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La transferencia de genes representa una importante herramienta para el estudio, prevención y tratamiento de enfermedades genéticas y 
adquiridas así como para estudios relacionados con la función de proteínas de interés. El uso de moléculas catiónicas está ampliamente 
difundido, ya que su eficiencia en la transfección las convierte en un fuerte rival de otros métodos de transferencia de genes. En este 
trabajo se transfectaron las líneas celulares COS-7 y BHK-21 con el plásmido psnEGFP que usó los polímeros catiónicos 
polietilenimina (PEI) y DEAE dextrana. Al medir la eficiencia de transfección se observó que la línea celular BHK-21 deviene en una 
excelente opción para la transfección con el método de la PEI y que los mejores resultados se obtienen al disolver PEI en NaCl         
150 mM. Al centrifugar las placas después de añadidos los complejos ADN-PEI se obtiene cerca del 100% de células transfectadas con 
bajas concentraciones de ADN. 

Palabras clave: Transfección, polietilenimina, PEI, transferencia de genes, polímeros catiónicos.  

 

Introducción 

La transferencia de genes representa una importante herramienta para 
el estudio, prevención y tratamiento de enfermedades genéticas y 
adquiridas, así como para los estudios relacionados con la función de 
proteínas de interés (1-3). 

En la actualidad existe una gran cantidad de metodologías para este 
fin, entre las que podemos citar la electroporación, microinyección 
directa, bombardeo de células y tejidos con microproyectiles, las 
transfecciones mediadas por virus, agregados químicos y polímeros 
catiónicos, entre otras. 

La transfección mediada por virus y por polímeros catiónicos son, de 
estos métodos, los más utilizados en los experimentos con células en 
cultivo.  

Los vectores virales constituyen un excelente vehículo para la 
transferencia de genes debido a su alta eficiencia (4-6), pero 
presentan algunas desventajas como la toxicidad de las partículas 
virales para el hospedero, limitaciones en la talla del gen a insertar, 
requerimientos de producción, además de elevados costos (7,8). 

Los polímeros catiónicos a diferencia de los virus se unen fácilmente 
a segmentos portadores de genes de interés, no producen respuesta 
citotóxica, ni son una amenaza de infección. Su eficiencia en la 
transfección los convierte en un fuerte rival de la transferencia de 
genes mediadas por virus (9,10). 

La hipótesis del mecanismo de acción de estas moléculas se basa en 
que una vez que ha ocurrido la neutralización de cargas y la 
consiguiente condensación del ADN polianiónico, se forman 
complejos compactos de plásmidos que serán transportados al 
interior de las células por endocitosis y liberados al citoplasma desde 
los endosomas, llegando finalmente al núcleo (11).  

Actualmente existen gran variedad de polímeros comerciales para la 
transfección de genes, entre los que se encuentran el Transfectam y 
la Lipofectamina que resultan poco económicos. 

El DEAE-dextrana y la PEI son polímetros catiónicos más baratos 
que son utilizados satisfactoriamente para la transferencia de genes a 
células en cultivo.  

El DEAE-dextrana es una matriz de carbohidratos cargada 
positivamente, la cual interactúa con las cargas negativas de los 
grupos fosfatos del ADN formando agregados. La transfección 
mediada por DEAE-dextrana se utiliza para la expresión transiente y 
altamente eficiente de genes clonados. Este método ha demostrado 
ser muy efectivo en las líneas celulares COS-7, COS-1, en CV-1 y 
otras líneas celulares (12-14). 

La PEI es una macromolécula orgánica con un alto potencial de 
cargas positivas debido a que presenta un nitrógeno amínico cada 
tres unidades de polímero que pueden aceptar protones a cualquier 
pH. Esta propiedad le permite actuar como tampón dentro de los 
endosomas protegiendo al ADN de la degradación lisosomal. Es un 
polímero soluble en solventes polares que no forma agregados de sí 
mismo y presenta una cinética de formación de complejos muy 
rápida por lo que es menos sensible que otros polímeros como el 
Transfectam al efecto negativo de los medios de cultivo con suero 
que contienen ADN asas que pueden interferir en el proceso de 
transfección (15). 

En este trabajo se investigaron las condiciones más favorables para la 
transfección con estos polímeros en las líneas celulares COS-7 y 
BHK-21 usando como gen reportero el gen de la proteína 
fluorescente verde y el gen de la β-galactosidasa. 

