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RESUMEN

Las vesiculas extracelulares (VEs) son estructuras delimitadas por membranas lipidicas
liberadas por las células como parte de sus mecanismos de comunicacién intercelular, con
capacidad para modular procesos fisiolégicos o patoldgicos en células receptoras. Su
biogénesis y composicion molecular determinan estos efectos y dependen del estado de la
célula de origen. Durante el embarazo, la comunicacion intercelular es clave para sostener
procesos complejos como el establecimiento de la interfaz materno-fetal y la regulacion del
sistema inmune materno. En este contexto, el trofoblasto (tejido embrionario en estrecho
contacto con células maternas) libera VEs que median el didlogo materno-fetal, modulando
respuestas tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Actualmente, la informacion
disponible acerca de VEs trofobldsticas en contextos de infeccion es limitada, y no se han
reportado estudios que evaluan su perfil ante la exposicion de Toxoplasma gondii, patégeno

causante de la toxoplasmosis, la segunda infeccidn intrauterina mas frecuente.

En este sentido, el objetivo de este trabajo es establecer condiciones experimentales para el
estudio in vitro del perfil de VEs producido por la linea celular trofoblastica de primer
trimestre Swan-71, en respuesta a estimulos inflamatorios de distinta naturaleza: TNF-a
como modelo de estimulo proinflamatorio general y antigenos solubles de Toxoplasma
gondii como modelo de estimulo infeccioso. Para esto, se optimizaron las condiciones de
cultivo para la obtencidon de VEs, y los pardmetros para el andlisis de estas mediante rastreo
de nanoparticulas (NTA, ViewSizer 3000). Ademas, para monitorear el estado del cultivo, se
implementaron ensayos de viabilidad celular y, en ciertos casos, se evalud la liberacidn de

citoquinas.

Los resultados obtenidos permitieron estandarizar un sistema experimental definido para el
analisis de VEs liberadas por Swan-71. Se obtuvieron condiciones de andlisis por NTA que
permitieron una caracterizacidn consistente, se validaron ensayos para el monitoreo de la
actividad celular, y se definieron condiciones de cultivo que aseguraron la adecuada
obtencién de VEs para su evaluacién. Bajo estas condiciones definidas, se logré por primera

vez caracterizar el perfil basal de VEs liberado por Swan-71 mediante NTA, obteniéndose



distribuciones de tamafio consistentes con lo reportado para células trofoblasticas. Frente a
TNF-0 y antigenos solubles de T. gondii, se indujeron respuestas celulares detectables
(disminucion moderada de la actividad metabdlica y aumento en la liberaciéon de IL-6,
respectivamente), sin afectar significativamente la viabilidad del cultivo ni el perfil de VEs

liberadas.

En conjunto, este trabajo establece un sistema reproducible para el estudio por NTA de VEs
liberadas por la linea celular Swan-71, permitiendo caracterizar su perfil vesicular basal y
constituyendo un punto de partida para la investigacion del rol de estas VEs durante la

inflamacién y la infeccion.



INTRODUCCION

Vesiculas extracelulares y su estudio

Las vesiculas extracelulares (VEs) son estructuras liberadas por células, delimitadas por
membranas lipidicas en las cuales se empaquetan diversas biomoléculas, y sin capacidad de
autorreplicaciéon (1). Son generadas en el interior celular y luego liberadas al espacio
extracelular, donde, al llegar a células blanco, actian como senales mediadoras de
comunicacion intercelular. Segun los componentes presentes en ellas, tienen la capacidad de
modular la actividad celular afectando el desarrollo de procesos tanto fisiolégicos como
patoldgicos. Un ejemplo de esto ultimo es la regulaciéon de la expresion génica
post-transcripcional en la célula blanco mediada por microARNs y ARN mensajeros

transportados por VEs (2,3).

El término vesiculas extracelulares engloba una gran diversidad de estructuras, con diversos
tamanos, contenido, composicion de membrana y origenes. Segun su biogénesis pueden
clasificarse dos tipos principales: exosomas y microvesiculas.

Ademas las células apoptadticas, también liberan una gran diversidad de estas estructuras
lipidicas a partir de diferentes procesos biogénicos, tales como ampollas apoptéticas
generadas por gemacion externa de la membrana plasmatica, cuerpos apoptdticos o VEs

derivadas de la fragmentacién de apoptopodios (2).

Los exosomas se generan como vesiculas dentro del lumen de endosomas por gemacién
interna de su membrana, dando lugar a endosomas multivesiculares, una estructura
intermedia del sistema endosomal. Este proceso es mediado por maquinarias celulares
particulares, las cuales se asocian a microdominios en la membrana del endosoma para
generar su gemacion y fision. Otras maquinarias también reclutan y seleccionan los
componentes citosolicos a ser empaquetados por los exosomas a estos microdominios. La
secreciéon de los exosomas, requiere del transporte intracelular de los endosomas
multivesiculares hacia la membrana celular para su fusion, permitiendo la liberacién de las

vesiculas intraluminales (exosomas) al medio extracelular (3).
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Las microvesiculas son generadas por la gemacion externa de la membrana plasmatica
celular, liberandose directamente al espacio extracelular. Su formacidn y liberacién ocurre en
respuesta a diversas sefiales mediadas por la concentracién aumentada de Ca*". Para que el
proceso de gemacidn ocurra, se requieren cambios en la composicidn proteica y lipidica de
la membrana, que permitan su deformacion y la reestructura del citoesqueleto de actina
subyacente. Los componentes citosdlicos por empaquetar se asocian al lado interno de la

membrana en el sitio de gemacion (3) (Figura 1).
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Figura 1. Vias de biogénesis de microvesiculas y exosomas. Adaptado de “Shedding light on the cell biology of extracellular
vesicles”, Van Niel et al. 2018 (3). a) Esquema general del origen celular de microvesiculas y exosomas. b) Se detalla

biogénesis de exosomas y el sistema endosomal celular. ILV: vesiculas intraluminales; MVE: endosomas multivesiculares.

La definicién de esto dos subtipos por abordajes metodolégicos no es sencillo, sus tamafios
se superponen (los exosomas pueden tener un tamafio de 30 a 100 nm, y las microvesiculas
de 50 a 1000 nm), sus morfologias son similares, y actualmente no existen marcadores
proteicos universales ni protocolos que permitan diferenciar las vias de biogénesis. Los
protocolos utilizados actualmente para la obtencién de VEs resultan en una mezcla
heterogénea de vesiculas de biogénesis desconocidas. Debido a esto y para evitar un uso
incorrecto de la terminologia, se recomienda utilizar el genérico “vesiculas extracelulares”,
seguido de los términos descriptivos definidos en caso de ser necesario (por ejemplo,

haciendo referencia a su tamafio o densidad, como “VEs pequefias”); la nomenclatura
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referida a la biogénesis debe usarse solo en presencia de evidencia sélida que la respalde
(1,3). Ademas, la investigacién en VEs enfrenta multiples desafios y complejidades
metodoldgicas, entre ellos la adecuada separacién de particulas no vesiculares, la
unificacién de la nomenclatura y la caracterizacidon de sus poblaciones. En vistas del rapido
avance de este campo, surge con mayor fuerza la necesidad de contar con directrices
minimas que permitan la estandarizacion de su estudio, favoreciendo el rigor metodoldgico,
la reproducibilidad y transparencia de los resultados obtenidos en el trabajo en este campo

de estudio (1).

El trabajo con VEs involucra ciertos pasos comunes y esenciales: elecciéon de una muestra de
partida desde la cual se obtendran VEs, separacidn, concentracidn y caracterizacion de VEs.
Luego pueden desarrollarse estudios relacionados a su liberacién e impacto en otras

poblaciones celulares por estudios funcionales (1).

La separacion y concentracion de VEs puede realizarse por diversas metodologias basadas
en diferentes caracteristicas biofisicas de estas particulas, como su tamafio, densidad, carga
y componentes de superficie (marcadores especificos). Una metodologia ampliamente
utilizada es la ultracentrifugacién diferencial. Esta permite, mediante la aplicacién de fuerza
centrifuga, la separacion por tamafios dentro de una muestra que contiene VEs, y de la cual
las células donantes o tejidos ya han sido eliminados por centrifugaciones previas de menor
velocidad. Este proceso, como muchos otros de separacion, no logra un aislamiento total de
VEs, sino que muchas veces estas son co-aisladas junto con nanoparticulas de tamanos
similares (como por ejemplo particulas de lipoproteinas o ribonucleoproteinas) (1). Por lo
tanto, términos tales como “muestra enriquecida en VEs” pueden ser mas apropiados para
referirse al producto obtenido luego de la separacion y concentracién de VEs.

Por otro lado, una vez obtenida la muestra enriquecida en VEs, su caracterizacién impone
nuevos desafios. Estos se deben a: la heterogeneidad molecular y de tamanos de las
particulas en la muestra, y la falta de especificidad por VEs de muchas de las técnicas
utilizadas para su caracterizacion. Para sortear estas dificultades, se recomienda la utilizacién
de métodos ortogonales (métodos que no presentan las mismas limitaciones de medida). La

caracterizacién de las VEs en la muestra puede implicar: la cuantificacion del nimero de
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particulas, su tamafio, la cuantificacion de proteina, lipidos y/o ARN totales, la evaluacién de

su morfologia, la determinacion de su composicidn proteica, entre otros (1).

Una técnica ampliamente utilizada para la caracterizacion de muestras de VEs es el rastreo
de nanoparticulas o NTA por sus siglas en inglés (Nanoparticle Tracking Analysis). Esta
técnica permite estimar la distribucién de tamafio y concentracion de particulas de una
muestra, superando dificultades presentes en otros métodos dpticos para la caracterizacién

de nanoparticulas en suspension, como el DLS (Dynamic Light Scattering).

El NTA se basa en la capacidad de rastrear el movimiento browniano de las particulas
individuales en suspensién, para determinar su coeficiente de difusién, y a partir de este
calcular el didmetro de cada particula por la ecuacion de Stokes-Einstein. Para esto, un laser
monocromatico atraviesa la suspension, y la luz dispersada por las particulas presentes en
ella es registrada en video por una camara instalada sobre un microscopio dptico. A partir
del video registrado, se rastrea el desplazamiento de cada particula en funcién del tiempo
(4-6) (Figura 2). Esta técnica presenta multiples ventajas, como su realizacidn en fase liquida
(lo cual evita la disrupcién de las propiedades fisicoquimicas de las VEs estudiadas) la facil
preparacion de la muestra y la capacidad de recuperacién de la misma luego de realizadas
las medidas. Sin embargo, una de sus principales ventajas, es la capacidad de evaluar
poblaciones de nanoparticulas heterogéneas en tamano dentro de una misma muestra
(muestra polidispersa), lo cual no es posible mediante DLS, el cual ha sido por varias décadas

uno de los principales métodos para la evaluacidn de tamafios de nanoparticulas (7).

