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ABREVIATURAS

BSA, del inglés Bovine Serum Albumin

Catch, del ingles Calcium Translocating Channelrhodopsin
cGMP, del ingles cyclic Guanosine Monophosphate
ChR2, del inglés Channelrhodopsin-2

DMSO, del inglés Dimethyl Sulfoxide Minimum
DNA, del ingles Deoxyribonucleic acid

EDTA, del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid
FBS, del inglés Fetal Bovine Serum

FITC, isotiocianato de fluoresceina

GCL, capa de células ganglionares

GFP, del inglés Green Fluorescent Protein

HBSS, del inglés Hank's Balanced Salt Solution
INL, capa nuclear interna

MAP2, del inglés Microtubule Associated Protein 2
MTT, bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico
ONL, capa nuclear externa

PB, del inglés Phosphate Buffered

PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline

PDL, poli-D-lisina

PFA, paraformaldehido

H, hora

Min, minutos


http://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CDoQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.genomica.uaslp.mx%2FProtocolos%2FCell_Buffer_PBS.pdf&ei=9s2TVfa9E4GR-AGl25nICQ&usg=AFQjCNF3f4XxYLauCIUThzUhJsfAoMqySQ&bvm=bv.96952980,d.d24

5|Pagina

RESUMEN

En el mundo hay aproximadamente 285 millones de personas con discapacidad
visual, lo que ha creado la necesidad de desarrollar nuevas terapias biotecnoldgicas para
conseguir un tratamiento efectivo. La optogenética surge como una terapia viable para
restaurar visién en retinopatias. Permite la activacién inhibicion del tejido nervioso mediante
la expresion precisa de canales i6nicos dependientes de luz en la membrana. Canales como
la canalrodopsina-2 (ChR2) o su variante Catch, contienen una opsina que cuando es
estimulada con una longitud de onda determinada (azul), provoca una modificacion
estructural que abre el canal permitiendo el flujo de los iones, resultando en una
despolarizacion de la membrana y el disparo de un potencial de accién. En este estudio
comprobamos la capacidad transfectiva tanto in vitro como in vivo usando

magnetoparticulas para introducir y expresar el plasmido de la Catch.

Palabras clave: Optogenética, magnetoparticulas, Catch, transfeccién, neuronas, retina.

Worldwide there is approximately 285 million visually impaired people creating a
demand for the development of new biotechnology therapies for effective treatment.
Optogenetics has been proposed as a viable therapy for restoring vision in retinal
dystrophies. Optogenetics permits the activation or inhibition of excitable tissue through the
ectopic expression of light gated ion channels or pumps in the membrane with precise
temporal precision and target specificity. Channels such as channelrhodopsin-2 (ChR2) and
its enhanced variant CatCh contain an opsin which when activated by a specific frequency of
light (blue) causes a structural modification which opens the channel allowing ions to flow
through the membrane resulting in cell depolarization and action potential firing. One
important challenge, in gene therapy however, is overcoming the repulsion of the cell
membrane on plasmids. Here, we demonstrate an optimized method of transfection in vitro
and in vivo using magnetoparticles to introduce and express the CatCh plasmid in retinal

cells.

Keywords: Optogenetics, magnetic nanoparticles, Catch, transfection, neurons, retina.
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INTRODUCCION
| — Estructura ocular y de laretina

El ojo, es uno de los principales 6rganos sensoriales en los seres humanos. Capta
los fotones y los transforma en impulsos nerviosos, dando lugar a la vision. A continuacion,

se presenta un esquema de la estructura del globo ocular (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del globo ocular. Imagen obtenida de:
http://anatomiadelojo.blogspot.com.es/2008/05/globo-ocular.html

En nuestro caso vamos a centrarnos sobre todo en la retina, por ser una parte
esencial de la percepcion visual y del posterior procesado.

La retina es una porcion altamente especializada del sistema nervioso proveniente
del prosencéfalo y cuya finalidad es la captacién de los fotones y la fototransduccion. Puesto
que es una regiébn muy especializada, y por tanto muy poco variable, ademas de ser de facil
acceso, constituye un modelo Unico para estudios fisiolégicos y morfolégicos del sistema
nervioso (Rodieck, 1973).

En el centro de la retina se encuentra la macula. Esta zona carece de vasos
sanguineos y presenta una depresion en su centro conocida como févea, zona donde
encontramos una mayor sensibilidad a los estimulos luminosos debido a la gran cantidad de
células sensoriales presentes. Gracias a esto, el ojo humano presenta mayor agudeza visual
y es capaz de distinguir, muy precisamente, formas o detalles muy similares. En el lateral se
encuentra la papila, lugar por donde pasan los vasos sanguineos que nutren la retina y las

fibras nerviosas que derivan al nervio éptico (Kolb, 2005). La retina se compone de una serie
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de capas superpuestas e interconectadas, que son responsables de la recepcion de los
fotones y la fototransduccion.
A continuacion podemos observar un esquema de la retina desde la capa mas

externa a la mas interna (Figura 2):

» Epitelio pigmentario
JoJofe]o]o]o[o[o]o]o[o]o]o]e]o[o]0 [0 (1)

Fotorreceptores (2)

» Conos

Capa nuclear » Bastones

externa (3)

Capa plexiforme f ‘,_

» Células horizontales
externa (4) S

Capa nuclear » Células bipolares

interna (5) » Células amacrinas

Capa plexiforme
interna (6) =

‘ ’ -
Células ganglionares

Fibra nerviosa T ———— (7)

Figura 2. Estructura de la retina donde se aprecian los distintos tipos celulares organizados
en capas. Los cuerpos celulares de fotorreceptores, en la parte superior, componen la capa
nuclear externa, cerca del epitelio pigmentario. Los cuerpos de las células horizontales y
células bipolares componen la capa nuclear interna. Las células amacrinas se encuentran
cerca de las células ganglionares. Las uniones de los axones y dendritas forman las diversas
capas plexiformes. Finalmente encontramos las fibras nerviosas que transportan el estimulo
hasta el cerebro. (Kolb, H. 2005)

El epitelio pigmentario (1 en la Figura 2), es la capa mas externa de la retina. Esta
formada por células hexagonales que se organizan en una sola capa, que se caracterizan
por la presencia de granulos de pigmento en su interior que absorben la luz que llega hasta
ellas. Estas células estan implicadas en la fagocitosis de los segmentos mas externos de los
fotorreceptores cuando dejan de ser funcionales, asi como en el metabolismo y almacenaje
de vitamina A, utilizada para la sintesis de pigmentos (Strauss, 2005). Seguidamente
encontramos los fotorreceptores (2). Son células que estan formadas por discos
membranosos apilados. En las membranas de estos discos podemos encontrar una
molécula formada por un cromoforo retinal y una opsina. Esta molécula es un receptor unido
a proteina G que sera excitado por los fotones. La capa de los fotorreceptores esta formada
por conos y bastones. Son las células que captan los fotones y llevan a cabo la
fototransduccion, por tanto son las Unicas células realmente sensibles a los estimulos
luminicos. Los conos y bastones estan distribuidos de forma diferente, para garantizar una
precision visual extrema. Por una parte, los bastones se encuentran en mayor densidad en

la region periférica, donde se detecta el movimiento y se determinan las formas. Son
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funcionales principalmente en condiciones de baja luminosidad y proporcionan la visién en
blanco y negro. Por otra parte, los conos estan localizados mayoritariamente en la region
central, conocida como févea, encargada de la agudeza visual. Los conos estan adaptados
a condiciones de alta luminosidad y proporcionan la vision en color. Los cuerpos celulares
de los conos y bastones se organizan en una capa denominada nuclear externa (3).
Seguidamente, encontramos la capa plexiforme externa (4), donde se produce la sinapsis
entre fotorreceptores y las células bipolares, que sirven de unién a las células ganglionares,
y las células horizontales, cuya funcién es la modulacién del estimulo. Consecutivamente,
encontramos la capa nuclear interna (5), compuesta por los cuerpos celulares de las células
bipolares, horizontales y de las células gliales (células de Miiller, astrocitos y células de la
microglia) (Kolb, 2005), asi como de las células amacrinas, que son interneuronas
moduladoras y células interplexiformes, cuya funcién es coordinar el flujo de informacién
entre las capas plexiformes (Gallego et al.,, 2003). A continuacién, encontramos la capa
plexiforme interna (6), donde se lleva a cabo la sinapsis entre los axones de las células
bipolares, las células amacrinas, y las dendritas de las células ganglionares (7) que a su vez
estan directamente conectadas con las fibras del nervio 6ptico (Kolb, 2005), que conducira
los estimulos hacia el cerebro para su posterior procesado (OTaegi, 2009).

