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Invitados internacionales

<> Ana Claudia Torrecilhas (UNIFESP, Brasil)

“Extracellular vesicles and Chagas Disease”

Bidloga y doctora en Biologia de la Interaccidn Hospedador-Parasito
(USP). Realizé estancias posdoctorales en el Instituto de Quimica de
la USP (2004-2008) y en la Universidad de Georgia, EE.UU. (2010-
2011). Es investigadora especializada en vesiculas extracelulares
derivadas de Trypanosoma cruzi y sus mecanismos de interaccién
con el hospedador. Integra el Comité Ejecutivo y el Comité de
Comunicacion de la International Society for Extracellular Vesicles
(ISEV), donde actualmente se desempefia como Chair de
Comunicacion (2024-2026). Ademas, es editora asociada de Journal
of Extracellular Vesicles (JEV), Journal of Extracellular Biology (JEB),
Frontiers in Immunology, Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology y Brazilian Journal of Health Research (BJHR).

< Efrat Levy (NYU Langone Health, EE.UU., en modalidad virtual)

“The role of mitovesicles in brains with mitochondrial
dysfunction”

La Dra. Efrat Levy es profesora en los departamentos de Psiquiatria y
de Bioquimica y Farmacologia Molecular de la Facultad de Medicina
de la New York University. Integra el Neuroscience Institute en la
misma universidad y es investigadora en el Center for Dementia
Research at the Nathan S. Kline Institute, dedicandose al estudio de
la patogénesis, diagndstico y tratamiento del Alzheimer y otras
enfermedades neurodegenerativas. Su laboratorio investiga el papel
de exosomas y mitovesiculas como via de eliminacién de contenido
endocitico cuando hay disfuncién en la ruta endosoma-lisosoma.



<> Alfredo Ambrosone (Universidad de Salerno, Italia)

“Plant hairy roots for the production of extracellular vesicles with
antitumor bioactivity”

Asociado del Departamento de Farmacia de la Universidad de
Salerno, Italia. Su investigacidn actual se centra en los mecanismos
genéticos y moleculares que regulan el crecimiento vegetal y la
biosintesis de metabolitos secundarios en respuesta a estimulos
ambientales y condiciones de estrés. En los ultimos afios, ha
explorado el potencial de las vesiculas extracelulares derivadas de
plantas para aplicaciones en la salud humana y en la proteccion
vegetal. El Dr. Ambrosone es autor de 46 publicaciones cientificas en
los campos de la biologia vegetal y la biotecnologia.

<> Juan Sebastian Henao Agudelo (Unidad Central del Valle del
Cauca, Colombia)

“Caracterizacion inmunofenotipica de vesiculas extracelulares
en dengue mediante citometria de flujo CytoFLEX”

Dr. Juan Sebastidan Henao Agudelo es Bacteriélogo y Laboratorista
Clinico de la Universidad del Valle, con Maestria y Doctorado en
Ciencias Biomédicas de la Universidad Federal de Sdo Paulo, con
énfasis en Inmunologia. Actualmente es Investigador Asociado de
MinCiencias (Colombia), Docente Titular del programa de Medicina
de la UCEVA, Director del Grupo de Investigacion GIECSA (categoria
A — MinCiencias) y del laboratorio de investigacion en salud ICIVIS
Lab. Ha sido revisor de proyectos de biotecnologia para el Ministerio
y actla como asesor en empresas del sector, aportando su
experiencia en innovacién y desarrollo de soluciones aplicadas a la
salud. Su trayectoria investigativa se centra en inmunidad innata,
inflamacién, cancer, enfermedades infecciosas e investigacién
clinica, con énfasis en nanovesiculas. Cuenta con publicaciones
cientificas indexadas en revistas de alto impacto y experiencia como
evaluador y revisor de proyectos y articulos cientificos a nivel
nacional e internacional.
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Programa
Lunes 15 de septiembre

ACREDITACION 11:00-12:00 h

SESION1 12:00-12:20 h

Palabras de bienvenida: Comité organizador.
Presentacion de los auspiciantes.

PLENARIA1 12:20-13:20h

Coordinadoras: Carolina Poncini - Andrea Mesias

JUAN SEBASTIAN HENAO. Unidad Central del Valle del Cauca, Colombia.
Auspicia Drogueria Artigas S.A.

Caracterizacion inmunofenotipica de vesiculas extracelulares en dengue
mediante citometria de flujo CytoFLEX.

SESION2 13:20-14:20 h

COMUNICACIONES ORALES |
Coordinadoras: Ana Liz Moyano - Cora Alvarez

® MERCYLEIDI DIAZ REYES. Therapeutic potential of neural stem cell-derived small
extracellular
vesicles in Parkinson’s Disease (IBR, CONICET-UNR).

@® VALESKA ORMAZABAL. Vesiculas extracelulares obtenidas desde plasma como
biomarcadores tempranos de disfuncion metabdlica hepatica segun el perfil
glicémico: un estudio multi-émico (Universidad de Concepcidn, Chile).

@® MARTIN LEDESMA. Impact of Pancreatic Cancer-Derived Extracellular Vesicles on
NK Cell Function: Distinct Immune Modulation in Localized versus Metastatic
Tumors (Hospital de Alta Complejidad del Bicentenario Esteban Echeverria).

® BRENDABUONINCONTRO. Extracellular vesicles in patients infected with T. cruzi:
analysis based on epidemiological profile IMPaM, CONICET-UBA).

COFFEE BREAK 14:20-15:00 h

SESION 3 15:00-16:15h

SIMPOSIO I: VESiCULAS EXTRACELULARES COMO MEDIADORAS DEL ESTRES Y LA ENFERMEDAD
Coordinadores: Luis Ibarra - Daniel Grasso

e AMADO ALFREDO QUINTAR. Molecular Messengers of Disease: How Extracellular
Vesicles Shape Smooth Muscle Cell Behavior in Prostate and Vascular
Hyperproliferative Diseases. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(INICSA, CONICET-UNC). VIRTUAL.



e HECTORANTONIO CONTRERAS MORAGA. Optimizacién multivariada de la carga
de doxorrubicina en EVs mediante metodologia de superficie de respuesta:
impacto sobre la eficacia antitumoral (Universidad de Concepcion, Chile).

e MELISA CAROLINA MONTELEONE. Stress Packaged and Delivered: Extracellular
Vesicles as Intercellular Messengers. Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas
(IBIO, CONICET-UNSAM).

SESION 4 16:15-16:45h

Presenta: Carolina Poncini
CHARLAS COMERCIALES

. Particle Metrix. ROSA JERLERUD

Zeta View Evolution- Latest Development in Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) a
Valuable Tool for EV Characterization.

. Gematec S.R.L. CARLA PASCUALE

Spectral Flow Cytometry for the analysis of extracellular vesicles.

SESION 5 16:45-18:30 h

SESION DE POSTERS

COCKTAIL DE BIENVENIDA 18:30 h

Martes 16 de septiembre

SESION 6 9:00-10:00 h

COMUNICACIONES ORALES I
Coordinadoras: Paula Soledad Pérez - Marcela Cucher

® TOMAS MARTIN GROSSO. Engineered Extracellular Vesicles  with
Immunomodulatory and Targeting Functions (INBIRS,UBA-CONICET).

@® CAROLINA GRISELDA LUCHETTI. Isolation and Characterisation of Extracellular
Vesicles from In Vitro-Produced Porcine Blastocysts: Impact of Insulin-Transferrin-
Selenium and Metformin (INITRA, UBA-CONICET).

® MARIA FLORENCIA DE LILLO. Caracterizacién quimica y bioldgica de fracciones
bioactivas producidas por la microbiota comensal de glandula mamaria frente a S.
aureus (IMITAB, CONICET-UNVM).

@® ANTONELLAFILIZZOLA. El rol de las vesiculas extracelulares en la susceptibilidad
de Lacticaseibacillus casei BL23 a la infeccion por fagos (IQUIBICEN, UBA-
CONICET).

COFFEE BREAK 10:00 - 10:30 h



PLENARIA2 10:30-11:30 h

Presentan: Carolina Touz - Daniel Paparini
EFRAT LEVY. NYU Langone Health, USA. VIRTUAL

The Role of Mitovesicles in Brains with Mitochondrial Dysfunction.

SESION7 11:30-12:45h

SIMPOSIO 2: VESICULAS EXTRACELULARES EN SALUD REPRODUCTIVA
Coordinadores: Rodrigo Riedel - Brenda Lara

o DANIEL ESTEBAN PAPARINI. Let's Talk About Sex: Contribution of Placental
Extracellular Vesicles During Pregnancy. Instituto de Quimica Biolégica de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (IQUIBICEN, CONICET-UBA).

e VANESA HAUK. From periodontal infection to placental impairment: Neutrophils
as targets of Porphyromonas gingivalis outer membrane vesicles. Instituto de
Quimica Biolégica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (IQUIBICEN,
CONICET-UBA).

e ANDREINA CESARI. Extracellular vesicles of seminal plasma as modulators of
sperm physiology. Instituto de Investigaciones Bioldgicas (1IB, CONICET-UNMDP).

ALMUERZO 12:45 - 14:00h

PLENARIA 3 14:00-15:00h h

Presenta: Luis Ibarra

ALFREDO AMBROSONE. Universita degli Studi di Salerno, Salerno, ltalia.

Extracellular Vesicles from Plants: Nature's Toolkit for Next Generation
Nanomedicine.

SESION 8 15:00-15:30h

Presenta: Andrea Mesias
CHARLA COMERCIAL

IZON. GERARDO MAULEON
Introduction to the IZON Ecosystem: Meeting Purification needs with nanosized
characterization.



SESION9 15:30-16:40 h

SIMPOSIO 3: VESICULAS EXTRACELULARES EN MICROBIOLOGIA E INMUNIDAD
Coordinadores: Carolina Jancic - Alexis Campetelli

e PAULA DOMINGEZ RUBIO. Indicios de la comunicacién bacterias-hospedador:
transporte transcelular de vesiculas extracelulares de Lacticaseibacillus casei
BL23 a través de un modelo in vitro de epitelio intestinal. Instituto de Quimica
Bioldgica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. IQUIBICEN UBA-
CONICET.

e AYELEN AMELIA HUGO. /solation And Characterization of Extracellular Vesicles
(EVs) Derived from Lactobacilli. Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (CIDCA, CONICET-CIC-UNLP).

e MARIANA FERRERO. Outer membrane vesicles derived from a Brucella mutant:
toward a Safe and effective brucellosis vaccine. Instituto de Estudios de la
Inmunidad Humoral Prof. Ricardo A. Margni (IDEHU, CONICET-UBA).

COFFEE BREAK 16:40-17:00 h

PLENARIA4 17:00-18:00h

Presentan: Carolina Touz - Paula Soledad Pérez

ANA CLAUDIATORRECILHAS. Laboratdrio de Imunologia Celular e Bioquimica de Fungos
e Protozoarios, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Ciéncias
Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas, Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),

Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Extracellular vesicles and Chagas Disease.

CEREMONIA DE PREMIACION 18:00-18:15h
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Conferencias plenarias

PL1 - Plenary lecture 1

Caracterizacién inmunofenotipica de vesiculas extracelulares en dengue mediante
citometria de flujo CytoFLEX

Juan Sebastian Henao

Unidad Central del Valle del Cauca, Colombia.
Contacto: jshenao@uceva.edu.co

El dengue presenta un amplio espectro clinico, desde fiebre por dengue (FD) hasta formas graves
como el dengue hemorragico (FHD). Las vesiculas extracelulares (EVs) han sido implicadas en la
respuesta inmunitaria y podrian participar en los mecanismos que determinan la severidad de la
enfermedad. Este estudio tuvo como objetivo comparar el perfil inmunofenotipico de EVs derivadas de
monocitos entre pacientes con FD y FHD, confirmados por deteccion del antigeno NS1.

Se analizaron muestras de plasma mediante citometria de flujo (CytoFLEX), optimizada para eventos
submicrométricos. Se utilizaron anticuerpos contra CD14 y CD86 para caracterizar las EVs
monociticas y su estado de activacion, asi como CD9 y Anexina V para confirmar su naturaleza
vesicular. Se emplearon perlas NIST para estandarizar el tamafio, el cual oscilé alrededor de 150 nm.
No se observaron diferencias significativas en tamafo ni en la concentracion total de EVs entre los
grupos. La presencia de EVs fue confirmada por microscopia electrénica de transmisién (TEM),
mostrando estructuras con morfologia vesicular tipica.

Los pacientes con FHD presentaron un aumento significativo de EVs CD14+ y de EVs CD14+CD86+,
en comparacion con los casos de FD, indicando una activacibn monocitica mas pronunciada. Estos
hallazgos se correlacionaron con niveles elevados de citocinas inflamatorias en plasma, sugiriendo
que estas EVs podrian contribuir a la exacerbacion de la respuesta inmune y a la inmunopatogénesis
del dengue severo.

En conclusion, este estudio demuestra diferencias fenitipicas en el perfil de EVs monociticas entre FD
y FHD. Las EVs CD14+CD86+ emergen como posibles biomarcadores de severidad, y su andlisis
mediante citometria de flujo avanzada y TEM representa una herramienta valiosa en la investigacion
clinica del dengue.

Palabras clave: Dengue, inmunologia, vesiculas extracelulares
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PL2 - Plenary lecture 2
The role of mitovesicles in brains with mitochondrial dysfunction

Prof. Levy, Efrata 1.2

1) Departments of Psychiatry and Biochemistry & Molecular Pharmacology, Neuroscience Institute,
New York University Grossman School of Medicine, USA

2) Center for Dementia Research, Nathan S. Kline Institute for Psychiatric Research, Orangeburg,
New York, USA

Contacto: Efrat.Levy@nyulangone.org

Mitochondrial dysfunction and brain hypometabolism are hallmarks of aging, neurodegenerative and
neurodevelopmental disorders, including Alzheimer’'s disease and Down syndrome, causing the build-
up of damaged mitochondria. In the brain, mitochondrial components are released into the extracellular
space via several mechanisms, including a recently identified type of extracellular vesicles called
mitovesicles. While vesiculation of neuronal mitochondria yields various intracellular types of vesicles,
with either a single or a double membrane, mitovesicles secreted into the extracellular space are a
unique subtype of these mitochondria-derived vesicles, with a double membrane and a specific set of
mitochondrial DNA, RNA, proteins, and lipids. We hypothesized that mitovesicle secretion into the
brain extracellular space eliminates detrimental mitochondrial materials from the cell, especially when
other mitochondrial quality control mechanisms are disrupted. We found changes in the number and
content of mitovesicles in brains with dysfunctional endosomes, autophagic vesicles, lysosomes and
mitochondria, including in human and a mouse model of DS and in a mouse model of ?-amyloidosis
and postulated that shuttling from one cell to another, dysfunctional mitovesicles can transfer this
mitochondrial content from a single focal site to the rest of the brain, potentially impairing recipient
distal cells. Neither mouse models had ?-amyloid deposition at the age tested. We found that
mitovesicles isolated from brains of the mouse models perturb long-term potentiation of otherwise
normal mouse hippocampi. Microvesicles and exosomes isolated from the same brains and
mitovesicles isolated from control brains do not have this electrophysiological effect. These data show
that mitovesicles acquire pathogenic functions under conditions of mitochondrial dysfunction,
potentially affecting memory formation and the propagation of neuropathology. In aging and
neurodegenerative and neurodevelopmental disorders, mitochondrial dysfunction, in association with
endosomal-autophagic-lysosomal abnormalities, alteration of mitovesicle number and content have
downstream effect on brain health.

