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RESUMEN 
 

La invasión del trofoblasto extravelloso y el remodelado vascular de las arterias espirales son 

procesos esenciales para una placentación normal. Su alteración se asocia con complicaciones 

gestacionales que comprometen la salud del binomio materno-fetal. La transglutaminasa tisular 

(TG2) es una enzima de expresión ubicua con actividad transglutaminasa (TGasa), implicada en 

procesos de migración celular, adhesión y respuestas inflamatorias. Sin embargo, su rol 

específico en la adquisición del fenotipo invasor y endovascular por parte del trofoblasto de 

primer trimestre aún no está completamente dilucidado. 

Con el objetivo de contribuir a la comprensión del rol de TG2 en la adquisición del fenotipo 

endovascular, se emplearon líneas trofoblásticas de primer trimestre (Swan-71 y HTR-8/SVneo) 

expuestas a un inhibidor TGasa (cistamina, CTA) bajo distintas condiciones de suero fetal 

bovino (FBS). Se evaluó la expresión de TG2 mediante inmunoblot e inmunofluorescencia, su 

actividad TGasa por citometría de flujo utilizando un sustrato biotinilado, la viabilidad celular 

mediante ensayo de resazurina, la migración mediante ensayos de cierre de herida, la secreción 

de interleuquina-6 (IL-6) por ELISA y la capacidad de formación de estructuras tubulares por 

ensayos de tubulogénesis en Geltrex.  

Los resultados evidenciaron que TG2 se expresa de manera constitutiva en ambas líneas 

celulares. La inhibición con CTA redujo la actividad TGasa de forma dosis-dependiente, lo que 

se asoció con una disminución de la migración celular, una modulación en la secreción de IL-6 y 

una alteración en parámetros asociados a la tubulogénesis.  

En conjunto, estos hallazgos indican que la actividad TGasa de TG2 desempeña un papel 

relevante en la migración, la respuesta inflamatoria y la formación de estructuras tubulares en 

trofoblastos de primer trimestre, sugiriendo su posible contribución a los procesos implicados en 

el remodelado vascular. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. La placenta como interfaz materno-fetal esencial 

La placenta humana, órgano fetal transitorio de tipo hemocorial, constituye la interfaz 

materno-fetal que media el intercambio de oxígeno, nutrientes y productos de desecho, al tiempo 

que modula las respuestas inmunológicas y vasculares en el útero gestante 1–3 (Figura 1). Las 

alteraciones en su formación se asocian con complicaciones obstétricas, tales como la 

preeclampsia (PE), restricción del crecimiento fetal y el aborto espontáneo 4,5, representando un 

problema de salud pública global 6.  

Pese a avances significativos, los mecanismos moleculares que coordinan el desarrollo 

placentario durante el primer trimestre del embarazo aún no se comprenden por completo. Las 

dificultades para obtener muestras humanas tempranas y la ausencia de modelos animales que 

repliquen la placentación hemocorial limitan su estudio.  

 

Figura 1: Estructura de la placenta humana. Se muestra la estructura de la pared uterina y las vellosidades coriónicas, donde 

la sangre materna circula por el espacio intervelloso y permite el intercambio de gases, nutrientes y desechos con la sangre fetal a 

través de la interfaz hemocorial. Tomado de “Imaging placental function: current technology, clinical needs, and emerging 

modalities” 7.  
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1.2. Desarrollo de la placenta 

1.2.1. Establecimiento de la interfaz materno-fetal 

El establecimiento de la interfaz requiere una preparación endometrial previa mediante 

decidualización. Este proceso depende de la progesterona y transforma las células estromales en 

un tejido receptivo para la implantación denominado decidua 1,8. 

 

Aproximadamente seis a siete días después de la fecundación, el blastocisto, compuesto por 

trofoectodermo (TE) y masa celular interna (ICM), que se diferencian en placenta y embrión 

respectivamente (Figura 2A), contacta con el epitelio endometrial e inicia la implantación en tres 

fases sucesivas:  aposición, adhesión e invasión del estroma endometrial 9. Este proceso depende 

de la interacción coordinada entre las líneas trofoblásticas derivadas del TE y el endometrio 

decidualizado 3. 

 

La adhesión del blastocisto induce la diferenciación del TE en sincitiotrofoblasto (STB), 

estructura multinucleada invasiva que erosiona vasos y glándulas endometriales, originando 

lagunas sanguíneas primitivas que permiten la nutrición histotrófica inicial del embrión 3. Por 

detrás del STB, los citotrofoblastos (CTB), células mononucleares progenitoras, proliferan y 

forman columnas celulares que atraviesan el sincitio y dan origen a las vellosidades coriónicas 

primarias, anclando la placenta a la decidua. Estas estructuras evolucionan a secundarias cuando 

el mesodermo extraembrionario invade, y finalmente a terciarias tras su diferenciación en vasos 

sanguíneos fetales y tejido conectivo (Figura 2B y 2C). En conjunto, el CTB y el STB conforman 

el trofoblasto velloso, siendo las vellosidades placentarias las unidades funcionales responsables 

del intercambio materno-fetal 1,3,10. 

 

Los CTB de las columnas vellosas forman estructuras estratificadas denominadas columnas 

celulares, que atraviesan el STB y alcanzan la decidua. En la región distal de estas estructuras, 

los CTB se diferencian en trofoblastos extravellosos (EVT) mediante una transición de tipo 

epitelio-mesenquimal. Si bien los mecanismos moleculares que regulan este proceso están poco 

definidos, se ha establecido que esta diferenciación depende de interacciones con la matriz 
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extracelular (MEC), cambios en la expresión de integrinas y la acción de metaloproteasas de 

matriz (MMPs) 11. 

 

Los EVT que migran hacia la decidua se denominan trofoblastos intersticiales, mientras que 

aquellos que invaden las arterias espirales maternas se diferencian en trofoblastos 

endovasculares, estos últimos son responsables de la formación de tapones trofoblásticos y del 

posterior remodelado vascular que ocurre en la placenta. Ambos subtipos adquieren 

características moleculares distintas a través de vías de diferenciación específicas que aún no 

están completamente esclarecidas (Figura 2C) 10. 

 

Durante el primer trimestre, los EVT generan tapones trofoblásticos en las arterias espirales, 

restringiendo temporalmente el flujo arterial y manteniendo hipoxia fisiológica protectora contra 

estrés oxidativo. Este microambiente favorece la diferenciación trofoblástica y el desarrollo 

velloso 12,13, mientras que su disrupción prematura induce la acumulación de proteínas mal 

plegadas en el STB, que comprometen su función endocrina y la viabilidad gestacional 8. 

 

La desintegración progresiva de los tapones habilita la migración intraluminal de los EVT a lo 

largo de la pared arterial y el reemplazo de las células endoteliales preexistentes por trofoblasto 

endovascular, proceso clave para el remodelado vascular. Como resultado, la interfaz placentaria 

adquiere un carácter de nutrición hemotrófica, dado que se facilita la comunicación entre las 

arterias espirales y el espacio intervelloso 3,10 (Figura 3).   
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Figura 2:  Desarrollo temprano de la placenta humana y diferenciación del trofoblasto. (A) Blastocisto humano compuesto 

por trofoectodermo y masa celular interna. (B) Etapa inicial de la implantación en el epitelio endometrial, donde el trofoblasto se 

diferencia en citotrofoblasto (CTB) y sincitio trofoblasto (STB), este último genera lagunas que confluyen para establecer el 

espacio intervelloso (SIV). Se ilustran las vellosidades coriónicas (VC primarias, secundarias. (C) Placenta en desarrollo con VC 

terciarias y formación del árbol velloso. Se observa la capa citotrofoblástica y la diferenciación del trofoblasto extravelloso en 

subtipos intersticial (TB intersticial) y endovascular (TB endovascular), responsables de la invasión del estroma materno y del 

remodelado de las arterias espirales maternas (SA). Tomado de “Endovascular trophoblast and spiral artery remodeling” 10.  

1.2.2. Remodelado vascular mediado por trofoblasto endovascular 

El remodelado de las arterias espirales constituye un proceso secuencial esencial que asegura una 

perfusión sanguínea adecuada hacia la placenta frente a las crecientes demandas fetales. Este 

proceso implica la transformación de vasos de alta resistencia y bajo flujo en estructuras de gran 

calibre, baja resistencia y escasa capacidad contráctil.  