En el proceso de la vision, los rayos de luz entran al ojo y atraviesan la camara
anterior, el cristalino, el humor vitreo y finalmente llegan a la févea. Cuando llega un fotén de
luz, se produce un cambio conformacional en el croméforo retinal que a su vez provoca un
cambio en la opsina. El cambio conformacional activa la transducina G; unida al receptor,
gue activa, a su vez, una fosfodiesterasa de cGMP, reduciendo asi los niveles de cGMP.
Debido a esta reduccién, se desactivan los canales catidnicos, lo que provoca una
hiperpolarizacién de la membrana de las células fotorreceptoras, provocando el cese de
liberacion de neurotransmisor, que es estable mientras hay oscuridad. Este cese en la
liberacion de los neurotransmisores es lo que inicia el proceso de la visién. Este proceso es
el que conocemos como fototransduccion. El estimulo es transferido a las células de la capa
nuclear interna. Una vez alli la sefial es modificada e integrada por las células horizontales y
amacrinas, conducido posteriormente hasta las células ganglionares a través de las células
bipolares para ser transmitido a las fibras del nervio Optico. El estimulo recorrera todo el
nervio Optico hasta llegar al I6bulo occipital, donde se llevard a cabo el procesamiento de la
informacion aportada por el estimulo nervioso y se formaran las imagenes. Hay que
destacar que la informacion recaba por cada ojo es procesada en la zona opuesta de la

corteza cerebral.
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Il — Trastornos de laretina y alteraciones visuales

En el mundo hay aproximadamente 285 millones de personas con discapacidad
visual, de las cuales 39 millones son ciegas y 246 millones presentan baja vision. A pesar de
que en los Ultimos afios el porcentaje de personas afectadas ha disminuido, es necesario el
desarrollo de nuevas terapias biotecnoldgicas con el objetivo de mejorar la calidad de vida
de personas con esta discapacidad. La retina es tan especializada y su funcionalizacioén tan
especifica y Unica, que ha perdido la capacidad de regeneracion, por lo que cualquier
alteracion fisioldgica o patoldgica tiene graves consecuencias. Algunos ejemplos de

alteraciones visuales son:

o Retinosis pigmentaria: conjunto de enfermedades degenerativas que se
caracterizan por la pérdida lenta y progresiva de la visién, debido a una
destruccién gradual de los fotorreceptores. Es frecuente la aparicion de
acumulos pigmentaros en el fondo del ojo (Fernandez, 2007).

e Degeneracion macular asociada a la edad: es una maculopatia bilateral de
causa desconocida, que provoca pérdida irreversible de la vision central, debida
a la alteracion del epitelio pigmentario y de la retina. Existen dos formas clinicas
de degeneracion macular relacionada con la edad: del tipo neovascular y la
DMRE del tipo no neovascular, también conocidas como formas humedas y

secas, respectivamente (Marcos et al., 2008).

o Retinopatia diabética: es una complicacién de la diabetes en la que los vasos
sanguineos de la retina son dafiados. Puede derivar en la aparicion de cataratas

y glaucomas.

¢ Retinoblastoma: division anormal de las células de la retina que provoca graves

alteraciones en la vision.

[l — Optogenética

Una nueva aproximacion terapéutica para enfermedades de retina es la
optogenética. Una combinacién de métodos genéticos y épticos que permiten un control
rapido y dirigido de eventos especificos en sistemas biologicos diana, basados en la
transfeccion de un segmento de DNA especifico que codifica para una opsina, una proteina
gue presenta un segmento sensible a la luz y un canal que deja pasar iones cuando el
segmento sensible a la luz es excitado, permitiendo asi una respuesta casi instantdnea
(Deisseroth, 2011).

Ademas, el ojo presenta ventajas Unicas para realizar tratamientos mediante terapia
génica. Su pequefio tamafio, compartimentalizacion y situacion inmunoprivilegiada, facilitan

la liberacion de vectores de transfeccion y su dispersién sistémica, minimizando los efectos
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adversos. Ademas, como el medio es transparente, nos permite seguir eficazmente el
proceso de transferencia genética (Puras., Martinez Navarrete., et al., 2015).

Las opsinas son proteinas naturales sensibles a la luz, integradas en las estructura
de la rodopsina y que tienen un cromoforo retinal que se isomeriza cuando es excitado por
la luz, activando la proteina G unida. Las opsinas combinan un dominio sensible a la luz y un
canal idnico, por lo que son excelentes candidatos para modular el potencial de membrana y
provocar la despolarizacion de la membrana de las neuronas (Yizhar et al., 2011). La
optogenética se centra en estas moléculas y su verdadero objetivo es la adaptacién de
opsinas exdgenas provenientes de microorganismos para su utilizacién en terapia génica.
Las investigaciones se han centrado en el estudio de tres opsinas en concreto, la
bacteriorrodopsina, la halorrodopsina vy finalmente la canalrodopsina, con especificidad
i6nica diferente, siendo ésta Ultima de gran interés en la optogenética. Se obtuvo de
Chlamydomonas reinhardtii, un alga verde que posee la capacidad para moverse hacia una
fuente luminosa gracias a la Canalrodopsina-2 (ChR2). La ChR2 es excitada por luz a una
longitud de onda de 473 nm (correspondiente a la luz azul) produciendo un cambio
conformacional que abre el poro permitiendo el paso de cationes, como sodio 0 potasio, a
favor de gradiente electroquimico, al interior de la neurona, provocando corrientes que

desembocan en la hiperpolarizacién de la membrana (Nagel et al., 2003) (Figura 3).

algae% A%\—’(g*gg
/ \

+
light-gated +

ion channels + LL‘

cell membrane :

blue light pulse
initiates an action potential
Figura 3. Breve visualizacién del proceso de optogenética en el que podemos observar la
apertura de los canales idnicos dependientes de luz, cuando la neurona recibe un estimulo
luminico. Obtenida de: https://sqonline.ucsd.edu/2014/04/bioengineering-of-the-future-
optogenetics/
A partir del descubrimiento de la Canalrodopsina-2 y tras realizar estudios para
demostrar que es inocua en roedores, se intentd, con éxito, modificarla mediante ingenieria

genética, para obtener variantes de la proteina con otras caracteristicas. Una de las
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variantes de esta opsina es la CatCh, obtenida a partir de una mutacion de la Leucina 132
en una Cisteina, lo que aumenta la permeabilidad al calcio. Se ha demostrado que esta
variante es capaz de provocar potenciales de accion en las neuronas, despolarizando
(activando) o hiperpolarizando (inhibiendo) las neuronas, en respuesta a estimulos de luz
con una longitud de onda de 474 nm, por lo que la combinacién de todos estos métodos y
herramientas permiten un control multimodal de la actividad neuronal (Kleinlogel et al.,
2011).

IV — Vectores

El vehiculo de transfeccibn mas basico es el propio DNA desnudo, pero esto
presenta varios inconvenientes. Por tanto, para que la transfeccién se pueda llevar a cabo,
se necesita disponer de un vector de transfeccion. Un vector es un sistema que se usa para
introducir un gen exdgeno en las células, facilitando la entrada del plasmido en dicha célula,
asi como también protegerlo frente a los mecanismos intracelulares de degradacion,
aumentando asi su biodisponibilidad. El vector ideal debe tener una alta eficacia de
transfeccion, baja toxicidad celular y elevada especificidad (Buerli et al. 2007).

Los vectores pueden tener caracteristicas muy variadas. Generalmente se clasifican

en vectores virales y vectores no virales:

e Vectores virales: se basan en la modificacion de la estructura de un virus, con el
fin de limitar la patogenicidad, mientras se deja intacta la capacidad infectiva, que
es lo que permitira que el inserto se introduzca en la célula diana. Las regiones del
material genético del virus que han sido eliminadas, seran reemplazadas por el
nuevo material genético que se va a introducir. Sin embargo, se ha demostrado
gue existe un riesgo potencial de respuesta inmune y mutagénesis, que podria
desembocar en la activaciébn de oncogenes o en el silenciamiento de genes
supresores de tumores ,asi como la reversion del virus a su estado natural. Los
tipos de virus mas usados son los retrovirus, adenovirus, adenoasociados y

herpesvirus (Thomas et al., 2003).

e Vectores no virales: estos vectores usan vehiculos diferentes para transportar el
plasmido e introducirlo en la célula. La investigacién en terapia génica se ha
decantado hacia el desarrollo de estos vectores gracias a las ventajas que
poseen. Son faciles de sintetizar y estan desprovistos de la mayoria de los riesgos
para la salud que presentan los vectores virales. Otra ventaja muy importante, es
la ausencia de limitacién de tamafio y la capacidad para transportar varios genes
al mismo tiempo, lo que sera muy Util para el tratamiento eficaz de enfermedades.

Entre las técnicas no virales, destacan la electroporaciéon o la biobalistica. Sin
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embargo, con estos métodos no se obtienen elevados niveles de transfeccion. Por
ello, se han desarrollado otros tipos de vectores mas eficaces, como lipidos
catiénicos, polimeros o nanoparticulas de diversos materiales. Estos materiales
poseen la ventaja de presentar cargas positivas, favoreciendo la unién del material
genético (Yin et al., 2014).

En retina se han realizado multitud de estudios en los que se han usado ambos tipos
de vectores, pero incluso con un refinamiento genético exhaustivo, los vectores virales no se
presentan como candidatos éptimos, debido a los efectos bioldgicos adversos que pueden
desencadenar. Esto, junto con la limitacion de tamafio del inserto, ha dado paso a un auge
de los vectores no virales, obteniendo mejores tasas de transfeccidén en retina y con menos

riesgos asociados (Puras, Martinez-Navarrete, et al., 2015).