Palabras clave: EXTRACELLULAR VESICLES, MITHOCONDRIA, MITHOVESICLES, ALZHEIMER
DISEASE
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PL3 - Plenary lecture 3
Extracellular Vesicles from Plants: Nature's Toolkit for Next Generation Nanomedicine

Ambrosone, Alfredo

Universita degli Studi di Salerno, Salerno, Italia
Contacto: aambrosone@unisa.it

Plant extracellular vesicles (PEVs) are emerging as sustainable and efficient carriers for therapeutic
delivery, offering a non-mammalian alternative in the field of nanomedicine. While traditionally studied
for their roles in plant physiology, such as defense signalling, cell wall remodelling, and cross-kingdom
interactions, PEVs have recently attracted attention for their ability to transfer functional biomolecules
into human cells. This unique capability opens up new possibilities for developing plant-based systems
for drug and gene delivery. Moreover, advances in molecular engineering are expected to enhance the
targeting precision of PEVs and improve their ability to carry therapeutic nucleic acids, further
expanding their value in personalized medicine. Despite these promising features, the clinical
translation of PEVs faces critical challenges. The biomolecular content of these vesicles can vary
significantly depending on plant species, genotype, and environmental factors, including soil
conditions, fertilization, and agronomic practices. Such variability complicates the standardization of
PEV production and downstream applications. To address these limitations, our research has focused
on establishing robust platforms for isolating and characterizing PEVs using in vitro plant systems.
Specifically, we employ plant cell cultures and hairy root (HR) cultures from both medicinal plants and
crops to produce vesicles under controlled, reproducible conditions. Through comprehensive
biophysical and multiomic analyses, we have identified HR-derived PEVs as particularly rich in
bioactive compounds with notable health-promoting properties. For example, PEVs from Salvia
dominica have shown the ability to induce apoptosis in pancreatic and breast cancer cells,
demonstrating anticancer potential. Additionally, these vesicles exhibit neuroprotective effects in
experimental models of Parkinson’s disease.

Our ongoing efforts aim to optimize the therapeutic functions of PEVs through targeted bioengineering.
Overall, these findings lay the groundwork for the development of eco-friendly, plant-based delivery
systems in nanomedicine, bridging plant biotechnology and human health.

Palabras clave: PLANT EXTRACELLULAR VESICLES (PEVS), NANOMEDICINE, THERAPEUTIC
DELIVERY, HAIRY ROOT CULTURES, BIOENGINEERING
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PL4 - Plenary lecture 4

Extracellular Vesicles shed from Trypanosoma cruzi modulate immune response and
host interaction

Torrecilhas, Ana Claudia 1 - Schenkman, Sergio 2

1) Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP); Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e
Farmacéuticas

2) Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, UNIFESP, S&do Paulo, Brazil
Contacto: ana.torrecilhas@unifesp.br

Trypanosoma cruzi, the protozoan parasite that causes Chagas disease, spontaneously releases
extracellular vesicles (EVs) that are required for communication with both vertebrate and invertebrate
hosts. EVs significantly improve the activation of the host immune system via TLR2-dependent
signaling, promote parasite-host cell interactions, and increase cellular parasite invasion. In animal
model infection, EVs increased parasitemia and parasite load in tissues.

Proteomic analysis identified gp85/trans-sialidase (TS) superfamily proteins, many of which are GPI-
anchored and may play roles in receptor activation, cell attachment, and increased infection. Our
results also indicate the presence of two unique particle types released by the parasite, implying
functional heterogeneity among the EVs. Utilizing CRISPR-Cas9 technology (ESCRT Family), we
observed that knockout parasites demonstrate a significant decrease in EV shedding from the parasite,
suggesting that particle genes are essential for vesicle synthesis or secretion. Moreover, the virulent T.
cruzi strain demonstrated efficacy in increasing tissue parasitism and immunological activation than the
non-virulent strain. In conclusion, the particles are an essential function of T. cruzi and affect host-
pathogen interactions, and highlight their potential as targets for therapeutic or diagnostic strategies in
Chagas disease.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, EXTRACELLULAR VESICLES (EVS), HOST-PATHOGEN
INTERACTIONS, CRISPR-CAS9, CHAGAS DISEASE
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S1 - Symposium 1

Molecular messengers of disease: How extracellular vesicles shape smooth muscle cell
behavior in prostate and Vascular hyperproliferative diseases

Quintar, Amado Alfredo

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD, CENTRO CIENTIFICO
TECNOLOGICO (CONICET), CONSEJO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y
TECNICAS, CORDOBA

Contacto: aquintar@cmefcm.uncor.edu

Benign prostatic hyperplasia (BPH) and vascular occlusive diseases share pathological hallmarks
involving dysregulated smooth muscle cell (SMC) proliferation and altered intercellular communication.
Extracellular vesicles (EVs) have emerged as pivotal mediators linking metabolic stress to
hyperproliferative responses in multiple tissues. Our results demonstrated that in the prostate, oxidized
low-density lipoprotein (OxLDL) promotes stromal cell proliferation in both high-fat diet—fed mice and
cultured human prostatic SMCs, an effect driven in part by OxLDLinduced EV release. In vitro, these
EVs contained proliferation-associated miRNAs and exhibited pro-proliferative properties, while
metformin effectively suppressed OxLDL-stimulated SMC proliferation, suggesting a potential
therapeutic avenue for BPH progression. In vascular biology, the atypical cadherin FAT1—previously
shown to dampen SMC proliferation via mitochondrial metabolism—also exerts paracrine effects
through EVs. FAT1 was detected in EVs derived from bovine, murine, and human SMCs, where FAT1-
positive EVs inhibited proliferation of FAT1- deficient cells, whereas EVs from FAT1-deficient SMCs
lacked this anti-proliferative activity. Importantly, FAT1-containing EVs were also identified in plasma
samples from patients with chronic kidney disease (CKD), a condition associated with accelerated
vascular remodeling, underscoring their clinical relevance. Together, these findings highlight EVs as
critical modulators of cellular growth in both prostate and vascular contexts, capable of transmitting
either pro- or anti-proliferative signals depending on their molecular cargo. The integration of metabolic
cues (e.g., OxLDL, metformin) and structural regulators (e.g., FAT1) into EV-mediated communication
reveals shared mechanisms by which systemic and local factors drive disease progression.

Palabras clave: EXTRACELLULAR VESICLES, SMOOTH MUSCLE CELLS, PROLIFERATION,
PROSTATE
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S2 - Symposium 1

Optimizacion multivariada de la carga de Doxorrubicina en vesiculas extracelulares
mediante metodologia de superficie de respuesta: Impacto sobre la eficacia antitumoral

Contreras, Hector 1 - Alarcén-Zapata, Pedro 1 - Ormazabal, Valeska 2 - Ormazabal, Yaritza 1 -
Valenzuela-Mella, Francisca 1.2 - Aguayo, Claudio 1 - Nova-Lamperti, Estefania 1 - Varas-Godoy,
Manuel 3 - Zufiiga, Felipe 1

1) Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcion, Chile

2) Departamento de Farmacologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion,
Chile

3) Centro de Biologia Celular y Biomedicina (CEBICEM), Facultad de Ciencias, Universidad San
Sebastian, Santiago, Chile. Centro Ciencia & Vida, Fundacién Ciencia & Vida, Santiago, Chile
Contacto: heccontr@udec.cl

Las vesiculas extracelulares pequefias (SEV) representan una plataforma biocompatible para la
entrega dirigida de farmacos, gracias a su capacidad de transportar compuestos terapéuticos y
modular respuestas celulares. Entre los métodos de carga, la electroporacion se ha posicionado como
una técnica eficiente y versatil- no obstante, su aplicacion sin una parametrizacion adecuada puede
desencadenar efectos adversos como agregacion vesicular o alteraciones funcionales. Esto resalta la
necesidad de enfoques sistematicos de optimizacién para maximizar su potencial terapéutico.

En este estudio, aplicamos una metodologia multivariada de disefio de experimentos (DoE) y
superficie de respuesta (RSM) para optimizar la encapsulacion de DOX en sV (sEV/DOX) mediante
electroporacion, comparando el efecto de pulsos eléctricos exponenciales y de onda cuadrada. Se
evaluaron tres variables: numero de vesiculas (NEV), concentracion de doxorrubicina (DOX) e
intensidad del campo eléctrico (FE).

Con pulsos exponenciales, se observo un efecto positivo significativo de NEV (b = 0.637, p < 0.001) y
DOX (b = 0.488, p = 0.006) sobre la eficiencia de carga (DOXin), mientras que FE presenté un efecto
cuadratico negativo (b = —0.465, p = 0.023), indicando una zona Gptima de intensidad. Con pulsos de
onda cuadrada, DOX fue el principal determinante tanto de DOXin (b = 0.906, p < 0.001) como de
agregacion de vesiculas (b = 0.595, p < 0.001). Ademas, se identificaron interacciones significativas
NEV*DOX y NEV*FE que afectan el tamafio vesicular, y un efecto cuadratico negativo de DOX2,
sugiriendo que concentraciones excesivas pueden comprometer la integridad estructural. Finalmente,
la validacion funcional en células de cancer de ovario mostré una reduccion de aproximadamente 9
veces en la IC50 del tratamiento con sEV/DOX respecto al DOX libre.

Estos hallazgos refuerzan la necesidad de un enfoque multivariado para racionalizar y estandarizar el
uso de sV como plataformas terapéuticas, permitiendo definir condiciones robustas para su
aplicacion clinica.

Agradecimientos Direccion de Postgrado — UdeC, FONDECYT N°1170809, N°11190522, VRID
220.072.043-M, VRID 2023000815.

Palabras clave: VESICULAS EXTRACELULARES PEQUENAS (sEV), ELECTROPORACION,
DOXORRUBICINA, METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (RSM), CANCER DE
OVARIO
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S3 - Symposium 1
Stress packaged and delivered: extracellular vesicles as intercellular messengers

Monteleone, Melisa Carolina 1.2

1) Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas (11B), Universidad Nacional de San Martin (UNSAM) -
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), San Martin, Argentina

2) Escuela de Bio y Nanotecnologia (EByN), Universidad Nacional de San Martin, San Martin,
Argentina

Contacto: mmonteleone@iib.unsam.edu.ar

Extracellular vesicles (EVs) function as molecular messengers of chronic stress. Stress modifies the
protein content of serum EVs in mice, including brain-enriched proteins like M6a. Remarkably, these
EVs—when administered intranasally to naive mice—can induce stress-like behavioral and molecular
responses. Proteomic analysis reveals stress-related cargo linked to neuroplasticity and psychiatric
disorders. These results position EVs as active mediators of intercellular communication under stress
and as promising non-invasive biomarkers and targets for intervention in stress-related conditions.

Palabras clave: Stress, Extracellular Vesicles
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S4 - Symposium 2
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For years, differences in the immune system between men and women have been reported, partly due
to genetic and hormonal effects. Pregnancy is a unique time when at least two individuals of different
sexes can coexist and interact with each other, partly through extracellular vesicles (EVs). In this
study, we investigated the role of placental EVs (pEVs) in endothelial cell (EC) function and the
activation and metabolic profile of macrophages (MA), depending on the sex of the newborn.

pPEVs were isolated from the conditioned media (CM) of placental villi explant by differential
centrifugation and characterised. Monocytes from healthy female donors’ peripheral blood were
differentiated into MA with GM-CSF and then cultured with CM or EVs from male (M) or female (F)
placentas, in order to assess their phenotypic and metabolic profile using flow cytometry. HBC were
obtained from normal term placenta by enzymatic digestion, and CM were used to study angiogenesis.
HUVEC were used to study endothelial cell migration.

CM from female placentas (F-CM) polarised MA towards a stronger antiinflammatory phenotype,
increasing the expression of CD163, CD206, CD209 and IL-10 secretion by almost twofold respect to
male placentas (M-CM, P<0.05). Only F-CM increased lipid droplet accumulation (P<0.05), without
altering glucose uptake or lactate secretion. Similar results were observed with F-pEVs. Furthermore,
only F-pEVs increased endothelial cell migration (P<0.05). In line with this, F-CM from HBC exhibited a
higher pro-migratory capacity than M-CM (P<0.05). Our results suggest that placental EVs play a
differential regulatory role in macrophage phenotype and metabolism, aligning with the
immunometabolic profile of HBC according to fetal sex. Additionally, these findings imply a potential
involvement of sex-specific role for pEVs in endothelial cell function.

Palabras clave: PREGNANCY, SEX-DIMORPHISM, IMMUNOMETABOLISM, PLACENTAL
EXTRACELLULAR VESICLES
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Porphyromonas gingivalis (Pg), a key pathogen in periodontitis, releases outer membrane vesicles
(OMVs) enriched with virulence factors that can modulate immune responses at distant sites.
Periodontitis is strongly associated with adverse pregnancy outcomes, yet the mechanisms linking Pg-
derived OMVs, neutrophil activation, and placental dysfunction remain poorly defined.

To gain mechanistic insights into this association, we examined the effects of Pg OMVs on neutrophil
activation and their downstream impact on trophoblastic cells. We first directly stimulated neutrophils
with Pg OMVs and subsequently evaluated the impact of neutrophil- derived factors on trophoblast
function.

Stimulation of neutrophils with Pg OMVs resulted in a significant increase in reactive oxygen species
(ROS) production, while CD11b surface expression remained unchanged. PMA induced NET
formation, characterized by DNA and elastase release. The addition of OMVs led to a trend toward
reduced DNA release, without affecting elastase levels. To explore indirect effects on placental
function, trophoblastic cells were exposed to conditioned media from OMV-stimulated neutrophils. This
resulted in reduced trophoblast migration, as determined by scratch assays, pointing to neutrophil-
derived mediators as modulators of maternal—fetal interface integrity.

Together, these results reveal a novel mechanism by which Pg OMVs indirectly impair trophoblast
function through modulation of neutrophil activation states, providing insight into how periodontal
infection may contribute to placental dysfunction and adverse pregnancy outcomes.