 

Inicialmente ocurre un remodelado dependiente de la decidua, en el que las células inmunes 

como las células Natural Killer uterinas y los macrófagos inducen la desorganización parcial de 

la capa muscular mediante desdiferenciación y apoptosis 14. Estas células se reclutan hacia el 

músculo liso vascular en respuesta a citoquinas liberadas por el endotelio, cuya producción es 

estimulada por señales provenientes de los EVT, lo que le confiere especificidad al proceso en el 

lecho placentario 8. 
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Figura 3: Remodelado de las arterias espirales en la interfaz materno-fetal. Los trofoblastos extravellosos invaden el 

endometrio decidualizado, en etapas tempranas participan en la formación de tapones de trofoblasto en las SA y posteriormente 

llevan a cabo el remodelado de las mismas, lo que permite regular el flujo sanguíneo hacia el espacio intervelloso y las 

vellosidades placentarias. Tomada de “Establishment of maternal blood supply to the placenta: insights into plugging, 

unplugging and trophoblast behaviour from an agent-based model”  13. 

 

Posteriormente, los EVT completan la transformación: el subtipo intersticial migra hacia las 

arterias espirales y reemplaza la capa muscular elástica por material fibrinoide amorfo, mientras 

que el endovascular sustituye el endotelio materno mediante la inducción de apoptosis de las 

células endoteliales preexistentes y modifica aún más el revestimiento muscular desde el lumen 

arterial 10,13,14. Así, el remodelado resulta de la acción conjunta de ambas poblaciones celulares 

(Figura 4).  

 

La invasión del trofoblasto es un proceso complejo que está regulado por múltiples factores del 

entorno. Entre ellos se encuentran citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesión, las 

MMPs y los niveles de oxígeno. Estos elementos no sólo modulan la invasión, sino que también 

pueden modificar el fenotipo del trofoblasto 15.  
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Figura 4: Mecanismos implicados en el remodelado de las arterias espirales dependiente del trofoblasto. Previo al 

remodelado, las arterias espirales de bajo flujo y alta resistencia se mantienen estables mediante interacciones entre las células 

endoteliales (EC), matriz extracelular (ECM) y células musculares lisas vasculares (VSMC). La invasión del trofoblasto 

extravelloso, tanto intersticiales como endovasculares, inducen apoptosis celular, remodelado de la matriz, pérdida de adhesión 

que permite el reemplazo del endotelio por trofoblasto. Estos procesos conducen a la formación de vasos remodelados de alto 

flujo y baja resistencia. Tomada de “Cellular and Molecular Regulation of Spiral Artery Remodelling: Lessons from the 

Cardiovascular Field” 15 

 

Aunque está ampliamente reconocido que los trofoblastos endovasculares sustituyen el endotelio 

materno durante el remodelado de las arterias espirales, los mecanismos moleculares subyacentes 

permanecen insuficientemente elucidados. La evidencia actual sugiere que los EVT 

experimentan una reprogramación fenotípica con pérdida de rasgos epiteliales y adquisición de 

propiedades endoteliales (mimetismo endotelial), caracterizado por la expresión de cadherina 

endotelial endovascular, integrinas, metaloproteasas y factores angiogénicos 16–18.   

 

La capacidad invasiva de las células EVT comparte notables similitudes con la invasión tisular, 

angiogénesis y evasión inmune propias de la progresión tumoral 19–21. Se ha postulado que las 

células cancerosas reactivan programas genéticos embrionarios donde genes placentarios clave 

se encuentran sobreexpresados. No obstante, la diferencia fundamental radica en la regulación, 

dado que en la placentación este fenotipo invasivo se limita estrictamente al sitio de 

implantación, mientras que en el cáncer se desregula, favoreciendo así la metástasis 22.  
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1.2.3. Consecuencias patológicas de fallas en el remodelado vascular  

La invasión extravellosa incompleta o superficial compromete el remodelado arterial, resultando 

en vasos de alta resistencia que pueden llevar a PE, restricción del crecimiento intrauterino y 

parto pretérmino, ruptura prematura de membrana y abortos espontáneos tardíos 23.  

1.3. Transglutaminasa tisular: funciones y relevancia biológica 

1.3.1. Estructura y distribución de la TG2 

La transglutaminasa tisular (TG2), codificada por el gen TGM2, es una proteína monomérica de 

aproximadamente 78 kDa (686 aminoácidos) perteneciente a la familia de transglutaminasas 

dependiente de calcio. Presenta cuatro dominios conservados: un dominio N-terminal tipo - β

sándwich que contiene sitios de unión a fibronectina e integrina, un dominio catalítico que 

alberga la tríada catalítica responsable de su actividad transamidasa (TGasa), y dos dominios 

C-terminales tipo -barril que regulan la unión a nucleótidos de guanina (GTP/GDP) y a otras β

proteínas regulatorias (Figura 5) 24.  

 

Esta proteína exhibe una amplia distribución celular, localizándose en múltiples compartimentos 

en donde ejerce funciones específicas. Predomina en el citosol, donde su actividad TGasa 

cataliza modificaciones postraduccionales que modulan la señalización celular y la estabilidad 

proteica. En el núcleo, interactúa con histonas y factores de transcripción para regular la 

expresión génica. A nivel mitocondrial, regula complejos respiratorios y participa en la 

apoptosis. En la membrana plasmática, se asocia con receptores acoplados a proteínas G y 

receptores de angiotensina II, contribuyendo a la transducción de señales 24–26. Finalmente, al 

secretarse al espacio extracelular, interactúa con componentes de la MEC actuando como una 

proteína puente que modula procesos de adhesión celular, migración y remodelado tisular 27.  
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Figura 5: Estructura y regulación conformacional de la TG2. (A) Organización de los dominios de TG2, incluyendo el 

dominio -sándwich, el dominio catalítico y los dominios -barril, junto con los principales sitios de unión a GTP/GDP y β β

regiones funcionales relevantes. (B) Representación de los cambios conformacionales de TG2, la unión de calcio favorece la 

conformación activa mientras que la unión de GTP/GDP estabiliza la conformación inactiva. Tomada de “Pathogenic 

contributions and therapeutic implications of transglutaminase 2 in neurodegenerative diseases”  26. 

1.3.2. Funciones catalíticas y no catalíticas 

La TG2 es el miembro más ampliamente distribuido de la familia de las transglutaminasas y se 

caracteriza por su notable versatilidad funcional, ya que integra tanto actividades catalíticas 

como no catalíticas, las cuales dependen de su localización celular, su conformación y sus 

interacciones proteicas (Figura 6).  

 

Su función enzimática principal es la actividad TGasa dependiente de calcio, mediante la cual 

cataliza modificaciones postraduccionales en proteínas sustrato. Esta actividad genera enlaces 

isopeptídicos inter e intramoleculares entre los grupos γ-carboxamida de residuos de glutamina y 

grupos ε-amino de residuos de lisina, contribuyendo a la estabilización estructural y al 

remodelado de redes proteicas tanto en el espacio intracelular como en la MEC. El mecanismo 

catalítico se inicia con la acilación del residuo de cisteína del sitio activo por el grupo  - γ

carboxamida de una glutamina sustrato, liberando amoníaco y formando un intermediario 

tioéster enzima-sustrato. Posteriormente, este intermediario es atacado por un grupo amino 

nucleofílico, el cual puede provenir del grupo  - amino de un residuo de lisina o de una amina ε

primaria, lo que da lugar a la formación de un enlace isopeptídico estable. Alternativamente,  su 
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hidrólisis conduce a una reacción de desamidación que convierte el residuo de glutamina en 

glutamato 24,26.  

 

TG2 exhibe otras actividades enzimáticas independientes de calcio, como la hidrólisis de GTP 

que le confiere un rol similar al de una proteína G en vías de transducción de señales así como 

también capacidades de proteína disulfuro isomerasa y quinasa. Complementariamente, ejerce 

funciones no catalíticas como proteína adaptadora o de andamiaje en la MEC, facilitando la 

adhesión celular y ensamblaje de la matriz al interactuar con proteínas como fibronectina e 

integrinas 25.  