V — Nanoparticulas magnéticas

En este trabajo nos hemos centrado en un sistema de vectores no virales formado
por nanoparticulas magnéticas. Las nanoparticulas magnéticas son un vector no virico
quimico. Poseen un nucleo compuesto por materiales magnéticos tales como hierro, niquel
0 cobalto y sus derivados quimicos. Las mas comunes son las de 6xido de hierro. Estas
nanoparticulas son un método muy interesante ya que presentan una alta transfeccion in
vivo con una cirugia minima en cerebro (Soto-Sanchez et al., 2015). Las caracteristicas
magnéticas de sus nucleos y su capacidad para unir moléculas de interés a su superficie
hacen que sean un método muy atractivo para la introduccion de plasmidos. Son capaces
de dispersarse facilmente en soluciones fisiolégicas, formando suspensiones homogéneas.
Estas suspensiones pueden interaccionar con un campo magnético externo y asi poder
concentrarlas en la zona que nos interesa, obteniendo asi una expresion localizada del
plasmido (Buerli et al., 2007).

VI - Opsina CatCh

Abreviacion de la expresion inglesa Calcium Translocating Channelrhodopsin. Esta
proteina es una mutacién de la Canalrodopsina-2, que presenta una permeabilidad al Ca*
cuatro veces mayor que el modelo silvestre. Se caracteriza, ademas, por tener una
sensibilidad a la luz setenta veces superior a la del modelo silvestre, asi como una cinética
de respuesta mucho mas rapida cuando se expresa en las neuronas del hipocampo
(Kleinlogel et al., 2011). Esta mayor sensibilidad y cinética mejorada se debe a la
modificacion de la afluencia de iones Ca2 Aunque hay estudios que sugieren que estas
caracteristicas son debidas a que estos mutantes presentan unas cinéticas de desactivacion

muy lentas (Mattis et al., 2011). La Catch presenta un 70 % de homologia con la secuencia
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de aminoéacidos de la Canalrodopsina mostrada entre las posiciones 1-309. Sin embargo,
Sus nuevas caracteristicas son debidas a la presencia de una mutacion en la leucina 132,
gue es sustituida por una cisteina. Estas caracteristicas hacen que sea un canal i6nico de

gran interés para los estudios que se reflejaran en este trabajo.

Light Gene transfer to neurons

Permeability 1

Generation of action potential

> 4
‘l Depolarization

Figura 4. Excitacion de neuronas que presentan la proteina Catch. La expresion de la Catch en
la membrana de la célula permite la apertura de canales cationicos, cuando son estimuladas
luminicamente. Al abrirse los canales, se inicia el flujo de iones positivos, despolarizando la
membrana y dando lugar a la generacion de potenciales de membrana.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La terapia génica en retina se muestra muy prometedora en la prevencion y
tratamiento de enfermedades de la retina. Sin embargo, las neuronas son células muy
sensibles a las variaciones en el medio que las rodea, lo que hace que sea extremadamente
dificil encontrar una técnica adecuada para transfectar el sistema nervioso. Los vectores
virales han demostrado no ser una técnica eficaz debido a la gran cantidad de efectos
bioldgicos adversos que presentan y el tamafio limitado del inserto. En estudios previos en
este laboratorio (Soto-Sanchez et al., 2015) se ha demostrado la capacidad de transfeccion
gque presentan las magnetoparticulas en la corteza cerebral de rata. Basandonos en estos
estudios, se ha planteado el uso de estas magnetoparticulas para transfectar neuronas e
insertar un plasmido que codifique para una opsina, que al expresarse en la membrana de la
neurona, nos permitira ejercer cierto control sobre los potenciales de accién mediante
estimulacion luminica. La opsina de este estudio es Catch, una proteina derivada de la
ChR2 que presenta mayor sensibilidad a los estimulos luminicos y una permeabilidad cuatro
veces mayor al calcio, lo que facilita la estimulacion neuronal. Cabe destacar la ausencia de
este tipo de experimentos especificamente con este gen.

Por tanto, el objetivo principal de este proyecto es comprobar la eficacia de la
transfeccion tanto in vitro como in vivo mediante el uso de diversos tipos de
magnetoparticulas y el plasmido hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) que codifica para la
proteina Catch.

Los objetivos especificos planeados fueron:

e Testar el uso de las magnetoparticulas con el plasmido de la Catch in vitro y
comprobar la eficacia de transfeccion.

e Optimizar el ratio 6ptimo de magnetoparticulas y plasmido mediante ensayos
in vitro.

e Confirmar la baja toxicidad del uso de las magnetoparticulas.

e Caracterizar la capacidad de transfeccion de dichas magnetoparticulas en el
sistema visual de roedores.

e Confirmar la ausencia de lesiones oculares debidos a los tratamientos

aplicados para transfectar.
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MATERIALES Y METODOS
1. Microscopia electrénica.

Se llevo a cabo un examen mediante microscopia electrénica de transmision para
comprobar el tamafio de las magnetoparticulas. Para ello, se colocd sobre una rejilla de
carbono con formvar una gota de la suspension de las nanoparticulas y posteriormente se

observé en el microscopio electronico de transmisién Jeol Jem 1011.
2. Ensayos in vitro

2.1. Preparacién de placas de cultivo primario

Para los cultivos celulares se usaron placas de 12 pocillos, en las que se colocaron
cubreobjetos en cada pocillo previamente esterilizados con etanol 99% e irradiados con luz
ultravioleta. Posteriormente, se afiadiéo PDL 0,01 mg/ml (Sigma-Aldrich) y se introdujeron las
placas en el incubador (5% de oxigeno y 5% de CO,) a 37°C durante 24 h. El PDL es un
enzima cargada positivamente, lo que favorece la adherencia de las células a la superficie
de las placas, mediante interacciones electrostaticas entre las cargas negativas de la
membrana de las células y las cargas positivas de la superficie de la placa. Transcurrido el
tiempo, se retird el polimero, se realizaron 3 lavados con PBS y después se afiadio laminina
a una concentracién de 8,3 pg/pl (Sigma-Aldrich) durante 3 h.

2.2. Cultivos primarios de células embrionarias de corteza y retina de rata

Se usaron embriones de ratas Sprague Dawley con una gestacion de entre 17 y 19
dias aproximadamente. Las ratas fueron sacrificadas por personal cualificado, mediante una
dislocacién cervical. Los embriones se extrajeron rapidamente mediante cesarea y fueron
decapitados en una campana de flujo laminar en solucion esterii HBSS (Gibco, Life
Technologies). Se extrajeron los hemisferios cerebrales y las retinas. Se disgregaron
mecanicamente por separado y se incubaron en medio de tripsinizacion (Tabla 1) (durante
15 min si son corteza y 10 min si son retina) a 37°C. La digestion proteolitica fue inhibida
mediante el uso de medio neutralizante (Tabla 1). A continuacion, se centrifugaron durante 5
min a 500 g y 17°C. Se elimin6é el sobrenadante, y se resuspendié el precipitado muy
suavemente en el medio de cultivo primario (Tabla 1). El siguiente paso fue la determinacién
de la viabilidad celular manualmente, mediante el método de la cadmara de Neubauer,
usando la tincion de Azul tripan (Invitrogen, Life technologies). La densidad celular por
pocillo que sembré fue de 100.000 células tanto para el cultivo de corteza como para el
cultivo de retina.

Tras 48 h después de la siembra, se reemplazé el 50% del medio de cultivo por
medio nuevo, con el fin de mantener el cultivo estable. Este procedimiento se fue repitiendo

cada 3 o 4 dias, asi como el dia previo a la transfeccion.
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_ - 50% Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco, Life Technologies), 50%
Medio de tripsinizacion HBSS + 66 mM Glucosa (Panreac AppliChem)

50% HBSS + 66 mM Glucosa, 48% HBSS, 2% FBS (Invitrogen,
Medio neutralizante Life Technologies)

95,2% Neurobasal Medium (Gibco, Life Technologies), 2% FBS,
Medio de cultivo primario 2% B27 50x (Gibco, Life Technologies), 0,4% Glutamax (Gibco,
de corteza Life Technologies), 0,4% Pen-Strep (Gibco, Life Technologies)

87% DMEM (Gibco, Life Technologies), 10% FBS, 2% B27 50x
Medio de cultivo primario (Gibco, Life Technologies), 0,4% Glutamax (Gibco, Life
de retina Technologies), 0,4% Pen-Strep (Gibco, Life Technologies)

Tabla 1. Medios de cultivo empleados y composicién de cada medio.

2.3. Construccion del vector de transfeccion

Para este estudio se uso6 el plasmido hVChR1-mKate-betahChR2 (L132C) (donado
por el doctor E. Bamberg, Max Planck Institute of Biophysics, Alemania). Es un plasmido
linear que presenta un tamafio de 3033 bp, obtenido mediante una mutacién L132C de la
ChR2. El plasmido codifica para la proteina Catch fusionada con el gen de la GFP, que nos
permite seguir la expresion del gen por su fluorescencia verde cuando se expresa.