Palabras clave: Periodontal disease - Outer membrane vesicles - neutrophil - Trophoblast cells
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Seminal plasma (SP) plays an important role in male reproductive physiology by providing signals that
preserve sperm viability and regulate their capacitation timing. This fluid is composed by secretions
from the epididymis and accessory glands. Traditionally, this regulation has been attributed exclusively
to soluble proteins secreted through the classical pathway. However, recent evidence suggests that
extracellular vesicles (EVs) present in SP may act as alternative or complementary mediators of sperm
modulation, potentially carrying decapacitating factors and facilitating intercellular communication.

Our work explores whether decapacitation proteins are transported within SP-derived EVs (spEVs) and
how these vesicles interact with sperm in vitro. We use human and ovine models to compare and
characterize EV populations obtained by different methods -ultracentrifugation and size-exclusion
chromatography (SEC). We found that spEVs are rapidly incorporated to live sperm following
characteristic patterns, using fluorescent labeling. We also investigated whether these spEVs transport
known decapacitation factors by Westernblot with different results in both species. In ram we
demonstrated that proteins belonging to the BSP family (Binder of Sperm Proteins) are transferred
from then spEVs to sperm cells, particularly by the fraction containing the smallest vesicles.
Additionaly, we found that in both species spEVs modulate molecular signals of capacitation, such as
tyrosine phosphorylation, acrosomal reaction, without affecting PKA activity, intracellular Ca2+
concentration or membrane potential. SpEVs also reduced progressive sperm motility.

This line of research shifts the focus from a purely soluble secretome to a vesicle-mediated
mechanism of sperm regulation, with spEVs acting as vehicles for molecular signals that maintain
sperm in a decapacitated state during their journey through the male reproductive tract. Our findings
contribute to a better understanding of sperm physiology and have implications for male fertility
diagnostics and assisted reproduction strategies.

Palabras clave: Vesiculas extracelulares - Plasma seminal - Espermatozoide - reproduccién
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Hoy en dia, la microbiota intestinal se considera un nuevo "-6rgano vital"- y se ha demostrado que el
consumo de probidticos tiene efectos beneficiosos a nivel sistémico sobre diferentes 6rganos
extraintestinales. Los mecanismos implicados en los beneficios de los probi6ticos no estan
completamente dilucidados y se han asociado, al menos en parte, a sus vesiculas extracelulares
(EVs).

Con el objetivo de buscar indicios en las formas de interaccién mediada por EVs entre la bacteria L.
casei BL23 y el hospedador humano, se estudi6 el transporte de estas EVs a través de células
intestinales humanas. Para ello se empleé un modelo in vitro de barrera intestinal que consiste en
diferenciar la linea celular Caco-2 a enterocitos durante 14 dias. Dichas células se polarizan en cara
apical y basal, y forman uniones estrechas constituyendo una monocapa. Las células fueron
diferenciadas en un sistema de transwell y se las incubaron con diferentes concentraciones de EVs de
L. casei BL23 marcadas con CFSE en el compartimento superior del transwell y se cuantifico el pasaje
de las EVs bacterianas al compartimento inferior mediante EV Analyzer y citometria de flujo. Ademas,
se estudid el transporte de las mismas mediante un ensayo in vivo de time-lapse por microscopia
confocal. En este caso, se diferenciaron las células intestinales en placas de 35 mm para microscopia
y se las incubaron con EVs marcadas con CFSE y luego se tifié con FM4-64 la membrana plasmatica
de las células Caco-2. El transporte de las EVs de L. casei BL23 result6 ser dosis dependiente y, este
transporte, ocurrio a través del eje Z de las células intestinales.

El transporte de las EVs de L. casei BL23 a través de las células epiteliales intestinales podria ser un
primer paso relevante en la interaccion con el humano para ejercer sus efectos beneficiosos.

Palabras clave: Probiéticos, Postbitticos, Caco-2, CFSE, Transcitosis, Time lapse
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Lactobacilli are Gram-positive non-pathogenic bacteria that exhibit a GRAS (Generally Recognized as
Safe) status. They possess a fermentative metabolism that has been used since ancient times for the
production of fermented foods. Several lactobacilli strains are typical probiotic bacteria and produce
extracellular vesicles (EVs). This work aims to isolate and characterize EVs derived from a potentially
probiotic lactobacillus, Lactiplantibacillus plantarum (CIDCA 83114).

The isolated EVs had an average size of 120 nm (determined by DLS) and a zeta potential value of -
11 mV. Their structure was very stable, exhibiting only a slight size increase during storage for 28 days
at 4°C. Through the disruption of the vesicles and subsequent isolation of the components, it was
determined that, in addition to lipids, the EVs contain proteins, DNA and RNA (the latter in quantities
up to 15 times greater than DNA). The FTIR analysis revealed that EVs composition is qualitatively
different from that of protoplasts obtained through the lysis of the same bacteria.

We also evaluated the biological effect of L. plantarum EVs. The EVs exhibited an immunomodulatory
effect by reducing CCL-20 expression in cultured human enterocyte cells (Caco-2 Luc).
Lactiplantibacillus plantarum (CIDCA 83114) had well-documented probiotic effects. Our studies shed
light on the properties of their derived EVs, which could have different, complementary, or synergistic
effects.

Palabras clave: LACTOBACILLI, PROBIOTICS, EVS CHARACTERIZATION
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MapB, the Brucella suis homolog of TamB, plays a critical role in maintaining outer membrane integrity
and facilitating protein translocation. Its deletion disrupts outer membrane homeostasis, altering both
the composition and biogenesis of outer membrane vesicles (OMVs), and consequently modifying their
structure and immunogenic content.

Porcine brucellosis remains a challenging zoonotic disease, with no approved vaccines available for
human or swine use. This study evaluated the vaccine potential of OMVs derived from B. suis 1330
(wild-type) and its isogenic ?mapB mutant in a murine model. OMVs were isolated and characterized
by electron microscopy, dynamic light scattering (DLS), SDS-PAGE, and proteomic analysis, revealing
spherical particles (90—-130 nm) enriched in known Brucella immunogens.

Mice were immunized intramuscularly with OMVs from both strains. The ?mapB OMVs elicited
significantly higher serum 1gG levels compared to wild-type OMVs. Antibodies from both groups
reduced B. suis adherence and invasion of lung epithelial cells and enhanced phagocytosis by
macrophages. Moreover, splenocytes from ?mapB OMVs—immunized mice secreted increased levels
of IL-17 and IFN-?, indicating a more robust Thl-type immune response.

Immunization with either OMVs preparation conferred protection against intratracheal challenge with
virulent B. suis. However, ?mapB OMVs provided superior protection following intraperitoneal infection.
These findings demonstrate that ?mapB OMVs are highly immunogenic and capable of inducing both
mucosal and systemic immunity, supporting their potential as a safe and effective acellular vaccine
candidate against porcine brucellosis.

Palabras clave: VACCINE, Brucella suis, OMVs
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Las vesiculas extracelulares (EVs) son reconocidas como mediadoras clave en la comunicacion
intercelular, pero su papel en las interacciones bacteria-fago sigue siendo poco comprendido. En el
laboratorio estudiamos la influencia de las EVs producidas por Lacticaseibacillus casei BL23 en la
infeccidn del fago J-1. Nuestra hipotesis es que la induccion de los profagos PLE2 y PLE3, provocada
por la exposicion de los cultivos bacterianos al antibiotico Mitomicina C (MITC), modificaria tanto la
produccién como el contenido de las EVs liberadas por L. casei BL23, y que estas EVs podrian
modular la susceptibilidad de la poblacion bacteriana a la infeccion por fagos.

En primer lugar, se explor6 la internalizacion de EVs por parte de L. casei BL23. Para ello, se aislaron
y marcaron las EVs con CFSE vy, tras una incubacion con bacterias marcadas con Rodamina B se las
observé por microscopia confocal. Por otro lado, se estudio6 el efecto de las EVs sobre la dinamica de
infeccidn por fagos, utilizando EVs derivadas de cultivos inducidos con MITC (EVs-MITC) y de cultivos
no tratados. Para ello, se pre-incubaron los cultivos bacterianos con diversas concentraciones de EVs
provenientes de ambos tratamientos y se evalud la supervivencia bacteriana mediante curvas de
crecimiento, en presencia o ausencia del fago J-1.

Las EVs control no alteraron de manera significativa el crecimiento bacteriano ni la susceptibilidad al
fago J-1; sin embargo, las EVs-MITC si modificaron la dindmica de la infeccién. Estos resultados
sugieren que las EVs liberadas tras la induccion de los profagos podrian desempefar un papel
modulador en las interacciones entre bacterias y fagos. A futuro, un mayor entendimiento de los
mecanismos de comunicacion mediada por EVs podria ofrecer nuevas estrategias para el control de
fagos, un desafio relevante en las industrias farmacéutica y alimentaria debido a su capacidad para
interferir en los procesos biotecnoldgicos.

Palabras clave: BACTERIAS ACIDO LACTICAS, BACTERIOFAGOS, PROBIOTICOS
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La mastitis bovina (MB) es la principal enfermedad del ganado lechero y causa importantes pérdidas
econdmicas. Staphylococcus aureus, su principal agente causal, expresa mdltiples factores de
virulencia que favorecen la colonizacién intramamaria, la evasion del sistema inmune y la persistencia
en el huesped.

La microbiota comensal de la glandula mamaria es una fuente prometedora para el desarrollo de
terapias antivirulentas, como alternativa o complemento a los tratamientos convencionales. Las
estructuras bioactivas que producen como mecanismo de defensa pueden aprovecharse
biotecnolégicamente como alternativas sustentables, viables y con menor riesgo de generar
resistencia. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibiofilm y caracterizar
fisicoquimicamente fracciones bioactivas derivadas del sobrenadante libre de células (CFS) de
Staphylococcus chromogenes LN1 frente a S. aureus V329 patégeno de referencia en infecciones
intramamarias.

El CFS de Staphylococcus chromogenes LN1, aislado de muestras de leche de animales sanos sin
antecentes de mastitis, mostré actividad antibiofilm no bactericida contra S. aureus V329. Dos
fracciones parcialmente purificadas, obtenidas por precipitacion con acetona (PA) y dialisis (D-14),
mantuvieron esta actividad, con reducciones de biomasa del biofiim de hasta el 50% en las
concentraciones mas altas sin presentar efectos citotoxicos en células epiteliales bovinas.

La microscopia de fuerza atdmica (AFM) y dispersién dinamica de luz (DLS) revelaron que el CFS
contiene nanoestructuras polidispersas, mientras que PA y D-14 presentan particulas mas pequefias y
uniformes sugiriendo un enriquecimiento selectivo durante la purificacion. Por FTIR se identificaron
grupos funcionales como hidroxilo, alquilo, carbonilo y aminas. Tras una ultracentrifugacion en
gradientes de sacarosa, el CFS pierde actividad al fraccionarse, mientras que PA y D-14 la retienen
en los pellets. Ensayos con la sonda DPH detectaron dominios hidrofébicos compatibles con
estructuras de membrana. Estos resultados sugieren que la actividad se asocia a ensamblajes
supramoleculares y posiblemente a vesiculas extracelulares, cuya integridad es clave. Actualmente se
trabaja en la optimizacion de métodos de aislamiento para preservarlas, en su caracterizacion quimica
y aplicacion en infecciones intramamarias.

Palabras clave: MICROBIOTA - BIOCOMPUESTOS - MASTITIS BOVINA - FACTORES DE
VIRULENCIA
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) remains one of the deadliest cancers due to its aggressive
nature and immune evasion mechanisms, particularly involving natural killer (NK) cells. Understanding
how tumor-derived extracellular vesicles (EVs) modulate NK cell function is crucial for developing
novel therapeutic strategies. We analyzed the interactome between EV proteins from secretomes of
primary PDAC cultures—localized (loc) (n=14) and metastatic (met) (n=7)—and NK cells from the
tumor microenvironment (TME) and adjacent (ADJ) non-tumor tissue. EV proteomes were in-silico
filtered for pancreatic EV (Exocarta) associated plasma membrane proteins. NK cell transcriptomes
were obtained from single-cell RNA-seq data (GSE212966), selecting NK cells and membrane-
associated genes. Protein-protein interactions with high-confidence physical evidence were retrieved
from STRING v11.5 and visualized in Cytoscape. Key network nodes were identified using CytoHubba,
classifying hubs into local, bridge, and global influencers.

Considering loc-EVs interacting with TME-NK, the key network nodes were endosomal ESCRT
components, indicating modulation of receptor trafficking (such as CD16 and NKG2D) and a reduction
in cytotoxic capacity. Signaling hubs included IL2RG and NF-?B inhibitors, suggesting suppression of
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activation pathways. When interacting with ADJ-NK cells, loc-EVs affect proteins related to the
cytoskeleton and cell adhesion (RHOA/ROCK pathway), which may impair NK cell movement and the
formation of immune synapses.

When analyzing met-EVs, the key network nodes are adhesion molecules (integrins ITGB1/ITGA4)
and actin regulators (CDC42), along with ribosomal proteins, indicating altered TME-NK cell adhesion
and protein synthesis. ADJ-NK cells share these hubs with added involvement of PI3K signaling
(PIK3R1), linked to NK cell survival but remain unfunctional in suppression.

Overall, loc-EVs modulate NK cells through vesicular trafficking and overall signaling inhibition, while
met-EVs focus on adhesion, cytoskeletal remodeling, and translational control. NK cells in the TME are
more affected by activation suppression, whereas those in ADJ-tissue experience altered motility and
interaction capacity. These different mechanisms may highlight distinct immune evasion strategies in
PDAC progression and could serve as targets for immunomodulatory therapies

Palabras clave: PANCREATIC DUCTAL ADENOCARCINOMA - NATURAL KILLER CELLS -
EXTRACELLULAR VESICLES - TUMOR MICROENVIRONMENT - IMMUNE EVASION
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Parkinson’s disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized by both motor
and non-motor symptoms, caused by the degeneration and loss of dopaminergic neurons in the
substantia nigra. Current therapies are limited to symptom management, unable to prevent neuronal
loss or halt the progression of the disease. A significant limitation to more effective treatments is the
difficulty of crossing the blood-brain barrier. Extracellular vesicles (EVs) communication plays a crucial
role in several physiological processes within the nervous system. Given the rising prevalence of PD,
the need for therapies that prevent neuronal death and promote cell survival is urgent. This study
explores the potential of neural stem cell-derived small extracellular vesicles (NSC-EVs) using in vitro
and in vivo models of PD. Our findings demonstrate that in vitro, EVs purified from primary cultures of
NSCs of mice, significantly enhance the survival of dopaminergic neurons by reducing apoptosis and
showing strong neuroprotective effects. Notably, the extracellular vesicles used in this study are
enriched with Catalase, a potent scavenger protein with antioxidant properties. This enrichment further
strengthens their neuroprotective capacity, enabling them to mitigate oxidative stress and protect
vulnerable neurons. The use of such naturally enriched extracellular vesicles represents a promising
approach for developing innovative therapies to effectively combat Parkinson’s disease.