El DLS sigue principios similares al NTA, registrando la dispersién de la luz y evaluando el
movimiento browniano de particulas suspendidas. Sin embargo, el DLS solo otorga datos
fiables cuando un solo tamafio de particulas esta presente en la suspensién (muestra
monodispersa), y sus medidas se ven influenciadas por las particulas mas grandes cuando
una muestra polidispersa es evaluada. El NTA logra evitar esta limitante al considerar a las
particulas de forma individual, permitiendo la evaluacion de muestras polidispersas.
Ademas, el NTA, a diferencia del DLS, permite una visualizacién en tiempo real de las
particulas analizadas, permitiendo detectar si un fendmeno de agregacién estuviera

presente (6,7).
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Figura 2. Esquema del equipo de NTA ViewSizer 3000 (HORIBA). El sistema dptico de este equipo utiliza tres Idseres con
diferentes longitudes de onda (635, 520 y 450 nm) que atraviesan la muestra. La luz dispersada por las particulas es
captada por una cdmara acoplada a un microscopio, lo que permite la proyeccion digital de la imagen aumentada.
Adaptado de “Nanoparticle Tracking Analysis for the Quantification and Size Determination of Extracellular Vesicles”.

Comfort et al. 2021(5).

A pesar de sus ventajas, una de las mayores limitaciones del NTA para la caracterizacion de
VEs (también presentada por el DLS) es que no es un método especifico para la deteccion de
VEs, sino para particulas en determinado rango de tamano, pudiendo detectar también
particulas co-aisladas no vesiculares (como lipoproteinas o complejos proteicos) en la
muestra analizada. Debido a esto, los resultados obtenidos por esta técnica deben ser
considerados cuidadosamente. Por ejemplo, al hacer referencia a las medidas obtenidas por
NTA es correcto referirse a “particulas” (o “nanoparticulas”) y no estrictamente a “vesiculas
extracelulares”. Ademas, actualmente no se ha podido establecer un limite de deteccién

claro para el NTA (1).

El ViewSizer 3000 (HORIBA), el instrumento de NTA a utilizar en este trabajo, fue
recientemente introducido al mercado y logra, a través de mejoras en hardware y software,
sobreponerse a diversas limitaciones en equipos anteriores. Su actualizacién mas destacada
es la inclusidon de tres laser (450 nm, 520 nm y 635 nm), permitiendo el analisis simultaneo
de la muestra con tres longitudes de onda y, en consecuencia, la obtencién de informacion
sobre un rango mas amplio de tamafios de particulas dentro de una misma muestra (5)

(Figura 2).
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Vesiculas extracelulares en la gestacion

El potencial de las VEs en la comunicacion intercelular cobra especial relevancia en procesos
que requieren de un alto nivel de didlogo celular entre poblaciones celulares, tales como la

generacion y establecimiento de la interfaz materno-fetal en el embarazo.

El desarrollo del embarazo es acompanado por una serie de adaptaciones inmunolégicas
particulares que permiten la tolerancia, desarrollo y proteccién del feto, mientras mantienen
la homeostasis inmune. Por un lado, el sistema inmune de la mujer gestante debe adaptarse
para acompaiar los diversos cambios fisiolégicos que ocurriran a lo largo de la gestacion.
Por otro, la presencia de aloantigenos paternos en el feto podrian provocar su rechazo por el
sistema inmune materno, por ende, es crucial el desarrollo de la tolerancia frente a los
mismos, al tiempo que deben mantenerse defensas competentes para continuar

protegiendo a la madre frente a diversos patégenos (2,8).

Para sostener esta compleja regulacion y adaptacidon inmune en el embarazo, a lo largo del
proceso intervienen diferentes mecanismos en la interfaz materno-fetal, en el cual el didlogo
entre células maternas y fetales resulta clave. Algunas de estas adaptaciones incluyen: la
disminucion de la actividad citotdxica de las células natural killer uterinas (uNK), la
polarizacion de macréfagos deciduales a un fenotipo alternativo M2, el aumento de células T
reguladoras, la liberacién de citoquinas inmunosupresoras, entre otros (2,9). Debido a su
estrecho contacto con células maternas, el trofoblasto se destaca por desempefiar un papel

fundamental promoviendo y regulando muchas de las adaptaciones mencionadas (Figura 3).

El trofoblasto es un tejido embrionario clave en los procesos de implantacidn y placentacién,
que interactla con las células maternas contribuyendo a la formacién de la interfaz
materno-fetal. Asimismo, se diferencia en diversos subtipos especializados, tales como

sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto y trofoblasto extravelloso (10).

La modulaciéon inmune llevada a cabo por el trofoblasto puede darse tanto a nivel local como

sistémico. Los procesos de modulacién inmune en el cual participa el trofoblasto son
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multiples, estando mayormente estudiados los desarrollados a nivel del microambiente
uterino (11). Sin embargo, recientemente, esta siendo mayormente considerada la liberacién
de material fetal proveniente del trofoblasto (vesiculas extracelulares, ADN fetal libre y
células fetales), pudiendo impactar tanto a nivel local como sistémico por su liberacion a la

circulacion materna (11).
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Figura 3. Representacion de la interfaz materno-fetal.

Particularmente, las vesiculas extracelulares se han identificado como mediadores centrales
del didlogo intercelular necesario para diferentes procesos fisioldgicos durante el embarazo,
tales como la implantacién, la decidualizacién, y el establecimiento de la interfaz
materno-fetal, transportando proteinas inmunorreguladoras, antigenos fetales, ARN vy
lipidos (2,12). En la circulacion de mujeres gestantes se ha identificado un aumento de
concentracién de VEs a medida que progresa la gestacion llegando a aumentar hasta 50
veces en comparacién con mujeres no embarazadas (13). Este incremento en la
concentracién de VEs es atribuida principalmente a VEs provenientes del trofoblasto (14), las
cuales son identificables por la presencia de marcadores proteicos propios de dicho tejido,
como las moléculas HLA-G (proteina solo presente en el trofoblasto extravelloso) (15)y PLAP

(fosfatasa alcalina placentaria) (14).

Las vesiculas extracelulares derivadas del trofoblasto pueden provenir de diferentes vias de

biogénesis (16) y ejercer efectos locales, al interactuar con células de la decidua y el
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miometrio, o bien alcanzar la circulacion materna y distribuirse hacia érganos sistémicos y
tejidos linfoides. Estas han demostrado desempenar un papel relevante en el desarrollo del
embarazo, contribuyendo al establecimiento y mantenimiento de la tolerancia materno-fetal
(17-19) y a la regulacidn de las distintas etapas gestacionales, caracterizadas por perfiles
inmunoldgicos especificos. Este efecto es logrado mediante la interaccién de estas VEs con
diversos tipos celulares, a través de componentes de membrana y citosélicos que modulan
multiples actividades celulares —como la migracion (20)— con impacto sobre sus funciones

inmunes, promoviendo fenotipos tolerogénicos o inflamatorios segun el contexto.

En embarazos saludables predomina una modulacion inmune hacia un fenotipo tolerogénico
o inmunosupresor. En este contexto, numerosas evidencias muestran cémo las VEs
trofoblasticas, mediante moléculas citosdlicas o de membrana reconocidas por células
inmunes maternas, regulan la actividad y capacidad de respuesta de estas ultimas. Por
ejemplo, se ha observado in vitro que la presencia del ligando NKG2D en VEs disminuye la
actividad citotdxica de células NK, T CD8+ y T y® al inducir la internalizacion de sus
receptores NKG2D (21). Asimismo, la presencia de sincitina-1 en VEs reduce la produccion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IFN-y en células maternas (22), entre otros

ejemplos.

También se hipotetiza que las VEs podrian contribuir al establecimiento de un fenotipo
tolerogénico a nivel sistémico, al transportar antigenos fetales junto con moléculas
inmunomoduladoras hacia 6érganos linfoides, donde serian internalizados por células
presentadoras de antigenos y posteriormente presentados a linfocitos maternos, induciendo

en estas un estado tolerogénico frente a antigenos fetales (2).

Ademads de sus funciones tolerogénicas, se plantea que las VEs trofoblasticas en un
embarazo sano también pueden favorecer un fenotipo inmunoldgico mdas activo o
inflamatorio, de acuerdo con la etapa del embarazo, dado que las fases iniciales y finales se

caracterizan por un microambiente inflamatorio (2).
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Vesiculas extracelulares trofoblasticas en embarazos patoldgicos

El estado celular es un factor determinante que influye directamente en el proceso de
liberacidon de VEs, sus vias de biogénesis predominantes, asi como su composicion proteica,
lipidica y de acidos nucleicos (3). Consecuentemente, durante embarazos patolégicos, que
pueden deberse a causas infecciosas o no infecciosas, se observan alteraciones en las VEs
liberadas desde la placenta, las cuales pueden desempefiar un papel activo, tanto como

parte del mecanismo patolégico o como defensa ante este (2,23).

Durante la gestacidn se pueden presentar patologias no infecciosas que afectan tanto la
salud materna como fetal, tales como preeclampsia, diabetes gestacional, sindrome
antifosfolipidico, entre otras. En varias de estas condiciones se ha observado un cambio en
los patrones de liberacién de vesiculas extracelulares derivadas de la placenta, tanto en su
perfil como en su contenido. Esta alteracién principalmente favorece a la generacién o el
mantenimiento de un microambiente inflamatorio que contribuye al desarrollo de la

patologia (24-29).

En embarazos con preeclampsia, se ha documentado un cambio en el perfil, contenido y
funciones bioactivas de las VEs placentarias, lo que favorece un ambiente inflamatorio. A
partir de muestras obtenidas de embarazos preeclampticos, se ha registrado un aumento en
la liberacidon de VEs derivadas de la placenta (24), cambios en sus propiedades angiogénicas
(28), asi como un cambio en su contenido de microARN (24) y en su perfil lipidico. Este
ultimo hallazgo fue asociado con la capacidad de estas VEs de inducir la polarizacion de
macrofagos hacia el fenotipo inflamatorio M1 (a diferencia del perfil tolerogénico tipo M2
gue adquieren los macrofagos durante gestaciones sanas) (27). Asimismo en estudios que
utilizan células trofoblasticas sometidas a condiciones de hipoxia como modelo de
preeclampsia, se ha observado que las VEs liberadas por estas células presentan alteraciones
en su contenido de ARN, las cuales se asocian con la activacion de vias inflamatorias en

células blanco (26).

Por otro lado, en estudios de diabetes gestacional y sindrome antifosfolipidico también se ha
observado cambios en los patrones de liberaciéon de VEs placentarias con impacto en la

inflamacidn local. En este contexto, en embarazos que cursan con diabetes gestacional se ha
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observado un aumento de VEs derivadas de la placenta y la capacidad de estas de aumentar
la liberacién de citoquinas proinflamatorias por células endoteliales del cordén umbilical
(25). Ademas, en estudios in vitro se observd que el estimulo de lineas celulares
trofoblasticas con anticuerpos antifosfolipidicos, genera tanto un aumento de la liberacién
de pequenas VEs, como del contenido de microARNs activadores de TLR 7 y 8 presentes en
ellas. Esto ultimo produce un aumento de IL-8 en células endometriales expuestas a estas

VEs, contribuyendo asi a la generacién de un ambiente inflamatorio (29).