Se usaron 1,12 yg de plasmido por pocillo, basandose en los experimentos de
optimizacion previos de la alumna de Master Concepcion Benavente Soria en la Unidad de
Neuroprotesis y Rehabilitacion Visual. Tanto el plasmido como las magnetoparticulas, se
diluyeron en el reactivo Opti-MEM (Gibco, Life Technologies) por separado, y posteriormente
se mezclaron. La mezcla se dejo reposar durante 15 min a temperatura ambiente, para que

se produjese la formacion del magnetocomplejo.

2.4. Transfeccién del cultivo
Se testaron diferentes ratios de plasmido/magnetoparticulas, para comprobar el ratio

optime: ~ Mgplésmido  ulmagnetoparticulas

1 2
1 3

Tabla 2. Ratios de concentracion plasmido/magnetoparticulas probados en el ensayo in vitro.

Tras la formacién del magnetocomplejo, se retir6 medio de los pocillos, dejando 400
Ml en cada uno. Seguidamente se adicionaron 100 ul de la mezcla de transfeccion a cada
pocillo y se agitaron las placas para conseguir un volumen de distribuciéon uniforme del
plasmido. Es imprescindible que este proceso se realice con la mayor suavidad posible, para
evitar la rotura del magnetocomplejo. Posteriormente, se incubaron las placas durante 1 hy

30 min a 37°C y sobre una placa magnética que proporciona un campo magnético que
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favorece la direccion de las magnetoparticulas hacia las células adheridas a la superficie del
cubreobjetos. Una vez pasado este tiempo, se retird la placa magnética y se dejaron incubar
las placas durante 3 h'y 30 min a 37°C. Transcurrido todo el tiempo, se retird todo el medio
de transfeccion y se sustituyé por medio de cultivo primario. Las placas se dejaron en el
incubador durante 96 h, al cabo de las cuales, se examino la eficacia de la transfeccion.

A continuacion, observamos un esquema deel proceso de transfeccion:

DNA + OptiMEM \I Magnetoparticulas + OptiMEM
\
fr)

1! Mezcla de transfeccion
¥j

Eﬁm Incubacion sobre placa magnética (1h 30 min)
1 (3h 30 min)

Sustitucion completa del medio de cultivo

Expresion de la proteina (96 h)

Figura 5. Figura del proceso de magnetofeccion modificada para adecuarla al protocolo
realizado. Obtenida de: hitp://www.ozbiosciences.com/content/13-magnetofection-
transfection

2.5. Inmunocitoquimica

La inmunocitoguimica nos permite identificar antigenos de interés mediante el uso de
anticuerpos especificos.

Tras 96 h desde la transfeccion y previamente a la inmucitoquimica, las células
fueron fijadas con una solucion de PFA 4%, en un primer pase de 5 min y otro de 20 min.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS. A continuacién, las placas
fueron incubadas a temperatura ambiente con una solucién permeabilizadora compuesta por
PB 0,1 M + Tritén x-100 0,5% durante 5 min, y después se incubaron durante 1 h en BSA
10% (Sigma-Aldrich). Esta solucion bloquea las posibles interacciones inespecificas.
Seguidamente, se anadieron 50 ul de mezcla de anticuerpos primarios en BSA al 3% (Tabla
3) por cubre y se dejaron incubar en una camara himeda a 4°C durante 24 h. Tras las 24 h,
se realizaron 3 lavados con PBS de 5 min cada uno y se incubaron de nuevo las muestras
con los anticuerpos secundarios en BSA al 3% (Tabla 3), a 4°C durante 1 h. Los anticuerpos

secundarios se unen a los primarios y la molécula fluorescente conjugada al anticuerpo
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secundario nos permite detectar los antigenos. Se realizaron tres lavados con PB 0,1 My se
montaron con un medio antifading (tampdn carbonato-bicarbonato sédico 0,1M + Glicerol
(1:2)) junto con el marcador nuclear, Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich).

anti-MAP2 MAP2 Policlona/Conejo 1:200 Millipore

anti-GFP GFP Monoclonal/Ratén 1:100 Invitrogen

Tabla 3. Anticuerpos primarios usados en inmunocitoquimica de cultivos primarios de retina y corteza.

anti-Mouse IgG Raton  Alexa Fluor 488 1:100 Invitrogen
anti-Rabbit IgG Conejo = Alexa Fluor 555 1:100 Invitrogen

Tabla 4. Anticuerpos primarios usados en inmunocitoquimica de cultivos primarios de retina y corteza.

2.6. Cuantificacion de la transfeccion

Se tomaron fotos de las inmunohistoquimicas realizadas mediante el uso de un
microscopio Zeiss AxioObserver Z1 (Carl Zeiss) equipado con un sistema ApoTome, con
diferentes filtros de fluorescencia, y posteriormente se cuantific6 manualmente el nimero de
células transfectadas respecto del niUmero total, asi como una clasificacién de los diferentes
tipos celulares transfectados observados.

Tanto los estudios estadisticos como las representaciones gréficas se realizaron
mediante el software de andlisis IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp.©, Armonk EEUU).
Todos los valores se representan con medias + SD. Se comprobo si los datos seguian una
distribucion normal aplicando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapir-Wilk. Se utiliz6 una
significancia estadistica en la que el p-valor = 0,05.

2.7. Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que mide la emision de fluorescencia y
la dispersion de la luz de células frente a un haz de luz laser. En este estudio nos ofrece
datos acerca de los niveles de fluorescencia de la poblacion que haya sido transfectada
gracias a la expresion de la GFP. En esta técnica, se usa una suspension de células en un
sistema de flujo laminar, sobre la que se hace incidir la haz laser que proporciona
informacion sobre sus caracteristicas fisico-quimicas.

El primer paso fue realizar un lavado con PBS a 37°C. Posteriormente, se procedio a
la tripsinizacion de las células con Tripsina-EDTA 0,25% y se dejé incubar durante 5 min,

agitando periédicamente para facilitar la separacion de las células de la superficie de la
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placa de cultivo y observando al microscopio para asegurarnos de que las células se
desprendian. A continuacion, se afiadio medio neutralizante con FBS al 20% a 4°C. El medio
resultante se recogié y se centrifugé durante 5 min a 200 g y a 4°C. Se elimin6 el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado celular en 1 ml de una solucién de PBS + 2%
FBS. Finalmente, se analizaron las muestras mediante un citémetro de flujo BD FACSCanto
II (BectonDickinson).

2.8. Ensayo de viabilidad

Se realiz6 un ensayo MTT para evaluar la posible toxicidad de las magnetoparticulas
y el plasmido en las concentraciones usadas en el cultivo. Este ensayo se basa en la
reduccion metabdlica del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) llevada a cabo
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, dando como resultado un compuesto
coloreado azul-violeta, permitiendo determinar la funcionabilidad de la mitocondria.

Se preparé una solucibn de MTT (Sigma Aldrich) en PBS, obteniéndose una
concentracion final de 1 mg/ml. Se retiré el medio de las placas de cultivo y se afiadieron
200 pl de la solucién de ensayo por pocillo. Se dejaron incubar las placas a 37°C durante 3
h, al cabo de las cuales se retird la solucion de MTT y se afadieron 100 pl de DMSO (Sigma
Aldrich) a cada pocillo. Se procedi6 a medir la absorbancia a 595 nm con un
espectrofotdmetro (Beckman Coulter AD 340). Comprobaremos la viabilidad de las células
mediante un cambio de color del medio del pocillo hacia un tono morado, lo que nos indica

que la célula esta viva y las mitocondrias funcionan.

3. Ensayos in vivo

3.1. Aprobacioén ética
Todos los procedimientos experimentales se ajustaron a la Directiva 2012/63/UE del
Parlamento Europeo y del Consejo, y el RD 53/2013 de regulacién espafiola sobre la
proteccién de los animales utilizados para fines cientificos y aprobados por el Comité de la

Universidad Miguel Hernandez para el uso de animales en laboratorio.

3.2. Animales
Se utilizaron un total de 14 ratones C57BL/6J de entre 12 y 16 semanas de edad.
Los animales se mantuvieron en condiciones estandar con ciclos de luz-oscuridad de 12/12
horas. Los ratones se dividieron en 4 grupos: un grupo control sin tratamiento, un grupo
control con el plasmido Catch, un grupo tratado con NeuroMag+plasmido Catch, y un dltimo

grupo tratado con FluoMag-N+pldsmido Catch.
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3.3. Tomografia de Coherencia Optica de Laser Confocal

A los animales se les realiz6 un examen ocular previo a la transfeccion, mediante el
uso de un equipo que combina la adquisicion de imagen de fondo del ojo mediante un
oftalmoscopio confocal de barrido de laser combinado con un tomoégrafo de coherencia
Optica (OCT) Spectral-Domain (Spectralis™ HRA+OCT, Heidelberg Engineering), para
cerciorarse del estado de la retina. EI OCT utiliza fuentes de luz diferentes que permiten
adquirir simultdineamente dos imagenes diagndsticas, un rayo laser explora
permanentemente el fondo de ojo, observa los movimientos de éste y sirve de este modo
como referencia para poder conducir el segundo rayo precisamente sobre la posicion
apropiada para la adquisicion de la imagen de seccion transversal. Para facilitar el examen
ocular y reducir el riesgo de aparicion de un edema, por una deshidratacion corneal, se
utilizaron lentes de contacto. Este examen ocular también ser realiz6 96 h tras la inyeccion

del magnetocomplejo, previamente a la perfusion de los animales.