Palabras clave: SMALL EXTRACELLULAR VESICLES - PARKINSON'S DISEASE
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Extracellular vesicles (EVs) are emerging as versatile platforms for immunotherapy due to their natural
biocompatibility and capacity for molecular engineering. Here, we report the generation of
multifunctional EVs derived from HEK293T cells engineered to express human ectonucleotidases (EV-
ADO), with or without a selectin ligand (EV-ADO-P). Ectonucleotidases sequentially catalyze the
hydrolysis of pro-inflammatory ATP/ADP into immunosuppressive adenosine, while the adhesion
molecule facilitates targeting to inflamed or thrombotic tissuesvia selectin binding.

HEK293T cells were genetically modified using lentiviral vectors to stably express human
ectonucleotidases and the selectin ligand. EVs were purified from cell culture supernatants by
differential ultracentrifugation. We validated the expression and enzymatic activity of ectonucleotidases
in both cells and EVs and confirmed selectin ligand enrichment in EV-ADO-P. Functional assays
demonstrated that EV-ADO and EV-ADO-P significantly suppressed inflammatory responses in vitro,
including reduced TNF secretion and enhanced IL-10 production in macrophages, inhibition of
oxidative burst in neutrophils, and decreased T cell proliferation. Platelet aggregation assays revealed
that EV-ADO hydrolyzed ADP and prevented platelet activation, suggesting potential antithrombotic
effects.

Preliminary in vivo biodistribution studies in a murine model of TPA-induced ear inflammation showed
that EV-ADO-P accumulated more efficiently in inflamed tissue, as compared to EV-ADO, which was
predominantly sequestered in the liver. These findings suggest that the incorporated adhesion
molecule enhances EV targeting to sites of inflammation.

Altogether, our results demonstrate the feasibility of engineering EVs with dual functionality: enzymatic
immunomodulation and selective tissue targeting. This strategy holds promise for the development of
next-generation EV-based therapeutics for inflammatory and thromboinflammatory diseases.

Palabras clave: ENGINEERED EXTRACELLULAR VESICLES, ECTONUCLEOTIDASES,
INFLAMMATION, IMMUNOMODULATION, TARGETED THERAPY, ADENOSINE SIGNALING
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La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza por una disfuncién metabdlica progresiva, donde el
higado cumple un rol clave en la homeostasis de la glucosa. Aunque la hemoglobina glicada (HbA1lc)
es el estandar para el monitoreo glicémico, no permite detectar alteraciones metabdlicas tempranas ni
especificas por oOrgano. Las vesiculas extracelulares (EVs) circulantes han emergido como
biomarcadores no invasivos capaces de reflejar el estado metabdlico de las células de origen. Este
estudio evalué si las EVs plasmaticas, estratificadas segin el estado glicémico, modulan el
metabolismo hepatico in vitro. Se aislaron EVs de 96 individuos agrupados en seis categorias
definidas por HbAlc y se caracterizaron mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas,
potencial zeta, citometria de flujo y microscopia electrénica. Hepatocitos HepG2 fueron expuestos a
EVs agrupadas y se evalud la captacion de glucosa, contenido de glucdégeno y expresion de genes
metabdlicos. Ademas, se realizé un perfil metabolémico y lipidémico no dirigido mediante LC-MS/MS.
Las EVs de individuos prediabéticos suprimieron la expresion de genes glucoliticos vy
gluconeogénicos, redujeron la captacion de glucosa y disminuyeron las reservas de glucégeno. En
contraste, las EVs de pacientes con diabetes indujeron una acumulacién paradodjica de glucégeno,
desequilibrio redox y enriquecimiento en ceramidas. El analisis multi-Omico integrado revel6 fenotipos
metabdlicos hepéticos distintivos segun el estado glicémico. Estos hallazgos demuestran que las EVs
plasmaticas transportan carga bioactiva dependiente de la glicemia, con capacidad de reprogramar el
metabolismo hepatico, respaldando su potencial como biomarcadores tempranos de disfuncion
hepética en la progresion de la diabetes.

Palabras clave: TYPE 2 DIABETES MELLITUS - EXTRACELLULAR VESICLES - HEPATOCYTE
METABOLISM - BIOMARKERS - LIPIDOMICS
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Chagas disease (CD) is a global public health problem due to its high morbidity and mortality.
According to their clinical status, patients can be classified into categories: asymptomatic (A), with
alterations in cardiac electrical conduction (B), or with dilated cardiomyopathy (C). In this study,
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) samples from individuals not infected with T. cruzi (N) and
from patients A, B, and C were analyzed. The aim was to characterize extracellular vesicle (EV)
release in cell samples for the identification of prognostic biomarkers of CD. Initially, PBMCs were
characterized and analyzed by flow cytometry. Previous studies from our group demonstrated that
cells from patients with or without symptoms increase EV release in response to parasite stimulation in
culture, quantified by NTA. Moreover, asymptomatic patients showed a differential EV release pattern,
allowing their division into two subcategories of higher and lower release (A2 and A3; Alvarado, 2024).
We then analyzed the relationship between differential parasite-induced EV release and the
epidemiological profile of a cohort of Argentine patients infected with T. cruzi. The database included
48 records from patients over 35 years old, with age, gender, clinical status, and EV release
guantification with or without stimulation. Parasite stimulation significantly increased EV release in
patients A (p=0.0466) and B (p=0.0312). Within group A, we detected two subcategories regarding EV
release, with a significant difference (A2 vs A3, p=0.0025), as previously reported. The mean age is
similar in both subcategories (53.8 and 57.7 years). Although 80% of A2 corresponds to women, there
is insufficient evidence to state that the subcategories do not differ overall by age and gender (p
=0.6891). Proteomic analysis of these EVs revealed potential candidates for the ongoing search for
prognostic biomarkers of the disease, supporting future studies aimed at improving the comprehensive
clinical management of CD.
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Extracellular vesicles (EV) released into embryo culture media offer a promising non-invasive
approach for assessing embryo quality, avoiding embryo damage (biopsy, fixation or homogenization).
The objective was to evaluate the effects of supplementation with Insulin-Transferrin-Selenium (ITS)
and metformin (Me) during porcine embryo culture on the size and concentration of EV obtained from
the culture media.

After in vitro fertilization (IVF), porcine embryos were cultured in the following groups: C (without
supplement, n?=79), M (Me 10-4 M, n?=?2), ITS (ITS 0.1% v/v, n?=?5), M+ITS (Me 10-4 M + ITS
0.1% v/v, n?=?2). On day 7, expanded blastocysts were selected and individually cultured in 10ul
drops of albumin-free medium until day 10. The culture media were stored at ?20°C until use. EV were
successfully isolated using Amicon® Ultra 0.5 mL centrifugal filters (Merck) and analysed for size and
concentration using Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Expression of EV markers (TSG101, Alix,
CD9) was confirmed by Western blot. Differences in median EV size and concentration between
groups were analysed using the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-hoc test.

No significant differences were observed in EV size, with a median size of 275.5 nm and an IQR of 182
nm across all groups. Median EV concentration in Group ITS (112069 particles/mL, IQR 2171236) was
higher (P <0.001) than in Group C (24276 particles/mL, IQR 962710). Further studies, including
transmission electron microscopy (TEM) and increased sample sizes, are needed to confirm these
findings.

This study reports, for the first time, the isolation and characterisation of EV from IVF-produced porcine
blastocysts. ITS supplementation was associated with an increase in EV concentration, reflecting
enhanced embryonic metabolic activity. Although preliminary, these findings are promising and
suggest that EV could serve as potential indicators of embryo quality.

Palabras clave: ANIMAL REPRODUCTION, EMBRYONIC DEVELOPMENT, GLUCOSE
METABOLISM
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Las vesiculas extracelulares bacterianas (bEVs) son estructuras nanométricas liberadas al medio
extracelular que contienen proteinas, lipidos, acidos nucleicos y metabolitos. Su implicancia en la
modulacion de la respuesta inmune y en la comunicacion hospedero—microbiota ha despertado interés
en su potencial uso en aplicaciones biomédicas. El presente trabajo busca aislar, caracterizar y
evaluar el efecto de bEVs de una cepa bacterianas lactica de origen intestinal denominada C18 sobre
un modelo celular epitelial gastrico humano (AGS), con énfasis en citotoxicidad e inmunomodulacién.
Las bEVs se obtuvieron a partir de cultivos bacterianos en fase estacionaria (OD600 de 1.0),
aplicando centrifugacién diferencial, filtracién estéril (0,22 um), concentracién mediante ultrafiltracién y
cromatografia de exclusiéon por tamafio (SEC) en columna Sephadex G200/40. La caracterizacion
incluye determinacion de tamafio y concentracibn por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA),
distribucién y polidispersidad por dispersion de luz dindmica (DLS), potencial zeta, cuantificacion
proteica por método BSA y andlisis morfolégico mediante microscopia electronica (TEM).

Para los ensayos funcionales, las células AGS seran tratadas con diferentes diluciones de las bEVs
obtenidas. La citotoxicidad se evaluard por ensayo MTT y la inmunomodulacion mediante
cuantificacién de citoquinas a través de Kit de citometria.

Como resultados preliminares, se logré aislar una poblacién vesicular libre de restos celulares, con
morfologia esférica y doble capa lipidica observada por TEM. Los analisis iniciales de DLS detallan un
tamarfo de 43.3nm - 131.5nm.

Se espera confirmar el potencial eléctrico de las vesiculas (Potencial Z), concentracion (NTA) y la
ausencia de citotoxicidad en las concentraciones de estudio y observar un perfil modulador sobre la
expresion de citocinas inflamatorias en células AGS, lo que respaldaria el potencial de las bEVs
bacterianas como herramientas inmunomoduladoras.

Palabras clave: Vesiculas extracelulares bacterianas (bEVs), Microbiota intestinal, Inmunomodulacion,
Caracterizacion
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Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen and a major cause of chronic respiratory
infections in cystic fibrosis (CF) patients. Its persistence in the CF lung is frequently accompanied by
co-infection with other microbes, such as Staphylococcus aureus, a combination known to accelerate
disease progression. Both pathogens exhibit remarkable adaptability and resistance to antibiotics,
complicating long-term treatments. In P. aeruginosa, a key resistance mechanism is the production of
?-lactamases, including the class C enzyme PDC.

Here, we investigated the extracellular release of PDC-1 via membrane vesicles (MVs) and its
potential role in community-level antibiotic resistance. Upon exposure to ?-lactams such as penicillin
(PenG) and cefoxitin (FOX), we detected PDC-1 in MVs isolated from P. aeruginosa PAOL. Nitrocefin
assays confirmed that vesicle-associated PDC-1 remains catalytically active. However, these MVs
failed to protect ?-lactam-susceptible P. aeruginosa and E. coli strains from FOX or ceftazidime.
Notably, incubation with these MVs caused growth defects in E. coli, suggesting a toxic effect of the
vesicles under these conditions. These results prompt us to study naturally occurring PDC variants
with enhanced catalytic efficiency or higher expression levels, since they may have a greater impact on
cross-species interactions and antibiotic resistance in polymicrobial infections.

To further investigate MV composition and bacterial interactions, we employed expansion microscopy
(ExM), enabling nanoscale visualization of vesicle cargo and strain-specific envelope proteins.
Preliminary ExM data confirm the presence of PDC-1 specifically in PenG/FOX-induced MVs. Moving
forward, ExM will allow us to distinguish vesicles from co-cultured P. aeruginosa and S. aureus, and to
characterize their content in both mono- and polymicrobial settings.

Our current findings underscore the limitations and complexities of vesicle-mediated resistance,
suggesting that extracellular protection may depend on specific vesicle cargo, ?-lactamase variants,
expression levels, and vesicle dynamics. This work will advance our understanding of microbial
interactions and antibiotic efficacy in polymicrobial infections.
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BACTERIAL MEMBRANE VESICLES, EXPANSION MICROSCOPY
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La microencapsulacion es una estrategia eficaz para preservar la viabilidad y funcionalidad de los
probidticos durante el procesamiento y almacenamiento. Ademas, la mucoadhesividad de las
microcapsulas es un atributo clave, ya que puede prolongar la permanencia de los probiéticos en la
mucosa intestinal y extender su efecto beneficioso.

En este estudio se evalud el impacto de la microencapsulacién de Lacticaseibacillus casei BL23
mediante secado por aspersion, utilizando tres formulaciones compuestas por proteina aislada de
suero lacteo (WPI) al 20% vy distintas concentraciones de quitosano (Q): 0%, 0,1% y 0,5%. Se
determiné la viabilidad bacteriana post-secado por recuento en placa y la mucoadhesividad de las
microcapsulas mediante un ensayo in vitro de adhesion a mucinas. Asimismo, se evaluo la capacidad
de las bacterias sobrevivientes al secado por aspersion de producir vesiculas extracelulares (VES),
comparando tamafio y perfil proteico de estas VEs con las producidas por bacterias no sometidas a
ese estrés.

Los resultados mostraron que todas las formulaciones mantuvieron una alta viabilidad tras el secado,
con reducciones inferiores a una unidad logaritmica. Sin embargo, la incorporacion de mayores
concentraciones de Q provocO una disminucion adicional de la viabilidad. En contraposicion, se
observé un aumento significativo y dosis-dependiente en la mucoadhesividad de las microcapsulas,
alcanzando los valores mas altos con 0,5% de Q (p < 0,0001). Las VEs obtenidas mostraron tamafios
similares (Z-average entre 73 y 81 nm) y perfiles proteicos similares destacandose las proteinas p40 y
p75, independientemente del estado libre o encapsulado de las bacterias.

En conclusién, la matriz compuesta por WPl y Q permite generar microcapsulas de L. casei BL23
altamente mucoadhesivas sin grandes pérdidas de viabilidad durante el proceso, y sin afectar la
produccion ni la composicion de sus VEs. Estas microcapsulas presentan amplio potencial en el
desarrollo de alimentos probiéticos funcionales.

Palabras clave: probiéticos, microencapsulacién, mucoadhesividad, vesiculas extracelulares
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Las vesiculas extracelulares (VES) bacterianas median la comunicacién intercelular y modulan
respuestas biologicas en el hospedador. En este trabajo, se purificaron y caracterizaron las VEs de
Lacticaseibacillus casei BL23, una cepa probidtica. El objetivo fue explorar la capacidad
inmunomoduladora y biocompatibilidad de estas VEs frente a células humanas, y su efecto protector
frente a toxinas bacterianas en un modelo in vivo.

Las VEs se aislaron del sobrenadante libre de células de un cultivo de L. casei BL23 mediante
ultracentrifugacion seguido de cromatografia de exclusién por tamafio, y se caracterizaron mediante
determinacion de proteinas y andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA). La biocompatibilidad se
evalud en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs) mediante dos ensayos de
viabilidad: LDH y PrestoBlue. El efecto inmunomodulador se analiz6 cuantificando citoquinas pro- y
antiinflamatorias mediante citometria de flujo, y su expresion génica mediante gPCR. Finalmente, se
evalud el efecto protector de las VEs en el modelo in vivo de Caenorhabditis elegans expuesto a
toxinas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa PA14.