Materiales y Métodos 

Plásmidos 

psnEGFP de 4300 pb que contiene el gen reportero de la proteína 
fluorescente verde con señal de localización nuclear bajo el promotor 
de citomegalovirus humano. 

pCMVβgal de 6,4 Kb que contiene el gen reportero de la β-
galactosidasa bajo el promotor de citomegalovirus humano.  
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Purificación de ADN 

Una colonia de la cepa bacteriana E. coli XL-1 Blue trasformada con 
el plásmido psnEGFP fue inoculada en 50 mL de medio LB con 
ampicillina 100 mg/mL y se dejó crecer durante 6 h para luego 
inocular 300 mL  de medio de LB con ampicillina a la misma 
concentración dejándola crecer a 37 °C con agitación de 120 rpm 
durante toda la noche. Al siguiente día se centrifugó el cultivo y se 
purificó el ADN por lisis alcalina masiva (16).  

Purificación de ADN plásmidico por cromatografía de exclusión 
molecular 

El ARN contaminante y el exceso de sales de la purificación se 
eliminó mediante una cromatografía de exclusión molecular con 
Sephacryl S-1000. Una columna XK 16/20 se empaquetó con 30 mL 
de matriz  Sephacryl S-1000 (Pharmacia) y se equilibró con PBS. Se 
añadió 1 mL de plásmido previamente purificado y se dejó correr por 
gravedad, el volumen correspondiente al volumen muerto de la 
columna se desechó, se colectaron fracciones de 1 mL. Las 
fracciones se chequearon por electroforesis en gel de agarosa 1% y se 
seleccionaron las que no contenían ARN. Estas fracciones se 
precipitaron por adición de 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y 
se centrifugaron 10 min a 12000 rpm. Los precipitados se 
resuspendieron en agua estéril y se le determinó la concentración de 
ADN por absorbancia a 260 nm. 

Líneas celulares 

- COS-7: ATCC CRL-165 
- BHK-21: ATCC CRL-8544. Adaptadas al crecimiento  en medio 
DMEM. 

Ambas líneas celulares fueron propagadas en medio de cultivo MEM 
Dulbecco con 10% de suero fetal bovino y 100 µg de Sulfato de 
neomicina. 

Transfección con DEAE-dextrana 

Se lavaron las monocapas celulares dos veces con PBS y se 
mantuvieron en esta solución hasta preparar la mezcla de ADN-
DEAE. Para cada pocillo se tomó 12,5 µL de solución de DEAE-
dextrana (10 mg/mL en agua) y se resuspendió en 162 µL de PBS. 
La cantidad de ADN deseado para transfectar se disolvió en 12,5 µL 
de agua. El ADN se goteó a la solución de DEAE-dextrana agitando 
suavemente con vortex para facilitar la formación del complejo 
ADN-DEAE. Seguidamente se aspiró el PBS de la placa para 
añadirle la mezcla ADN-DEAE y dejar incubando 30 min a 37 ºC. 
Transcurrido este tiempo se le añadió a cada pocillo 625 µL de 
medio de cultivo DMEM y 8,75 µL de cloroquina y se incubó por     
1 h a 37 °C. Se aspiró el sobrenadante de la placa y se adicionó 1 mL 
de PBS con DMSO al 10% incubando 2 min. Se lavó la monocapa 
dos veces con PBS antes de añadirle 1 mL de medio de cultivo 
DMEM con SFB 10%. 

Transfección con PEI  

Se realizaron dos diluentes diferentes para los complejos de ADN-
PEI en este método de transfección.  

Experimento 1: Utilización de NaCL 150 mM como diluente de la 
transfección. 
Experimento 2: Utilización de glucosa 5% como diluente de la 
transfección. 

Se depositaron las cantidades de PEI (80000 kDa) y de ADN en 
tubos por separado a razón de 3,3 µL de PEI (10 mM pH 6,85)/ µg 
de ADN (relación de N2 de PEI / (PO4)-2 de ADN (N/P 10)), 
completando cada tubo con el diluente específico para cada variante 
a realizar hasta alcanzar un volumen de 50 µL, luego de agitar 
vigorosamente se dejaron reposar durante 15 min. Se aspiró el medio 
de cultivo de las placas que contenían las células y se lavaron dos 
veces con PBS, con el fin de eliminar los restos de SFB del medio. 
Hasta el momento de aplicar la mezcla de transfección las células se 
mantuvieron en incubación sin SFB. Pasado este tiempo se añadieron 
al complejo 900 µL de DMEM. Se le retiró el PBS a la monocapa 
celular y se le adicionó gota a gota la mezcla transfectante dejando 
incubar durante 4 h a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa 
para luego añadirle el medio de mantenimiento (DMEM, SFB 20%) 
completando a 2 mL de volumen final. 