Las patologias del embarazo de origen infeccioso pueden originarse tanto por infecciones
maternas que generan un ambiente inflamatorio desfavorable, como por patégenos capaces
de atravesar la barrera placentaria e infectar directamente al feto. El primer caso ocurre ante
una respuesta inflamatoria local o sistémica descontrolada frente a una infeccion no
contenida, la cual puede alterar la funcidn placentaria y comprometer el desarrollo fetal, aun
sin existir transmision vertical (30). El segundo caso implica la infeccién fetal y las
complicaciones asociadas, y es causada por un grupo de patdgenos particulares reunidos
bajo el acrénimo TORCH (Toxoplasma gondii, Rubéola, Citomegalovirus, Herpes Simple Virus

y otros) (31).

En ambos tipos de infeccidn, resulta esencial mantener un balance entre factores
pro/antiinflamatorios, tanto locales como sistémicos, para desplegar las respuestas inmunes
necesarias contra el patdgeno sin inducir respuestas que dafien la funciéon placentaria o
generen el rechazo inmunoldégico del feto implantado (32). En este contexto, es razonable
intuir que mecanismos regulatorios como las VEs liberadas por la placenta se vean
afectados. En cultivos de células trofoblasticas infectadas con Citomegalovirus se ha
observado un cambio de expresion en varios marcadores de superficie de las VEs liberadas
(33). Por otro lado, un estudio con una linea trofoblastica infectada con Listeria
monocytogenes (bacteria que infecta la placenta y frente a la cual el embarazo constituye un
estado de mayor vulnerabilidad), mostré6 que las VEs liberadas por el trofoblasto
presentaron un cambio en su contenido de ARN, induciendo un aumento en la produccién
de TNF-a llevando a una mayor susceptibilidad a la infeccién en células receptoras (34).
Estos cambios podrian contribuir a la modulacién de la respuesta inmune materna, ya sea a

favor de las defensas maternas o a favor del patégeno para mantener su infeccién. Sin
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embargo, existen pocos estudios que evallen las caracteristicas y el rol de la VEs derivadas

del trofoblasto frente a una infeccion.

Las patologias del embarazo generadas por infecciones que logran alcanzar tejidos fetales
son causadas por patdégenos pertenecientes al grupo TORCH, que comprenden bacterias,
virus o parasitos especificos adaptados para sortear los diversos mecanismos presentes en la
interfaz materno-fetal que constituyen la barrera placentaria y asi establecer la transmisién
vertical de patégenos al feto, la cual puede tener graves consecuencias para su desarrollo.

Las barreras pueden ser tanto fisicas, como quimicas o celulares. Dentro de estas, el
sincitiotrofoblasto tiene un papel esencial, por su naturaleza sincitial los patdgenos no
pueden atravesarlo debilitando uniones celulares, y posee una zona densa de filamentos de
actina por debajo del borde apical que dificulta el anclaje e ingreso de microorganismos al
tejido; protegiendo asi los tejidos fetales subyacentes. Por otro lado, también existen
barreras quimicas constituidas por la secrecién constitutiva de diferentes
inmunomoduladores por parte del trofoblasto, que actian de forma autocrina y paracrina,
tales como IL-1, IL-18, IL-1a (generados por la activacion constitutiva del inflamosoma en el
trofoblasto) y componentes antivirales (35). Estos ultimos engloban a interferones de tipo lll
y microARNs antivirales, que son liberados a través de VEs, confiriendo resistencia a las

células trofoblasticas y no trofoblasticas frente a infecciones virales (36).

Dentro de los patégenos TORCH, se encuentra el protozoario Toxoplasma gondii, el parasito
intracelular obligado causante de la Toxoplasmosis, una de las infecciones parasitarias
zoondticas mas prevalentes en todo el mundo y la segunda infeccién intrauterina mas
frecuente (37,38). En Uruguay la seroprevalencia es de 45,5% y tiene una tasa de
transmision congénita del 0,58% (37).

Si la infeccidn es contraida durante el embarazo, el pardsito puede ser transmitido al feto
generando multiples consecuencias que varian dependiendo de la edad gestacional al
momento de la infeccidon y el genotipo del parasito (37,38). En estos casos, las respuestas
inmunoldgicas desencadenadas a raiz de la infeccidn juegan un papel clave en determinar el
destino de la infeccion. Por ejemplo, una respuesta inflamatoria materna de tipo Th1 puede,
ademas de generar danos en la funcion placentaria, promover la transmision vertical del

parasito (32). Este hecho se debe a que las células inmunes de la decidua materna al
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activarse en respuesta a T. gondii pueden infectarse y transportar al parasito a través del
trofoblasto extravelloso; pudiendo infectar luego diversos tejidos fetales (36).

Las VEs placentarias liberadas durante la infeccion podrian jugar un papel clave en el
establecimiento de las respuestas inmunes locales. En infecciones con T. gondii se ha
reportado que tanto las VEs de origen parasitario como las del hospedero participan en la
modulacién de la interaccidon entre ambos. En este contexto, es particularmente relevante la
capacidad de T. gondii para alterar la secrecion de VEs en las células que infecta,
favoreciendo asi mecanismos de evasién o modulacién de la respuesta inmune del huésped
(32,39). Sin embargo, la posible alteracion de la liberacién de VEs por parte del trofoblasto
frente a la infeccién por T. gondii aun no ha sido abordada, lo que constituye un aspecto de

alto interés para comprender la inmunoregulacion en la placenta.

En este trabajo se pondrd a punto, por primera vez en el pais, una metodologia para
caracterizar el perfil de VEs liberadas en un modelo in vitro de trofoblasto ampliamente
utilizado, la linea celular Swan-71. Para ello se empleard el equipo ViewSizer 3000, un
sistema de analisis por rastreo de nanoparticulas (NTA), Unico disponible en Uruguay. El
desarrollo de esta metodologia no solo permitird evaluar si el perfil de VEs se modifica
frente a estimulos patoldgicos de distinta naturaleza (TNF-a, como modelo de ambiente
inflamatorio aumentado, y antigenos solubles de T. gondii, como modelo de patologia de
origen infeccioso), sino que ademas abrird la posibilidad de explorar nuevos estudios sobre

el didlogo celular en contextos fisioldgicos y patoldgicos de la gestacion.

OBIJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es establecer las condiciones experimentales éptimas
para el estudio in vitro del perfil de vesiculas extracelulares (VEs), producido por la linea

celular trofoblastica de primer trimestre Swan-71, en respuesta a estimulos inflamatorios.

Los objetivos especificos son:
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1. Optimizar las condiciones de cultivo celular, enriquecimiento y analisis de VEs, para

evaluar la produccién de VEs en células Swan-71.

2. Analizar los perfiles de VEs producidas in vitro por células Swan-71 en respuesta a

estimulos inflamatorios.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo

Mantenimiento celular

La linea celular Swan-71, derivada de trofoblasto humano de primer trimestre fue
gentilmente cedida por el Dr. Gil Mor de la Universidad de Wayne (EE.UU). Dicha linea se
aislo a partir de una placenta normal de siete semanas y luego se inmortalizé mediante

introduccion de la subunidad catalitica de la telomerasa (40).

Los cultivos se mantuvieron en botellas de 25 o 75 cm? hasta llegar a un 80% de confluencia,
en medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12,
Capricorn Scientific) suplementado con suero fetal bovino (SFB, Capricorn Scientific) al 10%
(v/v) y antibidticos (penicilina 6 mg/mL y estreptomicina 10 mg/mL), en condiciones
estandar de 37 °Cy 5% CO, en incubador humidificado (Esco Lifesciences). Para la realizacién
de los ensayos, las células se despegaron con tripsina 2% (m/v) y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 uM en amortiguador fosfato salino (PBS). Se contaron las
células en cdmara de Neubauer y la concentracidn se ajustd para el trabajo en placa de
pozos segln se indica en cada experimento.

Las células se mantuvieron en cultivo hasta llegar a 10-15 pasajes (segun comportamiento

de cultivo).
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Criopreservacion y recuperacion de la linea celular

En funcién de la preservacion de la linea celular, se generd un banco de células conservado
en nitrégeno liquido. Para esto se prepararon criotubos con suspensiones celulares de 2x10°
cel/ml en dimetilsulféxido (DMSO) 10% en SFB. Las alicuotas se dispusieron en un recipiente
de congelado Nalgene® Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific) y colocadas a -80 °C,
asegurando un enfriamiento lento hasta una temperatura final de -80 °C. Luego de un

minimo de 24 horas a -80 °C, fueron transferidas a nitrégeno liquido.

Las alicuotas de células se descongelaron en bafio de agua a 37 °C y, de inmediato, se
resuspendieron en 12 mL de DMEM-F12 a la misma temperatura. Posteriormente, se
centrifugaron durante 5 min a 350 g a temperatura ambiente para obtener el pellet celular.
Se mantuvo el cultivo celular en 12 ml de DMEM-F12, SFB 20% y antibidticos en botellas de
75 cm?, se renové el medio (12 ml de DMEM-F12, SFB 20% y antibidticos) a las 24 h para
eliminar células muertas o no adheridas. Al alcanzar un 80% de confluencia, las células se
despegaron con tripsina 2% (m/v) EDTA 1 uM vy se dejo el 10% de las células del cultivo en
DMEM-F12 con SFB 10% y antibiodticos hasta alcanzar nuevamente el 80% de confluencia. En

este punto se consideré el cultivo celular apto para emplear en ensayos.

Tratamiento del cultivo celular

Para el cultivo de células Swan-71 en ausencia de suero fetal bovino (SFB), estas fueron
inicialmente cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado con SFB 10% y antibidticos por
16 a 24 h para permitir su adherencia. Una vez adheridas, se realizd un lavado con PBS y se
realizé un cambidé de medio a DMEM-F12 con antibidticos en ausencia de SFB. Los tiempos
de incubacién celular en ausencia de SFB, el sistema de cultivo utilizado y la cantidad de

réplicas bioldgicas realizadas, se detallan para cada ensayo.

Para la incubacion de células Swan-71 con estimulos inflamatorios, fueron sembradas en
placas de 12 pocillos a una concentraciéon de 1x10° células por pozo, utilizando medio
DMEM-F12 suplementado con SFB 10% y antibidticos por 16 a 24 h para permitir su
adherencia. Una vez adheridas, se descartd el medio, se realizd un lavado con PBS y se

incubaron con diferentes concentraciones de estimulos inflamatorios disueltos en
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DMEM-F12 con antibidticos, en ausencia de SFB. Los estimulos inflamatorios evaluados
fueron el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) a 10 y 50 ng/ml, y antigenos solubles de
Toxoplasma gondii a 3 y 30 ug/ml. Las células fueron incubadas a 24 y 48 h. Se incluyeron
réplicas bioldgicas (el niumero de réplicas se detalla para cada experimento) y un grupo

control sin estimulo inflamatorio.