Los resultados muestran que las VEs de L. casei BL23, con 179 nm de diametro hidrodinamico, son
biocompatibles, no detectdndose citotoxicidad ni disminucién de la viabilidad en PBMCs tras la
exposicion a VEs por 24 h. Se observé un efecto inmunomodulador significativo, con induccién de
citoquinas proinflamatorias (IL-1?, IL-6, TNF-?, IL-8) y antiinflamatoria (IL-10). En C. elegans, las VEs
aumento6 levemente la supervivencia del nematodo frente a la muerte inducida por toxinas de P.
aeruginosa PA14, confirmando su biocompatibilidad y potencial efecto protector.

Estos resultados destacan el papel funcional de las VEs de L. casei BL23 como moduladores
inmunolégicos potentes y biocompatibles, posicionandolas como una prometedora herramienta para el
desarrollo de nuevas estrategias inmunoterapéuticas.
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Placental stem cells have been widely reported as a promising tool for regenerative medicine.
Substantial evidence supports the anti-tumoral effects of human amniotic membrane (hAM) stem cells,
which exhibit anti-proliferative, anti-angiogenic, and pro-apoptotic properties. Extracellular vesicles
(EVs) are believed to play a crucial role in mediating these anti-cancer effects.

As the third leading cause of cancer mortality, liver cancer poses a serious clinical challenge requiring
new treatments beyond conventional therapies. Our research, in line with others, has previously
reported the anti-tumour effects of amniotic membrane-conditioned medium (AM-CM). We have
demonstrated AM-CM inhibits hepatocarcinoma cell proliferation and promotes apoptosis. Here, we
aimed to isolate and characterise EVs derived from AM-CM and assess their ability to inhibit
hepatocellular carcinoma cell survival.

EVs were isolated from AM-CM by anion exchange chromatography and eluted with a NaCl solution.
The elution profile was characterised by measuring protein and lipid concentration. CD63, a typical
EVs marker, was determined by ELISA. EVs morphology was observed by transmission electron
microscopy (TEM) and particle concentration was determined by nanoparticle tracking analysis (NTA).
EVs anti-proliferative effect was initially evaluated on HepG2 and Huh-7 hepatocarcinoma cell lines
using the MTT assay. Chromatography yielded eight fractions, with fraction 4 demonstrating peak
concentrations of proteins and lipids consistent with a CD63 peak. TEM analysis revealed a
homogeneous population of spherical EVs with an average diameter of 62 nm. NTA analysis showed
an average diameter of 165 nm and a particle concentration of approximately 10710 particles/ml (n=3).
These results would suggest AM-CM is enriched in small EVs. At the assessed concentrations, MTT
assay did not show changes in cell viability following a 24 h treatment with EVs (0.1-10 ?g/ml). Our
findings demonstrated the presence of seVs in AM-CM. Further research would provide new insights
into the therapeutic potential of AM-CM EVs in cancer treatment.

Palabras clave: AMNION, EXTRACELLULAR VESICLES, HEPATOCELLULAR CARCINOMA,
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La quimioterapia y otros agentes que dafian el ADN pueden inducir senescencia tanto en células
tumorales como no tumorales, y estas células senescentes se asocian a diversos efectos adversos del
tratamiento. Se trata de células no proliferativas que secretan factores capaces de contribuir al
desarrollo de mdltiples patologias. Dentro de este secretoma senescente se incluyen biomoléculas
solubles (proteinas, acidos nucleicos, lipidos) y vesiculas extracelulares (EVS).

Nuestro grupo investiga la senescencia inducida por temozolomida, un agente alquilante, en células
de melanoma murino. Mediante protedmica shotgun caracterizamos el fenotipo secretor de las células
senescentes e identificamos proteinas con propiedades inmunosupresoras, potencialmente implicadas
en la progresion tumoral y en la respuesta a la quimioterapia. El analisis de enriquecimiento de vias
mostré una representacion significativa de compartimentos asociados a EVs y exosomas, lo que
motivo evaluar su secrecion en este modelo.

Las EVs se aislaron de células senescentes y no senescentes mediante cromatografia de exclusiéon
por tamafio, y se caracterizaron en un analizador de particulas por pulsos resistivos (MRPS). Las
células senescentes liberaron una mayor cantidad de EVs por célula que las control, con un tamafio
predominante de 70—-100 nm. El western blot confirmé la presencia de los marcadores CD81, TSG101
y ALIX en las fracciones con EVs. Ademas, detectamos componentes mitocondriales (como SDHa y
ADN mitocondrial) en dichas fracciones.

En conjunto, nuestros resultados muestran que la senescencia inducida por temozolomida en células
de melanoma se asocia a un aumento en la secrecion de EVs y a la incorporacion de proteinas y ADN
mitocondrial en ellas, lo que sugiere que las células senescentes podrian liberar componentes
mitocondriales (o incluso mitocondrias enteras) a través de estas vesiculas. Estos hallazgos abren
nuevas lineas de investigacion sobre las propiedades de las EVs senescentes y su impacto en el
microambiente tumoral.

Palabras clave: SENESCENCIA, MITOCONDRIA, VESICULAS EXTRACELULARES
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El plaguicida Imidacloprid modula la secrecion de vesiculas extracelulares y aumenta
la proliferacion y migracion en células tumorales mamarias SKBR3
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El Imidacloprid (IMI) es un insecticida neonicotinoide usado frecuentemente a nivel mundial, pudiendo
afectar a la salud humana. El cancer de mama (CM) representa la neoplasia mas comun en mujeres,
con elevada tasa de mortalidad. Estudios epidemioldgicos sugieren que la exposicion a plaguicidas
podria alterar vias relevantes involucradas en progresion del CM, impactando en su sobrevida. Se ha
demostrado la importancia de la evolucién tumoral en la interaccién entre células tumorales y su
microambiente, siendo la secrecién de vesiculas extracelulares (VES) un elemento clave. Nuestro
objetivo fue examinar si la exposicion al IMI (0,01- 0,1- 1- 10 ?M) altera: a) viabilidad- b) proliferacion-
c) migracion- y d) secrecion de VEs en la linea celular de CM humano SKBR3 (HER2+). Los
resultados mostraron un aumento en viabilidad con IMI (0,01 y 10 ?M) a 24 y 72 h (p<0,01)(MTT).
Ademas, observamos un incremento en proliferaciéon (ensayo clonogénico), y en migracion celular con
IMI (0,1- 1 y 10 ?M) (p<0,001)(cierre de herida). Evaluamos el tiempo de duplicacion (numero de
células a 24, 48 y 72 h), revelando que IMI (0,1- 1 y 10 ?M) lo reduce de 45 a 32 h (p<0,05).
Paralelamente, las células fueron expuestas a DMSO (Vehiculo) e IMI (0,1 y 10 ?M) en botellas T150,
se purificaron por centrifugacion diferencial y las VEs se caracterizaron (analisis de seguimiento de
nanoparticulas y microscopia electrénica de transmision). El tratamiento con IMI (0,1 y 10 ?M) redujo
el tamafio de las particulas (50-150 nm), mientras que a 10 ?M aumentd la concentracion (120%,
p<0,05). Estos hallazgos demuestran que la exposicion de células tumorales mamarias humanas
SKBR3 al IMI induce la secrecion de VEs, ademas de promover la proliferacion y migracion celular.

Palabras clave: IMIDACLOPRID, CANCER DE MAMA, VESICULAS EXTRACELULARES,
MIGRACION- PROLIFERACION
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Perfil bioquimico en vesiculas extracelulares de células tiroideas tumorales y no
tumorales co-cultivadas con fibroblastos. Impacto en la captacion celular.
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Las vesiculas extracelulares (VEs) median la comunicacion célula-célula, modulando el
microambiente e influyendo en la progresion tumoral. Estudios previos mostraron que la interaccion
entre células tumorales tiroideas y fibroblastos (Fb) genera VEs con un perfil protemico asociado a la
degradacion de matriz extracelular, favoreciendo la sintesis y actividad de metaloproteinasa 2 (MMP2)
en células tiroideas no tumorales.

En este trabajo se exploraron las caracteristicas bioquimicas de las VEs secretadas y su impacto en la
captacion celular mediante microscopia Raman (m-Raman) y citometria de flujo (CF). Células
tumorales tiroideas (TPC-1) y no tumorales (NThyOri) fueron co-cultivadas con Fb normales,
simulando el microambiente tumoral. Las VEs obtenidas por ultracentrifugacién de los sobrenadantes
de cultivos de células aisladas y co-cultivadas fueron caracterizadas por m-Raman y sus perfiles
espectrales comparados para identificar patrones bioguimicos especificos. La captacion de VEs por
células NThyOri fue evaluada mediante CF. Los espectros de las VEs derivadas de células TPC-1
indicaron enriquecimiento en proteinas respecto a los de VEs de NThyOri. Estos, presentaron un
predominio de sefiales de lipidos, saturados e insaturados, sugiriendo mayor fluidez de membrana en
VEs de NThyOri. El co-cultivo con Fb modificé el contenido proteico de las VEs: se observo una
disminucion de las sefiales caracteristicas de cadenas peptidicas en Fb-TPC-1 y un aumento en Fb-
NThyOri. Las células NThyOri expuestas a VEs de Fb-NThyOri mostraron sefales lipidicas
compatibles con adherencia o fusion vesicular, mientras que las desafiadas con VEs de Fb-TPC-1 no
evidenciaron cambios

significativos, sugiriendo menor captacién o diferente interaccion VE-célula. Estas observaciones
fueron corroboradas por CF y por andlisis de descomposicion de la banda Amida I.

Nuestros hallazgos indican que componentes del microambiente tumoral influyen en el perfil
bioquimico de las VEs, lo que podria condicionar su forma de interaccion con las células blanco.

Palabras clave: VESICULAS EXTRACELULARES, MICROAMBIENTE TUMORAL, CANCER DE
TIROIDES, MICROSCOPIA RAMAN, CAPTACION CELULAR,

41



P4 - Cancer

Obtencion de vesiculas extracelulares derivadas de monocitos cargados con
nanoparticulas poliméricas fototérmicas para terapia dirigida antitumoral
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En los dltimos afios, las células y las vesiculas extracelulares (VES) han emergido como plataformas
eficientes para el transporte de agentes terapéuticos, favoreciendo su llegada y acumulacion en
tumores solidos. Entre estos, las nanoparticulas de polimeros conjugados (NPC) destacan por su
fluorescencia intrinseca y capacidad de inducir dafio citotéxico tras activacion luminica. En tumores de
dificil acceso, como los cerebrales, la vectorizacion mediada por células adquiere especial relevancia
para superar barreras bioldgicas.

En el microambiente del glioblastoma (GBM), principal tumor cerebral maligno en adultos, los
macrofagos asociados a tumores (TAM), derivados de monocitos reclutados, representan un
componente clave que favorece la progresion tumoral. Nuestro grupo ha demostrado previamente que
monocitos pueden vehiculizar NPC hacia GBM. Como estrategia superadora, planteamos emplear
VEs derivadas de monocitos, potencialmente mas seguras y versatiles que las células completas.

Se utilizaron NPC compuestas por PCPDTBT (poly[2,6-(4,4-bis-(2-ethylhexyl)-4H-cyclopenta[2,1-b-
3,4-b'ldithiophene)-alt-4,7(2,1,3-benzothiadiazole)]) y el copolimero estabilizante PSMA (poliestireno-
co-anhidrido maleico), con emisibn maxima cercana a 850 nm (ventana Optica biologica del NIR) y
actividad fototérmica comprobada bajo irradiacion NIR.

Tras confirmar su biocompatibilidad y su localizacién en organelas del trafico endosomal y biogénesis
de exosomas (cuerpos multivesiculares), monocitos THP-1 se incubaron con NPC durante 24 h. Los
medios condicionados se procesaron mediante ultracentrifugacion diferencial, obteniéndose VEs
grandes (~300 nm) y pequefas (~100 nm) conteniendo NPC.

La caracterizacion de los sistemas VEs-NPC incluyé citometria de flujo espectral con tincion CFSE y
anti-CD63, dispersién dinamica de luz (DLS) y cuantificacién proteica por BCA. La presencia de NPC
en ambas poblaciones fue confirmada, evidenciando el potencial de las VEs como nanovehiculos
fototérmicos para terapias antitumorales.

Palabras clave: GLIOBLASTOMA, NANOPARTICULAS DE POLIMEROS CONJUGADOS,
VESICULAS EXTRACELULARES, THP-1.
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Adquisicién de patrones Speckle y procesamiento estadistico para la caracterizacion
de vesiculas extracelulares de origen tumoral
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En los dltimos afios la comunidad internacional esta abocada en forma activa al desarrollo de las
nuevas potencialidades que brindan las técnicas foténicas aplicadas a temas de salud. En particular,
las técnicas opto-digitales que involucran patrones de speckle son de gran interés por su simplicidad
de montaje, bajo costo, entre otras.

Es bien conocido que cuando un haz coherente proveniente de un laser ilumina un objeto, éste
adquiere una apariencia granular que no tiene una relacion directa con las caracteristicas
macroscopicas del objeto, sino que se debe a que la mayoria de las superficies son rugosas
(difusoras) comparadas con la longitud de onda del haz incidente (del orden de 5 x10-7 m). Este
aspecto granulado o “moteado” de la distribucion de intensidad se conoce con el nombre de “speckle”
y proviene de la interferencia éptica de la rugosidad de la superficie iluminada.

Al iluminar con un laser una superficie rugosa cuyos objetos presenta movimientos locales, entonces
el diagrama observado evolucionara en el tiempo. Este fenédmeno es conocido como speckle dinamico
0 biospeckle y se presenta en las muestras biolégicas.

En este trabajo, se presentan resultados preliminares de la adquisicion de patrones de Speckle de
vesiculas provenientes de la linea MCF7, iluminadas con luz laser y adquiridas las imagenes con una
“Event Camera”. Mediante experimentacion, simulacién numérica y analisis tedrico se establecieron
relaciones entre el fendbmeno observado y sus causas fisicas para finalmente obtener informacién
sobre las muestras bajo estudio. A partir de los patrones de speckle registrados se obtuvieron
relaciones entre la actividad de speckle y sus causas fisicas, analizando la respuesta de las muestras
frente a cambios fisicos y quimicos como son la temperatura y la concentracién de vesiculas.