 

Esta diversidad funcional posiciona a la TG2 como un regulador clave en procesos fisiológicos, 

tales como el desarrollo tisular, la angiogénesis y la respuesta al estrés celular, así como también 

en la participación en múltiples patologías.  

 

 
Figura 6: Representación esquemática de las principales funciones de TG2 y su regulación. El aumento de calcio induce un 

cambio conformacional que activa la actividad transamidasa, permitiendo la formación de un intermediario tioéster entre el 

residuo catalítico y un residuo de glutamina de la proteína sustrato. Este intermediario puede resolverse en una transamidación o 

deamidación según el nucleófilo que ataque al intermediario. Además, TG2 puede participar en vías de señalización celular 

mediante su unión a GTP y en proceso de adhesión celular a través de su interacción con fibronectina e integrina. Tomada de 

“Tissue transglutaminase: a multifunctional and multisite regulator in health and disease” 24. 
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1.3.3. Regulación de la actividad, expresión y localización 

La actividad de la TG2 está finamente regulada por calcio, nucleótidos de guanina (GTP/GDP), 

el estado redox del ambiente celular y diversas modificaciones postraduccionales, los cuales 

inducen cambios conformacionales entre una forma cerrada e inactiva y una abierta 

catalíticamente activa. En el interior celular, bajas concentraciones de calcio y elevados niveles 

de GTP inhiben la actividad TGasa mientras favorecen su participación en la transducción de 

señales. No obstante, los aumentos citosólicos de calcio inducidos por estímulos celulares como 

estrés resultan suficientes para estimular su actividad TGasa (Figura 6). 

 

En el medio extracelular, las elevadas concentraciones de calcio y los bajos niveles de GTP 

favorecen la actividad TGasa. Sin embargo, la oxidación ambiental puede inactivar su actividad 

al generar puentes disulfuro en su sitio catalítico, los cuales pueden revertirse por acción de la 

tiorredoxina presente en dicho compartimento (Figura 6). Adicionalmente, modificaciones 

postraduccionales como la fosforilación, nitrosilación y acetilación modulan su actividad, 

estabilidad y localización celular 24–26.  

 

La expresión génica de TGM2 se encuentra regulada por diversos mecanismos que actúan a nivel 

epigenético, transcripcional y postranscripcional, permitiendo una respuesta precisa y adaptativa 

frente a estímulos tanto fisiológicos como patológicos.  

 

A nivel epigenético, el estado de metilación del promotor y modificaciones de histonas 

determinan la accesibilidad transcripcional. A nivel transcripcional, el promotor contiene 

múltiples elementos de respuesta para factores de transcripción (ácido retinoico, NF- B, HIF-1 y κ

TGF- ), permitiendo inducción por inflamación, estrés oxidativo e hipoxia. En particular, β

citoquinas proinflamatorias como TNF-  e IL-6 activan la expresión del gen mediante la vía de α

NF- B. La TG2 y el factor NF- B establecen un circuito de retroalimentación positiva, en el κ κ

cual la TG2 mediante su actividad TGasa promueve la degradación del inhibidor de B (IkB ), κ α

facilitando la translocación nuclear de NF- B. A su vez, este factor induce la expresión de κ

TGM2, lo que permite la amplificación de respuestas inflamatorias. A nivel postranscripcional, el 

empalme alternativo genera isoformas con implicancias funcionales que requieren mayor 

elucidación 24–26.  
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1.4. TG2 en la interfaz materno-fetal 

1.4.1. Expresión y función de TG2 en la interfaz materno-fetal fisiológica  

La TG2 se expresa ampliamente en la placenta humana, mostrando una regulación espacio 

temporal a lo largo del desarrollo placentario. Diversos estudios han demostrado su presencia en 

trofoblasto y células estromales tanto durante el primer trimestre como a término, y su expresión 

se encuentra regulada por la progesterona 28–30.  

 

TG2 se localiza en la superficie celular de trofoblastos extravellositarios en cultivos primarios y 

en líneas celulares placentarias (JEG-3 y Swan-71). Funcionalmente, contribuye a la fisiología 

trofoblástica mediante su actividad TGasa y también a través de funciones adhesivas 

independientes de esta actividad. La TG2 superficial coregula vías de señalización mediadas por 

integrinas y promueve el ensamblaje de complejos de adhesión celular 31, mientras que su 

actividad enzimática estabiliza vesículas extracelulares (exosomas y microparticulas) liberadas 

por el STB hacia la circulación materna 32.   

1.4.2.  Papel de TG2 en patologías de la gestación  

Algunos estudios han reportado alteraciones en la expresión y función de TG2 en placentas de 

embarazos con desenlaces adversos. Investigaciones recientes de nuestro grupo, utilizando la 

línea trofoblástica Swan-71, en un microambiente de hipoxia e inflamación, demostraron que la 

hipoxia química reduce la migración celular, en forma concomitante con una disminución en la 

expresión de TG2 y de mediadores invasivos (IL-6 y MMP-2). Estos hallazgos indican que TG2 

participa en la migración trofoblástica y sugieren su posible implicación en complicaciones 

gestacionales asociadas a hipoxia persistente, en donde se ve afectada la remodelación vascular 
33. No obstante, estos resultados provienen principalmente de modelos in vitro bajo condiciones 

experimentales específicas, lo que limita su extrapolación directa a la fisiología del trofoblasto in 

vivo.   

 

En PE, una patología hipertensiva del embarazo caracterizada por placentación deficiente, 

inflamación e hipoxia, se ha demostrado que la TG2 desempeña un papel clave en su 

fisiopatología. Su expresión se induce por citoquinas proinflamatorias y por factor inducible por 
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hipoxia (HIF-1), y los pacientes presentan niveles elevados de actividad TGasa. Además, los 

niveles plasmáticos de TG2 se correlacionan con severidad clínica (hipertensión y proteinuria) y 

biomarcadores de disfunción endotelial. Por otro lado, la activación del receptor de angiotensina 

II (AT1R) provoca la liberación de calcio que activa la TG2, la cual puede modificar 

postraduccionalmente estos receptores, generando neoantígenos que inducen la producción de 

autoanticuerpos anti-AT1R, que exacerban la PE en modelos experimentales 24,34.   

 

A pesar de los avances recientes, la evidencia disponible sobre el papel de TG2 en la fisiología 

del trofoblasto endovascular es aún limitada. La mayoría de los estudios se han centrado en 

modelos tumorales o en la caracterización de su expresión, sin abordar de manera integral su 

función en procesos clave como la migración, la adquisición del fenotipo endovascular y la 

respuesta inflamatoria en la interfaz materno-fetal. Dado que la invasión trofoblástica comparte 

mecanismos similares con la progresión tumoral 21,35, los hallazgos sobre TG2 en células 

cancerosas constituyen un punto de partida prometedor para explorar su función en el trofoblasto 
36,37. En este sentido, resulta necesario profundizar en el estudio de TG2 en modelos 

trofoblásticos que permitan comprender su contribución al remodelado vascular placentario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. Hipótesis y Objetivos 

Nuestra hipótesis de trabajo supone que la enzima TG2 está implicada en los procesos biológicos 

que median el remodelado vascular durante la gestación. Los cambios en la actividad de TGasa o 
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la interferencia de sus funciones pueden afectar el fenotipo invasivo y endovascular del 

trofoblasto, impactando en el desarrollo adecuado de las estructuras vasculares placentarias. 

Objetivo General  

Evaluar el papel de la actividad TGasa de la TG2 durante el proceso de remodelado vascular en 

la interfaz materno-fetal. 

Objetivos específicos:  

i. Analizar la expresión de la enzima TG2 en líneas celulares trofoblásticas de primer trimestre y 

su actividad TGasa tanto en condiciones basales como en presencia de un inhibidor de dicha 

actividad. 

 

ii. Analizar el efecto de la modulación de la actividad TGasa de la TG2 en líneas celulares 

trofoblásticas de primer trimestre sobre procesos asociados a la adquisición del fenotipo invasor 

y endovascular. 
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA  

Los reactivos generales fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, USA a menos que sean indicados 

en el texto. 

2.1. Líneas celulares  

La línea Swan-71 fue proporcionada por el Dr. Gil Mor, Universidad de Wayne (EE.UU) fue 

generada a partir de citotrofoblastos primarios de placenta humana de primer trimestre, 

inmortalizados mediante transfección estable con el gen de la transcriptasa reversa de la 

telomerasa humana (hTERT), preservando así sus características fenotípicas no tumorales y 

capacidad de diferenciación 38.  

