) = 25 pm.

Luego de 48 horas de ser transfectadas, las CMM fueron sometidas a seleccion antibidtica
utilizando 2 pg/mL de Bsd (Figura 2). Desde el tercer dia posterior a la suplementacion con
Bsd, se evidencio un aumento progresivo del nimero de CMM desprendidas, observadas
por microscopio oOptico. Finalmente, entre el dia 8 y 9, se produjo una muerte celular
masiva, observandose entre 5 a 6 colonias de CMM transfectadas resistentes a Bsd (Figura
6, E'y F). Las CMM resistentes a Bsd fueron positivas a GFP bajo observacion mediante

microscopia de epifluorescencia (Figura 8).
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A .

Figura 8. Microfotografias de epifluorescencia de CMM bovinas sin tratamiento (A), y
luego de 20 dias de ser transfectadas con 750 ng/mL del plasmido pTracer y 9 pl/mL de
lipofectamina, y posterior a ser sometidas a la seleccion antibidtica con 2 pg/mL de Bsd (B
y C). Barra de escala (A) y (B) 75 um; (C) 25 pm.

3.6. Andlisis de la Expresion Génica.

El proceso de transfeccion fue caracterizado a través de la cuantificacion de la expresion

relativa del gen GFP. Las muestras para Q-PCR fueron obtenidas entre los dias 20 y 21 post
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transfeccién, para los tratamientos de transfeccion estable (CMM resistentes a Bsd) y

control (Figura 8). Las CMM transfectadas expresaron mARN con un valor CT de 9,94.
12

10 -

Expresionrelativa de GFP
=}
|

ND
0 I

Control pTracer

Tratamiento

Figura 9. Niveles relativos de mMARN de GFP en CMM bovinas luego de 20 — 21 dias de
ser sometidas a una transfeccion estable. Se utiliz6 una concentracion de 750 ng/mL del
plasmido pTracer a través del método de Lipofectamina, utilizando 9 pl/mL de
lipofectamina (sigla ND corresponde a no determinado).
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5. DISCUSION

En el presente estudio se logro realizar una transfeccion en CMM obtenidas desde medula
Osea fetal bovina, utilizando el método de lipofectamina, y el gen que codifica para GFP

como gen reportero.

La terapia celular basada en CM se describe como la incorporacion de células, sean o0 no
previamente manipuladas genéticamente, en distintos tejidos para el tratamiento de
patologias especificas. En este sentido, las CM embrionarias han resultado una poderosa
herramienta de investigacion, sin embargo, ultimamente su uso ha sido limitado, debido a
los problemas éticos, especificamente en humanos, y al alto riesgo de generacion de
teratomas que presentan (Wei, et al., 2013). En cambio, la utilizacion de CMM para
investigacion no posee este tipo de limitantes, por lo que actualmente su uso se ha ampliado

en forma significativa (Sohni y Verfaillie, 2013).

Previamente, utilizando el método de lipofeccion, se ha demostrado la incorporacién de
genes exogenos en CMM obtenidas desde medula dsea en diversas especies, incluyendo
murina (Gheisari et al., 2008), canina (Zhu et al., 2006), humana (Madeira et al., 2010;
Hoelters et al., 2005) y ovina (Locatelli et al., 2013).

Las CMM fueron aisladas en base a su propiedad de adherencia al plastico, y el protocolo
de cultivo de las CMM bovinas, utilizado en este ensayo, corresponde al desarrollado en
estudios previos en nuestro laboratorio (Cortés et al., 2013; Duefias et al., 2014).

Con el fin de establecer la concentracion minima efectiva de Bsd a utilizar en la seleccion
de células transfectadas establemente, se realiz6 un ensayo dosis dependiente. En este
estudio se evidencid que la Bsd presenta una alta efectividad a bajas concentraciones en
CMM bovinas, generando la muerte celular total luego de 10 dias de ser expuestas al medio
de seleccion suplementado con 2 pg/mL de Bsd. Previamente, se ha reportado que las
concentraciones minimas efectivas utilizadas en CMM varian ampliamente, principalmente
debido a los diferentes tiempos de exposicion al medio de seleccion que requieren los
ensayos, en el presente se observo que la concentracion de Bsd necesaria para generar la
muerte celular varia de acuerdo al tiempo de exposicion (Figura 3), en CMM humanas las
concentraciones van de 3 pg/mL (Shiota y Yoshida 2012) a 7,5 pg/mL (Limbert et al.,
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2011), mientras que en CMM de medula désea de ratas se requiere generalmente una

concentracion mayor de 10 pg/mL (Xiang et al., 2009).

El protocolo de transfeccion utilizado en este estudio siguio las indicaciones del fabricante,
y consistio inicialmente en una transfeccion de tipo transitoria para obtener una
optimizacion de las concentraciones a usar, del plasmido y lipofectamina. Se obtuvieron
diversos porcentajes de eficiencia de transfeccion, sin mostrar una relacion dosis-respuesta
determinada al analizar los valores conseguidos a traves de conteo de CMM positivas a
GFP, mediante microscopia Optica. Los resultados alcanzados con los distintos tratamientos
indicaron una baja eficiencia de transfeccion al utilizar este método en CMM de médula
Osea bovina. Se determiné que las concentraciones mas efectivas fueron de 9 pl/mL de
Lipofectamina y 750 ng/mL del plasmido, obteniendo un 44,6% de células positivas a GFP
a través del método de conteo visual. En contraste utilizando las mismas concentraciones,
el porcentaje de eficiencia analizado con citometro de flujo fue de un 15,7% + 3.5. Luego
de transfectar las CMM, bajo las mismas condiciones experimentales, los valores de
eficiencia de transfeccion transitoria de GFP obtenidos a través del conteo visual (44,6%) y
cuantificado por citometria de flujo (15,7%) difieren ampliamente. Esto se puede explicar
debido a que la cuantificacion visual de una imagen puede tener sesgos significativos,
principalmente relacionados a la intensidad de la fluorescencia, la que varia segun la
concentracion de fluor6foros presentes en la célula (Waters, 2009), y adicionalmente, el
area fotografiada y el nimero de células evaluadas, puede no resultar representativa de la
placa en su totalidad.