Palabras clave: SPECKLE, TEMPERATURA, MCF7, CONCENTRACION
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Mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles loaded with IGF-1 as a
therapeutic strategy for posthepatectomy liver regeneration
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Background and Aims: Liver transplantation is currently the only curative treatment for end-stage liver
diseases. Impaired regeneration after liver resection may cause liver failure. Because extracellular
vesicles (EV) derived from mesenchymal stem cells largely reproduce their immunomodulatory,
cytoprotective, and pro-regenerative effect, they are proposed as an alternative to cell therapy.
Furthermore, EV are also emerging as a strategy to deliver therapeutic genes. We have recently
demonstrated in experimental models of liver injury that the therapeutic effect of MSC from the
umbilical cord (human umbilical cord perivascular cells, HUCPVC), genetically modified to express the
hepatoprotective and pro-regenerative factor IGF-1 (insulin-like growth factor 1), is mediated by EV.
Furthermore, these EV carry IGF-I and enhance its therapeutic effect. The aim was to evaluate the
effect on liver regeneration of EV carrying IGF-I on partial hepatectomy (PH) model in mice.

Method: EV were isolated by ion exchange chromatography from supernatants of HUCPVC infected
with adenoviruses codifying for green fluorescent protein (GFP-EV) or IGF-I (IGF-I-EV). Nanopatrticle
tracking analysis (NTA) was used to determine EV concentration and size distribution. PH of 66% of
liver mass were performed on adult C57BL6 mice. After 1 hour of PH, vehicle- GFP-EV- or IGF-I -EV
were administered by tail vein (1 dose, 50 microgram/mice) and 3 days later animals were euthanized
to liver sample collect. Liver index was calculated as ratio of liver/body weight and liver regeneration
rate as % of recovered liver mass. qPCR and histological analysis were performed on liver sample.
Results: In vivo treatment with IGF-I-EV led to a higher LI and LRR compared to controls groups. An
increase in PCNA+ cells following IGF-I-EV administration indicated enhanced liver regeneration.
Moreover, IGF-I-EV treatment upregulated markers associated with hepatocyte proliferation. In
contrast, the treatment with IGF-I-EV reduces the expression of pro-inflammatory genes such as IL-1,
TNF and iNOS.

Conclusion: Our findings provide experimental evidence supporting IGF-I-EV as a promising
therapeutic

agent for enhancing liver regeneration following surgical injury.

Palabras clave: INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR |, PARTIAL HEPATECTOMY, LIVER
REGENERATION
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Enhancing MSC-derived Extracellular Vesicle production with IMT504 for liver fibrosis
therapy
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Background: Mesenchymal stem cell (MSC)-derived extracellular vesicles (EVs) are emerging as a
promising platform for delivering therapeutic factors in regenerative medicine. Human umbilical cord
perivascular cells (HUCPVCs) represent a valuable MSC source due to their accessibility, rapid
proliferation, and low donor-to-donor variability. IMT504 is an oligodeoxynucleotide previously shown
to stimulate MSC proliferation in bone marrow and mobilization into peripheral blood.

Aims: To evaluate whether pre-stimulation of HUCPVCs with IMT504 modulates EV production and to
assess their therapeutic potential in experimental liver fibrosis. Methods: HUCPVCs from three
independent donors were pre-treated or left untreated with IMT504 until passage 4. Cell proliferation
(MTT assay) and migration (Boyden chamber) were assessed. Cell culture supernatants were
collected after 48 h in FBS-deprived medium. EVs were isolated by ion-exchange chromatography and
characterized for particle concentration and size distribution by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA).
Antifibrotic effects of EVs from IMT504-treated (EVs/IMT504) or control cells (EVs/Ctrl) were evaluated
in a thioacetamide-induced liver fibrosis mouse model (200 mg TAA/kg, 3 doses/week). From week 6,
EVs were injected intravenously every 5 days for 3 doses. At week 8, livers were collected and
collagen deposition quantified by Sirius Red staining. Results: IMT504 pre-treatment enhanced
HUCPVC proliferation and migration toward chemoattractant medium. EV yield from IMT504-treated
cells was three-fold higher than in controls and exhibited a more heterogeneous size distribution. In
vivo, treatment with either EVs/IMT504 or EVs/Ctrl similarly reduced collagen deposition in liver tissue,
indicating that IMT504 pre-stimulation increases EV production without compromising their antifibrotic
efficacy. Conclusion: Pre-stimulation of HUCPVCs with IMT504 enhances EV production while
preserving their antifibrotic activity, representing a promising strategy to improve the scalability of EV-
based therapies.
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Explorando las Vesiculas Extracelulares en Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa:
Un Enfoque hacia Nuevos Biomarcadores.
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Introduccion: La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), que incluye a la Enfermedad de Crohn (EC) y
la Colitis Ulcerosa (CU), es una patologia cronica compleja con manifestaciones intestinales y
extraintestinales que dificultan el diagndstico preciso. Su etiologia es desconocida, aunque se
reconoce la participacion de mdultiples factores predisponentes. ElI componente inflamatorio parece
originarse en una respuesta inmune desregulada frente a la microbiota intestinal. Las vesiculas
extracelulares (EVs) cumplen un rol relevante en la comunicacion intercelular, tanto entre células
inmunes como entre éstas y la microbiota, y su liberacion se asocia a procesos inflamatorios. Este
estudio buscéd cuantificar y caracterizar EVs en materia fecal y plasma de pacientes con Ell y
controles, como paso inicial hacia el desarrollo de herramientas diagndsticas y prondsticas
innovadoras. Materiales y métodos: Se incluyeron pacientes y controles del Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Posadas. Las EVs se aislaron por ultracentrifugacion vy filtrado de dos
matrices: Fraccion Acelular de Materia Fecal (FAMF) y Fraccion Acelular de Sangre Periférica (FASP).
Se conformaron pools de tres muestras y grupos de tres pools por condiciéon. Se compararon CUy EC
activos/inactivos con sus respectivos controles. Cada pool fue analizado por Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA), Dynamic Light Scattering (DLS), microscopia electrénica de transmision (TEM) vy
Western blot (WB). Resultados: Las EVs se encontraron significativamente aumentadas en FASP de
pacientes con CU y EC respecto a controles, tendencia que se mantuvo al estratificar por actividad
clinica. En FAMF, las diferencias entre grupos no fueron estadisticamente significativas.
Conclusiones: Los resultados constituyen una base experimental para continuar con aislamientos
individuales y avanzar hacia el cribado y validacion de biomarcadores moleculares asociados a EVs
en EIll. Este enfoque podria aportar nuevas herramientas para el diagnostico y seguimiento de CU y
EC, integrando la caracterizacion de EVs como parte de estrategias multi-Omicas en medicina
traslacional.

Palabras clave: ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL, VESICULAS EXTRACELULARES,
BIOMARCADORES.
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Deteccidn de vesiculas extracelulares en liqguidos de preservacion de rifiones para
trasplante: en busca de nuevos biomarcadores de calidad del injerto
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El retraso de la funcion del injerto (RFI) es una complicacion frecuente en trasplante renal. Sus causas
son multifactoriales, involucrando factores del donante, receptor y del procedimiento mismo. A pesar
de los avances en trasplantes, la incidencia de RFI en Argentina sigue siendo alta. En 2023, nuestro
pais incorpor6 dos maquinas de perfusion hipotérmica (MPH), una tecnologia con potencial para
aumentar el uso de rifiones marginales, reducir la incidencia del RFI y mejorar la evolucion del injerto.
En este contexto, las vesiculas extracelulares (EVs) surgen como candidatos prometedores en la
busqueda de biomarcadores no invasivos que permitan predecir la funcién del injerto. El objetivo de
este estudio fue caracterizar EVs presentes en soluciones de preservacion estética y en soluciones de
rifiones perfundidos en MPH, en las etapas de pre y postperfusion. Las fracciones que contendrian
EVs fueron obtenidas por ultracentrifugacién y posteriormente caracterizadas mediante Nanopatrticle
Tracking Analysis (NTA), Microscopia electronica de transmision (MET) y Western Blot. Se analizaron
7 muestras de soluciones de rifiones no perfundidos (conservacion estatica: 23,14 + 4,67 h), 13
muestras de soluciones de preperfusion (7,42 + 2,15 h de conservacion) y 13 muestras postperfusion
obtenidas de los centros donde se realizaron los trasplantes (10,42 + 3,34 h en MPH). El andlisis por
NTA evidencio la presencia de particulas en los tres grupos estudiados. Mediante MET se confirmé su
morfologia y estructura vesicular, mientras que por Western Blot se detecto la presencia del marcador
CD63, caracteristico de EVs, asi como la expresion de AQP2 y NHE3, lo que indica su origen renal.
En conjunto, esta caracterizacidn inicial demuestra que las soluciones de preservacién de rifiones
para trasplante contienen EVs de origen renal, las cuales podrian explorarse como una fuente no
invasiva de biomarcadores para evaluar la calidad de los injertos.

Palabras clave: TRASPLANTE RENAL, RETRASO EN LA FUNCION DEL INJERTO, MAQUINAS DE
PERFUSION HIPOTERTMICAS, BIOMARCADORES
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Vesiculas extracelulares anti-inflamatorias para regeneracion de cérneas
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Introduccion

Cuando se dafa la cornea, esta puede volverse opaca, causando pérdida de vision. La cicatrizacién y
reparacion tisular efectiva es el producto de la correcta concertacion de los diferentes eventos
moleculares y fenotipicos, que en tejidos adultos, suelen culminar en la formacion de una cicatriz.
Debido a que los procesos que conllevan a la opacidad corneal se deben béasicamente a una
desregulacion de mecanismos regenerativos e inflamatorios, nos propusimos evaluar el potencial
terapéutico de vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de células madre mesenquimales estromales
(MSCs) en un modelo experimental de injuria corneal.

Métodos

Previamente, desarrollamos un sistema de aislamiento de vesiculas extracelulares y posterior analisis
de su potencial anti-inflamatorio (in vitro). La producciéon y aislamiento de EVs abarca el cultivo
controlado de MSCs y purificacion de EVs del medio condicionado mediante cromatografia de
intercambio i6nico. En este estudio, establecimos un modelo murino de regeneracién corneal
mediante aplicacion topica de 10ul de NaOH (0,125 M) y posterior tratamiento con igual volumen de
EVs (1x10"9 particulas/ml) por 5 dias consecutivos. La accion terapéutica de las EVs se evalud
mediante tincién tisular (hematoxilina-eosina) y determinacion de los niveles de expresién de
citoquinas inflamatorias por real-time RT-PCR.

Resultados

En la observacion clinica y tisular se observa que el NaOH indujo injuria moderada del tejido corneal
con un claro restablecimiento del tejido luego del tratamiento con vesiculas (vs vehiculo). Respecto a
las citoquinas evaluadas, estas aumentaron significativamente su expresién luego de la injuria
quimica- revirtiendo tras el tratamiento con EVs (n=5, p<0.05).

Conclusién

De los resultados obtenidos, se desprende, que logramos establecer un modelo sencillo de injuria del
epitelio corneal en el cual testear diversas estrategias terapéuticas y, a su vez, demostramos el
enorme potencial regenerativo de las EVs en patologias oculares de orden inflamatorio.

Palabras clave: Células madre mesenquimales estromales, Vesiculas extracelulares, Regeneraciéon
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Relacion entre el numero de vesiculas extracelulares urinarias (VEuU) y su contenido de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) como biomarcador en la progresion de la
poliquistosis renal autosdmica dominante (PQRAD)
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En trabajos previos hemos demostrado que el aumento del volumen renal total (VRT) en PQRAD esta
acompafado de un aumento del AMPc contenido en VEuU (Rosenberg et al., 2023 & Rosenberg et al.,
2024), sin discriminar si el incremento obedecia a mayor AMPc intravesicular o cantidad de VEu. En
consecuencia, analizamos ambas variables y su asociacién con los pardmetros de progresion de la
PQRAD como el filtrado glomerular estimado (FGe) y VRT.

Las VEu se obtuvieron mediante ultracentrifugacion (120000xg, 2hs) partiendo de 10 muestras de la
primera orina de la mafana pretratadas con ditiotreitol y filtradas (? 200 nm). EI AMPc se cuantifico
por el método de union a radioligando.

La cuantificacion de VEs se realizé por analisis de seguimiento de nanoparticulas. La creatininuria
(Cru) se determiné por método de Jaffé cinético y la osmolalidad (Osmu) por descenso crioscopico.

La concentracién de VEu, Cru y Osmu fueron 2.2x108 (3x107-9x108) particulas/mL, 0.78+0.13
mg/mL, y 307+22 mOsm/Kg H20, respectivamente. La cantidad de VEu/mL fue proporcional a la de
VEu/mg Cr (R=0.89, p=0.001) y VEU/mOsm/Kg H20 (R=0.86, p=0.001). A su vez, mostré una relacion
con el FGe (R=0.75, p=0.013) y una tendencia con VRT (R=-0.58, p=0.077).

La concentracion de AMPc por 106 VEu fue 4.5 + 1.9 pmol y mostr6é una tendencia a correlacionarse
con el VRT (R=0.71, p=0.075) pero no con FGe.

Nuestros resultados indican que la cantidad de VEu esta relacionada al FGe, excrecion de Cr y
osmolitos. El aumento del VRT podria estar acompafiado por un aumento de AMPc intravesicular y
concomitante disminucion de VEu, siendo necesario ampliar el estudio para confirmar estos datos.

Palabras clave: AMPc, VEu, OSMOLITOS, PQRAD
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Vesiculas extracelulares derivadas de sangre venosa de cordon umbilical en
embarazos con diabetes gestacional alteran la funcion metabélica e inflamatoria de
hepatocitos humanos
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La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una alteracion metabodlica comun durante el embarazo,
caracterizada por intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Esta condicion incrementa el
riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, higado graso no alcohdlico y sindrome metabdlico en madres y
descendencia. Las vesiculas extracelulares (VE), presentes en la sangre venosa de corddén umbilical,
podrian mediar la comunicacion materno-fetal al transportar miRNAs y proteinas que modulan
funciones celulares clave en metabolismo e inflamacion. Objetivo: Evaluar el efecto de VE
provenientes de sangre venosa de cordon umbilical de embarazos con DMG sobre la expresion de
citoquinas inflamatorias y enzimas clave del metabolismo glucidico y lipidico en hepatocitos humanos
(HEPG-2). Se aislaron y caracterizaron VE de sangre venosa de cordén umbilical de embarazos con y
sin DMG. Posteriormente, se trataron células HEPG-2 con estas VE. Se analizaron los cambios en la
expresion génica de citoquinas proinflamatorias y enzimas metabdlicas mediante RT-qPCR,
complementado con ensayos funcionales para evaluar actividad metabdlica. Las VE derivadas de
embarazos con DMG redujeron la expresion de citoquinas proinflamatorias y alteraron
significativamente la expresién y funcidon de enzimas relacionadas con el metabolismo de glucosa y
lipidos en hepatocitos. Estos efectos sugieren una desregulacion funcional inducida por sefiales
bioactivas presentes en las VE. Las VE de sangre venosa de corddn umbilical en embarazos con
DMG inducen alteraciones en la funciébn metabdlica e inflamatoria de hepatocitos humanos, lo que
refuerza su potencial rol en la programacion metabdlica fetal y sus implicancias en salud a largo plazo.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, diabetes gestacional, metabolismo hepatico, inflamacion,
programacion fetal

50



P38 - Enfermedades humanas

Neuron-derived vesicles as therapeutic vectors: modulation of M6a content in EVs and
their administration in a chronic stress model
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Chronic stress is a key factor in the development of neuropsychiatric disorders such as depression.
Current treatments are often limited in efficacy and show adverse effects. We propose an alternative
therapeutic strategy based on extracellular vesicles (EVs), which due to their small size and high
biocompatibility can facilitate biomolecule delivery to the brain.