 

Por su parte, la línea HTR-8/SVneo fue cedida gentilmente por las Dras. María Eugenia Francia 

y Paula Faral del Laboratorio de Apicomplejos del Instituto Pasteur, Montevideo-Uruguay. Las 

células de esta línea comercial se obtuvieron de explantes de vellosidades coriónicas de placenta 

humana de primer trimestre mediante disociación enzimática y posterior inmortalización con 

transfección con ADNc codificante del antígeno T grande del virus SV40, resultando en células 

altamente invasivas que mantienen marcadores del trofoblasto extravelloso 39.  

2.2. Mantenimiento de cultivos celulares 

Los cultivos celulares se mantuvieron en botellas de 25 o 75 mm2 hasta alcanzar 

aproximadamente un 80% de confluencia, en un incubador humidificado (Esco Lifesciences) a 

37ºC con atmósfera de 5% de CO2. La línea Swan-71 se cultivó en medio Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12, Capricorn Scientific) suplementado 

con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Capricorn Scientific) y antibióticos (penicilina 6 

mg/mL y estreptomicina 10 mg/mL). Por su parte, HTR-8/SVneo se mantuvo en medio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI, Capricorn Scientific) 1640 con idéntica suplementación.  
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Para los ensayos, las células se despegaron mediante tripsina 2% (m/v) y ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 1μM en amortiguador fosfato salino (PBS). Las células se 

contaron utilizando cámara de Neubauer y se ajustó la densidad de siembra según los 

requerimientos específicos de cada ensayo descrito a continuación. Las células fueron 

mantenidas en cultivo hasta llegar a 10-15 pasajes.  

2.3. Inmunofluorescencia indirecta 

La localización celular y expresión de TG2 se determinó mediante inmunofluorescencia indirecta 

siguiendo un protocolo previamente estandarizado 40. Se sembraron 50 x 103 células/pozo sobre 

cubreobjetos xilanizados en placas de 24 pozos, permitiendo 16 horas de adhesión.  

Posteriormente, las células se fijaron con formaldehído al 3.7% (p/v) en PBS durante 15 minutos 

a temperatura ambiente y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.1% (v/v) en PBS durante 15 

minutos. Los sitios de unión no específicos se bloquearon incubando con una solución de BSA al 

3% (p/v) y suero de cabra al 5% (v/v) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Las células se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-TG2 (dilución 1:100, TGM2 D11A6 

XP Rabbit mAb #3557, Cell Signalling Technology) diluido en PBS durante 24 horas a 4ºC. A 

continuación, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a Alexa 

Fluor 594 (dilución 1:500, ab150080, Abcam) durante 1 hora a temperatura ambiente en 

oscuridad, junto con DAPI (0.1 µg/mL) para marcaje nuclear y faloidina conjugada a Alexa 

Fluor 488 (dilución 1:400, A12379, Thermo Fisher Scientific™) para visualización de filamentos 

de actina. Entre cada uno de los pasos se realizaron tres lavados con PBS-Tween-20® al 0.5% 

(v/v), y la especificidad de la inmunoreactividad se verificó omitiendo el anticuerpo primario. 

Las células se montaron con medio de montaje INOVA (508001, INOVA Diagnostics, Inc) y las 

imágenes se adquirieron mediante microscopía de fluorescencia (Eclipse E800, Nikon) con 

objetivos de 40X y 60X mediante el software NIS-Elements.   

2.4. Western blot  

Los extractos proteicos totales se obtuvieron de 2 x 106 células cultivadas en botellas de 75 mm2.  

Para ello, las células se despegaron con tripsina-EDTA, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 

minutos a 4ºC, se lavaron con PBS y se lisaron en 100 µL de una solución de lisis (Tris 5 mM 
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pH 6.8; EDTA 20 mM; SDS 0,1% p/v; NP-4O 1% v/v) suplementado con 14 µL de cóctel de 

inhibidores de proteasas (cOmplete ™ 7X protease inhibitor cocktail, Roche) en hielo durante 

15. Tras la centrifugación a 10000 rpm durante 10 min a 4ºC, se recuperó el sobrenadante y se 

almacenó a - 20ºC en buffer de carga (20 µL de solución 6X: Tris-HCl 75 mM pH 7,1; SDS 3%; 

𝛽 - mercaptoetanol 3%; glicerol 15%; EDTA 0,15 M; azul bromofenol 0,15%) hasta su uso.  

  

La separación de proteínas se realizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% bajo 

condiciones desnaturalizantes con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).  Las muestras, en buffer 

de carga, se hirvieron durante 5 minutos para desnaturalización proteica. Se cargaron 20 L de µ

extracto por carril, junto con 6 L del marcador de peso molecular preteñido (Pierce ™ µ

Prestained Protein MW Marker, Thermo Fisher Scientific™) y 5 L de TG2 de cobayo como µ

control positivo. La migración se efectuó en buffer de corrida (Tris 11 mM, glicina 100 mM, 

SDS 1%) a 90V constante hasta atravesar el gel de concentración, y luego a 120V hasta 

completar la corrida.  

 

Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF). Brevemente, la membrana se hidrató con metanol y se equilibraron tanto 

la membrana como el gel de acrilamida en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 

192 mM, metanol 15%). La transferencia se realizó en sistema semiseco durante 45 minutos a un 

amperaje constante de 0.8 mA/cm2 de membrana. Posterior a la transferencia, las membranas se 

bloquearon con PBS-Tween 0.5% durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación y se 

incubaron durante 16 horas a 4ºC con el anticuerpo monoclonal de conejo anti-TG2 (dilución 

1:500, D11A6, #3557, Cell Signalling Technology) preparado en PBS-BSA 1% (p/v) 

Tween-20® 0.05% (v/v).  Tras tres lavados con PBS-Tween 0.05%, se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-conejo IgG conjugado a peroxidasa (1:2000, #65-6120, Invitrogen) en PBS-BSA 

1% (p/v) Tween-20® 0.05% (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. La detección se realizó 

mediante un sistema quimioluminiscente (RPN2232, Amersham™ ECL™ Prime Western 

Blotting Detection Reagent, Cytiva) y las imágenes se adquirieron mediante el equipo GBOX 

Chemi System (SYNGENE) utilizando el software GeneSys. 
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2.5. Ensayo de viabilidad celular mediante resazurina 

La actividad metabólica de las células se evaluó mediante el ensayo colorimétrico de resazurina, 

que mide la capacidad reductasa mitocondrial de las células viables mediante la reducción de 

resazurina (sustrato azul, abs 600 nm) a resorufina (producto rosado, abs 570 nm). Se sembraron 

50 x 103/pozo en placas de 48 pozos y se incubaron durante 24 horas para adhesión completa. 

Posteriormente, el medio de cultivo se reemplazó por medio fresco suplementado con un 

inhibidor específico de la actividad TGasa, dihidrocloruro de cistamina (CTA), en 

concentraciones finales de 1 mM y 3 mM, incubando durante 24 horas adicionales a 37ºC y 5% 

de CO2 . 

 

Transcurrido este tiempo, se retiró el medio de tratamiento y se adicionaron 150 L/pozo de una µ

solución de resazurina preparada a 50 𝜇g/mL en PBS. Las placas se incubaron durante 2 horas a 

37ºC y 5% de CO2. Luego, se transfirieron 100 𝜇L del sobrenadante de cada pozo a una placa de 

96 pozos apta para la lectura espectrofotométrica, donde se midió la absorbancia a 560 nm y 600 

nm en un lector de placas (Labsystem multiskan MS). 

 

El cálculo del índice metabólico se realizó mediante el cociente de absorbancia 560 nm / 

absorbancia 600 nm, siendo proporcional al número de células metabólicamente activas. La 

viabilidad relativa se expresó como % viabilidad = [(índice metabólico del tratamiento) / 

promedio del índice metabólico del control) x 100].  