Preparacion de antigenos solubles de Toxoplasma gondii

Una muestra de pardsitos de la cepa RH de Toxoplasma gondii, cepa representativa del tipo |
de T. gondii adaptada al cultivo in vitro (41), fue donada por el Laboratorio de Apicomplejos
del Instituto Pasteur de Montevideo, y almacenada a -20 °C hasta su procesamiento. La
muestra fue centrifugada a 350 g por 5 minutos a 4 °C, y resuspendida en 1 mL de PBS.
Posteriormente, se realizd una sonicacién de 15 ciclos de 10 s de pulso y 30 s de descanso,
al 60% de potencia. Durante todo el procedimiento de sonicacion la muestra se mantuvo en
hielo. Para obtener los antigenos solubles de T. gondii, se realizaron una serie de
centrifugaciones. En primer lugar se realizé una centrifugacion de 15.000 g por 20 minutos a
4 °C, luego el sobrenadante obtenido fue sometido a una ultracentrifugacién a 120.000 g por
80 minutos a 4 °C para obtener el sobrenadante con antigenos solubles libre de VEs. Este fue
almacenado a -20 °C. Para la cuantificacién proteica en el sobrenadante fue utilizado un

ensayo de micro BCA.

Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad de los cultivos fue evaluada mediante dos ensayos colorimétricos distintos:
ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y ensayo de
reduccién de la resazurina. Ambos determinan la actividad metabdlica celular por un
cambio en la absorbancia. La absorbancia en ambos ensayos fue medida en un lector de

placas Labsystem multiscan MS.

Ensayo de MTT

En el ensayo de MTT la actividad metabdlica se mide como la acumulacion de formazan

(cristales violetas insolubles en agua) producidos tras la reduccion del reactivo MTT
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mediante la accion de enzimas presentes en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial (42).

Para la puesta a punto de esta técnica, se sembraron células en placas de 96 pocillos a
diferentes densidades. Se incluyeron cuatro réplicas biolégicas de las diferentes
concentraciones y un control negativo sin células. Luego de adheridas (16 a 24 h luego del
sembrado), se removié el medio y se incubd con el reactivo MTT diluido en PBS a 0,5
mg/mL, en un volumen de 200 ul por pocillo. La incubacién fue realizada a diferentes
tiempos para optimizar el protocolo. Para evaluar la acumulacion de cristales de formazan,
estos fueron solubilizados con dimetilsulféxido (DMSO) para su posterior medida de

absorbancia a 570 nm.

Ensayo de reduccion de la resazurina

El ensayo de reduccidon de la resazurina, se basa en la reducciéon de la resazurina por
reductasas mitocondriales y/o citoplasmatica produciendo resorufina. La accion de estas
enzimas y por ende de la actividad metabdlica, se observa como la disminucién de
resazurina en el medio (disminucidn de su absorbancia a 600 nm) y el aumento de
resorufina (aumento de su absorbancia a 570 nm). Esta variacion se interpreta mediante el
calculo del cociente Abs 570 nm / Abs 600 nm. A diferencia del ensayo de MTT, el sustrato y
el producto son permeables a las membranas celulares y solubles en agua, por lo cual no
requieren de un paso adicional de solubilizacion (43).

Para la puesta a punto de esta técnica, se sembraron células en placas de 96 pocillos a
diferentes densidades. Se incluyeron cuatro réplicas bioldgicas de las diferentes
concentraciones y un control negativo sin células. Luego de adheridas (16 a 24 h luego del
sembrado), se removid el medio y se incubd con resazurina diluida en PBS a 50 ug/mL, en un
volumen de 200 uL por pocillo.. La incubacidn fue realizada a diferentes tiempos para
optimizar el protocolo, y se midid la absorbancia a 570 y 600 nm.

Para la evaluacidn de la viabilidad celular de las células cultivadas en ausencia de SFB y en
presencia de estimulos inflamatorios, luego de retirar el sobrenadante se incubaron las
células por 2 h con resazurina 50 ug/mL. El volumen de resazurina utilizado por pocillo fue

de 500 uL en placas de 12 pocillos. Para todas las condiciones evaluadas se incluyeron
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réplicas bioldgicas (el niumero de réplicas se detalla en cada ensayo) y sus respectivos

controles.

Enriquecimiento de vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VEs) fueron obtenidas a partir del sobrenadante de células
incubadas en ausencia de suero fetal bovino (SFB), por 24 o 48 horas. Se considera el tiempo
0 como el momento del cambio de medio. Para enriquecer los sobrenadantes en VEs se
adaptaron protocolos de centrifugacion y ultracentrifugacién previamente reportados (44).

Los sobrenadantes obtenidos de las células se centrifugacién a 400 g por 10 min a 4 °C,
seguido por una centrifugacion de 15.000 g por 20 min a 4 °C para separar células no
adherentes y posibles debris celulares, recuperando el sobrenadante (fraccion S15).
Posteriormente, los sobrenadantes recuperados de estas centrifugaciones fueron sometidos
a una ultracentrifugacién a 120.000 g por 80 min a 4 °C en un equipo Sorvall MX 120
(Thermo Scientific), con seteo de aceleracion y desaceleracién a 9 y 5 respectivamente, para
obtener el pellet (fraccién P120). Se utilizd un rotor de angulo fijo de 30° (S120-AT2) y un
rotor oscilante (S52-ST). El pellet obtenido fue resuspendido en 400 uL de PBS filtrado por
filtros Amicon de 3 kDa, y almacenado a 4 °C para su analisis al dia o a los dos dias siguientes

de su obtencion.

Andlisis del perfil de vesiculas extracelulares

La caracterizacion del tamafio, y la cuantificacién de la concentracién de VEs purificadas de
los sobrenadantes en estudio, fue evaluada mediante rastreo de nanoparticulas (NTA, del
inglés Nanoparticle Tracking Analysis), mediante el equipo de NTA ViewSizer 3000 de Horiba.
Los parametros de grabacidon y procesamiento fueron ajustados para el sistema a evaluar
(muestra bioldgica enriquecida en VEs), tomando como referencia los parametros sugeridos
en el manual del equipo, la literatura existente y pruebas empiricas. En los casos en los
cuales fue necesario, se realizé una dilucién de la muestra con PBS filtrado, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se utilizé un volumen minimo de 400 uL de muestra para el

analisis por NTA y se evaluaron las réplicas bioldgicas individualmente. Luego de su analisis,
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la muestra fue recuperada. En todos los casos, se realizé la medida de un blanco, el cual

consistio en el analisis por NTA de la solucidn diluyente (PBS filtrado por Amicon de 3 kDa).

Cuantificacion de citoquinas

Para los ensayos de estimulacion con antigenos solubles de T. gondii, se evalud la
concentracién de interleuquina 6 (IL-6) liberada por las células utilizando el sobrenadante
obtenido de la ultracentrifugacidon, mediante un ensayo de inmunoadsorcidn ligado a enzima

(ELISA).

Se utilizd el kit de ELISA comercial DUOSET (R&D System) de acuerdo con el protocolo
recomendado por el fabricante y las concentraciones de anticuerpo indicadas en el kit. El
ensayo fue realizado en placas de 96 pocillos de alta adherencia (Nunc) que fueron
sensibilizadas con 100 pl/pocillo del anticuerpo de captura en PBS por minimo 16 h a
temperatura ambiente en cdmara hiumeda. Luego de realizar tres lavados con PBS-Tween 20
0.05%, se bloqued con 200 pL/pocillo de PBS-BSA 1% durante 1 h a temperatura ambiente
en camara humeda. Se repitieron los lavados y se agregd 100 pL/pocillo de las muestras a
dilucién adecuada o las soluciones estandar de citoquinas en PBS-BSA 1%, durante 2 h a
temperatura ambiente en cdmara humeda. Se repitieron los lavados y se incubd con 100
uL/pocillo del anticuerpo de deteccion diluido en PBS-BSA 1% y con 2% suero normal de
cabra durante 2 h a temperatura ambiente en camara humeda. Se repitieron los lavados y se
agregd 100 plL de estreptavidina conjugada a peroxidasa en PBS-BSA y se incubé por 20 min
en oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se realizaron los lavados y se incubaron las
placas con 100 pL de la solucidon de revelado (buffer acetato de sodio 0.1 M pH 5.5;
tetrametilbencidina 6 mg/mL en DMSO; H202 1%) durante 20 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Por Ultimo, la reaccidn se detuvo agregando 50 uL/pocillo de H2S04

2N y se midid la absorbancia a 450 nm en un lector de placas Labsystem multiscan MS.

Estadistica

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizd la prueba t de Student para la

comparacion entre dos grupos, ANOVA de una via para la comparacion entre mas de dos
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grupos, y ANOVA de dos vias para analizar el efecto de dos factores simultdaneamente en
mas de dos grupos. La significancia se indicé como: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vy
****Pp <0.0001. En todos los casos se empled el programa GraphPad Prism 8.

El nimero de réplicas varid segln el ensayo y se especifica en la seccidén de resultados, junto

con la prueba estadistica aplicada en cada caso.

RESULTADOS

Puesta a punto de un protocolo para la evaluacion del perfil de VEs

liberadas por Swan-71

En esta seccidn se presentan los procedimientos realizados para la puesta a punto de las
condiciones experimentales destinadas a evaluar el perfil de liberacion basal de VEs de la
linea celular Swan-71. Se optimizaron tanto las condiciones de cultivo celular como los

parametros de medicidn para el analisis por NTA.

Optimizacion de pardmetros para el andlisis por NTA
Con el objetivo de garantizar resultados reproducibles y confiables obtenidos de las

mediciones de concentracion y tamafio de particulas mediante la técnica de NTA se
optimizaron diversos pardmetros instrumentales y de analisis. Estos ajustes deben definirse
en funcién de las caracteristicas de la muestra analizada. Se considerd tanto las condiciones
de adquisicidn de los videos en los que se registran las trayectorias de las particulas, como

los criterios aplicados para su procesamiento y analisis.

En el manual de uso del equipo ViewSizer 300 se indican parametros recomendados de
grabacion y el procesamiento de datos para el andlisis de muestras de VEs (45). Estas
recomendaciones se incorporaron al protocolo de medicién, lo que mejord la deteccién,
cuantificacion y determinacién de tamafio de las VEs. Dos ajustes en particular fueron
evaluados para establecer su valor éptimo: el nimero de videos adquiridos y el tiempo de

espera luego de la agitacion (wait time).
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Para la realizacion de estas pruebas se utilizaron VEs provenientes de suero fetal bovino
(SFB). Se analizé la fraccion S15 obtenida a partir de medio de cultivo DMEM-F12
suplementado con un 10% de SFB, realizando las diluciones necesarias para su analisis por
NTA, hasta obtener una densidad de particulas en pantalla dptima (determinada
empiricamente siguiendo guia visual del manual del equipo). En este caso y debido la alta
concentracién de VEs en el SFB (46), no se realizé la concentraciéon de las VEs por

ultracentrifugacién.