Our focus is on the neuronal glycoprotein M6a, which is involved in neuronal connectivity and whose
levels are altered by chronic stress. EVs were obtained from the neural cell line HT22 through
differential centrifugation and filtering, and characterized by TEM and nanoparticle analysis (NTA). An
exogenous loading protocol was used to load M6a-GFP or GFP (control) plasmids into the EVs, using
PEI as a transfection agent, followed by DNAse and PEG precipitation. The loading was confirmed by
plasmid DNA extraction and by NTA analysis, which revealed changes in the concentration and size of
the loaded EVs compared to the unloaded ones.

In a murine model of restriction induced stress, treatment with loaded EVs partially reversed weight
loss and restored hippocampal M6a levels, although no significant behavioral changes were observed.
These effects were independent of the loaded plasmid, suggesting a possible neuroprotective role of
endogenous factors present in HT22-derived EVs.

We are working to optimize the loading efficacy of M6a-GFP through overexpression in HT22 cells. To
assess this, loading efficiency will be quantified using fluorescence based NTA, and the zeta potential
will be evaluated as a measure of. (1) stability for subsequent applications such as animal
administration, (2) the M6a loading process (zeta potential sensitivity to modifications in the vesicular
membrane). Changes in M6a expression will also be analyzed in 3D spheroids, as well as in
differentiated HT22 cells.

We hope to obtain HT22-derived EVs with an increased proportion of M6a to

test their neuroprotective effect in vivo.

Palabras clave: EXTRACELLULAR VESICLES, M6A, NEURAL CELL LINE HT22
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Estudio comparativo del perfil inmunol6gico y vesiculas extracelulares en ratones WT
y knockout para el receptor H4
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La histamina es una amina biogénica con accion fisiopatolégica compleja a través de cuatro
receptores. El receptor RH4 se expresa principalmente en células del sistema inmunitario y en tejidos
como bazo, timo y células tumorales. Ha sido descrito como un regulador clave de la inmunidad y la
inflamacion en asma, alergias, prurito, enfermedades autoinmunes y cancer. Los ratones knockout
(KO) para RH4 son un modelo in vivo frecuente, aunque existen pocos datos sobre su perfil
inmunolégico en condiciones fisioldgicas.

En este trabajo se evalué el rol inmunomodulador del RH4 en ratones BALB/c machos wild type (WT)
y KO, de 8 (jovenes) y 30 (adultos) semanas de edad. Se analizaron subpoblaciones inmunitarias en
bazo y ganglios (linfocitos T CD4+, CD8+, Tregs CD4+CD25+FoxP3+, linfocitos B CD19+, células NK
CD3-CD49+), la quimiotaxis de linfocitos T (ensayo transwell) y la funcionalidad de linfocitos T y B
tras activacién (ConA, anti-CD3/CD28, LPS).

Los KO jévenes mostraron aumentos en CD19+ (p = 0.003), Tregs (p = 0.0015) y NK (p = 0.0582),
junto con menor reactividad de linfocitos T y B y disminuciéon en la migracion de linfocitos T (p =
0.0014). Los KO adultos presentaron mayor numero de glébulos blancos y esplenomegalia (p
0.0263).

A partir de cultivos esplénicos de ratones WT y KO se aislaron vesiculas extracelulares mediante
centrifugacion diferencial, conservando fracciones tras 20.000 g y 100.000 g. Aunque la purificacion
debe optimizarse para caracterizar su composicion, el andlisis por dispersién dinamica de la luz revel6
poblaciones heterogéneas con diferencias leves entre centrifugaciones y genotipos.

Estos hallazgos confirman el papel inmunomodulador del RH4 en ausencia de patologia y ofrecen una
caracterizacion inicial de vesiculas extracelulares en cultivos esplénicos de ratones WT y KO. Futuras
investigaciones explorardn su implicancia en inmunosenescencia y la relevancia funcional de estas
vesiculas.

Palabras clave: Histamina, Receptor H4, inmunomodulacion, vesiculas extracelulares
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Comparacion de métodos para el aislamiento de vesiculas extracelulares a partir de
suero y plasma humano
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Las vesiculas extracelulares (VES) son estructuras de tamafio nanométrico secretadas por todas las
estirpes celulares, incluyendo las neuronales y gliales. Actian como nano-transportadores naturales
acarreando moléculas: proteinas, lipidos y acidos nucleicos, que, pueden, en algunos casos, actuar
como mensajeros paracrinos o0 bien, desempefiar funciones claves en la comunicacion intercelular.
Dada la capacidad de las VEs de atravesar barreras como la BHE, las mismas pueden detectarse en
sangre periférica y otros fluidos biolégicos. Debido a ello las VEs representan una fuente no invasiva
prometedora de biomarcadores para diversas enfermedades, entre ellas, las enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, su aislamiento eficiente y especifico representa un desafio técnico
no solo por la baja concentracion de las VEs circulantes sino también porque el rendimiento y la
pureza varian segun el método utilizado. El objetivo de este trabajo fue comparar tres métodos de
aislamiento de VEs a partir de suero y plasma humano: precipitacién con polietilenglicol (PEG),
ultracentrifugacién (UC), y un kit comercial (KIT- Invitrogen, Total Exosome Precipitation Reagent). En
los tres casos, se analizaron fracciones de los precipitados mediante Western Blot (WB), utilizando el
marcador exosomal CD63, y por tincidn total de proteinas (Ponceau). Los resultados mostraron que
los tres métodos permiten aislar VEs detectables por WB, aunque con algunas diferencias. El KIT
presentd el mayor rendimiento en cuanto a la sefial de CD63, pero con una alta carga proteica
inespecifica. PEG mostré un buen resultado entre la recuperacion y la pureza. Finalmente, la UC fue
el método mas limpio, pero el mas ineficiente. Estos hallazgos sugieren la importancia de seleccionar
el método de aislamiento apropiado en funcién de los objetivos de cada estudio y de los analisis
posteriores que se desean realizar. Cabe destacar que la estandarizacién metodol6gica es clave para
aplicaciones diagnésticas basadas en VEs.

Palabras clave: VESICULAS EXTRACELULARES, AISLAMIENTO, CD63.
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Deteccion de EVs marcadas con CFSE en Citometro Cytek - Northern Lights
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La escala nanométrica y la coexistencia de particulas con caracteristicas fisicoquimicas similares
representan un verdadero desafio técnico para el estudio de vesiculas extracelulares (EVSs). En este
contexto es aconsejable el uso de ensayos ortogonales y complementarios para la consolidacion de
resultados experimentales. A pesar de trabajar cerca del limite de deteccion, la citometria de flujo (CF)
es una tecnologia multiparamétrica versatil capaz de identificar EVs individuales. Sin embargo, debido
a los desafios de la CF para la deteccion de EVs, es necesaria una cuidadosa puesta a punto previa a
la validacion de resultados. Nuestro objetivo fue evaluar el desempefio y puesta a punto para la
deteccidn de EVs con el citbmetro espectral Cytek Northern Lights 3000. Se utilizaron EVs, fracciones
small (seVs) y medium (mEVs), de la linea celular PANC1 enriquecidas por centrifugaciones
diferenciales. Se evaluaron diferentes protocolos para la tincibn de las EVs con el colorante
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE). Se ensayaron concentraciones crecientes de
CFSE (3, 7, 15 y 40 pM). Asimismo, se realizaron diluciones seriadas de las muestras para evaluar el
rango dinamico de deteccién. Se evaluo6 el efecto de dos diluyentes (PBS y H20), asi como el exceso
de colorante en el medio. Tanto sEVs como mEVs se resolvieron correctamente con un rango
dinamico y linealidad muy aceptables. En base a los resultados determinamos una concentracion
optima de CFSE en 7-15 pM a 30 min 37°. Interesantemente, el lavado post-tincion fue
contraproducente en cuanto a la pérdida de eventos detectables en la muestra. Por ultimo, mediante
el uso de microesferas coloreadas de tamafio conocido pudimos determinar una relacion aproximada
del tamafio de las EVs marcadas. En conclusion, se definié un protocolo efectivo de tinciéon de EVs
para citometria con CFSE facil y rapido que puede resultar sumamente (til para el estudio de estas
vesiculas.

Palabras clave: CITOMETRIA DE FLUJO, CFSE, DETECCION DE EVs INDIVIDUALES.
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Mensajeros Silenciosos: El Rol de las Vesiculas Extracelulares circulantes en la
enfermedad de Huntington
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La Enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad autosémica dominante causada por la
expansion de los tripletes CAG en el gen que codifica para la huntingtina (HTT), resultando en una
version mutada (HTTm), que produce muerte progresiva de neuronas del estriado y luego se extiende
a otras zonas del cerebro. Las vesiculas extracelulares (EVsS) son pequefias estructuras
membranosas liberadas por células, incluyendo neuronas, astrocitos, microglia y oligodendrocitos en
el sistema nervioso central y pueden encontrarse en biofluidos, como la sangre. En este estudio
caracterizamos las EVs circulantes en suero de ratones de tipo salvaje (WT) y de ratones zQ175 (HD)
y evaluamos su posible efecto neuroprotector y antioxidante en modelos in vitro de HD. Utilizamos
neuronas estriatales de ratén inmortalizadas STHdh-Q7 con HTT normal (Q7) y STHdh-Q111 (Q111)
que expresa HTTm con 111 repeticiones de CAG. Las EVs se caracterizaron por western blot y
microscopia electrénica de transmision. Observamos la captacion de EVs marcadas con calceina por
neuronas Q111. Desde el punto de vista funcional, tanto las EVs derivadas desuero de ratones WT
(WT-EVS) y HD (HD-EVs) protegieron a las células Q7 de la toxicidad inducida por el acido 3-
nitropropiénico(3NP), una toxina ampliamente utilizada para modelar la HD in vitro (p<0.0001). Sin
embargo, solo las WT-EVs mostraron un efecto antioxidante frente a la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) inducidas por 3NP (p<0.05). En neuronas que expresan HTTm (Q111),
Unicamente las WT-EVs protegieron de la toxicidad y redujeron la produccién de ROS (p<0.05)
inducida por 3NP, mientras que las HD-EVs no modificaron el efecto del 3NP. Entonces el tratamiento
con HD-EVs en células Q111 pierde el efecto protector observado en células Q7, sugiriendo que HD-
EVs tienen afectada su funcionalidad. Comprender el papel de las EVs circulantes podria ser clave
para establecer su potencial terapéutico en la HD.

Palabras clave: ENFERMEDAD DE HUNTINGTON, VESICULAS EXTRACELULARES,
NEUROPROTECCION
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Neuron-derived vesicles as therapeutic vectors: modulation of M6a content in EVs and
their administration in a chronic stress model
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Chronic stress is a key factor in the development of neuropsychiatric disorders such as depression.
Current treatments are often limited in efficacy and show adverse effects. We propose an alternative
therapeutic strategy based on extracellular vesicles (EVs), which due to their small size and high
biocompatibility can facilitate biomolecule delivery to the brain. Our focus is on the neuronal
glycoprotein M6a, which is involved in neuronal connectivity and whose levels are altered by chronic
stress.

EVs were obtained from the neural cell line HT22 through differential centrifugation and filtering, and
characterized by TEM and nanoparticle analysis (NTA). An exogenous loading protocol was used to
load M6a-GFP or GFP (control) plasmids into the EVs, using PEI as a transfection agent, followed by
DNAse and PEG precipitation. The loading was confirmed by plasmid DNA extraction and by NTA
analysis, which revealed changes in the concentration and size of the loaded EVs compared to the
unloaded ones.

In a murine model of restriction induced stress, treatment with loaded EVs partially reversed weight
loss and restored hippocampal M6a levels, although no significant behavioral changes were observed.
These effects were independent of the loaded plasmid, suggesting a possible neuroprotective role of
endogenous factors present in HT22-derived EVs.

We are working to optimize the loading efficacy of M6a-GFP through overexpression in HT22 cells. To
assess this, loading efficiency will be quantified using fluorescence based NTA, and the zeta potential
will be evaluated as a measure of. (1) stability for subsequent applications such as animal
administration, (2) the M6a loading process (zeta potential sensitivity to modifications in the vesicular
membrane). Changes in M6a expression will also be analyzed in 3D spheroids, as well as in
differentiated HT22 cells.

We hope to obtain HT22-derived EVs with an increased proportion of M6a to test their neuroprotective
effect in vivo.

Palabras clave: EXTRACELLULAR VESICLES, M6A, NEURAL CELL LINE HT22
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Exosomes as mediators of neurodegeneration in Parkinson’s disease: a proteomic
analysis
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Exosome-based approaches represent an emerging area in Parkinson’s disease (PD) theranostics
research. These small extracellular vesicles, involved in intercellular communication, reflect the
molecular content of their cells of origin and can be isolated from accessible biological fluids such as
blood, saliva, urine, and cerebrospinal fluid. Since PD diagnosis currently relies mainly on clinical
evaluation of motor symptoms, it is often detected at advanced stages, when significant dopaminergic
neuron loss has already occurred. The lack of objective biomarkers also complicates disease
progression monitoring and the assessment of treatment efficacy. In this context, exosomes have
emerged as a promising source of non-invasive biomarkers, potentially useful for early diagnosis and
disease tracking. In this study, we used exosomes derived from cell lines overexpressing alpha-
synuclein, a key protein in PD pathogenesis, to evaluate their effect on cell viability. We also performed
a quantitative proteomic analysis using mass spectrometry to identify distinctive protein profiles in
pathological exosomes compared to controls. These results could contribute to a better understanding
of the role of exosomes in PD pathophysiology and highlight their potential as diagnostic, therapeutic,
and monitoring tools.
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Neural stem cells (NSCs) possess the ability to self-renew and differentiate into the major neural
lineages: neurons, astrocytes, and oligodendrocytes. This fate decision is finely regulated by both
intrinsic signaling pathways and extrinsic cues from the surrounding microenvironment. In recent
years, growing evidence has revealed that extracellular vesicles (EVs) mediate intercellular
communication. We demonstrated that NSC-derived EVs increase NSCs differentiation towards the
neuronal lineage. In addition, our results indicate that NSC-EVs support neuronal development even
under oxidative stress and inflammation conditions, highlighting their potential in regenerative
strategies when the cellular environment is compromised. In this work, we explore the underlying
mechanisms of the above-mentioned effects. Through a series of biochemical and cell biology
experiments, we demonstrated that NSC-EVs enhance NSC differentiation into neurons without
affecting astroglial differentiation. This effect is accompanied by an increased cell viability and
proliferation. These results reinforce the notion that EVs carry molecular signals that modulate NSCs
behavior and promote neurogenesis. They likely act activating specific intracellular pathways that favor
neuronal lineage commitment and survival, highlighting their potential as modulators of neural
development and regeneration.

