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INTRODUCCION
Durante el desarrollo de la placenta, se producen cambios importantes en la vasculatura uterina
materna, que aumentan el flujo sanguineo hacia el espacio intervelloso. Las arterias espiraladas
uterinas suministran sangre oxigenada a la placenta en crecimiento, y su remodelacion condiciona el
flujo sanguineo de la madre al feto (Lyall et al. 2013). Un tipo de célula fundamental en esta
remodelacion es el trofoblasto. Las células del trofoblasto extravelloso (EVT) proliferan e invaden el
endometrio decidualizado de manera intersticial y endovascular (Whitley et al. 2010). Una invasion
inadecuada de los trofoblastos en la vasculatura materna puede llevar a complicaciones del embarazo
como pérdida temprana, restriccion del crecimiento intrauterino y preeclampsia.
Swan 71 es una linea celular de trofoblastos humanos del primer trimestre de embarazo, una
herramienta clave para el estudio de factores y estrategias que afectan los procesos de invasion e
implantacién embrionaria (Straszewski-Chavez et al. 2009; Abud et al. 2024). Los estudios que utilizan
células primarias aisladas de su entorno in vivo o lineas celulares derivadas de ellas, son cruciales para
entender la invasioén del trofoblasto y su interacciéon con células vasculares. Sin embargo, el cultivo en
monocapa puede alterar el comportamiento celular al destruir interacciones tridimensionales. Para
superar esto, se han desarrollado modelos de cultivo in vitro mas complejos, como sistemas de cultivo
celular tridimensionales (3D). Actualmente, existen numerosos avances en estos sistemas, desde
simples esferoides hasta modelos mas complejos de érganos en chips, y modelos 3D de co-cultivo
equipados con control de flujo microfluidico (Wang H. et al. 2021). Este tipo de sistema de cultivo, ofrece
una mejor representacion del entorno natural experimentado por las células bajo condiciones
fisiologicas y patofisioldgicas, mostrando un mayor potencial para evaluar la disposicion y
farmacocinética de farmacos que afectan la seguridad y eficacia en las etapas tempranas de desarrollo
(Wang et al. 2021; Kimura et al. 2018).
Por otro lado, la proteina verde fluorescente (GFP) es una proteina pequefia de 26 kDa que se utiliza
como reportera debido a su capacidad de emitir luz a 510 nm cuando es estimulada con luz UV. Esta
propiedad facilita el seguimiento, visualizacién y la comprension del comportamiento y la migraciéon de
las células en un entorno tridimensional.

OBJETIVOS
Obtencién y purificacion de vectores de expresion de GFP para realizar la transfeccion.
Optimizacién de la transfeccion con polietilenimina (PEI) y un vector de expresién de GFP (pIRES2-
AcGFP1), utilizando la linea celular CHO-K1
e Optimizacion de la transfeccion con polietilenimina (PEI) y un vector de expresion de GFP (pIRES2-

AcGFP1), utilizando células Swan71.
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METODOLOGIA
El ADN puede introducirse en una célula huésped mediante transfeccidon con lipidos catidnicos como la
polietilenimina o PEI, un polimero catidnico estable. Este compuesto condensa el ADN en particulas
cargadas positivamente que se unen a las superficies celulares aniénicas. Como resultado, el complejo
ADN es endocitado por las células y el ADN se libera en el citoplasma. De esta manera, es posible
introducir vectores de expresién de proteinas, como la proteina verde fluorescente (GFP), lo que
permite marcar las células y visualizar su desarrollo en el cultivo.

Produccién y obtencion del material genético para transfeccion

Se utilizé el vector pIRES2-AcGFP1, para transformar bacterias competentes de E.coli DH5a. Se tomé
un tubo de células competentes almacenado -80°C, se le adiciond el plasmido y se incubé 30’ en hielo.
Luego, se sometieron a un shock térmico a 42°C durante 45” y, una vez transcurrido el tiempo, se las
colocaron rapidamente en hielo durante 2'.

Posteriormente, se procedié a recuperar las células, agregando 1 ml de medio LB (peptona de carne 10
g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10g/L) con 10 ul de glucosa 2M y se incubaron durante 1 hora a
37°C. Se prepararon placas de Petri con medio LB-agar, glucosa 2M y kanamicina 100 mg/ml. Una vez
concluida la hora de recuperacion, se centrifugaron las células 2 a 13000 rpm, se descarto el
sobrenadante dejando 100 ul de volumen para resuspender el pellet. Finalmente, se plaquearon las
células en las placas de Petri previamente preparadas y se incubaron en la estufa durante toda la noche
a 37°C.

Al dia siguiente, se seleccionaron colonias de bacterias transformadas al azar y se realizd un repique en
2ml de medio LB al que se le agregaron 2 pl de glucosa 2M y 2 ul de kanamicina 100mg/ml. Se dej6 en
agitacion a 180 rpm a 37°C durante la noche. A partir del cultivo, se llevé a cabo una miniprep usando el
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems de Promega. Con el objetivo de comprobar el
estado de el vector, este fue digerido con la enzima de restriccion Ncol en Buffer H (Promega), y se
incubd durante la noche a 4°C y luego durante 3 horas, a 37°C. Al dia siguiente, se verificaron los
fragmentos resultantes mediante gel de agarosa 1,5%.

Preparacién del agente de transfeccion

Se pesan 100 mg de PEI y se disuelven en 100 ml de H20d. La solucién se lleva a pH 7 con HCl y
posteriormente se esteriliza con filtro de tamano de poro de 0,22 um. La solucién estéril se alicuota en
tubos eppendorf por 50 pl y se almacena a -80°C hasta su utilizacién.