El numero de videos recomendados por el fabricante para la deteccién de VEs es de 50,
donde cada uno de estos videos representa un campo de registro. Sin embargo, debido al
tiempo que implica adquirir ese numero de registros (lo que limita la cantidad de muestras
que pueden procesarse), se evaluaron mediciones realizadas con 25 y 15 videos. Para este
analisis se evalud la misma muestra manteniendo los parametros de registro (con un tiempo
de espera de 5s), variando Unicamente la cantidad de videos adquiridos. De forma general
se observd que al aumentar la cantidad de videos se aumenta la cantidad de particulas
detectadas por el equipo, sin impactar de forma significativa en la concentracién de
particulas (particulas/ml) y el tamafio de particulas determinado (Figura 4a). Aunque todas
las condiciones registraron cantidades de particulas por arriba del umbral recomendado,
posteriormente al realizar el andlisis de VEs trofoblasticas esto no fue posible con 15 videos.
Considerando estos resultados, en las siguientes medidas se continud registrando 25 videos,

permitiendo asi disminuir el tiempo de medida por muestra.

El tiempo de espera luego de la agitacion, refiere a la cantidad de segundos de reposo que
se le da a la muestra entre la agitaciéon y el comienzo de la grabacidon del video para el
registro de un nuevo campo. Este tiempo de espera tiene como objetivo la estabilizacién de
las particulas a medir, de forma que el Unico tipo de movimiento que persista en ellas sea el
movimiento browniano. La recomendacidon del fabricante para este parametro es de 3
segundos.

Se evaluaron mediciones realizadas con tiempos de espera de 1, 3 y 5 s utilizando la misma
muestra de VEs de SFB y adquiriendo 25 videos por muestra. Para los tiempos de espera 3 y

5 s no se observaron diferencias en la distribucién de tamafios obtenida (D50 de 149,17 nm
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y 151,12 nm respectivamente), mientras que con un tiempo de espera de 1 s los tamafios

registrados fueron menores (D50 de 15,67 nm) (Figura 4b).

Adicionalmente, con el fin de contar con un control de referencia para las mediciones
realizadas, se efectud el andlisis por NTA de una muestra equivalente (DMEM-F12 y SFB del
mismo lote) utilizando un equipo ZetaView previamente optimizado para el andlisis de VEs
en el Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPAM,

CONICET-UBA) . El analisis mostré una tamafio de particula caracterizado por un D50 de 97,7

nm.
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Figura 4. Optimizacion de parametros para NTA. Se midieron las nanoparticulas presentes en SFB, provenientes de la
fraccidon S15 de un medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con SFB 10%. Las diferentes distribuciones fueron obtenidas a
partir de una misma muestra analizada bajo diferentes pardmetros de medida (cantidad de videos y tiempo de espera). a)
Representacion del perfil de nanoparticulas en el medio de cultivo por NTA frente a la adquisicion de 50, 25 y 15 videos (en
todas las medidas se utilizé un tiempo de espera de 5s). Se representa la medida control realizada en el ZetaView. Los datos
se ajustaron a una distribucién gaussiana (la linea punteada indica la media) en un rango de 20 a 400 nm. Se indican
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valores promedio de concentracién (particulas/ml) y D50 (nm) para las diferentes condiciones de medida. b) Representacion
del perfil de nanoparticulas en el medio de cultivo por NTA frente a la adquisicion con 5, 3 y 1 segundo de tiempo de espera
(en todas las medidas se tomaron 25 videos). Se representa la medida control realizada en el ZetaView. Los datos se
ajustaron a una distribucion gaussiana (la linea punteada indica la media) en un rango de 20 a 400 nm. Se indican valores
promedio de concentracion (particulas/ml) y D50 (nm) para las diferentes condiciones de medida. c) Representacion del
perfil de nanoparticulas en el PBS filtrado por 3 kDa utilizado como blanco/diluyente. Los datos se ajustaron a una
distribucion gaussiana en un rango de 20 a 300 nm.

Una unica réplica bioldgica fue analizada.

Con el fin de seleccionar el diluyente mas adecuado para las muestras de VEs obtenidas de
sobrenadantes de cultivo de Swan-71, se evalud la cantidad de particulas presentes en PBS
filtrado por diferentes metodologias. Observamos que el PBS filtrado a 0,22 um vy
posteriormente por Amicon de 3 kDa, mostré una cantidad de particulas despreciable
(Figura 4c), por lo que fue seleccionado como blanco/diluyente para los ensayos

posteriores.

En la Tabla 1 se resumen los parametros de adquisicion y procesamiento seleccionados a
partir de esta puesta a punto para el posterior estudio por NTA de VEs producidas por la

linea celular Swan-71.

Ademads de contribuir a la optimizacidon de medida, estos ensayos permitieron confirmar la
alta presencia de nanoparticulas en el rango de tamafio esperado para VEs presentes en el
SFB, lo que evidencia la necesidad de incubar las células en condiciones libres de SFB para la

obtencién de VEs.

Tabla 1. Parametros de adquisicion y procesamiento definidos para el estudio de VEs. Se indica si la seleccion de las

condiciones optimizadas se baso en las recomendaciones del fabricante o en evaluaciones empiricas.

Parametros de adquisicion

Laser azul 210 mW Sugerido por fabricante
Laser verde 12 mW Sugerido por fabricante
Laser rojo 8 mw Sugerido por fabricante
Camera gain 30dB Sugerido por fabricante
Exposure 15 ms Sugerido por fabricante
Stirring time 1s Sugerido por fabricante
Wait time 3s Evaluado empiricamente
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Stir speed 350 rev/s Sugerido por fabricante

Number of Videos recorded |25 videos Evaluado empiricamente

Frames per video 300 Sugerido por fabricante

Frame rate (frames per
second) 30 fps Sugerido por fabricante

Temperatura 22 °C Sugerido por fabricante

Parametros de procesamiento

Detection threshold / Type 2 / Polydisperse Sugerido por fabricante
AutoThreshold Disabled Sugerido por fabricante
Feature radius 30 [pixels] Sugerido por fabricante
Tracking starts on 1 [frame] Sugerido por fabricante
Drift correction 0 [%] Sugerido por fabricante

Puesta a punto de ensayos de viabilidad celular
Una vez confirmada la necesidad de incubar las células en condiciones libres de SFB para la

obtencidn de VEs del sobrenadante de cultivo de Swan-71, surge la necesidad de evaluar la
viabilidad celular en estas condiciones. Para ello se realizd la puesta a punto de ensayos de
viabilidad mediante la evaluaciéon de la actividad metabdlica para la linea Swan-71; se
optimizaron el ensayo de MTT y el ensayo de reduccién de la resazurina. En ambos la puesta
a punto se realizd en condiciones de cultivo estandar (ver seccidon Materiales y métodos) , en
placas de 96 pocillos y se evalud el tiempo de incubacion de las células con el reactivo (MTT

o resazurina) asi como diferentes densidades celulares de sembrado.

Para el ensayo de MTT, se pudo detectar actividad metabdlica en todas las condiciones
ensayadas (5000 — 50.000 células/pocillo y 2 — 4 h, Figura 5a). Adicionalmente se observd
gue el ensayo fue mas sensible a la densidad celular de sembrado que al tiempo de
incubacién evaluado, ya que al aumentar la densidad celular se registré un aumento general
de la actividad metabdlica en todos los tiempos. Sin embargo, al analizar los pocillos con la
misma densidad celular, no se detectaron diferencias significativas al variar los tiempos de

incubacion.
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Figura 5. Puesta a punto de ensayos de actividad celular. a) Puesta a punto de ensayo de MTT. La franja roja indica el
rango basal de la absorbancia a 560 nm (Abs 560 nm), correspondiente al medio de cultivo. b) Puesta a punto de ensayo de
reduccion de resazurina. La franja roja indica el rango basal de la relacién de Abs 560 nm/Abs 600nm, correspondiente al
medio de cultivo.

Para ambos se muestran los resultados promediados de dos ensayos independientes de 4 réplicas bioldgicas cada uno. Se
indican con asteriscos los grupos que presentan aumento significativo en la relacion de absorbancia, con respecto al blanco

(One way - ANOVA).

En la puesta a punto del ensayo de reduccion de resazurina, también se pudo detectar
actividad metabdlica a partir de 5000 células/pocillo. En este caso, la sensibilidad de la
técnica dependiod tanto de la densidad celular como del tiempo de incubacion. A densidades
altas (20.000 y 50.000 células/pocillo), se detecté actividad metabdlica en todos los tiempos
evaluados, la cual aumentdé al incrementar el tiempo de incubacidon. En densidades
intermedias (5.000 y 10.000 células/pocillo), la sefial aumentd progresivamente con el
tiempo de incubacion. En contraste, en la densidad mas baja (1.000 células/pocillo) no se

evidencio reduccion de resazurina en el rango de tiempo analizado (Figura 5b).

Para ambos ensayos, determinamos trabajar con un tiempo de incubacion del cultivo celular
con el reactivo de 2 horas, y una densidad de siembra de 10.000 - 20.000 células/pocillo en
una placa de 96 pocillos. Estos valores permiten detectar la actividad metabdlica sin requerir
tiempos largos de incubacién y evitan alcanzar la saturacion del ensayo. Por otro lado,
tomando en cuenta la simplicidad y reproducibilidad de la técnica, decidimos solo continuar
con el ensayo de reduccidn de la resazurina como metodologia para evaluar la viabilidad

celular.
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Determinacion de las condiciones de cultivo para obtencion de VEs derivadas de

Swan-71.

Como ultima etapa de optimizacidn, procedimos a determinar las condiciones de cultivo
para garantizar la obtencién de una cantidad suficiente de VEs para su andlisis por NTA.
Evaluamos, el area de cultivo, y la densidad celular de sembrado a diferentes tiempos finales

para la cosecha de los sobrenadantes.

En primer lugar, se evalud la viabilidad celular al incubar las células en ausencia de SFB
durante 24, 48 y 72 h. En todos los tiempos evaluados se detectd actividad metabdlica. Se
observé una disminucion de dicha actividad en las células mantenidas sin SFB en
comparacion con aquellas cultivadas con medio suplementado con SFB al 10 %. Sin
embargo, aun en ausencia de SFB, se registré un aumento de actividad metabdlica celular al
aumentar el tiempo de incubacién (Figura 6). Estos resultados, nos habilitaron a continuar

en los siguientes ensayos con cultivos sin suplementacién de SFB.
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Condiciones de cultivo celular

Fig 6. Evaluacion de la actividad celular en ausencia de SFB. Se sembraron 10.000 células/pocillo en una placa de 96
pocillos, en ausencia y presencia de SFB 10%, se incubaron a 24, 48 y 72 h para la realizacion del ensayo de reduccion de la
resazurina. Se realizaron 4 réplicas bioldgicas por condicion. La franja roja indica el rango basal de la relacién Abs 560 nm /
600 nm correspondiente al medio de cultivo. Los * indican diferencias significativas entre condiciones en ausencia y
presencia de SFB en un mismo tiempo (t-test), mientras que los # indican diferencias significativas entre tiempos en grupos

en ausencia de SFB (ANOVA).