2.6. Ensayo de actividad de transamidación (TGasa) 

La actividad TGasa se cuantificó mediante un ensayo basado en la capacidad de TG2 de 

incorporar aminas primarias a proteínas sustrato. Para ello, se utilizó un sustrato específico 

biotinilado, que aporta un grupo amino y una biotina. La enzima incorpora el grupo amino de 

este sustrato a las proteínas, quedando estas marcadas con biotina, lo que permite su detección 

posterior mediante estreptavidina conjugada a un fluorocromo (PE-Cy5) y su cuantificación por 

citometría de flujo a través de la intensidad media de fluorescencia (MFI).  
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Se sembraron 100 x 103/pozo en placas de 12 pozos y se cultivaron durante 24 horas para 

permitir su adhesión. Las células se incubaron durante 6 horas en condiciones sin suero, en 

presencia o ausencia de CTA (1 o 3 mM). Durante los últimos 30 minutos de incubación, se 

añadió 1 mM de 5-(biotinamido)-pentilamina (BP; Thermo Fisher Scientific™) como sustrato 

específico de TG2. Se incluyeron controles sin BP para evaluar la biotina endógena.  

 

Las células se cosecharon con Accutase (Thermo Fisher Scientific™), se marcaron con una 

sonda de viabilidad (dilución 1:500 Zombie Green®, Biolegend) durante 10 minutos a 

temperatura ambiente protegidos de la luz, y se fijaron/permeabilizaron con el sistema FCM 

Permeabilization System (Santa Cruz Biotechnology) según las especificaciones del fabricante. 

Posteriormente, se incubaron con estreptavidina-PE-Cy5 (BioLegend) durante 30 minutos en 

hielo para detectar el BP incorporado.  

 

Tras lavados finales con solución FACS (PBS con EDTA 2 mM, BSA 0.1% p/v), las células se 

resuspendieron y analizaron en el citómetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter Life 

Sciences), incluyendo controles de autofluorescencia y compensación especial. Los datos se 

procesaron con el software FlowJo (BD Biosciences). La actividad TGasa se estimó mediante la 

intensidad media de fluorescencia (MFI) en el canal PE-Cy5, normalizada respecto al control sin 

BP, y expresada como el porcentaje relativo a la condición basal. 

2.7. Ensayo de cicatrización de herida 

La capacidad migratoria de las células se evaluó mediante el ensayo de cicatrización de heridas. 

Las células se sembraron a una densidad de 40 x 103/pozo(Swan-71) y 50 x 103/pozo 

(HTR-8/SVneo) en placas de 48 pozos y se cultivaron durante 24 horas hasta obtener monocapas 

en un 90% de confluencia. La herida se generó raspando la monocapa con una punta de una 

micropipeta de 200 µL y lavando con PBS para eliminar los restos flotantes.  

 

Se aplicaron tratamientos con CTA (0, 1 o 3 mM) en combinación con diferentes 

concentraciones de FBS (0%, 1% o 10%) durante 8 horas para Swan-71 o 16 horas para 

HTR-8/SVneo, tiempos inferiores a su duplicación celular para evitar efectos proliferativos. Las 

imágenes de la herida se capturaron a tiempo cero (t=0) y tiempo final utilizando un microscopio 
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invertido acoplado a cámara (AxioCam ERc 55 microscope, Zeiss). El área de la herida se midió 

en el software Fiji/ImageJ (programa de fuente abierta, OSS) y el porcentaje de cierre de herida 

se calculó como: % cerrado = [(área inicial - área final) / área inicial] x 100 

2.8. Detección de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo 

La producción de interleuquina-6  (IL-6) en los sobrenadantes de cultivo se cuantificó mediante 

ELISA de captura. Para ello, las células Swan-71 y HTR-8/SVneo se cultivaron en medio 

DMEM o RPMI, respectivamente, bajo condiciones de FBS (0, 1 y 10%) y tratadas con CTA (0, 

1 y 3 mM en Swan-71; 0 y 1 mM en HTR-8/SVneo). 

 

La cuantificación se realizó utilizando kits comerciales DUOSET (#DY206, R&D Systems) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas de 96 pozos se sensibilizaron con 100 

𝜇𝐿/pozo de anticuerpo de captura anti-IL-6 diluido en PBS durante 16 horas a temperatura 

ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20® 0.05% y se bloqueó con 200 𝜇𝐿 de 

PBS-BSA 1% (p/v) durante 1 h a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados y se incubó 

con 100 𝜇𝐿/pozo de sobrenadantes de cultivo o estándares de IL-6 durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Se repitieron los lavados y se incubó con 100 𝜇𝐿/pozo del anticuerpo de detección 

biotinilado anti-IL-6 en PBS-BSA 1% (p/v), seguido de 100 𝜇𝐿 estreptavidina conjugada a 

peroxidasa en PBS-BSA 1% (p/v) durante 20 minutos en oscuridad. Luego de los lavados, la 

reacción enzimática se desarrolló al adicionar 100 𝜇𝐿 de sustrato TMB (buffer acetato de sodio 

0,1 M pH 5,5; tetrametilbencidina 6 mg/mL en DMSO; 𝐻2𝑂2 1%) durante 20 min en oscuridad 

a temperatura ambiente, deteniéndose con 50 𝜇𝐿 de 𝐻2𝑆𝑂4 2N. La absorbancia del TMB 

oxidado por peroxidasa se midió a 450 nm en un lector de placas (Labsystem Multiskan MS). 

Las concentraciones de IL-6 se determinaron interpolando las absorbancias de las muestras en la 

curva estándar.  

2.9. Ensayo de formación de estructuras tubulares tipo endotelio 

El ensayo de formación de estructuras tubulares se utilizó como modelo in vitro para evaluar la 

adquisición del fenotipo endovascular de las células trofoblásticas. Se sembraron 50 𝜇𝐿/pozo de 

Geltrex (Thermo Fisher Scientific™) mantenido a 4ºC en placas de 96 pozos y se permitió la 

polimerización durante 20 minutos a 37ºC. Sobre esta matriz solidificada se sembraron 10 x 103 
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células/pozo en 100 𝜇𝐿 de medio DMEM-F12 (Swan-71) o RPMI-1640 (HTR-8/SVneo), en 

ausencia o suplementado con 1% de FBS, y en presencia/ausencia de CTA 1 mM. 

 

Las placas se incubaron durante 6 horas a 37ºC y 5% CO2 en atmósfera humidificada. 

Transcurrido este tiempo, las redes tubulares formadas se documentaron fotografiando tres 

campos representativos por pozo mediante el microscopio óptico invertido (AxioCam ERc 55 

microscope, Zeiss, 10x). El análisis cuantitativo automatizado se realizó con el plugin 

Angiogenesis Analyzer de Fiji/ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD), evaluando 

los parámetros clave de la red: área media de las mallas (área promedio de los espacios cerrados 

delimitados por la red), el área total de las mallas (suma de todas las áreas), la longitud de los 

segmentos (suma de las prolongaciones entre uniones), la longitud total (incluye las ramas que 

terminan en extremos libres) y el número de uniones de la red (punto de intersección) 41.  

2.10 Expresión de los resultados y estadística  

Los resultados se presentan como media  desvío estándar de la media (SE), las réplicas varían ±

según el ensayo y se especifican en la sección correspondiente de resultados.  Todos los análisis 

se realizaron en el programa Graph Pad Prism 8. La normalidad se evaluó mediante tests de 

Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Para Swan-71 se realizó ANOVA unidireccional seguido 

de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. Para HTR-8/SVneo se realizó t-test no 

pareado. 
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CAPÍTULO 3 

3. RESULTADOS 

3.1. Evaluación de la expresión y actividad enzimática de TG2 en las líneas 

celulares Swan-71 y HTR-8/SVneo 

3.1.1. Detección de TG2 en líneas trofoblásticas de primer trimestre 

Dado que la expresión de TG2 en HTR-8/SVneo no había sido reportada previamente y que los 

reactivos validados en Swan-71 ya no están disponibles comercialmente 33, optimizamos su 

detección mediante un nuevo anticuerpo monoclonal, evaluando tanto la expresión total por 

inmunoblot como la distribución celular por inmunofluorescencia indirecta en las líneas 

trofoblásticas Swan-71 y HTR-8/SVneo.  

 

Los extractos proteicos totales revelaron una banda principal de aproximadamente 80 kDa en 

ambas líneas celulares, coincidente con el peso molecular esperado de TG2 y con el control 

positivo de TG2 purificada de cobayo. Adicionalmente, se observó una banda de menor peso 

molecular de aproximadamente 35 kDa, la cual podría corresponder a un fragmento de 

degradación generado por tripsinización durante la obtención de los extractos celulares (Figura 

7).  

