ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR WEHI-3GFP MEDIANTE LIPOFECCION
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Introduccion
La leucemia mieloide aguda (AML) es una enfermedad clonal a consecuencia la acumulacion de células
blasticas no funcionales (Stone et al., 2004), carentes de diferenciacion terminal pero que comparten muchas
caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas con las células hematopoyéticas sanas. La linea de leucemia
mielomonocitica de ratdbn WEHI-3 es uno de los modelos més utilizados en la investigacion bésica y preclinica
sobre AML, desafortunadamente no se ha reportado que exprese un marcador exclusivo que permita su
identificacion respecto a las células hematopoyéticas normales (Valeri et al., 2010). La transfeccion es una
herramienta molecular que permite la insercion de genes, incluyendo los reporteros que al codificar para
proteinas facilmente distinguibles y cuya actividad enddgena en las células blanco es nula o muy baja, es (Util
para identificar la célula de interés tanto en el tiempo como en el espacio. En éste trabajo se evalud la lipofeccion
como estrategia de transfeccion del gen de la proteina verde fluorescente GFP a las células WEHI-3 con fines de
identificacion mediante la expresion de la proteina.
Metodologia
La linea de leucemia mielomonocitica WEHI-3 de ratdn, fue transfectada con el plasmido pEGFPC-1 utilizando
Lipofectamine® LTX & Plus Reagent (Invitrogen, CA, USA) bajo diferentes regimenes de medio de cultivo y
adicion de suero fetal bovino (desde 0% hasta 0.3%). En todos los casos, se utilizo Geneticina® (Invitrogen, CA,
USA) como antibidtico de seleccion. La positividad para GFP se evalu6 mediante el citometro de flujo
FACSArriall.
Resultados y discusion
Se ensayaron diferentes protocolos de transfeccion empleando Lipofectamine® y 72 horas después se determind
la eficiencia de transfeccidn con base en el porcentaje de positividad para GFP. La condicion de 0% de SFB al
inicio de la transfeccion resulté en un 32.9%GFP+ similar a lo reportado por Karra y colaboradores (2010)
usando liposomas y neuronas. Luego de seleccionar con concentraciones crecientes de Geneticina® (0.25, 0.5y
1 mg/mL) por seis semanas, se evalud la expresion de GFP y la eficiencia aumento de 32.9% a 99%. Luego de 9
semanas en cultivo, el 90% de las células fueron GFP positivas y la criopreservacion y descongelacion no afecta
la proliferacion ni expresion de GFP. Estos resultados contrastan con reportes en los que se establece que las
lineas tumorales son mas resistentes a la transformacién genética in vitro (Medina-Kauw et al., 2005) pero al
mismo tiempo, refuerzan la idea de que el uso de liposomas catiénicos es una alternativa de alta efectividad para
la introduccion de material genético en células eucariotas, particularmente es una estrategia eficiente para la
transgénesis de lineas de AML, en contraste a lo reportado por Karra y colaboradores (2010) donde se obtienen
pobres resultados de 1-30% de eficacia después de la seleccién.
Conclusiones
En este trabajo se consiguid la transgénesis de la linea celular WEHI-3 la cual es importante en estudios de
leucemia mieloide aguda como modelo in vitro e in vivo.
Se generd y establecid la linea WEHI-3GFP+.
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