3.4. Transfeccidn de retina de ratén

Para la construccién del vector de transfeccion se sigui6 el protocolo descrito para
las transfecciones in vitro (ver apartado 2.3).

Previamente a la transfeccion, los ratones fueron anestesiados, mediante una
inyeccién intraperitoneal con ketamina (Imagene , Merial) (45 mg/kg) y xilacina (Rompun,
Bayer Health Care) (10 mg/kg). Se dilaté la pupila del ratén usando Tropicamida 1%
(Colircusi tropicamida, Alcon Cusi) y se procedi6 a la inyeccién intravitrea (Figura 6) de la
mezcla de transfeccibn. Se inyecté 1 ul del
magnetocomplejo con una microjeringa de 5 pl en el
humor vitreo, manteniendo la aguja en el ojo durante 10
segundos aproximadamente para evitar el reflujo.

Tras retirar la aguja, se colocaron los ratones
sobre la placa magnética con el fin de mejorar la
direccion del vector y se us6 una manta térmica para
asegurar que la temperatura corporal de los ratones no

disminuyese. Al cabo de 96 h, se llevd a cabo otro

examen ocular mediante el OCT, para comprobar el

Figura 6. Transfeccion mediante
estado del ojo y de la retina, asi como realizar un inyeccion intravitrea. Imagen
obtenida de:
http://www.regenestem.com/intrav
si existiera y si los niveles fueran suficientes. itreal-injections/

andlisis con el laser de azul para detectar fluorescencia,
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El plasmido se combind por separado con dos tipos distintos de nanoparticulas
magnéticas (Tabla 5), y se realizaron inyecciones de ambas mezclas.

NeuroMag 200 nm Tug plasmido /
2ul magnetoparticulas

1ug plasmido /
2ul magnetoparticulas

No OzBiosciences 8

FluoMag-N 200 nm Si (Rojas) OzBiosciences 4

Tabla 5. Magnetoparticulas usadas en el estudio in vivo.

3.5. Perfusion y enucleacion

La perfusion es un procedimiento mediante el cual se fijan los tejidos del raton
sacrificado para preservarlos tras su muerte, facilitando asi el estudio histolégico.

Tras la transfeccion, se procedié al sacrificio del animal mediante una sobredosis de
pentobarbital sodico (Dolethal). Se inyect6 PB 0,1M, como solucion de lavado, en el
ventriculo izquierdo del corazén, para desplazar la sangre que queda en el sistema
circulatorio y llegar a todos los tejidos. Seguidamente, se realiz6 el mismo procedimiento,
pero esta vez sustituyendo el PB por PFA 4%, cuya funcion era la de fijar los tejidos (Figura
7).

Riego

corporal
rostral

Riego Solucién Solucién
pulmonar fijadora de lavado

Abertura
en la
auricula

Riego Bomba peristiltica
corporal
caudal

Figura 7. Perfusion mediante bomba peristaltica. Imagen tomada de:
http://mmegias.webs.uvigo.es/6-técnicas/2-métodos-fijacion.php

Tras la perfusion, se procedié a la enucleacion del globo ocular de los ratones
perfundidos, para proceder a su fijacion. Para ello, se realiz6 una pequefia incision en el
limbo esclerocorneal y se sumergio en una solucion de PFA 4%. Una vez los ojos estaban
fijados, se separaron los 0jos que se cortaron en el criostato, de aquellos de los que se

extrajo la retina entera (wholemount).
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NeuroMag 3 7 1
FluoMag-N 0 4 3

Tabla 6. Recuento total de retinas y ojos usado en la realizacién de los ensayos.

3.6.

Para la extraccion de la retina entera, se retiré el cristalino, la cérnea y finalmente
se extrajo la retina cuidadosamente. Se dejo fijando durante 1 h mas en PFA 4% a
temperatura ambiente, extendida sobre un papel de filtro. Seguidamente, se
realizaron 3 lavados con PB 0,1 M de 5 min cada uno y a continuaciéon se realizd
una tincion con Hoechst durante toda la noche. Se montaron las retinas en
portaobjetos y se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia confocal
(Leica TCS SP) y mediante el uso de un microscopio Zeiss AxioObserver Z1 (Carl
Zeiss) equipado con un sistema ApoTome con diferentes filtros de fluorescencia.

Por otro lado, los ojos enucleados que habian sido seleccionados para cortar en el
criostato y que habian sido previamente fijados, se lavaron y se les aplico un
tratamiento para crioproteger el tejido mediante la inclusibn de éstos en una
solucion de sacarosa a concentraciones crecientes (15, 20 y 30%), manteniéndose
toda la noche en la solucién al 30% de sacarosa. Al dia siguiente, se incluyeron en
oct (Optimal Cutting Temperature, Sakura Finetek), Se realizaron cortes de 16 um

en el criostato (Microm) y se recogieron los cortes sobre portaobjetos (Superfrost).

Inmunohistoquimica

En las retinas enteras.- Se permeabilizaron las retinas con PB 0,1 My Tritén x-100
0,5% durante 10 min. Posteriormente se pasaron a Tritdn 2% con suero normal de
asno al 10% en PBS durante 1 h. A continuacion se incubaron con la mezcla de
anticuerpos primarios (Tabla 7) a 4°C durante 5 dias. Tras ese tiempo, se realizaron
tres lavados con una solucion de PB 0,1 M + Tritén x-100 0,5% de 15 min cada uno.
Se adicionaron los anticuerpos secundarios (Tabla 8) y se dejaron incubar las
retinas a 4°C durante 2 dias. Finalmente, se realizaron 3 lavados con una solucién
de PB 0,1 M + Tritobn x-100 0,5% de 15 min cada uno y se montaron las retinas
sobre un portaobjetos para su posterior observacion mediante microscopia.

En los cortes de retina.- Se realizaron 3 lavados de 5 min con PB 0,1 M, y se afadio
la solucion de bloqueo con BSA 10% + Tritbn x-100 0,5% durante 1h.
Posteriormente, se incubd con la mezcla de anticuerpos primarios (Tabla 7) durante

toda la noche a temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces durante 5 min y se



23| Pagina

incubaron con los anticuerpos secundarios especificos (Tabla 8). Finalmente, se
montaron y se visualizaron en el microscopio confocal Leica TCS SP.

anti-GFP Monoclonal/Raton 1:100 Millipore
anti-NeuN Policlonal/Conejo 1:200 Millipore
anti-Calretinina Policlonal/Cabra 1:200 Millipore

Tabla 7. Anticuerpos primarios usados en inmunohistoquimica.

anti-Mouse Alexa Fluor 488 1:100 Invitrogen
anti-Rabbit Alexa Fluor 555 1:100 Invitrogen
anti-Goat Alexa Fluor 633 1:100 Invitrogen

Tabla 8. Anticuerpos secundarios usados en inmunohistoquimica.

3.7. Microscopia de fluorescencia y reconstruccion digital de retinas
Se reconstruyeron las retinas mediante el uso de un microscopio Zeiss AxioObserver
Z1 (Carl Zeiss) equipado con un sistema ApoTome con diferentes filtros de flourescencia,
con el fin de examinar con mejor detalle toda la superficie y poder detectar las zonas que

presentaban transfeccion.

3.8. Citometria de flujo
Los ratones transfectados fueron sacrificados tras 96 h y se extrajo su retina. A
continuacion, se sumergieron las retinas durante 1 h en una solucion de papaina 10U/ml
(Sigma-Aldrich) en HBSS (Gibco). Pasada 1 h, se centrifugaron durante 4 min a 400 gy a
continuacion se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet en PBS. Finalmente se
analizaron las muestras mediante un citometro de flujo BD FACSCanto Il (BectonDickinson)
usando especificamente el filtro FICT-A.
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RESULTADOS
1. Analisis mediante microscopia electrénica de transmision de las

magnetoparticulas
Como se aprecia en la Figura 8, las magnetoparticulas NeuroMag, y las FluoMag-N,

poseen un didmetro de entre 150-200 nm y una morfologia esférica.

e:vA ' \ -

Figura 8. Imagen obtenida mediante microscopia electrénica de transmision de las magnetoparticulas
NeuroMag (A) y FluoMag-N (B). Escala: 200 nm

2. Ensayos in vitro
2.1. Resultados de inmunocitoguimica
Se realizaron ensayos de inmunocitoquimica de los cultivos primarios de corteza
(Figura 9) y retina (Figura 10) de rata embrionaria, y posteriormente, se llevaron a cabo
contajes manuales de dichas inmunohistoquimicas, con la finalidad de seleccionar el ratio

Optimo de plasmido/magnetoparticulas.