Luego, se estudid el area de cultivo como variable en los cultivos de células Swan-71,
buscando obtener muestras con VEs suficientes para ser medidas por NTA. Evaluamos la

concentracién de VEs obtenidas en una fraccién enriquecida del sobrenadante de: 2 botellas
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de cultivo de 75 cm? (T75) y un pocillo de una placa de cultivo de 12 pocillos (P12). En ambos
casos, una vez alcanzada su confluencia, las células fueron incubadas en ausencia de SFB por
48 horas, y se obtuvieron las muestras enriquecidas en VEs por protocolo de centrifugacion
y ultracentrifugacion. Posteriormente se evalué tanto la concentracién de VEs como su
tamafio por NTA. Adicionalmente, se evalué la viabilidad celular al momento de cosechar los
sobrenadantes por ensayo de resazurina de las células en la placa P12. Las superficies de

cultivo y el tiempo de incubacidn correspondientes se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de cultivo evaluadas. Se muestran las superficies de cultivo, y el tiempo de incubacidon en ausencia de
SFB, iniciando a partir de cultivos en confluencia.

Condiciones de cultivo evaluadas

Soporte de cultivo Area de crecimiento | Tiempo de incubacién
Pool de 2 T75 150 cm? 48 h
1 pocillo P12 3,5cm?’ 48 h

En ambos sistemas de cultivo se detectd una concentracién de particulas medibles por NTA,
observandose una reduccién proporcional al drea de cultivo. Para lograr una concentracion
adecuada de particulas en la celda de medicidn (45), fue necesario diluir entre 1/20y 1/100
las muestras obtenidas del pool de 2 frascos T75, mientras que las muestras provenientes de
un pocillo P12 pudieron medirse con diluciones de 1/2 o incluso sin dilucién previa (Figura
7a).

Respecto a la evaluacién de la actividad metabdlica, se observd un aumento a las 24y 48 h
en relacién con el tiempo O (Figura 7b). A partir de estos resultados se optd por continuar
trabajando con los cultivos celulares en P12, ya que permiten obtener una cantidad

analizable de VEs con un menor numero de células.
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Fig 7. Evaluacion de dos dreas de cultivo para la obtencion de VEs. Se evaluaron las nanoparticulas obtenidas de la
fraccién P120 del sobrenadante de células cultivadas en dos botellas de cultivo de 75 cm? (T75) y en un pocillo de una placa
de 12 pocillos (P12), incubadas 48 h en ausencia de SFB. En la placa de 12 pocillos también se realizo un ensayo de
reduccion de la resazurina evaluado a tiempo 0, a 24 y a 48 horas. a) Representacion del andlisis por NTA del perfil de
nanoparticulas obtenidas de ambos sistemas de cultivo. Los datos se ajustaron a una distribucion gaussiana (la linea
punteada indica la media) en un rango de 20 a 400 nm. Se indican valores promedio de concentracion (particulas/ml) y D50
(nm) para ambos sistemas. b) Evaluacion de la actividad metabdlica en células cultivadas en placa de 12 pocillos por ensayo
de reduccion de la resazurina en ausencia de SFB a tiempo 0, 24 y 48 horas.

Para las dreas evaluadas, se analizaron 2 y 4 réplicas bioldgicas respectivamente. Los asteriscos indican diferencias entre los
grupos evaluados (One way- ANOVA).

Por ultimo, se evalud la densidad de siembra en P12 para el andlisis de VEs en las fracciones
enriguecidas obtenidas de los sobrenadantes de cultivo. Para ello, se ensayaron tres
densidades celulares (75.000, 100.000 y 200.000 células/pocillo), en las cuales se evalud el
perfil de VEs por NTA, y la viabilidad celular. Las células se incubaron por 24 h en ausencia de
SFB, y se realizaron dos réplicas bioldgicas para cada condicién.

No se observd diferencias en la actividad metabdlica entre las condiciones ensayadas. Asi
mismo, el perfil de liberacién de VEs, considerando tanto la concentracién de particulas, asi
como el tamafio de las mismas (D50), no mostréd diferencias significativas entre las
densidades de siembra evaluadas (Figura 8). Por lo tanto, y considerando la posibilidad de
realizar ensayos con tiempos de incubacién mas prolongados, se decidié continuar

trabajando con una densidad de siembra de 100.000 células/pocillo en P12.

Caracterizacion del perfil basal de VEs producidas por la linea
celular Swan-71

Una vez optimizadas las condiciones de medida y cultivo celular se realizd la caracterizacion

del perfil de liberacién basal de VEs de la linea celular Swan-71, a 24 y 48 horas.
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Figura 8 - Evaluacion de la densidad celular de siembra en placa de 12 pocillos para la obtencion de VEs. Se evaluaron
tres densidades celulares en placas de 12 pocillos, cultivadas por 24 h en DMEM F12 sin SFB. a) Representacion del andlisis
por NTA del perfil de nanoparticulas liberadas. Los datos se ajustaron a una distribucion gaussiana (la linea punteada indica
la media) en un rango de 20 a 400 nm. Se indican valores promedio de concentracién (particulas/ml) y D50 (nm) para las
diferentes densidades celulares. b) Actividad metabdlica celular por ensayo de reduccion de resazurina. La franja roja indica
el rango basal de la relacion de Abs 560 nm/Abs 600 nm, correspondiente al medio de cultivo. Los grupos fueron
comparados por ANOVA.

Se promedian datos de dos réplicas bioldgicas

Se sembraron 100.000 células/pocillo en P12, que fueron incubadas por 24 y 48 h en
ausencia de SFB. A partir de los sobrenadantes de cultivo se enriquecieron las VEs por
centrifugacion y ultracentrifugacion para su posterior andlisis por NTA. Adicionalmente se
evalud la viabilidad celular a tiempo final. Observamos que las células se mantuvieron
metabdlicamente activas (Figura 9a) y el tamafio medio de las VEs liberadas no varié con el
tiempo de incubacién, manteniendo un valor medio de 107 + 15 nm (Figuras 9b y c). Sin

embargo, la concentracion de VEs aumentd significativamente a las 48 h de incubacion

(Figura 9d).

Respuesta a estimulos inflamatorios

Una vez caracterizado el perfil de liberacién basal de VEs de Swan-71, se estudio el efecto de
estimulos inflamatorios sobre su produccion. Para ello se empled TNF-a como estimulo
inflamatorio genérico y antigenos solubles de Toxoplasma gondii representativos de la
estimulacion en contexto infeccioso. Evaluamos adicionalmente la viabilidad celular en cada
ensayo, y en el caso de la estimulacidon con antigenos solubles de T. gondii también la

liberacidn de interleuquina-6 (IL-6) como medida de la respuesta celular
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Figura 9. Caracterizacion del perfil de liberacion de nanoparticulas liberadas por células Swan-71. Se sembraron 100.000
células/pocillos en placas de 12 pocillos, y se incubaron por 24 h'y 48 h en ausencia de SFB. a) Actividad metabdlica por
ensayo de reduccion de resazurina. La franja roja indica el rango basal de la relacién de Abs 560 nm/Abs 600 nm,
correspondiente al medio de cultivo. b) Representacion del andlisis por NTA del perfil de nanoparticulas liberadas. Los datos
se ajustaron a una distribucion gaussiana (la linea punteada indica la media), en un rango de 20 a 300 nm. c) Tamafio (D50)
de nanoparticulas por NTA (t-test). d) Concentracion de nanoparticulas promedio por NTA, los asteriscos indican diferencias

entre los grupos evaluados (t-test). Se muestra el promedio de al menos tres réplicas bioldgicas para cada condicion.

Frente al estimulo con TNF-a se observd una disminucion de la actividad metabdlica; sin
embargo, en ningun caso dicha reduccién superd el 23%. (Figura 10a). En relacidn con la
liberacién de VEs, la estimulacién con TNF-a no produjo cambios significativos en el perfil
obtenido para ninguna de las concentraciones de estimulo evaluadas (10 ng/mly 50 ng/ml).
El rango de tamafios de las particulas registrado se mantuvo comparable al control vy, tal
como se evidencio en ensayos previos, se mantuvo constante en el tiempo (Figura 10b y c).
Del mismo modo, la concentracion de particulas liberadas no se modificd significativamente
tras la estimulacién con TNF-a, aunque a las 48 h se observod una tendencia a la disminucién

de concentracién de particulas en presencia de estimulo inflamatorio (basal vs. TNF-a 10
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ng/ml p-valor=0,07; basal vs. TNF-a 50 ng/ml p-valor=0,06) y no se registra el incremento en

la concentracién de VEs por acumulacion observado en la condicién basal (Figura 10d).
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Fig 10. Viabilidad celular y perfil de nanoparticulas liberadas por células Swan-71 frente a diferentes concentraciones de
TNF-a. Se sembraron 100.000 células/pocillos en placas de 12 pocillos, se incubaron por 24 h y 48 h en ausencia de SFB y
presencia de TNF-a. a dos concentraciones diferentes (10 ng/ml y 50 ng/ml). El grupo control fue tratado en las mismas
condiciones en ausencia de estimulacion (0 ng/ml). a) Actividad metabdlica por ensayo de reduccion de la resazurina (la
franja roja indica el registro del blanco). Los asteriscos indican diferencias significativas en la relacion de absorbancia (2 way
ANOVA). b) Representacion del andlisis por NTA del perfil de nanoparticulas liberadas a 24 y 48 h frente a las distintas
concentraciones de TNF-o. Los datos se ajustaron a una distribucion gaussiana (la linea punteada indica la media), en un

rango de 20 a 300 nm. c) Tamafo (D50) de las nanoparticulas evaluadas por NTA (2 way ANOVA). d) Concentracion de
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nanoparticulas promedio evaluadas por NTA. Los asteriscos indican un aumento significativo de nanoparticulas a 48 h en
condiciones basales (2 way ANOVA).

Se muestra el promedio de al menos tres réplicas bioldgicas para cada condicion.

Finalmente se estudié el perfil de liberacién de VEs de Swan-71 incubadas con antigenos
solubles de T. gondii (3 pg/mly 30 pg/ml). Para la realizacién de estos ensayos, se prepard
un extracto de antigenos solubles de T. gondii utilizando la cepa de referencia RH, una cepa

de alta virulencia, obteniéndose una preparacion con un contenido proteico total de 888 ug.

En primera instancia, se realizé un estudio cinético (24 y 48 h) empleando distintas
concentraciones de antigenos solubles de T. gondii con el fin de caracterizar la respuesta
inicial de las células. La estimulacidn incrementd la produccion de IL-6 (Figura 11b) sin
afectar la actividad metabdlica celular (Figura 11a) ni el perfil de VEs liberadas al
sobrenadante de cultivo, tanto en tamafio (Figuras 11e) como en concentracion (Figura
11f). En los sobrenadantes de células estimuladas durante 24 h se observé una cantidad
limitada de particulas dentro del rango de tamafos analizado (20-300 nm) lo que dificulté
las mediciones y redujo la cantidad de réplicas aptas para el andlisis, restringiendo asi el

tratamiento estadistico.