 

La inmunofluorescencia demostró una distribución predominantemente citoplasmática, difusa y 

homogénea en ambas líneas celulares, sin evidencia de acumulación en regiones específicas ni 

asociación evidente con estructuras subcelulares definidas. La morfología celular se preservó, lo 

que demostró que las condiciones de tinción no alteraron la integridad celular (Figura 8).  

 

Estos resultados confirman la expresión constitutiva de TG2 en el citosol de ambas líneas 

celulares trofoblásticas de primer trimestre, sin compartimentalización especializada en estado 

basal.  
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Figura 7: Detección de TG2 en extractos proteicos de Swan-71 y HTR-8/SVneo mediante inmunoblot.  

Proteínas separadas por SDS-PAGE (8%), transferidas a membrana PVDF e incubadas con anti-TG2 (1:500) y seguido de 

anti-IgG conjugado a  peroxidasa (1:3000) revelado por quimioluminiscencia. TG2 purificada de cobayo (TGp) como control 

positivo. 
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Figura 8: Localización de TG2 en líneas trofoblásticas de primer trimestre mediante inmunofluorescencia indirecta. 

(A) Swan-71 (B) HTR-8/SVneo. Células fijadas, permeabilizadas e inmunomarcadas con anti-TG2 D11A6 (1:100) seguido de 

anti-IgG conjugado a Alexa Fluor 594 (rojo, 1:500). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul) y los filamentos de actina con 

faloidina conjugada a Alexa Fluor 488 (verde). Las filas superiores corresponden a células incubadas con anticuerpo primario 

(+D11A6), las inferiores a controles sin primario (-D11A6). Las imágenes compuestas se muestran en la última columna. 

Aumento 60x. Barra de escala: 10 𝜇m.  
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3.1.2. Evaluación de la viabilidad celular mediante resazurina 

La evaluación de la viabilidad celular constituye un requisito indispensable para atribuir efectos 

funcionales específicos a la inhibición de TG2, evitando interferencias por citotoxicidad 

inespecífica. Por ello, se analizó el impacto de dos concentraciones de CTA (1 mM y 3 mM) 

durante 24 horas sobre Swan-71 y HTR-8/SVneo mediante el ensayo colorimétrico de reducción 

de resazurina.  

 

En células Swan-71, la adición de 3 mM de CTA indujo una reducción leve pero 

estadísticamente significativa de la viabilidad (90% vs control, p = 0.042). En contraste, la línea 

HTR-8/SVneo evidenció una mayor sensibilidad a esta concentración, con una disminución 

marcada de la viabilidad (32% vs control, p < 0.00010) (Figura 9). 

 

Estos resultados justificaron la selección de 1 mM de CTA para los experimentos posteriores en 

HTR-8/SVneo, esta concentración minimiza los efectos citotóxicos que pudieran interferir con la 

interpretación de las respuestas celulares específicas.  

 

 
Figura 9: Viabilidad de Swan-71 y HTR-8/SVneo tras tratamiento con CTA.  

Las células fueron cultivadas durante 24 horas en presencia de CTA y la viabilidad se determinó por reducción de resazurina. Los 

datos se expresan como media ± SE de dos experimentos representativos para cada línea. La significancia estadística se indica 

mediante asteriscos al comparar con la condición control  *p ≤ 0.05, **p< 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001. 
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3.1.3. Evaluación de la actividad TGasa por citometría de flujo 

Para evaluar la actividad funcional de TG2 y su modulación por el inhibidor CTA, se cuantificó 

la actividad TGasa en ambas líneas celulares. Esta actividad se basa en la capacidad de la enzima 

de incorporar grupos amino a proteínas sustrato, lo cual fue evaluado mediante la incorporación 

de biotina-pentilamina (BP) y su posterior detección por citometría de flujo.  

 

El análisis de citometría se realizó aplicando una estrategia de gating secuencial. Inicialmente, se 

seleccionaron las células según su tamaño y complejidad interna (FSC-A/SSC-A), excluyendo 

detritos y dobletes. Posteriormente, se identificó la población viable mediante colorante de 

exclusión (FITC). Finalmente, en esta población se cuantificó la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) del canal PE-Cy5, directamente proporcional a la incorporación del sustrato 

BP (Figura 10A).  

 

La actividad TGasa remanente fue significativamente menor en las células tratadas con CTA 

respecto al control en ambas líneas celulares (Figura 10B y 10C). En Swan-71, la adición de 1 

mM de CTA redujo la actividad en un 77% respecto al control (p = 0.013), mientras que 3 mM 

de CTA produjo una reducción del 85% (p = 0.00040). En HTR-8/SVneo, la adición de 1 mM de 

CTA disminuyó la actividad al 40% respecto al control (p = 0.00020).  

 

Estos resultados confirman la capacidad de CTA para inhibir la actividad de TG2 en trofoblastos 

de manera dosis-dependiente, lo que convierte a este inhibidor en una herramienta para modular 

la función enzimática de TG2 y evaluar consecuentemente los procesos celulares dependientes 

de esta enzima.  
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Figura 10: Evaluación de la actividad transglutaminasa (TGasa) en células Swan-71 y HTR-8/SVneo tratadas con CTA 

determinada por citometría de flujo.  

(A) Estrategia de gatting empleada en el análisis por citometría. (B) Histogramas representativos de la intensidad media de 

fluorescencia de PE-Cy5 en células vivas de Swan-71 (superior) y HTR-8/SVneo (inferior), tratadas con CTA (0,1 y 3 mM en 

Swan-71; 0 y 1 mM en HTR.8/SVneo). Los controles negativos corresponden a células no marcadas (control de 

autofluorescencia) y células incubadas sin CTA ni BP (control de señal de fondo y biotina endógena). (C) Los datos se expresan 

como porcentaje relativo de actividad TGasa, media ± SE de dos experimentos por línea celular. La significancia estadística se 

indica mediante asteriscos al comparar con la condición basal *p ≤ 0.05, **p< 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001. 
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3.2. Efecto de la modulación de la actividad de TG2 sobre procesos asociados a 

la adquisición del fenotipo invasor y endovascular 

3.2.1. Ensayo de migración  

La migración de las células trofoblásticas desempeña un papel fundamental en la invasión del 

estroma y la remodelación de las arterias espirales maternas durante la placentación. Con el fin 

de evaluar la participación de la actividad TGasa de TG2 en este proceso, se realizaron ensayos 

de cierre de herida en ambas líneas celulares, tanto en condiciones basales como en presencia de 

CTA. En Swan-71 se utilizaron concentraciones de 1 y 3 mM de CTA, mientras que en 

HTR-8/SVneo se empleó únicamente 1 mM debido a la toxicidad observada a concentraciones 

mayores. Las células fueron cultivadas bajo diferentes condiciones de FBS (0, 1 y 10%), 

considerando el efecto promigratorio del FBS.  

 

En ambas líneas celulares, la adición de FBS favoreció la migración en forma dosis dependiente, 

mientras que el tratamiento con CTA inhibió significativamente este proceso. En células 

Swan-71 incubadas en ausencia de FBS, la adición de 3 mM de CTA redujo la migración (p = 

0.00090), mientras que en presencia de 1% de FBS tanto 1 mM  (p = 0.00010) como 3 mM  (p < 

0.00010) de CTA disminuyeron aún más el cierre de la herida respecto al control (Figura 11B). 

En los ensayos con las células HTR-8/SVneo, la condición de 1 mM de CTA en presencia de 1% 

de FBS también evidenció una inhibición significativa de la migración (p = 0.00020) (Figura 

11C). Por otra parte, la condición de 10% de FBS se empleó como control positivo de migración 

y cabe destacar que la suplementación con bajas concentraciones de FBS fue necesaria para 

detectar óptimamente el efecto inhibitorio de la CTA sobre la migración celular. 

 

Estos resultados demuestran que la inhibición de la actividad TGasa mediante CTA reduce 

significativamente la migración de las células trofoblásticas de primer trimestre, lo que sugiere 

un rol funcional de esta enzima en la adquisición del fenotipo invasivo.  
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Figura 11: Evaluación de la migración de Swan-71 y HTR-8/SVneo en presencia de CTA.  