Expansién de células de mamiferos

Se descongela un vial de células almacenadas en nitrogeno liquido en un bafio de agua a 37°C. Una
vez descongeladas, se transfieren a un tubo Falcon y se agregan 10 ml de medio basal DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium: 4,5 g/l de D-Glucosa L-Glutamina; 110 mg/l de Piruvato de Sodio
0,11 g/L; Gibco). Luego, se centrifuga el tubo a 2600 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se
descarta el sobrenadante y se resuspenden las células en 5 ml de medio basal DMEM suplementado
con 5% de suero fetal bovino (SFB). Finalmente, se trasladan las células a un frasco T25 y se incuban
en una estufa a 37°C.

Transfeccion de células de mamiferos

Se realiza el desprendimiento enzimatico con tripsina (Gibco) de células wild type de un cultivo en fase
de crecimiento exponencial. Las células se resuspenden en un volumen final de 20 ml. La suspension
se diluye de manera tal de obtener una concentracion de 1.10° y 2.10° células/ml. En una placa de 24
pozos (Greiner Bio-One) se coloca 1 ml/pocillo de esta suspension. Pasadas las 24 horas, se preparan
las soluciones para realizar la transfeccion:
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Se preparan soluciones de manera tal que contengan 1ug de ADN y 1ug de PEI y se deja reposar 5
minutos a TA. Se mezclan y homogenizan las dos soluciones y se incuba a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Para el control negativo, se utilizara por separado la solucion de PEI con medio
basal y la solucién de ADN con medio basal.

Por otro lado, se descarta el sobrenadante de las células wild type a transfectar y se lava con 1 ml de
medio de cultivo basal para eliminar los restos de SFB que inhiben la transfeccion. A cada pozo se le
agrega 200 pl de la mezcla lipido-plasmido correspondiente y se incuba durante 4 horas en estufa
gaseada con CO; a 37 °C. Finalmente, a cada pozo se le agrega 800 pl de medio basal DMEM
suplementado con 5% de SFB. La eficiencia de transfeccion se evaluara luego de las 24 y 48 horas por
microscopia de fluorescencia.

RESULTADOS
Obtencion de vectores de expresion de GFP
Para verificar el estado del vector luego de la transformacion y posterior miniprep, se
realizé un corte con la enzima de restriccion Ncol y se observaron los fragmentos
mediante un gel de agarosa 1,5%. En la figura 1 se pueden observar fragmentos
correspondientes a el vector pIRES2-AcGFP1.
En la calle 1, se tiene a el vector pIRES2-AcGFP1 cortado, la calle 2 se dejo vacia
para mejor visualizacién y la calle 3 contiene a el marcador de peso molecular. Al
cortar con la enzima se generaron cuatro fragmentos de aproximadamente 1900pb,
1800pb, 890pb y 700pb y pueden compararse con el marcador. Este marcador solo
permite distinguir tamanos hasta 1000pb, por lo tanto, aquellos fragmentos de ADN
que sean de mayor tamafo, se veran por encima de este patron.
Se pueden distinguir tres bandas correspondientes al vector digerido, esto se debe a
que los fragmentos de 1900pb y 1800pb, al tener un tamano similar, no llegan a
separarse en el gel.

Figura 1: Gel de
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Transfeccién con lipidos catiénicos en linea celular CHO-K1 agarosa 1,5%

En primer lugar, se realizd un ensayo preliminar de transfeccion con el vector pIRES-AcGFP1 en células
de la linea CHO-K1 para evaluar la eficiencia del proceso. Luego, se comprobd observando las células
al microscopio, aquellas que se transfectaron exitosamente emiten luz verde (510 nm) bajo luz UV,
caracteristica de la proteina GFP. Se presentan graficos de células CHO-K1 antes y después de la
transfecciéon con pIRES2-AcGFP1.

Figura 2: Células de la linea CHO-K1. Imagenes de las células antes (A) y después de la transfecciéon

(B y C). Obtenidas con objetivo 10x
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Las células CHO-K1 se cultivaron en frascos T75 con medio DMEM suplementado con 5% de suero
fetal bovino (SFB), en estufa gaseada con 5% de CO; a 37°C, y luego se sembraron en placas de 24
pozos (Imagen A). En la imagen B, se observan las células mediante microscopia de campo claro luego
de la transfecciodn, se observa una densidad celular de 2x10° células/ml, donde se agrego 1,5 ug de PEI
por 1 ug de ADN. En la imagen C, se muestra la expresién de GFP en células transfectadas bajo luz
UV, observadas con un microscopio invertido de fluorescencia.

Transfeccion con lipidos catidnicos en células Swan71

Posteriormente, se realizé el mismo procedimiento con celulas Swan71. Estas se mantuvieron en frasco
T75 con medio DMEM suplementado con 5% de SFB en estufa gaseada con CO;a 37°C. Como se
observa en la figura 3A, una vez que las células se adhieren al fondo del pozo, presentan una
morfologia caracteristica de fibroblastos, con una estructura bipolar en la que la longitud es mayor que
el ancho. En la imagen B, se observan las células mediante microscopia de campo claro luego de la
transfeccion, en una densidad de 5.10* células/ml y 1.10° células/ml respectivamente, agregando 1,5 ug
de PEI por 1 ug de ADN.. En la imagen C, se muestra la expresion de la proteina GFP en las células
transfectadas. En este caso, se observa que las células pierden su morfologia alargada caracteristica, y
forman aglomeraciones entre si después de la transfeccion.

Figura 3: Células Swan71. Imagenes de las células antes (A) y después de la transfeccién (B yC).Obtenidas
con objetivo 10x.
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