En este estudio se obtuvo una eficiencia de transfeccion transitoria de 15.7% + 3.5,
utilizando las concentraciones optimizadas, 750 ng/ml de pTracer/CMV/Bsd y 9 ul/ml de
lipofectamina, lo que indica que el uso de lipofectamina como método de transfeccion,
proporciona un valor de eficiencia de entrega de GFP moderadamente bajo, en CMM
bovinas. En ensayos previos, utilizando el mismo método en CMM de ratas, cerdos y
primates se obtuvieron valores menores a un 25% de células transfectadas (McMahon et
al., 2006; Stiehler et al., 2006; Ke et al., 2009). En cambio, al utilizar métodos virales, se
registran valores de eficiencia de transfeccion considerablemente mayores, en CMM

humanas se han reportado valores de transfeccién de aproximadamente un 70% de las
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células transfectadas a travées de un vector lentiviral (Van Damme et al., 2006), y mas de un
95% con un vector adenoviral (Barbash et al., 2003). Adicionalmente, utilizando un vector
lentiviral en CMM bovinas y porcinas, se ha reportado una eficiencia de aproximadamente
el 100%, sin embargo, posteriormente se produjo muerte celular debido al efecto citopatico
del virus (Colleoni et al, 2005). Aunque se debe considerar que los métodos de analisis de
eficiencia de transfeccion en los distintos estudios pueden diferir (citometria de flujo,
camara de neubauer, microscopia de epifluorescencia, etc.), los resultados de ensayos
previos, asi como del presente estudio, confirman una baja eficiencia de transfeccion en

CMM al utilizar métodos de transfeccion no virales en comparacion con vectores virales.

Para desarrollar una linea de CMM bovinas transfectadas de manera estable con GFP, se
realizd la transfeccidén adicionando las concentraciones previamente optimizadas: 750
ng/mL del plasmido y 9 ul/mL de la lipofectamina. A pesar de no realizar un conteo, se
logré observar, luego de 24 horas de realizada la transfeccion, una disminucion del nimero
de CMM adheridas a la placa con relacion al dia 0 y control. Esto se puede asociar al uso
de altas concentraciones de lipofectamina, ya que previamente se ha descrito una
correlacion directa entre la cantidad de reactivo utilizado y el porcentaje de muerte celular
(Gheisari et al., 2008). Para determinar la citotoxicidad de diferentes reactivos de
transfeccion, basandose en que cada respuesta toxica se acompafia por cambios en la
expresion géenica, un estudio analizo la expresion génica de células sometidas a transfeccidn
(Khodthong et al, 2012). Dentro de los cambios méas evidentes, se describié un aumento de
aproximadamente 50 veces del nivel de estrés oxidativo sobre el parametro normal, en
células transfectadas con lipofectamina. Asi mismo, se determind que la funcién bioldgica
celular mas significativamente afectada, en respuesta a la transfeccién por lipofectamina, se
relaciona con el dafio del ADN celular y la respuesta de proteina desplegada, proceso que
se activa como respuesta adaptativa cuando estimulos interfieren con la homeostasis del
reticulo endoplasmatico (Khodthong et al, 2012; Oslowski y Urano, 2011). Finalmente, en
el presente estudio, luego de la seleccion antibidtica, las CMM resistentes a Bsd, no
continuaron con el proceso de multiplicacion y desarrollo tipico, resultando en la
generacion de escasas colonias de CMM positivas a GFP incapaces de expandirse a traves

de cultivo clonal.
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Por otro lado, se cuantifico la expresion relativa de GFP en las células control y las
colonias de CMM resistentes a Bsd, con el fin de confirmar la presencia del gen que
codifica para GFP en la célula luego del proceso de transfeccion. En este sentido se
confirmd la permanencia de la expresion transgénica luego de 20 dias desde la transfeccion.
Ensayos previos describen una permanencia de hasta 7 dias utilizando el método de
lipofectamina en CMM humanas (Madeira et al., 2010). La estabilidad de la expresion
génica de GFP en una célula puede variar debido a distintos factores, ambientales o propios

de la célula, que pueden aumentar o disminuir las tasas de expresion del gen.

En conclusion, en el presente estudio se demostré que las CMM derivadas desde medula
Osea fetal bovina, pueden ser modificadas genéticamente a través del uso de lipofectamina
como metodo para incorporar el plasmido pTracer/CMV/Bsd. Se evidencid, también, que al
utilizar el método mencionado, se obtiene una eficiencia de transfeccion transitoria
moderadamente baja. Adicionalmente, luego de la seleccion antibidtica para transfeccion
estable se identificaron escasas colonias de CMM positivas a GFP, por lo tanto, no fue
posible realizar la expansion de estas a través de cultivo clonal. Es posible que la utilizacion
de métodos virales de transfeccion, permita obtener eficiencias mayores a las alcanzadas en
el presente estudio mediante lipofectamina, sin embargo, es necesario establecer nuevos

ensayos para determinar esta diferencia.
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