Para estos experimentos las cantidades de plásmidos valoradas 
fueron 1 µg, 2 µg y 3 µg. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado para su posterior 
procesamiento estadístico. 

Experimento 3: Transfección con PEI disuelto en glucosa 5% donde 
se introduce un paso de centrifugación a 2500 rpm durante 5 min 
inmediatamente después de añadir los complejos de ADN-PEI. En 
este experimento las cantidades de plásmidos utilizadas fueron 5, 10, 
15, 20 y 30 µg. 

Cuantificación de la eficiencia de la transfección  

Pasadas 48 h después de la transfección las células se lavaron con 
PBS, se desprendieron con solución tripsina-versene, se 
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en     
300 µL en solución de corrida (FACS flow). El conteo de las células 
se realizó por citometría de flujo FACscan BECTON DICKINSON 
con filtro FL1 (490-590 nm), empleando el programa CELL Quest 
para el análisis de los resultados 

Tinción in situ para determinar la actividad de la β galactosidasa 

Después de 48 h de realizada la transfección se lavaron las placas dos 
veces con PBS. Se adicionó la solución de fijación (glutaraldehído 
0,5% en PBS) hasta cubrir la monocapa celular y se dejó incubando a 
4˚C durante 45 min. Pasado este tiempo se lavó dos veces con PBS y 
se le adicionó una 200 µL de solución de tinción (Na2PO4 10 mM pH 
7, MgCL2 1 mM,  NaCl 150 mM, K4Fe(CN)6 3,3 mM, X-Gal 
1µg/mL) que cubriera todo el pocillo, se incubó 18 h en una cámara 
húmeda. El grado de tinción (por ciento de la monocapa teñido) 
sirvió para estimar la eficiencia de la transfección. En todos estos 
ensayos los controles fueron células que se sometieron al mismo 
tratamiento de las demás pero sin añadirles los complejos de ADN-
policatión. 

Análisis estadístico 

Se utilizó el paquete estadístico STATGRAPHICS plus 5,0. Se 
aplicó la prueba de Bartlett y el coeficiente de Skewnes para 
comprobar la igualdad de varianza y la distribución normal de los 
datos, respectivamente. Se le realizó análisis de varianza y la prueba 
LSD (Less significant diferent) de rangos múltiples para comparar 
los grupos que cumplieron con la primera prueba. Para los datos que 
no cumplieron con la primera prueba se le aplicó la prueba de 
Kruskal-Wallis y el método grafico de Box y Whisker. 
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Resultados y Discusión 

Uno de los principales objetivos de la transfección de construcciones 
genéticas es demostrar la funcionalidad de las mismas, así como 
estudiar la fortaleza de los posibles promotores a utilizar (4,16), por 
lo que para estos ensayos no es necesario obtener una transfección 
estable, sino expresar el gen heterólogo de forma transiente. 

Las variantes de disolver los complejos de ADN-PEI en glucosa o en 
NaCl se realizaron para probar el efecto de los iones en el 
empaquetamiento del complejo de ADN y los resultados de las 
mismas para la línea celular COS-7 y BHK-21 se muestran en las 
Figuras 1 y 2, respectivamente, como porcentaje de células 
transfectadas determinadas por citometría de flujo. 
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Para el método de transfección mediado por PEI en NaCl, se observa 
en la Figura 1 un aumento del por ciento de transfección a medida 
que aumentan las concentraciones evaluadas del plásmido en estudio. 
Para 1 µg/µL se aprecia un 4,75% ± 0,30 de transfección, mientras 
que para la mayor concentración probada (3 µgµ/L) se demuestra un 
marcado incremento del por ciento de transfección que alcanza un 
30,55% ± 2,94. Al realizar una comparación con la variante de la 
glucosa no se observan diferencias estadísticamente significativas 
entre el por ciento  de trasfección para la concentración de 1 µg/µL. 
Para la concentración de 2 µg/µL se muestra un aumento con la 
variante que utiliza el NaCl. El aumento observado para la 
concentración de 2 µg/µL con el NaCl se evidencia de forma 
marcada al evaluar la concentración de 3 µg/µL, por lo que se 
considera esta variante la de mejor eficiencia para transfectar la línea 
celular COS-7 de las variables evaluadas. 

Los resultados correspondientes al método de transfección mediado 
por DEAE-dextrana reflejan similares valores de por ciento de 
células transfectadas para las tres concentraciones evaluadas (7,25 % 
± 1,92, 9,26 % ± 0,4 y 8,35 % ± 0,88 para concentraciones de 1, 2 y 
3 µg/µL respectivamente). 