Debido a las dificultades observadas en el analisis y a la disponibilidad limitada de antigeno,
los ensayos de estimulacién con antigenos solubles de T. gondii se repitieron Unicamente al
tiempo de 48 h, incrementando ademas el numero de réplicas.

Nuevamente se observé que la actividad metabdlica se mantuvo sin cambios (Figura 12a) y
gue la concentracidon de IL-6 aumentd de manera dependiente de la concentracion de
estimulo (Figura 12b). Asimismo, el analisis por NTA corrobord la ausencia de cambios en el
tamano y en la concentracién de particulas liberadas en las dos concentraciones de antigeno

evaluadas (Figuras 12 ¢, d, e).
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Fig 11. Respuesta celular y perfil de nanoparticulas liberadas por Swan-71 frente a diferentes concentraciones de
antigenos solubles de Toxoplasma gondii a 24 y 48 horas. Se sembraron 100.000 células/pocillos en placas de 12 pocillos,
se incubaron por 24 h y 48 h en ausencia de SFB y presencia de TNF-o. a dos concentraciones diferentes (3 ug/ml'y 30
ug/ml). El grupo control fue tratado en las mismas condiciones en ausencia de estimulacion (0 ug/ml). a) En todas las
condiciones evaluadas se registré actividad metabdlica por ensayo de reduccion de la resazurina, la linea roja indica el
registro del blanco (2 way ANOVA). b) Cuantificacion de IL-6 en sobrenadantes mediante ELISA (2 way ANOVA). c) y d)
Representacion del andlisis por NTA del perfil de nanoparticulas liberadas a 24 y 48 h frente a las distintas concentraciones
de antigenos solubles de T. gondii. Los datos se ajustaron a una distribucion gaussiana (las lineas punteadas indican la
media), en un rango de 20 a 300 nm. e) Tamafio (D50) de las nanoparticulas evaluadas por NTA (2 way ANOVA). f)
Concentracion de nanoparticulas evaluadas por NTA (2 way ANOVA), se registran diferencias entre la concentracion de

particulas liberadas de forma basal entre los tiempos evaluados (t-test).
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Se muestra el promedio de 4 réplicas bioldgicas para ensayos de resazurina y ELISA. En los andlisis por NTA se consider? al
menos 1 réplica bioldgica para ensayos a 24 h'y al menos 3 para ensayos a 48 h (las muestras basales en ambos tiempos

contaron con 4 réplicas bioldgicas). Los asteriscos indican diferencias significativas entre grupos.
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Fig 12. Respuesta celular y perfil de nanoparticulas liberadas por Swan-71 frente a diferentes concentraciones de
antigenos solubles de Toxoplasma gondii a 48 horas. Se sembraron 100.000 células/pocillos en placas de 12 pocillos, se
incubaron por 48 h en ausencia de SFB y presencia de antigenos solubles de T. gondii dos concentraciones diferentes (3
ug/ml y 30 ug/ml). El grupo control fue tratado en las mismas condiciones en ausencia de estimulacién (0 ug/ml). a) En
todas las condiciones evaluadas se registré actividad metabdlica por ensayo de reduccion de la resazurina (la franja roja

indica el registro del blanco), sin diferencias entre los grupos (ANOVA). b) Cuantificacion de IL-6 en sobrenadantes mediante
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ELISA (ANOVA). c) Representacion del andlisis por NTA del perfil de nanoparticulas liberadas a 48 h post-estimulo con
antigenos solubles de T. gondii. Los datos se ajustaron a una distribucion gaussiana (las lineas punteadas indican la media),
en un rango de 20 a 400 nm. d) Tamario (D50) de las nanoparticulas evaluadas por NTA frente a distintas concentraciones
de estimulo (ANOVA). e) Concentracion de nanoparticulas evaluadas por NTA frente a distintas concentraciones de estimulo
(ANOVA). Se muestra el promedio de por lo menos cinco réplicas biolégicas para cada condicién. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre grupos.

DISCUSION

El trofoblasto juega un papel fundamental en la modulacién del sistema inmune materno,
regulando diferentes adaptaciones inmunoldgicas, locales y sistémicas, que son necesarias
para el desarrollo del embarazo. Entre estas se encuentra la liberacidn de vesiculas
extracelulares, las cuales han probado ser un mecanismo de regulacién relevante durante la
gestacién, estableciendo y fomentando la comunicacidon entre las diversas poblaciones
celulares involucradas en este proceso (10,11). Sin embargo, aunque existen trabajos que
abordan el rol de estos componentes en el desarrollo del embarazo y establecimiento
fisiolégico de la tolerancia inmunolégica (2,12,17-19), son pocos los estudios que
investiguen su funcion y liberacion durante la patologia, especialmente durante la infeccion.
Particularmente, hoy en dia, no existen trabajos que estudien el rol de las vesiculas
extracelulares del trofoblasto ante la infeccion o contacto con Toxoplasma gondii, un
patégeno de alta prevalencia perteneciente al grupo TORCH que puede generar multiples

consecuencias durante el embarazo.

En este contexto, en el presente trabajo se comenzaron estudios del perfil de VEs producidas
por una linea celular trofoblastica de primer trimestre (Swan-71), en respuesta a estimulos
inflamatorios de distinta naturaleza: TNF-alfa y antigenos solubles de T. gondii. Como
primera etapa, se establecieron las condiciones experimentales y de medida para el estudio
de las VEs liberadas por esta linea celular mediante rastreo de nanoparticulas (NTA).
Posteriormente, se caracterizaron el perfil de liberacién basal de VEs de Swan-71, en
respuesta a TNF-a como modelo de estimulo proinflamatorio general y antigenos de T.

gondii como modelo de estimulo infeccioso.
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El analisis mediante NTA para la caracterizacion de VEs, constituye una herramienta
ampliamente establecida en este campo de estudio (1,4,47). La primera etapa de este
trabajo requirid la estandarizacién de parametros de adquisiciéon especificos para el tipo y
concentracién de las muestras obtenidas, dado que la precisién de la técnica depende del
numero de eventos registrados y de la estabilidad del rastreo de particulas (45). La
optimizacion realizada permitiéd reducir el nimero de videos registrados de 50 a 25 sin
comprometer la calidad de la medicién, representando una mejora metodoldgica
significativa. Las pruebas iniciales con VEs derivadas de SFB sugirieron que incluso 15 videos
podian ser suficientes, dada la alta concentracién de particulas presentes en estas muestras
(46). En cambio, las muestras de VEs derivadas de Swan-71 presentaron concentraciones de
particulas menores, lo que justificd la necesidad de conservar 25 videos para alcanzar el
umbral minimo de deteccién del equipo (45). Asi mismo, la determinacién de un tiempo de
estabilizacion de 3 segundos posterior a la agitacidon de la muestra resulté critica para evitar
desplazamientos residuales que interfirieran con la estimacién de tamafio de las particulas.
Esta observacién subraya la necesidad de considerar cuidadosamente las condiciones de
adquisicidon, dado que incluso variaciones minimas pueden introducir sesgos en las
mediciones.

La comparacién con mediciones obtenidas mediante otro sistema de NTA (ZetaView)
permitié validar los registros obtenidos en el equipo disponible en nuestro pais. Las
variaciones detectadas en los tamainos medios registradas entre ambos equipos se atribuyen
principalmente a las diferencias en la configuraciéon éptica (triple iluminacién ldser en
ViewSizer 3000 frente a un unico laser en ZetaView), que condicionan el rango de tamafios
detectables (5,48). Aun asi, los valores obtenidos fueron consistentes con los esperados para

VEs, respaldando el procedimiento empleado.

Las pruebas iniciales confirmaron la alta carga de nanoparticulas presentes en el SFB dentro
del rango de tamafio correspondiente a las VEs, reforzando la necesidad de trabajar en
condiciones libres de suero para asegurar el origen exclusivamente trofoblastico de las
particulas analizadas. No obstante, dado que el SFB aporta componentes esenciales para la
adhesion, proliferacion y mantenimiento del cultivo celular (49), su eliminacién requirid el
monitoreo del estado y viabilidad de las células durante el ensayo. Para ello se optimizaron

los ensayos de MTT y de reduccion de la resazurina, ampliamente utilizados como
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indicadores de viabilidad celular (42,43). El ensayo de reduccion de resazurina se selecciond
para las etapas posteriores por su sensibilidad y simplicidad operativa. Los resultados
confirmaron que las células Swan-71 pueden mantenerse viables en ausencia de SFB;
aungue la actividad metabdlica disminuyd respecto al cultivo suplementado. Por otro lado,
el aumento progresivo registrado en la actividad metabdlica en relacidn al tiempo de cultivo
indicdé que las células conservaron su capacidad proliferativa (43). La confirmacién del estado
metabdlico del cultivo es particularmente relevante, ya que distintos tipos de estrés (incluida
la privacién de suero) pueden modificar biogénesis y liberacién de VEs (50-52). Asegurar
gue las células se mantienen activas y no comprometidas permite interpretar el perfil de VEs
como representativo del estado basal de la linea Swan-71.

Finalmente, la comparacion de superficies de cultivo nos permitié establecer condiciones
eficientes para la obtencién de VEs, compatibles con futuros ensayos de estimulacién.
Aunque las botellas T75 rindieron altas concentraciones de particulas, su uso no resultd
operativo para estudios con diversas condiciones experimentales. El escalado a placas de 12
pocillos permitié trabajar con volumenes mas acotados proporcionando muestras de VEs
dentro del rango 6ptimo de mediciéon, y facilitd la realizacion de réplicas bioldgicas. La
evaluacion de diferentes densidades celulares de sembrado mostré produccién de VEs
comparable entre condiciones, posiblemente debido a la inhibicién por contacto de las
densidades mas elevadas (53). En este contexto, se optd por la densidad intermedia de
100.000 células por pocillo, que permitid6 mantener el cultivo en fase de crecimiento

evitando la sobreconfluencia.

En conjunto, las condiciones optimizadas (cultivo en placas de 12 pocillos, con una densidad
de sembrado de 100.000 células por pocillo, incubando 24-48 h en condiciones libres de
SFB) y los pardmetros de adquisicidon estandarizados para NTA nos brindan condiciones de
cultivo reproducibles, para evaluar el perfil de VEs, garantizando la viabilidad celular y

evitando la incorporacién de vesiculas exdgenas al sistema.