(A) Esquema del ensayo de cierre de herida, se realiza una herida mecánica en la monocapa de células y se monitorea su cierre 

por migración celular. (B) Imágenes representativas del cerrado de la herida en ausencia de FBS y cuantificación del cierre en 

células Swan-71. Las imágenes fueron capturadas al inicio del ensayo (0 h) y a las 8 h, evaluando el efecto de distintas 

concentraciones de CTA (0, 1 y 3 mM). (C) Imágenes representativas del cerrado de la herida en ausencia de FBS y 

cuantificación del cierre de la herida en células HTR-8/SVneo tratadas con dos concentraciones de CTA (0 y 1 mM), analizadas a 

las 16 h. Los resultados se expresan como porcentaje de cerrado de la herida, media ± SE de dos experimentos por línea celular. 
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La significancia estadística se indica mediante asteriscos al comparar con la condición basal *p ≤ 0.05, **p< 0.01, ***p <0.001, 

****p < 0.0001. Barra de escala: 100 𝜇m. 

3.2.2. Evaluación de la producción de IL-6 

La interleuquina-6 (IL-6) actúa como una citoquina pro-invasora en trofoblastos, cuya secreción 

podría estar modulada por TG2 y el microambiente placentario. Para evaluar este efecto, se 

cuantificó la IL-6 en sobrenadantes de cultivo de Swan-71 y HTR-8/SVneo mediante ensayos de 

ELISA de captura. 

 

En ambas líneas celulares se observó que el incremento en la concentración de FBS se 

correlacionó con mayores niveles secretados de IL-6, utilizándose la condición de 10% de FBS 

como control positivo de la estimulación. 

 

En la línea Swan-71, el tratamiento con CTA provocó una disminución en la secreción de IL-6 de 

manera dependiente de su concentración. Este efecto fue particularmente evidente en presencia 

de 1% de FBS, donde se registraron reducciones significativas de los niveles de secreción tanto 

con 1 mM (p = 0.016) como con 3 mM (p = 0.019) de CTA en comparación con el control 

(Figura 12). Por el contrario, en la línea HTR-8/SVneo el tratamiento con CTA indujo un 

aumento en la secreción de IL-6, alcanzando significancia estadística con 1 mM de CTA respecto 

al control (p = 0.0077) (Figura 12).  

 

Estos resultados sugieren una regulación diferencial de la secreción de IL-6 tras la inhibición de 

la actividad TGasa, con supresión en Swan-71 e inducción en HTR-8/SVneo, ambos efectos 

potenciados por la presencia de FBS. Tal comportamiento divergente sugiere la existencia de 

mecanismos celulares distintos entre estos subtipos trofoblásticos. 

 

 

 

 

 
 

 

 
 29  

 



 

 

 

 

Figura 12: Evaluación de la producción de IL-6 por parte de las líneas Swan-71 y HTR-8/SVneo.  

Células tratadas con CTA durante 24 horas en ausencia o presencia de FBS (1 y 10% FBS). Cuantificación por ELISA en 

sobrenadantes de cultivos. Los resultados se expresan como concentración de IL-6 (pg/mL), media ± SE de dos experimentos por 

línea celular. La significancia estadística se indica mediante asteriscos al comparar con la condición basal *p ≤ 0.05, **p< 0.01, 

***p <0.001, ****p < 0.0001. 

3.2.3. Formación de estructuras tubulares (ensayo de tubulogénesis)  

Diversos estudios han demostrado que las células trofoblásticas de primer trimestre adquieren un 

fenotipo endovascular esencial para el remodelado vascular placentario 42. Dado el efecto 

inhibidor de CTA sobre la migración y su modulación en la secreción de IL-6, se evaluó el 

impacto de este inhibidor en ensayos de tubulogénesis en Swan-71 y HTR-8/SVneo sobre 

Geltrex, en presencia o ausencia de 1 mM de CTA y diferentes concentraciones de FBS. Este 

ensayo modela in vitro la capacidad de estas células para organizarse en estructuras tubulares 

similares a la de los vasos sanguíneos.  

 

La inhibición de TG2 con 1 mM de CTA redujo significativamente la tubulogénesis en ambas 

líneas celulares, independientemente de la concentración de FBS utilizada (Figura 13B y C).  

 

En la línea Swan-71, en presencia de 1% de FBS, se observó una disminución marcada en todos 

los parámetros que describen la red, incluyendo el área media de la malla (p = 0.0012), el área 
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total de las mallas (p = 0.0033), la longitud total de segmentos (p = 0.00040), la longitud total de 

la red (p = 0.00010) y el número de uniones (p = 0.00010).  

 

De manera consistente, en la línea HTR-8/SVneo, en presencia de 1% de FBS, se observó un 

patrón similar, con reducciones significativas en el área media de la malla (p = 0.00010), el área 

total de las mallas (p = 0.00010), la longitud total de los segmentos (p = 0.00010), la longitud 

total (p = 0.00020) y el número de uniones (p = 0.00010).  

 

Estos resultados sugieren que la actividad TGasa es necesaria para la formación de redes 

tubulares estables y complejas, una característica asociada al fenotipo endotelial del trofoblasto.  
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Figura 13. Evaluación de la formación de estructuras tubulares tipo endotelio en células Swan-71 y HTR-8/SVneo bajo 

tratamiento con CTA. 

(A) Esquema del ensayo de tubulogénesis. Las células se sembraron sobre Geltrex en presencia o ausencia de CTA e incubaron 

durante 6 horas. La formación de redes tubulares se cuantificó mediante el plugin Angiogenesis Analyzer de Fiji/ImageJ, que 

genera mapas donde los segmentos aparecen en rosa, las uniones en azul, las ramas en verde y las mallas en cian. (B) Imágenes 

representativas obtenidas por microscopía de contraste de fase (10x) y sus correspondientes mapas de análisis generados para 

Swan-71 (panel izquierdo) y HTR-8/SVneo (panel derecho) ambas en condiciones control y 1 mM en presencia de 0% de FBS. 

(C) Cuantificación de los parámetros de tubulogénesis: tamaño medio y área total de la malla, longitud total de segmento, número 

de uniones y longitud total evaluados en las condiciones de 0% y 1 % de FBS. Los resultados se expresan como parámetros de 
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tubulogenesis, media ± SE, de dos experimentos por línea celular. La significancia estadística se indica mediante asteriscos al 

comparar con la condición basal *p ≤ 0.05, **p< 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001. Test de Mann-Whitney. Barra de escala: 

100 𝜇m 
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CAPÍTULO 4 

4. DISCUSIÓN 
 

En este estudio se observó que la inhibición de la transglutaminasa tisular (TG2) reduce 

significativamente la formación de estructuras tubulares en líneas trofoblásticas de primer 

trimestre. Este efecto se acompañó de una disminución en la migración celular y de una 

modulación en la producción de IL-6, sin comprometer la viabilidad celular. Estos resultados 

sugieren que la actividad TGasa de TG2 podría participar en procesos asociados a la adquisición 

de características endovasculares del trofoblasto, y respaldan su participación en procesos clave 

del remodelado vascular en la interfaz materno-fetal. 

 

La expresión de TG2 fue confirmada por inmunoblot con una banda principal de  80 kDa en ∼

ambas líneas trofoblásticas, consistente con el control positivo de TG2 purificada, junto a una 

banda menor de  35 kDa posiblemente atribuible a degradación proteolítica durante la  ∼

preparación de extractos o a la detección de variantes de splicing reportadas previamente. Estos 

resultados concuerdan con reportes previos en Swan-71 33,43 y extienden la evidencia a la línea 

HTR-8/SVneo. 

 

La distribución citoplasmática difusa es consistente con un estado basal de TG2, cuya 

localización subcelular y activación son dinámicas según los niveles de calcio o el estado redox. 

En este sentido, sería interesante evaluar si, bajo condiciones que promuevan la migración o la 

formación de estructuras tubulares, la TG2 experimenta una redistribución hacia regiones 

específicas como la membrana plasmática o la matriz extracelular. Este enfoque permitiría 

vincular de manera más directa su localización subcelular con los fenotipos funcionales 

observadores tras la inhibición de su actividad TGasa 44–46.  