Figura 9. Inmunocitoquimica de cultivo primario de corteza transfectado con NeuroMag en un ratio 1:2
(A) y 1:3 (B) de plasmido/magnetoparticulas. Se aprecia la expresion de GFP (verde) en las células
transfectadas, asi como células neuronales que expresan MAP2 (rojo) y los nucleos celulares marcados
con Hoechst (Azul). En las imagenes podemos observar dos neuronas en las que la GFP colocaliza con
el MAP2 (flechas naranjas), Escala: 50 um
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Figura 10. Inmunocitoquimica de cultivo primario de retina transfectado con NeuroMag en un ratio 1:2 (A)
y 1:3 (B) de plasmido/magnetoparticulas. Se aprecia la expresiéon de GFP (verde) en las células
transfectadas, asi como células neuronales que expresan MAP2 (rojo) y los nucleos celulares marcados
con Hoechst (Azul). Escala: 50 pm

Se realiz6 un contaje en 12 campos distintos para cada uno de los ratios y controles,
y en ellos se contabilizé: células que expresaban GFP, células MAP2 positivas, células GFP-
MAP2 positivas y namero total de células por campo. Tras usar un test de normalizacién, se
vio que la poblacion no seguia una distribucién normal. Sabiendo esto, se uso el test de
Kruskal-Wallis para contrastar los diferentes grupos entre si, y el test de Kolmogorov-
Smirnov para ver las diferencias entre pares de grupos. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando p<0,05.

1000 A 1.000 B

100 100

Media de Ceélulas (log)

Ratio 1:2  Ratio 1:3 Control Control 1:2 Control 1:3 Ratio 1:2  Ratio 1:3 Control Control 1:2 Control 1:3
Plasmido Plasmido
Catch Catch

Figura 11. Histograma de la media del nimero de células totales (histogramas azules) y media del
numero de células transfectadas (histogramas verdes) por muestra, para los cultivos primarios de
corteza (A) y retina (B).
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Segun la representacion gréfica de los contajes en las transfecciones de los cultivos
primarios de corteza cerebral (Figura 11 A) y de retina (Figura 11 B), el ratio 1:2 presenta
mayores tasas de transfeccidén que el 1:3 con respecto a los controles (los datos estadisticos
se adjuntan en el Anexo ).

2.2. Resultados de la citometria de flujo
Con el fin de verificar los resultados obtenidos mediante la inmunocitoquimica, se
realiz6 un analisis de citometria de flujo en cultivos primarios de corteza y retina
transfectados, en los que se usé un ratio de 1:2 y 1:3 plasmido/magnetoparticulas. Se usé
un filtro FITC-A para medir la fluorescencia de las muestras debido a que se encuentra en el
rango de excitacion y emisién para detectar la GFP. A continuacion, presentamos los

resultados obtenidos de dicho analisis.

(A) Cultivo primario de corteza (B) Cultivo primario de retina

Control Control Control 182, : Control Control Control ilg)
Pasmido  Mag Pasmido Mag
Catch Catch

% Poblacion con elevada intensidad de FITC % Poblacion con elevada intensidad de FITC

Grafica 1. Representacion del porcentaje de poblacion con elevada intensidad de FITC en las
transfecciones realizadas en los cultivos primarios de corteza y retina. Se tomaron datos del control sin
tratar, el control con el plasmido, el control con las magnetoparticulas NeuroMag y las muestras de los
cultivos primarios tanto de corteza (A), como de retina (B), para los ratios probados.

Como se muestra en la Grafica 1, generalmente el porcentaje de poblacién con
elevados niveles de intensidad para el FITC es mayor en las muestras transfectadas en
comparacion con los controles. Ademas, estos datos corroborarian los obtenidos con los
contajes realizados en las inmunocitoquimicas de las trasnfecciones de cultivos primarios de

corteza y retina, ya que el ratio 1:2 aporta mejores resultados que el 1:3.
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2.3. Resultados del ensayo de viabilidad

Para finalizar con los resultados de los ensayos in vitro, presentamos los datos

obtenidos del ensayo de viabilidad realizado en el cultivo primario de corteza, recogidos en

la Gréfica 2.

Viabilidad %

1:2 (1h) Catch 1:3 (1 h) Catch ~ Control Control Control con
OptiMEM  plasm. Catch magnéticas
0:2

¥ Viabilidad %

Control con
magnéticas
0:3

Grafica 2. Representacion del porcentaje de viabilidad obtenido en el ensayo de
MTT. Se tomaron datos del control sin tratar, el control con el plasmido, el control
con las magnetoparticulas con ambos ratios y las muestras de las transfecciones

en cultivo primario de corteza con ambos ratios.

En cuanto a la viabilidad celular, las magnetoparticulas no presentan toxicidad

celular ya que la viabilidad celular para los ratios 1:2 y 1:3 no disminuye respecto a los

controles. Tampoco se observa una disminucion de la viabilidad en las muestras controles

tratadas s6lo con NeuroMag en proporcién 0:2 y 0:3.
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3. Ensayos in vivo

3.1. Resultados del examen ocular
Como se ha comentado en el apartado 3.1 de la seccion de materiales y métodos, se
realizaron examenes oculares a los ratones, previa (Figura 12) y 96 h posteriores (Figura 13)
a la transfeccion, para cerciorarse de que las retinas de dichos animales estaban intactas y

que no habian sufrido dafio alguno durante el proceso.

SIS PREVIO A INYECCION el A 05T INYECCION NEUROMAG-CATCH

Figura 12. Analisis del fondo del ojo y de la retina de ratén, mediante tomografia de coherencia 6ptica laser
confocal (Spectralis™ HRA+OCT, Heidelberg Engineering), previo a la inyecciéon (A-C) y tras 96 horas desde
la inyeccion (D-F). En la imagen (A) podemos observar un corte de la retina en buen estado. En la imagen (B)
observamos una imagen de autofluorescencia del fondo del ojo y en la imagen (C) una imagen de infrarrojo.
No se detecta ningun tipo de alteracion ni artefacto en la retina.

Las imagenes (D-F) nos muestran que tras la inyecciéon no se ha producido ningiin dafio o alteracién en el
fondo del ojo o la retina de los ratones.

INYECCION NEUROIAGFLO-CATCH

Figura 13. Andlisis del fondo del ojo y de la retina de ratén, mediante tomografia de coherencia optica laser
confocal (Spectralis™ HRA+OCT, Heidelberg Engineering), previo a la inyeccién (A-C) y tras 96 horas desde
la inyeccion (D-F). En la imagen (A) podemos observar un corte de la retina en buen estado. En la imagen (B)
observamos una imagen de autofluorescencia del fondo del ojo y en la imagen (C) una imagen de infrarrojo.
No se detecta ningun tipo de alteracién ni artefacto en la retina.

En la imagen (D) se aprecian particulas en el vitreo, delimitando con la retina (circulo azul). En las imagenes
(E-F) se detecta la autofluorescencia de las particulas FluoMag-N (E), asi como su sefial en el infrarrojo (F).

Vit
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En las secciones de retina que observamos en las imagenes de tomografia de
coherencia Optica de laser confocal (Figuras 12A, 12D y 13A), comprobamos que las retinas
se encuentran en perfecto estado, tanto antes como después de la transfeccién. Sin
embargo, al transfectar con las particulas FluoMag-N (Figura 13 D-F), observamos la
aparicion de un punteado en la zona mas interna de la retina, justo en el borde, lo que nos
podria indicar la posible presencia de particulas en esta zona. Ademas, en las imagenes
podemos detectar autofluorescencia (Figura 13-E) y su sefal infrarroja (Figura 13-F) en las
zonas circundantes a la inyeccion intravitrea en el I6bulo donde se produce la inyeccién
(Figura 13E) y su sefal infrarroja (Figura 13F) en las zonas circundantes a la inyeccién

intravitrea.

3.2. Reconstruccion digital de la retina

Tras realizar las transfecciones con los diversos magnetocomplejos en los ratones,
se detectd transfeccion y por tanto, expresion de la proteina reporter GFP en las zonas
cercanas donde se habia realizado la inyeccion intravitrea. Se realizé una reconstruccion
digital de la retina, con el fin de obtener una confirmacién visual mas exacta y exhaustiva del
proceso de transfeccion y poder determinar la eficacia del proceso. Para cerciorarnos bien,
el primer paso fue realizar un control con el plasmido desnudo. (Figura 14). El plasmido por
si solo no consigue transfectar las células de la retina, ya que no se detecta expresion para

la GFP en ninguna zona de la retina, ni siquiera en las zonas circundantes a la inyeccion.

CONTROL CATCH-GFP CATCH-GFP

Figura 14. Imagen panoramica de una retina control inyectada con el plasmido que contiene el gen
Catch. La imagen de la izquierda contiene la retina y el marcador de ntcleos Hoechst, y a la derecha, el
canal verde correspondiente a la proteina GFP. Escala: 1000 um.
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En las retinas inyectadas con los complejos que contenian magnetoparticulas
NeuroMag (Figura 15A y 15B) y las magnetoparticulas FluoMag-N (Figura 15C y 15D) se
aprecia la expresion de la proteina GFP en varias zonas de la retina. Esto nos sugiere que el
magnetocomplejo difunde desde la zona donde se ha realizado la inyeccion. Ademas, en las
Figuras 15C y 15D se puede observar con total claridad la sefial emitida por las particulas
FluoMag-N, lo que nos ayuda a seguir todo el proceso de transfeccion con mayor facilidad.