Otros autores (21) realizaron transfecciones mediadas por DEAE-
dextrana en la línea celular COS-7 con variaciones de las 
condiciones de transfección en comparación con nuestras 
condiciones como: menor concentración de DEAE-dextrana 
utilizada, mayor concentración de plásmido y mayor tiempo de 
exposición a la cloroquina y obtuvieron un mayor por ciento de 

células transfectadas.(50-60%). Por lo que se hace necesario tener en 
cuenta estas diferencias para trabajos futuros.  

En la Figura 2 se evidencia que en el método de transfección 
mediado por la PEI en glucosa se muestra un aumento del por ciento 
de células transfectadas en correspondencia con el aumento de la 
concentración de plásmido evaluada (5,06% ± 2,13; 12,08% ± 0,76; 
31,52% ± 2,43 para 1, 2 y 3 µg/µL, respectivamente), existiendo 
entre ellos diferencias estadísticamente significativas. 

Los resultados correspondiente al método de la PEI en NaCl 
muestran una alta eficiencia y presentan un  comportamiento muy 
similar entre ellos: 26,24% ±  3,81, 27,54% ± 3,28 y 27,88% ±  4,15. 
No existiendo diferencias significativas entre ellos. Comparando los 
métodos de transfección por PEI en glucosa y NaCl se demuestra que 
entre las concentraciones de 1 y 2 µg/µL los valores de eficiencia de 
transfección utilizando NaCl son mayores que con glucosa, y que 
para la concentración de 3 µg/µL se comportaron de forma 
semejante.  
Los valores de por ciento de transfección obtenidos por el método de 
la DEAE-dextrana  son muy bajos. Tienen su mayor valor para la 
concentración de 1µg/µL (5,83% ± 3,96). 

La glucosa se utilizó con el objetivo de lograr complejos de ADN-
policatión de menor tamaño (17), los complejos formados con NaCl 
son de mayor talla y menos compactos que los formados en glucosa, 
la existencia de fuerza iónica en la solución afecta la talla en la 
formación de los complejos modificando la eficiencia de transfección 
(10).  

Cantidad del plásmido (µg) 
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Figura 2. Resultados de la transfección en línea celular BHK-21 
de diferentes concentraciones de plásmido (1,2,3 µg/µL) 
utilizando diferentes agentes transfectantes. Barra sobre las 
columnas indica la desviación estandar. Diferencias estadísticas 
significativas (P<0,05). Los resultados del análisis estadístico se 
muestran en el texto. 

Figura 1. Resultados de la transfección en la línea celular COS-
7 de diferentes concentraciones de plásmido (1,2,3 µg/µL) 
utilizando diferentes agentes transfectantes. La barra sobre las 
columnas indica la desviación estandar. Diferencias estadísticas 
significativas (P<0,05). Los resultados del análisis estadístico se 
muestran en el texto. 
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En experimentos de cada método para ambas líneas celulares hay una 
tendencia al aumento proporcional de las células transfectadas a 
medida que se aumenta la cantidad de ADN plasmídico, como cabe 
de esperar un evento de endocitosis mediado por receptores de 
membranas celulares (18-20), aunque en ambas líneas celulares 
usando como diluente NaCl el por ciento de células transfectadas 
satisfactoriamente para 1 µg y 2 µg de plásmido es mayor que 
cuando la PEI se disuelve en glucosa, con diferencias estadísticas 
significativas (P<0,05). 

Otros autores reportan que en transfecciones realizadas en células 
COS-7 con PEI de peso molecular de 80000 Da en NaCl y con una 
N/P de 10 (15) alcanzan valores de por ciento de eficiencia del 50-
60%. Nuestra metodología solo varió en que ellos inmediatamente 
después de añadirle a las células los complejos de ADN-PEI 
centrifugan las placas de cultivo que contienen las células a 1500 
rpm, durante 5 min, por lo que aumenta la probabilidad de contacto 
entre los complejos PEI-ADN y las membranas celulares. 

Con respecto a la glucosa  al ser más compactos los complejos, el 
ADN no se puede liberar fácilmente de la PEI impidiendo la 
expresión del gen. De este tipo de experimento solo tenemos 
referencias de trabajos in vivo y con PEI de 22000 Da (8). En 
nuestros experimentos comparamos estas variantes in vitro y con un 
PEI de mayor talla. 