 

La actividad TGasa de TG2 fue evaluada mediante citometría de flujo utilizando BP como 

sustrato, evidenciándose una reducción dosis dependiente tras el tratamiento con CTA en ambas 

líneas celulares. Si bien CTA es un inhibidor ampliamente utilizado, su carácter inespecífico 

debe ser considerado al interpretar estos resultados 47, por lo que no puede descartarse que parte 
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de los efectos observados involucren mecanismos adicionales a la inhibición directa de TG2. No 

obstante, esta inhibición proporciona una base experimental sólida para analizar los efectos 

funcionales posteriores. En este contexto, se observaron diferencias en la sensibilidad al 

inhibidor entre las líneas, con Swan-71 mostrando una mayor reducción de la actividad en 

comparación con HTR-8/SVneo, lo que podría reflejar variaciones en la expresión basal de TG2, 

la accesibilidad del inhibidor o la activación de mecanismos compensatorios. En este sentido, la 

cuantificación de los niveles de ARN mensajero de TG2 permitiría evaluar si estas diferencias se 

asocian a cambios en su expresión génica basal entre ambas líneas celulares. 

 

En términos funcionales, la inhibición de la actividad de TG2 se asoció con una disminución 

significativa de la migración celular en ambas líneas, evidenciado en ensayos de cierre de herida, 

particularmente en condiciones de baja suplementación con FBS. Este resultado sugiere que la 

TG2 podría participar en la regulación de la migración trofoblástica, posiblemente a través de su 

rol en la interacción célula-matriz. En este sentido, se ha descrito que TG2 puede localizarse en 

la superficie celular e interactuar con integrinas y componentes de la MEC, facilitando procesos 

de adhesión y migración 31,48,49. La evaluación de esta interacción podría abordarse mediante 

estudios de inmunofluorescencia con marcaje simultáneo de TG2 y proteínas de la matriz 

extracelular como fibronectina o integrinas, que permita evaluar su posible colocalización y su 

modulación tras la inhibición de la actividad TGasa. 

 

De manera complementaria, TG2 se puede externalizar mediante vías no clásicas, y asociarse a 

componentes de la MEC, donde cataliza el entrecruzamiento de sustratos como fibronectina y 

fibrinógeno, contribuyendo así a la estabilización y remodelado de la misma 27,50–52. Estos 

hallazgos son consistentes con observaciones previas de nuestro grupo en Swan-71, donde la 

migración celular fue interferida por sueros con alto título de anticuerpos anti-TG2 y en 

condiciones de hipoxia 33.  

 

En modelos tumorales, la sobreexpresión de TG2 se ha asociado consistentemente con la 

adquisición de un fenotipo más agresivo, caracterizado por un aumento en la migración, 

invasión, capacidad metastásica y resistencia a terapias. En particular, se ha demostrado que la 

expresión de TG2 es suficiente para inducir transición epitelio-mesenquimal y promover 
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funciones invasivas en células epiteliales 53, mientras que estudios posteriores han vinculado su 

sobreexpresión con movilidad celular, metástasis y peor pronóstico en diversos tipos tumorales 
54,55. Asimismo, el silenciamiento de TG2 conduce a una reducción de la expresión de 

marcadores mesenquimales y metaloproteasas de matriz, ambos involucrados en la transición 

epitelio-mesenquimal que sufren las células tumorales 36,37. Si bien la invasión trofoblástica 

fisiológica y los procesos tumorales difieren en su regulación, ambos comparten mecanismos 

moleculares asociados a la adquisición de un fenotipo más migratorio e invasivo, incluyendo 

cambios en la adhesión celular y en la interacción con el microambiente 35. En este contexto, 

nuestros resultados sugieren que TG2 podría participar en la invasión trofoblástica, en línea con 

mecanismos descritos en otros contextos celulares, posiblemente mediante interacción con la 

MEC incluyendo funciones adicionales más allá de su actividad TGasa.  

 

En línea con estos resultados, se ha descrito que la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra 

TG2 afecta procesos angiogénicos, evidenciado por una disminución en la formación de 

estructuras tubulares in vitro, en la invasión y en la actividad de metaloproteasas en estudios con 

modelos de endotelio 56,57. De forma consistente, en nuestros experimentos la inhibición de TG2 

mediante CTA redujo la capacidad de formar estructuras tubulares, lo que sugiere que esta 

enzima podría participar no solo en la invasión temprana, sino también en procesos asociados a 

la adquisición del fenotipo endovascular. Considerando que la fibronectina ha sido descripta 

como un componente clave tanto para la migración como para la adquisición de características 

endoteliales por parte del trofoblasto 58 y que TG2 ha sido vinculada con la organización y 

funcionalidad de la MEC, es posible que la disminución observada en estos procesos responda, al 

menos en parte, a alteraciones en la interacción célula-matriz.  

 

Dentro de los mecanismos moleculares compartidos entre la invasión trofoblástica y tumoral, la 

IL-6 ocupa un lugar relevante como modulador de procesos asociados al fenotipo invasivo 35. En 

el contexto de la placentación, la IL-6 se expresa constitutivamente en el trofoblasto extravelloso 

y decidua durante el primer trimestre, donde sus receptores coexpresados permiten tanto efectos 

autocrinos como paracrinos. En HTR-8/SVneo, esta citoquina ha sido asociada con un aumento 

de la migración e invasión, mediado por la regulación de la expresión de integrinas y 

metaloproteasas, así como con un incremento en la proliferación celular 59,60. De manera análoga, 
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en modelos tumorales la IL-6 promueve fenotipos invasivos y metastásicos, y la evidencia indica 

que TG2 puede modular su producción a través de vías proinflamatorias como NF- B 37. κ

 

En la presente investigación, ambas líneas celulares presentaron producción basal de IL-6, la 

cual fue modulada diferencialmente tras la inhibición de TG2. En Swan-71, CTA redujo la 

secreción de IL-6 de manera dosis dependiente, mientras que en HTR-8/SVneo se observó un 

aumento en respuesta al inhibidor. Estas diferencias podrían reflejar la heterogeneidad fenotípica 

entre las líneas celulares utilizadas, así como la posible activación de mecanismos 

compensatorios. En conjunto, estos resultados sugieren que TG2 podría actuar como modulador 

de la secreción de IL-6 en el trofoblasto de primer trimestre, consistentes con la existencia de 

mecanismos moleculares parcialmente compartidos entre la invasión trofoblástica fisiológica y 

los procesos invasivos tumorales, aunque sujetos a una regulación estricta en el contexto 

gestacional.   

 

Este estudio se fortalece por el uso de líneas celulares relevantes para el estudio de la interfaz 

materno-fetal, la validación robusta de la inhibición de la actividad TGasa y la comparación 

detallada con la literatura previa. Sin embargo, presenta limitaciones inherentes que se deben a 

su carácter estrictamente in vitro, la inespecificidad del inhibidor CTA y la ausencia de 

causalidad directa, lo que subraya la necesidad de continuar con experimentos adicionales más 

representativos.  

 

En resumen, estos hallazgos posicionan a la actividad TGasa de TG2 como un componente 

relevante en la regulación de procesos asociados a la migración y organización estructural del 

trofoblasto, destacando su posible contribución a eventos clave del remodelado vascular en la 

interfaz materno-fetal. 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

 
La actividad transglutaminasa de la TG2 media procesos asociados a la adquisición del fenotipo 

invasor y endovascular de líneas celulares trofoblásticas de primer trimestre, sugiriendo su 

posible rol en el remodelado vascular que ocurre en la interfaz materno-fetal. 
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Se confirmó la expresión basal y actividad TGasa de TG2 en Swan-71 y HTR-8/SVneo. Su 

inhibición dosis dependiente redujo la migración, la tubulogénsis y alteró la secreción de IL-6, lo 

que evidencia su posible participación en la adquisición de dichos fenotipos. 

 

Entre las perspectivas se destaca evaluar los efectos de la ausencia total de TG2 mediante 

silenciamiento génico in vitro en procesos de adhesión, migración, invasión y tubulogenesis, 

junto con la administración intrauterina de CTA en modelos in vivo Wistar destinada a analizar la 

arquitectura placentaria, vascularización y reabsorción embrionaria, para elucidar su causalidad y 

relevancia fisiopatológica.  
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