NEUROMAG-CATCH-GFP NEUROMAG-CATCH-GFP NEUROMAG-CATCH-GFP
A — - — )

i

NEUROMAGFLUQ-CATCH-EYFP CATCH-GFP CATCH-GFP
C

Figura 15. Imagenes panoramicas de dos retinas inyectadas con el magnetocomplejo. A-B)
Magnetocomplejo formado con las magnetoparticulas NeuroMag. C-D) Magnetocomplejo formado por
las magnetoparticulas FluoMagN. Las imagenes (A) y (C) contienen la retina y el marcador de nucleos
Hoechst en el canal azul, mientras que a las (B) y (D), la retina y el canal verde correspondiente a la
proteina GFP. Ademas, en las imagenes C-D) podemos observar la fluorescencia roja emitida por las
magnetoparticulas FlouMag-N. Escala: 1000 um.
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3.3. Resultados de lainmunohistoquimicay de la fluorescencia directa.

Tras la tincion con Hoechst, se analiz6 la fluorescencia directa de las retinas
trasnfectadas (Figuras 16 y 17). La Figura 16A representa una panoramica de la zona de
inyeccion con NeuroMag, y en la 16B podemos apreciar un detalle de ésta en el que la
expresion para la GFP (verde) se localiza principalmente alrededor de los nucleos de las

células ganglionares (azul) asi como en algunos nucleos localizados en esta capa.

Figura 16. Detalle de una retina en wholemount transfectada con NeuroMag en la que se
aprecia la expresion de GFP (verde) alrededor y en algunos nucleos de las células
ganglionares marcados con Hoechst (azul). Escala: 20 um
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Figura 17. Imagen de una retina en wholemount transfectada con FluoMag-N (A) en la que se
aprecia la expresion de GFP (verde) alrededor y en algunos nucleos de las células
ganglionares marcados con Hoechst (azul), junto con su control negativo (B), transfectado con
el plasmidos de la catch. Escala: 20 ym

En la Figura 17 se muestra una retina transfectada con las magnetoparticulas
FlouMag-N (A) en la que se aprecia la expresion para la proteina GFP rodeando los nucleos
de las células ganglionares. En contraposicion, observamos una imagen de una retina
transfectada Unicamente con el plasmido de la catch (B), constituyendo asi su control
negativo, donde solo se aprecian los nucleos de las células ganglionares marcados con la

tincion de Hoechst.

Adicionalmente, se llevaron a cabo técnicas de inmunohistoquimica en las retinas
enteras empleando un anticuerpo especifico contra la GFP y otros especificos para células
ganglionares como son el NeuN vy la calretinina. Tal y como se muestra en las Figuras 18 y
19, para ambos tipos de magnetoparticulas utilizadas en la transfeccion, se detecta
inmunofluorescencia para la GFP (verde). En estas figuras, se aprecia la GFP alrededor de
los nucleos de las células ganglionares, asi como en algun ndcleo de éstas. Dado que en
estas retinas a plano se estudia mayoritariamente la capa de células ganglionares, se
procedié al estudio de inyecciones de estos magnetocomplejos en secciones verticales de

retina.
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Figura 18. Inmunohistoquimica de una retina en wholemount transfectada con NeuroMag en la que se
aprecia la expresion de GFP (verde) principalmente alrededor de los nucleos de las células ganglionares

que expresan Neun (rojo) y calretinina (azul) (flechas naranja). Escala: 20 pm

aprecia la expresion de GFP (verde) principalmente alrededor de los nucleos de las células ganglionares
que expresan Neun (rojo) y calretinina (azul) (flechas naranja). Escala: 20 pm

Las figuras anteriores representaban mayormente la capa de células ganglionares,
impidiendo determinar con exactitud si se habia producido transfeccion en otras capas. Por
tanto, para poder estudiar con mas detenimiento la transfeccién en otras capas de la retina,
se analizaron secciones verticales de retinas trasnfectadas a las que se les habia realizado
una inmunohistoquimica contra la GFP (Figura 20). Tras el inmunomarcaje, se aprecio
expresion para la GFP en los segmentos externos de los fotorreceptores, en la capa nuclear

interna, las capas plexiformes y en las células ganglionares, colocalizando con la calretinina.
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Figura 20. Seccidn vertical de una
retina transfectada. Se puede
observar la expresion de GFP en las
distintas capas de Ila retina:
segmentos  externos  de los
fotorreceptores, capa nuclear
externa, capa plexiforme externa,
capa plexiforme interna asi como
colocalizando con la calretinina (en
rojo) en las células ganglionares.
RPE: epitelio pigmentario; OS:
segmentos externos; ONL: capa
nuclear externa; OPL: capa
plexiforme externa INL: capa
nuclear interna; IPL: capa plexiforme
interna; GCL: células ganglionares.
Escala: 20 um.

3.4. Resultados de citometria de flujo
Tras 96 h de la inyeccion intravitrea con los magnetocomplejos, se procedio a la
realizacion de la citometria de flujo. Los datos semicuantitativos obtenidos se reflejan en la

grafica de barras que se muestra a continuacion (Gréfica 3).

Citometria de flujo in vivo

Control Control Catch  Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

® % Poblacion con elevada intensidad de FITC

Grafica 3. Representacion del porcentaje de poblacién con elevada
intensidad para el FITC en los distintos animales transfectados, en
comparacion a los controles.

Tal y como se muestra en la Grafica 3, el porcentaje de poblacion con elevada
intensidad para el FITC es relativamente superior en las retinas inyectadas con los
magnetocomplejos 1:2 en comparacion a las retinas controles inyectadas con el pladsmido

desnudo o sin éste.
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DISCUSION

Las principales causas de la ceguera estan asociados con un mal funcionamiento y/o
degeneracién de las células de la retina. Por ello, el principal objetivo es desarrollar nuevas
terapias para preservar o mejorar la funcién de la retina. Actualmente, la terapia génica
representa la mejor esperanza terapéutica para muchas enfermedades retinianas
hereditarias y adquiridas. Las neuronas son células altamente sensibles a cualquier
alteracion del medio que las rodea, lo que hace que sean extremadamente dificiles de
transfectar. Se ha intentado llevar a cabo la transfeccibn mediante vectores virales, pero
estos vectores presentan problemas, debido a los efectos biolégicos que pueden provocar y
el tamario limitado del inserto. Sin embargo, se ha demostrado que los vectores no virales

presentan mayor eficacia a la hora de transfectar y menos efectos adversos.

El objetivo de este trabajo se ha centrado en la transfeccién in vitro e in vivo de
manera estable del gen que codifica para la proteina Catch, una opsina derivada de la
canalrodopsina2, la cual nos permitiria ejercer un control neuronal preciso y estable,
mediante el uso de estimulos luminicos. Debido a la gran sensibilidad de las neuronas, y al
gran tamafio del plasmido, se opt6 por usar vectores no virales, en concreto, nanoparticulas
magnéticas, que en estudios previos en esta unidad (Soto Sanchez, C. et al. 2015)
presentaron una excelente capacidad para transfectar neuronas, reduciendo asi los

problemas asociados al uso de vectores virales.

Previo a los ensayos in vitro, se realiz6 un examen mediante microscopia electrénica
de transmision que confirmé que el tamafio de las magnetoparticulas correspondia con el
tamafio comprobado en la bibliografia en el caso de las NeuroMag. Las FluoMag-N
mostraron un tamafio (200 nm aproximadamente) y morfologia uniforme similar a las
NeuroMag. Estos datos revelaron que ambos tipos de magnetoparticulas presentaban un
tamafio uniforme y Gptimo para llevar a cabo la transfeccion, ya que entra dentro de los

rangos de diametro de las nanoparticulas.

La transfeccion con los magnetocomplejos en los cultivos primarios de retina y
corteza resultaron exitosos y por ello, se realizaron técnicas inmunocitoquimicas y se
procedi6é a la cuantificacion. Pese a no presentar grandes diferencias significativas, el ratio
1:2 plasmido/magnetoparticulas obtenia resultados ligeramente méas favorables de
trasnfeccion frente al ratio 1:3. Tras estos resultados, se decidi6 llevar a cabo un andlisis
mediante citometria de flujo, y el resultado obtenido en el ensayo coincide en gran medida
con los contajes manuales realizados en la inmunocitoquimica. Las transfecciones
realizadas con los ratios 1:2 tanto en corteza como en retina muestran un mayor nimero de
eventos, asi como una mayor media de intensidad de fluorescencia en el FITC-A respecto al

ratio 1:3. No obstante, estos datos son semicuantitativos y preliminares. Para obtener datos
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significativos, se deberia de aumentar el nimero de muestras del ensayo y asi valorar la
relacion entre ambos ratios. Finalmente, el ensayo de viabilidad muestra que las
magnetoparticulas no presentan toxicidad para las células en cultivo, cumpliendo asi dos de

los objetivos principales de este proyecto.