En la Figura 3 se muestra una fotografía de una tinción  de la 
transfección con el plásmido pCMVβgal por el método del PEI en 
NaCl centrifugando las placas 2500 rpm 5 min utilizando 
concentraciones mayores que las utilizadas anteriormente. En la 
misma se puede observar, como en los experimentos anteriores, el 
aumento del número de células transfectadas con el aumento de la 
cantidad de plásmido portador del gen reportero, de 5 µg a 10 µg  se 
observa un aumento aproximado del 80% del color azul. Para la 
cantidad de 5 µg ya se puede observar una alta eficiencia de 
transfección, lo que concuerda con los resultados de otros autores 
(15). De 10 µg hasta 30 µg se alcanzan el 100% de las células 
transfectadas, aunque no se detecta un cambio de coloración 
apreciable entre ellos por lo que parece haberse saturado el sistema. 
El control de este experimento fue un pocillo donde las células 
fueron transfectadas con el gen reportero de la proteína fluorescente 
verde que fue verificado por microcopia de fluorescencia. 

 

Figura 3. Tinción de células BHK-21 transfectadas por el método 
del PEI utilizando como disolvente de los complejos NaCL 150 mM 
a las cantidades de 5 µg,10 µg, 15 µg, 20 µg y 30 µg del plásmido 
pCMVβgal y utilizando como control de la transfección células 
transfectadas con el plásmido  pCMVEGFP.  

En los experimentos con DEAE-dextrana la eficiencia de 
transfección para la línea celular BHK-21 es menor que con respecto 
a la línea celular COS-7 esto puede deberse a que en el caso del 
DEAE-dextran utilizamos la cloroquina y el dimetil sulfóxido como 
agentes potenciadores de la transfección, que pueden haber resultado 
más tóxicos para la línea celular BHK-21 (21). 

La línea celular COS-7 manifiesta altos porcentajes de transfección 
con la DEAE dextrana, similares a los  obtenidos con el método del 
PEI para esta misma línea celular a bajas concentraciones del 
plásmido. Esta metodología también puede ser utilizada con otras 
líneas celulares con muy buenos rendimientos (21). 

La línea celular BHK-21 deviene en una excelente opción con el 
método de la PEI ya que con ella se obtienen muy buenos índices de 
transfección de plásmidos que a su vez pueden mejorar, si se 
introduce un paso de centrifugación de las células con los complejos 
de ADN-PEI, que aumenta la probabilidad de contacto entre las 
células y los complejos de transfección, sin el uso de sustancias que 
pueden ser toxicas. 

La transfección con PEI no necesita sustancias adicionales que 
además de ser tóxicas son fuentes de contaminación exógena, para 
obtener buenos resultados (15, 22), lo que resulta ser una ventaja 
sobre el método de la DEAE-dextrana. 

Estos resultados son de gran interés en el campo de la terapéutica y 
vacunas de ADN para probar la funcionalidad de los diferentes 
diseños de una manera rápida y  económica.  
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In vitro gene transfer using cationic polymers 

Abstract 

Gene transfer represents an important tool for the study, prevention and treatment of genetic and acquired diseases, as well as for protein 
function studies. Because of their efficiency, the use of cationic molecules has become a strong competitor to other gene transfer methods. In this 
study, COS-7 and BHK-21 cell lines were transfected with the plasmid psnEGFP using the cationic polymers polyethylene imine (PEI) and 
DEAE-dextran. When transfection efficiency was measured, it was observed that the cell line BHK-21 is an excellent option for transfection 
with the PEI method. The best results were obtained when PEI was dissolved in NaCl 150 mM. When plates were centrifuged after addition of 
the PEI-DNA complexes, nearly 100% of transfected cells with low DNA concentrations were obtained. 

Keywords: Transfection, polyethylene imine, PEI, gene transfer, cationic polymers 
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El “3er. Taller Internacional de Vacunas Adjuvantes y Glicoconjugados – Adjuvant 2006”, se desarrolló entre el 
16 y el 20 de abril del 2006, en las instalaciones del Club Amigo, Varadero, provincia de Matanzas, con exitosas 
sesiones científicas y encuentros bilaterales entre profesionales que nos visitaron procedentes de 12 países de 
Europa, Asia y América. Se presentaron 29 conferencias por parte de investigadores cubanos y extranjeros 
distribuidas en 6 simposios, así como una sesión de carteles con 24 trabajos. La presencia foránea fue variada y de 
gran importancia en el campo de la investigación internacional en Vacunas y Adyuvantes: seis compañías 
extranjeras representadas, 3 universidades, seis instituciones de investigación de alto prestigio, así como la presencia 
de la OMS.  

[Colaboración del Dr. Oliver Pérez Martín, Vicepresidencia de Investigaciones, Instituto Finlay, Presidente del Comité 
Organizador del Taller y de la Sociedad Cubana de Inmunología.] 


