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Introducciéon. Uno de los pilares para el desarrollo de
terapias celulares y génicas es la transfeccion celular, la
cual consiste en introducir material genético al interior de
una célula eucariota, con el propésito de inducir o regular la
expresion de un producto génico (1). Los monocitos y
macréfagos son células que participan en la respuesta
inmunitaria y han sido objeto de mudltiples estudios de
terapia celular; sin embargo, su modificacion a través de
métodos no virales ha mostrado eficiencias bajas (2). Una
alternativa es la aplicacién de ondas de choque (OCH), ya
que estudios anteriores demuestran que se pueden usar
OCH como un método fisico de transfeccion, que
permeabiliza transitoriamente la membrana plasmatica por
la cavitacion acustica generada, debido a las variaciones de
presion. Ademds, su uso se ha asociado a una baja
citotoxicidad (3). El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el uso de las ondas de choque para transfectar
monocitos humanos, y evaluar la expresion del transgén en
células que se han diferenciado a macréfagos.
Metodologia. Se utilizé la linea de monocitos humanos
THP-1y el plasmido reportero pCX::GFP-GPI2, que codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP) con anclaje a la
membrana celular. Las OCH fueron generadas por un
equipo de tipo piezoeléctrico, Piezoson100 Plus (Richard
Wolf, Knittlingen, Alemania), ajustado para producir ondas
de choque con una presion maxima del pulso positivo de
18.1 MPa. Se aplicaron 0, 32, 64 y 128 OCH. El analisis de
la integridad del plasmido se realizé mediante un gel de
agarosa al 1%, utilizando un control tratado por sonicacion.
Se evalud la viabilidad celular y la eficiencia de transfeccion
de los distintos tratamientos de OCH mediante citometria
de flujo y microscopia confocal, respectivamente.
Resultados. Bajo las condiciones utilizadas para la
permeabilizacion de membranas celulares, las OCH no
degradaron el plasmido (Fig. 1B).
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Fig. 1. Analisis de la integridad del plasmido. A) Mapa del plasmido
pCX::GFP-GPI2. B) Electroforesis en gel de agarosa 1% (1) estandar
de tallas moleculares, (2) plasmido sometido a sonicacion, (3 — 6)
plasmidos 0, 32, 64, 128 OCH, respectivamente.

Al analizar la supervivencia de células THP-1 tratadas bajo
distintas condiciones de ondas de choque, se observo que
la mortalidad celular incrementd proporcionalmente al
namero de OCH. Esto se evalué por conteo en camara de
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Neubauer (Fig. 2A) y por citometria de flujo mediante
tincion con yoduro de propidio (PI) (Fig. 2B), observando
muerte celular en porcentajes del 1 al 18% (Fig. 2C).
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Fig. 2. Viabilidad celular de monocitos THP-1 A) Supervivencia celular.
B) Media del no. células viables tincion Pl £+ SEM y ANOVA 1-way
p<0.05. C) SSC-A vs PI poblacién de monocitos THP-1.

Las células THP-1 no sufrieron transfeccion mediante
tratamiento con lipofectamina (resultados no mostrados),
pero si expresaron GFP en la membrana plasméatica luego
de tratamientos con 32, 64 y 128 OCH (Fig. 3).
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Fig. 3. Andlisis por microscopia confocal de la expresion de GFP en
monocitos humanos THP-1 transfectados con OCH.

Conclusiones. Las células THP-1 pueden ser
genéticamente modificadas mediante ondas de choque,
bajo condiciones que no afectan significativamente la
viabilidad celular. Quedan por optimizarse las condiciones
de tratamiento, asi como explorar la expresion del transgén
en células diferenciadas a macrofagos.
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