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo con el ratio 1:2 plasmido/magnetoparticulas
ya que resulté mas eficaz en los ensayos in vitro. Ademas, para las trasnfecciones mediante
inyeccién intravitrea en la retina de ratén se utilizaron dos tipos de magnetoparticulas
NeuroMag y FluoMag-N. Estas ultimas emiten fluorescencia roja, lo que nos ha permitido
seguir el proceso de transfeccion in vivo. Los reconstruccion de las retinas enteras presentd
transfeccion en zonas cercanas a la inyeccion, pudiendo ver incluso donde se localizaban
las magnetoparticulas FluoMag-N emitiendo fluorescencia roja. Las técnicas de
inmunohistoquimica y la fluorescencia directa en la retinas enteras, mostraron expresion
para la GFP principalmente alrededor de los nlcleos de las células, asi como en otras capas
de la retina como la capa nuclear externa e interna o las capas plexiformes en las secciones
verticales de retina. Para complementar estos resultados, se realiz6 un ensayo de citometria
de flujo. El porcentaje de poblacion con elevada intensidad para el FITC fue relativamente
superior en las retinas inyectadas con los magnetocomplejos 1:2 en comparacion a las
retinas controles inyectadas con el plasmido desnudo o sin éste. Cabe destacar que los
datos obtenidos de la citometria de flujo son semicuantitativos, y habria de aumentar el

nimero de muestras analizadas.

En los examenes oculares se pudieron detectar particulas en la zona mas interna de
la retina, asi como zonas de autofluorescencia en las zonas cercanas al pinchazo que
corresponderian a las particulas magnéticas FluoMag-N, facilitando el seguimiento de las
transfecciones. Finalmente cabe recalcar que los exdmenes oculares mostraron que las
retinas de los ratones no presentaban ningun tipo de lesiones provocadas por la inyeccion
intravitrea del magnetocomplejo, asegurando que es un método seguro y reproducible para
la transfeccion del magnetocomplejo, cumpliendo otro de los objetivos principales de este

proyecto.

Todos estos datos constituyen unos resultados preliminares muy prometedores,
confirmando la capacidad de estas magnetoparticulas para transfectar el sistema visual de
los ratones y la capacidad de las células ganglionares y otras células de la retina, para
expresar la proteina Catch, sin causar dafios al sistema nervioso central, cumpliendo el

altimo de nuestros objetivos.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo para los ensayos in vitro son:

v

Los resultados de la microscopia electrénica de transmision demostraron que el
tamafio de las particulas magnéticas era uniforme y Optimo para llevar a cabo la
transfeccion.

Se ha comprobado la capacidad de transfeccion de las neuronas en cultivos
primarios de corteza y retina mediante el uso de las magnetoparticulas junto con el
plasmido Catch.

Se ha demostrado que la transfeccion de cultivos primarios de corteza y retina es
mas eficiente con un ratio 1:2 plasmido/magnetoparticulas frente a 1:3.

Los resultados de los ensayos de citometria de flujo corroborarian los datos
obtenidos mediante los contajes manuales realizados sobre las inmunocitoquimicas
en cultivos de corteza y retina transfectados.

No se ha observado toxicidad de las magnetoparticulas en cultivos primarios

mediante un ensayo de viabilidad.

Las conclusiones de este trabajo para los ensayos in vivo son:

v

Se ha comprobado la capacidad de transfeccion en las distintas capas de la retina
del sistema visual de roedores, mediante el uso de ambos tipos de
magnetoparticulas junto con el plasmido Catch.

La emisién de fluorescencia roja de las magnetoparticulas FluoMag-N ha facilitado
en gran medida el seguimiento del proceso de transfeccién.

No se han detectado lesiones oculares provocada por el tratamiento mediante

tomografia de coherencia 6ptica confocal ni sintomas de toxicidad.

Estas conclusiones nos orientan hacia una nueva serie de objetivos a cumplir en

estudios futuros. En primer lugar, se debe de aumentar el tamafio muestral para corroborar

la fiabilidad de estos resultados. Se deberan realizar también estudios a largo plazo para

confirmar la expresion estable de la proteina en la membrana de las neuronas. Este trabajo

se ha centrado en el proceso de transfeccion, que es una gran parte de la optogenética. Sin

embargo, una vez que el plasmido se ha insertado y la proteina se expresa, se deberian

realizar estudios moleculares para ver la expresién de la proteina de interés asi como

estudios electrofisiolégicos tanto in vitro como in vivo para comprobar la funcionalidad de las

neuronas transfectadas, y comportamentales en animales transfectados.
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ANEXO |

Resultados estadisticos de los contajes manuales en cultivos

primarios de corteza

Prueba de Normalidad

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Vélido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
DIVISION 60 100,0% 0 0,0% 60 100,0%
Descriptivos
Estadistico | Error estandar

DIVISION  Media ,0100 ,00157

95% de intervalo de Limite inferior ,0068

confianza para la media Limite superior 0132

Media recortada al 5% ,0091

Mediana ,0088

Varianza ,000

Desviacion estandar ,01043

Minimo ,00

Maximo ,04

Rango ,04

Rango intercuartil ,02

Asimetria 1,099 ,357

Curtosis ,685 ,702

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

DIVISION ,169 60 ,003 ,86 60 ,00

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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DIVISION

Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,01043 ,00 ,04
ID 60 3,27 2,991 1 9
Prueba de Kruskal-Wallis
Rangos
Rango
ID N promedio
DIVISION  Ratio 1:2 24 30,31
Ratio 1:3 24 25,94
Control Plasmido Catch 7,50
Control 1:2 7,50
Control 1:3 7,50
Total 60

Media = ,01

Desviacion estandar = ,01

N =60

Pagina 2



Estadisticos de prueba®®

DIVISION
Chi-cuadrado 24,206
gl 4
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: ID

Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,0104 ,0 ,04
ID 60 3,2 2,9 1 9

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION Ratio 1:2 24

Ratio 1:3 24

Total 48

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta 313
extremas Positivo 125
Negativo -,313
Z de Kolmogorov-Smirnov ,884
Sig. asintoética (bilateral) 415

a. Variable de agrupacién: ID

Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,01043 ,00 ,04
ID 60 3, 2,9 1 9
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Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:2 24

Control Plasmido Catch 4

Total 28

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo 000
Negativo -,938

Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintética (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacion: 1D

Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,01043 ,00 ,04
ID 60 3,2 2,99 1 9

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION Ratio 1:2 24

Control 1:2 4

Total 28

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo ,000
Negativo -,938
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintotica (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacion: 1D
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Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,01043 ,00 ,04
ID 60 3,27 2,99 1 9

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION Ratio 1:3 24

Control Plasmido Catch 4

Total 28

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo 000
Negativo -,938

Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintotica (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacion: 1D

Pruebas NPar

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0100 ,01043 ,00 ,04
ID 60 3,27 2,991 1 9

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION Ratio 1:3 24

Control 1:3 4

Total 28
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Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo ,000
Negativo -,938
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintoética (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacién: ID
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Resultados estadisticos de los contajes manuales en cultivos

primarios de retina

Prueba de normalidad

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
DIVISION 60 100,0% 0 0,0% 60 100,0%
Descriptivos
Estadistico | Error estandar

DIVISION  Media ,0103 ,00296

95% de intervalo de Limite inferior ,0044

confianza para la media Limite superior 0163

Media recortada al 5% ,0069

Mediana ,0036

Varianza ,000

Desviacioén estandar ,01966

Minimo ,00

Maximo ,09

Rango ,09

Rango intercuartil ,01

Asimetria 3,072 ,357

Curtosis 9,250 ,702

Pruebas de normalidad
KoImogorov-Smirnoval Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

DIVISION ,299 60 ,000 ,542 60 ,00

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Estadisticos descriptivos
Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
DIVISION 60 ,0103 ,01966 ,00 ,09
ID 60 3,27 2,991 1 9
Prueba de Kruskal-Wallis
Rangos
Rango
ID N promedio
DIVISION  Ratio 1:3 24 32,25
Ratio 1:2 24 23,63
Control Plasmido Catch 8,00
Control 1:2 8,00
Control 1:3 8,00
Total 60

Media =,01

Desviacion estandar =,02

N =60
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Estadisticos de prueba®®

DIVISION
Chi-cuadrado 25,644
gl 4
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: ID

Pruebas NPar

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:2 24
Ratio 1:3 24
Total 48

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,500
extremas Positivo 500
Negativo -,063
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,414
Sig. asintética (bilateral) ,037

a. Variable de agrupacion: 1D

Pruebas NPar

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:2 24
Control Plasmido Catch 4
Total 28
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Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo ,000
Negativo -,938
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintoética (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacién: ID

Pruebas NPar

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:2 24

Control 1:2 4

Total 28

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,938
extremas Positivo ,000
Negativo -,938
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,677
Sig. asintotica (bilateral) ,007

a. Variable de agrupacion: 1D

Pruebas NPar

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:3 24

Control Plasmido Catch 4

Total 28
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Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,875
extremas Positivo ,000
Negativo -,875
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,565
Sig. asintoética (bilateral) ,015

a. Variable de agrupacién: ID

Pruebas NPar

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de dos muestras

Frecuencias

ID N
DIVISION  Ratio 1:3 24

Control 1:3 4

Total 28

Estadisticos de prueba®

DIVISION
Maximas diferencias Absoluta ,875
extremas Positivo ,000
Negativo -,875
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,565
Sig. asintotica (bilateral) ,015

a. Variable de agrupacion: 1D
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