El establecimiento de condiciones experimentales claras para la obtencién y andlisis de VEs,
es esencial para asegurar la reproducibilidad e interpretacién adecuada de los resultados,
especialmente considerando que distintos métodos de enriquecimiento y caracterizacion

introducen sesgos particulares (1,51). En este trabajo, se empled para el enriquecimiento de
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la muestra en VEs la ultracentrifugacion diferencial, una estrategia ampliamente utilizada y
estandarizada que facilita la comparabilidad entre laboratorios, aunque presenta la
desventaja de co-aislar nanoparticulas no vesiculares (como agregados proteicos) de tamafio
similar, lo que puede afectar la pureza de la fraccién obtenida (1,51). Para minimizar la
presencia de componentes no vesiculares, se realizaron centrifugaciones previas a menor
velocidad, aceptando en que en estas se pierden VEs de mayor tamafio (150 a 1000 nm). En
concordancia con la literatura reportada, las velocidades de ultracentrifugacion utilizadas
(100.000 - 200.000 g) favorecen el enriquecimiento en vesiculas pequefnas (40 a 150 nm)
(54,55). La decisién metodoldgica de priorizar la obtencion de una fraccion mas pura, en
lugar de maximizar la diversidad de poblaciones vesiculares, fue consistente con las
recomendaciones de la ISEV (International Society for Extracellular Vesicles) (1) y con la
técnica de caracterizacion utilizada. Dado que el NTA no permite distinguir entre VEs y
particulas no vesiculares, esta estrategia disminuyé la sobreestimacion en los resultados.
Para garantizar mayor pureza, se podrian incluir en estudios futuros un lavado adicional del
pellet (55,56) y/o una purificacién de la fraccién vesicular por gradiente de densidad,

teniendo en cuenta la menor densidad de las VEs respecto a particulas no vesiculares (54).

Las VEs liberadas basalmente por Swan-71 presentaron un didametro medio de 107 + 15 nm,
lo cual es consistente con los tamafios reportados de VEs aisladas por ultracentrifugacion
diferencial en trabajos previos con diferentes lineas celulares trofoblasticas (16,44,57,58).

En estudios con las lineas JEG-3 y HTR-8/Svneo, Salomon et al. (2014) si bien describen una
disminucion progresiva del tamafio de las VEs frente a diferentes pasos de enriquecimiento
(primeras rondas de centrifugacién, ultracentrifugacién y purificacién por gradiente de
sacarosa), estas variaciones se mantienen en el rango de las VEs pequeiias (aprox. 180, 120y
80 nm con cada paso respectivamente) (57). Esto respalda la eleccién metodolégica tomada
en este trabajo, ya que sugiere que el perfil vesicular obtenido tras la ultracentrifugacion
constituye una representacién adecuada de la poblacién de VEs trofoblasticas.

Ademas, el valor registrado coincide con los reportes previos especificos para Swan-71,
donde Atay et al. (2011) describen vesiculas de 95-118 nm por TEM y un tamafio mayor por
DLS (44), dado que esta técnica tiende a sobreestimar el didmetro en comparacion con un

andlisis por NTA (59,60).
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Las caracterizacion por NTA del perfil vesicular reportado para otros modelos trofoblasticos
es también concordante con nuestros resultados. Nacka-Aleksic et al. (2025), reporté un
tamafio medio de 167,9 nm para la fraccidén obtenida tras ultracentrifugacidn para la linea
celular trofoblastica de primer trimestre HTR8/SVneo (58); mientras que Ouyang et al.
(2016), registré tamainos medios de 200 nm para fracciones obtenidas a 12.000 g, y de 80-90
nm para fracciones enriquecidas por ultracentrifugacion y purificadas mediante gradiente de

densidad para cultivos trofoblasticos primarios (16).

Por otro lado, como era esperable, en ausencia de estimulos que modifiquen las rutas de
biogénesis vesicular, el tamafio de las particulas no varid entre 24 y 48 h de incubacion,
mientras que el aumento en la concentracion a las 48 h sugiere una acumulacidn progresiva
en el sobrenadante, acorde a la liberacién constitutiva de VEs por células trofoblasticas

viables (16,61).

En conjunto, estos resultados permiten establecer por primera vez un perfil basal de las VEs
liberadas por Swan-71 caracterizado mediante NTA. La concordancia entre los tamafios
observados, la literatura previa y los rangos esperados para fracciones enriquecidas por
ultracentrifugacidon respalda la calidad del protocolo empleado y sugiere que la poblacién
aislada representa adecuadamente la secrecion vesicular constitutiva de esta linea celular.
Cabe destacar que este es el primer estudio en caracterizar VEs trofoblasticas utilizando el
sistema ViewSizer 3000, lo que aporta informacion metodoldgica relevante para futuros
trabajos. Sin embargo, dado que el andlisis por NTA no distingue vesiculas de particulas no
vesiculares, sera necesario complementar estos hallazgos con técnicas especificas (cémo
microscopia electrénica de transmisién vy caracterizacion proteica con marcadores
especificos de VEs), para confirmar la identidad vesicular, evaluar la pureza de la fraccién

obtenida y profundizar en la comprensidn de la heterogeneidad vesicular.

El perfil y la composicién de las VEs refleja estrechamente el estado fisioldgico de la célula
que las libera (3). En el contexto del trofoblasto, numerosos estudios han demostrado que
condiciones inflamatorias o patoldgicas durante la gestacion modifican tanto la cantidad
como el contenido de VEs placentarias (24-29,33,34). Sobre esta base, y una vez

caracterizada la liberacion basal de VEs por Swan-71, se evalué si este perfil, podria alterarse

43


https://www.zotero.org/google-docs/?QTSrsh
https://www.zotero.org/google-docs/?nZqnOq
https://www.zotero.org/google-docs/?EfScAJ
https://www.zotero.org/google-docs/?VtM9Z3
https://www.zotero.org/google-docs/?5wuesO

frente a estimulos inflamatorios de distinta naturaleza: la citoquina proinflamatoria TNF-a
representativa de ambientes inflamatorios, y antigenos solubles de T gondii, como

aproximacion inicial a un estimulo infeccioso relevante en la gestacion.

La estimulaciéon con TNF-a produjo una disminucion moderada en la actividad metabdlica,
indicando que estas condiciones no comprometen su viabilidad. Este comportamiento
contrasta con lo reportado por Straszewski-Chavez et al. (2009), quienes observaron
reducciones mds pronunciadas de la actividad metabdlica y aumento de apoptosis bajo
condiciones similares de estimulo (40). En concordancia con estudios previos del grupo (62),
los resultados del presente trabajo sugieren que bajo las condiciones experimentales
ensayadas, TNF-a induce respuesta controlada que permite analizar su impacto sobre la

secrecion vesicular sin comprometer la integridad del cultivo.

A pesar del papel atribuido a ambientes inflamatorios en la modulacién de la liberacion de
VEs en embarazos patolégicos (24,25,29), la estimulaciéon con TNF-a no produjo cambios
significativos en el tamafio ni en la concentracidn de VEs liberadas. Esta estabilidad del perfil
de liberacion de VEs de Swan-71, sugiere que la sola presencia de TNF-a no es suficiente
para modificar la liberacion constitutiva de VEs, lo que podria indicar que las alteraciones
observadas in vivo en embarazos con complicaciones surgen de interacciones mas complejas

en el microambiente inflamatorio.

Para explorar un estimulo de origen infeccioso sin introducir VEs exdgenas, se emplearon
antigenos solubles de T. gondii (32,39). Bajo estas condiciones, la actividad metabdlica se
mantuvo sin cambios, mientras que la liberacion de IL-6 aumentd en forma
dosis-dependiente, en concordancia con la respuesta proinflamatoria descripta en modelos
trofoblasticos (63—65). Esta evidencia confirma que los estimulos derivados de T. gondii
fueron capaces de activar las células sin afectar su viabilidad. Sin embargo, al igual que con
TNF-q, la liberacion vesicular no mostré modificaciones en el tamafio ni concentracion,
incluso al aumentar el nimero de réplicas y estandarizar el andlisis a 48 h. Esto indica que,
aunque los antigenos solubles desencadenan una activacion inmunoldgica clara, no son
suficientes para modular la liberacién basal de VEs por Swan-71, tanto en nimero como en

tamafio. Es posible que interacciones directas o la infeccidn activa, condiciones capaces de
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modificar la biogénesis vesicular en otros modelos (23,32,66), sean necesarias para generar

cambios cuantitativos detectables en esta linea trofoblastica.

En conjunto, los estimulos evaluados indujeron respuestas celulares detectables sin alterar
la concentracién ni el tamafio de las VEs liberadas por Swan-71. Sin embargo, la ausencia de
cambios cuantitativos no excluye la posibilidad de variaciones cualitativas en su contenido
molecular o en su funcién biolégica, como ha sido reportado en otros contextos
inflamatorios (24-29,33,34). En esta linea, futuras aproximaciones deberian dirigir los
esfuerzos hacia la caracterizacién molecular detallada de las VEs post-estimulo (analizando
su contenido proteico, de ARNs y marcadores de superficie), asi como a la evaluacién
funcional sobre poblaciones celulares relevantes del ambiente decidual. Esto permitira
establecer si los estimulos evaluados modulan la comunicacién intercelular mediada por

VEs, aun en ausencia de cambios en sus parametros fisico-cuantitativos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En suma, este trabajo permitid establecer en nuestro laboratorio una primera aproximacién
metodoldgica reproducible para el estudio de VEs derivadas de la linea trofoblastica
Swan-71. La estandarizacién de las condiciones de cultivo, las estrategias de enriquecimiento
vesicular y los pardmetros de analisis por NTA constituyen un aporte concreto para el
estudio de VEs en modelos trofoblasticos de primer trimestre, y posibilitaron registrar, por
primera vez, un perfil basal de liberacion vesicular de células Swan-71 caracterizado en el

sistema ViewSizer 3000.

Los resultados obtenidos muestran que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, la
secrecidon vesicular de Swan-71 se mantiene estable frente a estimulos inflamatorios de
distinta naturaleza. Aunque tanto TNF-a, como los antigenos solubles de T. gondii indujeron
respuestas celulares claras, no se observaron modificaciones cuantitativas en la

concentracién ni en el tamaifio de las VEs liberadas. Esto sugiere que al menos en este
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modelo y bajo las condiciones ensayadas, la biogénesis y secrecidn vesicular del trofoblasto

muestra una notable estabilidad.

Sin embargo, la ausencia de cambios fisico-cuantitativos, no descarta la posibilidad de
cambios cualitativos en las VEs liberadas no evaluados en este trabajo, tales como su
composicion molecular y su capacidad para modular la comunicacién celular. En este sentido
estudios futuros, que incorporen la caracterizacién molecular detallada, confirmacién
estructural mediante microscopia y ensayos funcionales sobre células maternas permitiran
evaluar de manera integral el efecto de los estimulos inflamatorios en la modulacién de la

comunicacion mediada por VEs en la interfaz materno-fetal.

En conjunto este trabajo constituye un punto de partida para la investigacion del papel de
las VEs trofobldsticas durante la inflamacidn y la infeccion, y aporta bases metodoldgicas y
conceptuales para estudios orientados a comprender su contribucion en contextos

fisiolodgicos y patoldgicos del embarazo.
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