Palabras clave: Extracellular Vesicles, Neuronal Differentiation, Neural Steam Cells
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La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa fatal que afecta a las
motoneuronas (MNSs) y carece de terapias efectivas. Se ha demostrado que los astrocitos contribuyen
a su progresion: MNs co-cultivadas con astrocitos que sobreexpresan la Superdxido Dismutasa
humana mutada (hSOD1G93A) presentan menor sobrevida. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos moleculares que conducen a la muerte neuronal. Astrocitos hSOD1G93A liberan
vesiculas extracelulares (VES) que reducen la viabilidad de las MNs, en comparacion con las VEs de
astrocitos no transgénicos (no-Tg), mostrando perfiles diferenciales de microARNs identificados
experimentalmente, cuyo impacto sobre la expresion génica neuronal se desconoce.

Nos encontramos realizando un proyecto en cual el objetivo general es analizar la expresion génica de
MNs sin tratar (control), tratadas con VEs de astrocitos no-Tg y hSOD1G93A mediante secuenciacion
masiva.

Para ello, realizamos cultivos primarios de astrocitos de rata no-Tg y hSOD1G93A, obteniendo medios
condicionados a partir de los cuales se aislo una fraccion enriquecida en VEs por filtracion y exclusion
molecular. Las VEs de la fraccion se cuantificaron mediante Sensado de Resistencia al Pulso por
Microfluidos (MRSP). Igualmente, realizamos cultivos primarios de MNs espinales y evaluamos su
sobrevida en ausencia y presencia de dichas VEs.

A futuro, realizaremos RNA-seq para identificar cambios transcriptomicos y determinaremos si los
ARNm diferencialmente expresados son blancos potenciales de microARNs presentes en VES
SOD1G93A, analizando su regulacibn post-transcripcional mediante Western Blot o
inmunofluorescencia (IF), combinando tratamientos con VEs, miméticos y antagomiRs.

Asimismo, hemos tratado astrocitos con antimicina A (AA) para evaluar cambios en la cantidad de
VEs y en niveles proteicos mediante WB e IF.

Este estudio aporta a la comprension de la interaccion astrocito-motoneurona en ELA a través de la
liberacion de EVs y los mecanismos moleculares de neurodegeneracion, abriendo posibilidades para
el desarrollo de terapias dirigidas basadas en microARNs y sus blancos.

Palabras clave: ELA, astrocitos, neurodegeneracion, motoneuronas
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Las vesiculas extracelulares (VES) son nanovesiculas, generadas y liberadas por todos los tipos
celulares, que desempefian un rol fundamental en la comunicacién intercelular. En enfermedades del
sistema nervioso central (SNC) pueden atravesar la barrera hematoencefalica y existen evidencias de
gue las VEs derivadas de células madre pueden promover la regeneracion del SNC. Sin embargo, los
mecanismos biolégicos que regulan su captacion y sus efectos bioldégicos aun no han sido
dilucidados. Resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que las VEs derivadas de células
madre humanas (hiPSC-VES) promueven el crecimiento de neuronas y estos efectos bioldgicos serian
en parte mediados por proteinas neuronales y gliales (neurales) importantes para el desarrollo del
SNC. En base a estos antecedentes, la hipétesis de este trabajo es que componentes neurales
asociados a hiPSC-VEs podrian regular los mecanismos de captacién en neuronas. Para evaluar la
internalizacion de hiPSC-VEs se realizaron ensayos de inhibicion con anticuerpos, analizando
mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal los niveles de compontes neurales, la
morfologia y la polaridad de neuronas. Nuestros resultados muestran que el bloqueo de la proteina de
membrana PLP (proteina proteolipidica de mielina), tradicionalmente asociada a oligodendrocitos y
cuya funcion en neuronas aun no esté clara, disminuye significativamente tanto la captacion como los
efectos biolégicos de VEs en neuronas. Esto sugiere que PLP estaria, al menos en parte, implicada
en la internalizaciéon de VEs. Estos hallazgos podrian contribuir a estudios futuros para el desarrollo de
herramientas basadas en VEs que permitan la administracion especifica de moléculas bioactivas al
SNC.

Palabras clave: VEs DERIVADAS DE CELULAS MADRE, CAPTACION DE VEs, NEURONAS, PLP
(PROTEINA PROTEOLIPIDICA DE MIELINA)
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Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi) represents a major
public health problem in Latin America. Late diagnosis, incomplete treatment, or inadequate follow-up
can make the infection potentially fatal (WHO). Early detection, a deeper understanding of the
pathogenesis, and the development of new treatments would reduce morbidity and mortality. In the
following study, we aimed to characterize the release of extracellular vesicles (EVs) from peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) of asymptomatic patients (A), with alterations in cardiac electrical
conduction (B), and with dilated cardiomyopathy (C), as well as individuals not infected with T. cruzi
(N). The overall goal is the identification of prognostic biomarkers for CD. The method used to obtain
EVs included high-speed centrifugation, thus achieving independence from the use of
ultracentrifugation. We recovered EVs with sizes comparable to those obtained by ultracentrifugation
(by nanoparticle tracking, NTA, and Transmission Electron Microscopy, TEM). Using TEM, we
observed that high-speed centrifugation yielded clearer EVs free of protein complexes. Furthermore,
we observed an increase in EV release in the presence of parasite stimulation in patient PBMCs, by
NTA. Two patterns of EV release were detected in patients A, which could be interpreted as a possible
differential state of cellular activation. EV detection by EV nano-flow cytometry was also developed
with the aim of using this methodology in the study of biomarkers and their identification from biological
samples. We propose further characterization of these EVs to identify potential diagnostic/prognostic
biomarkers for the disease.

Palabras clave: Keywords: TRYPANOSOMA CRUZI, CCHAGAS DISEASE, PROGNOSTIC
BIOMARKERS
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Giardia lamblia es un protozoo intestinal flagelado, agente causal de la giardiasis, una enfermedad
diarreica de distribuciéon mundial con mas de 280 millones de casos anuales. Clasificada por la
Organizacién Mundial de la Salud como una enfermedad tropical desatendida, la giardiasis impacta
especialmente en poblaciones infantiles de paises de bajos recursos, donde las infecciones cronicas
se asocian con malnutricion, retraso en el desarrollo y deterioro cognitivo. El ciclo de vida del parasito
alterna entre trofozoitos, que colonizan el intestino delgado, y quistes, que son resistentes y
responsables de la transmision. El proceso de diferenciacibn hacia quistes, denominado
enquistamiento, es esencial para la supervivencia y diseminacion del parasito. Si bien se conocen
algunos eventos moleculares asociados al proceso, se desconoce como las poblaciones de Giardia
coordinan esta transicion a nivel colectivo.

Este trabajo explora el rol de las vesiculas extracelulares (VESs) liberadas durante el enquistamiento
como posibles sefales intercelulares que modulan la diferenciacion en parasitos vecinos. Las VEs
fueron aisladas de cultivos de G. lamblia inducidos a enquistamiento en distintos tiempos (6, 12, 24 y
96 horas). Se evalué su efecto en trofozoitos cultivados en condiciones basales, asi como en
condiciones de enquistamiento (medio Uppsala), tras una preincubacién con VEs. Los resultados
preliminares muestran que las VEs obtenidas de parasitos en enquistamiento favorecen la formacion
de quistes y la expresion de proteinas de la pared quistica (cyst wall proteins) en las células tratadas.
Estos datos iniciales sugieren que las VEs podrian participar en la comunicacioén intercelular durante
el enquistamiento, modulando la respuesta de la poblacion de parasitos en determinadas condiciones
ambientales.

Palabras clave: VESICULAS EXTRACELULARES, GIARDIA LAMBLIA, ENQUISTAMIENTO,
COMUNICACION INTERCELULAR, SENALIZACION PARASITO-PARASITO
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Plasmodium falciparum, the most dangerous parasitic agent causing malaria, invades human red
blood cells (RBCs) and remodels them by exporting parasite-derived proteins. A key virulence factor is
PfEMP1, which enables infected RBCs (iRBCs) to adhere to host tissues. In placental malaria, the
VAR2CSA variant of PEMP1 binds specifically to chondroitin sulfate A, abundantly expressed in the
placental syncytiotrophoblast, leading to inflammation and poor pregnancy outcomes. Recent studies
highlight the role of extracellular vesicles (EVs) as mediators of host—parasite communication. EVs
released by infected red blood cells (iRBCs) transport parasite-derived proteins, including PfEMP1,
and have emerged as active contributors to malaria pathogenesis.

This study aimed to characterize iIRBC-derived EVs and evaluate their effects on BeWo cells, a
trophoblast cell line used as a model for placental malaria research.

EVs were isolated from P. falciparum cultures (3—10% parasitemia) using ultracentrifugation. Their size
and concentration were assessed by nanopatrticle tracking analysis. Adhesion and energy profile were
measured after incubation with IRBC-derived EVs. Adhesion was measured using a colorimetric assay,
and changes in protein synthesis, a process highly dependent on ATP, were analyzed by flow
cytometry.

Although EVs from infected and control RBCs cultures had a similar average diameter (~150 nm),
infection produced 3.4 times more EVs. Notably, exposing control RBCs to iRBC-derived EVs
increased their adhesion to BeWo cells (~20%), suggesting that EVs enhance cytoadherence, a key
feature of malaria pathogenesis. Additionally, BeWo cells incubated with iRBC-derived EVs obtained
their energy primarily from glycolysis.

In conclusion, iRBC-derived EVs increase adhesiveness to trophoblast cells and shift their metabolism
toward glycolysis. This reprogramming may reflect increased energy demands linked to trophoblast
activation. We hypothesize that such activation promotes pro-inflammatory cytokine release, potentially
impairing syncytiotrophoblast function and maternofetal exchange. While this mechanism remains to
be tested, it provides a compelling basis for future investigation.

Palabras clave: PLASMODIUM FALCIPARUM, EXTRACELLULAR VESICLES (EVS), ADHESION,
TROPHOBLAST
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Macrophages (M?s) are key cells in the early stages of Trypanosoma cruzi infection, orchestrating
innate and adaptive immune responses. Within the immune system, cell communication occurs
simultaneously at multiple levels, and extracellular vesicles (EVSs) play a significant part in this context.
In fact, once M?s become infected, they release increased amounts of host-derived EVs, impacting the
surrounding environment. Here, we studied the role of small EVs in the context of acute in vivo
infection, evaluating two distinct parasite strains: the virulent CL Brener and the attenuated TCC. EVs
were isolated through an ultraconcentration and gradient ultracentrifugation protocol and subsequently,
characterized by transmission electron microscopy (TEM), nanoparticle tracking analysis (NTA), and
Western blot to delineate the EV populations. In previous work, we observed that when internalized by
naive macrophages in vitro, small EVs derived from TCC-infected cells promoted an environment
unfavorable to parasite spread, characterized by an M1-like cytokine profile. In contrast, EVs from cells
infected with the virulent CL Brener strain fostered a more permissive environment, with higher
phagocytic activity that could facilitate parasite entry and persistence. Also, these EVs caused a
reduced migratory capacity, potentially hindering a timely immune response and favoring the
establishment of a parasite replication niche. With this idea in mind, we conducted animal infections,
administering small EVs from either CL Brener- or TCC-infected M?s. Mice inoculated with small EVs
derived from CL Brener-infected cells presented higher parasitemia values (p<0.05 at 21 days post-
infection). Conversely, animals receiving EVs from M?s infected with the attenuated strain showed a
minor and retarded parasitemia peak, a finding also observed through analysis of the area under the
curves. However, when analyzing parasite load by quantitative real-time PCR, we did not observe
significant differences. Our results suggest that virulent strains may prompt immune cells to produce
EVs carrying signals that facilitate early parasite dissemination, prior to the establishment of a robust
adaptive response. In this context, host-derived EVs play a significant role in shaping the course of
infection. However, they appear insufficient to trigger a response fully capable of controlling pathogen
spread on their own.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Macrofagos, Vesiculas extracelulares
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Las zoonosis causadas por parasitos cestodos estan asociadas a contextos de pobreza y practicas de
higiene deficientes. Pueden afectar tanto a humanos como mamiferos domésticos y silvestres en todo
el mundo. A pesar de su importancia sanitaria, su deteccion y diagndstico son adn deficientes, por lo
que el estudio de las vesiculas extracelulares (VEs) como fuente de biomarcadores ha cobrado gran
relevancia en el contexto de estas parasitosis. Previamente, reportamos que Mesocestoides corti,
modelo experimental ampliamente utilizado para el estudio de cestodos, secreta VESs in vitro. En este
trabajo exploramos el efecto de distintas variables preanaliticas sobre el rendimiento en la obtencion
de VEs.

Para ello, evaluamos distintas cantidades de parasitos, asi como también tiempos de incubacion y
métodos de purificacién. De esta forma, se cultivaron tetratiridios (estadio larval) en medio de cultivo
DMEM alto en glucosa, suplementado con antibiéticos y libre de suero fetal bovino y se analizaron
tanto los medios sin purificar como purificados mediante precipitaciéon con PEG o ultracentrifugacion.
Mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas, se obtuvieron los valores de concentracion,
distribucién de tamafios y carga superficial de las VEs presentes en cada muestra.

Este estudio preliminar permitié optimizar las condiciones experimentales para la obtencion in vitro de
VEs de M. corti, comparar métodos de purificacion, estudiar la dinamica de secrecion de VEs en este
organismo y generar procedimientos extrapolables a otros modelos de estudio. Los avances aqui
descriptos consolidan a M. corti como un modelo accesible y reproducible para el estudio de VEs en
cestodos, aportando herramientas clave para futuras investigaciones.
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La concentracion de vesiculas extracelulares (VES) en la circulacibn materna aumenta durante el
desarrollo del embarazo, siendo las mismas principalmente derivadas del trofoblasto. Estas VEs
ejercen varias funciones, y su produccion y composicion depende del ambiente celular.

En el presente trabajo se evalud la liberacion basal in vitro de VEs producidas por el trofoblasto (en
cultivos de una linea celular trofoblastica de primer trimestre, Swan-71) y el efecto de diferentes
concentraciones de estimulos inflamatorios sobre esta liberacion (TNF-alfa y antigenos solubles de
Toxoplasma gondii). Para esto se optimizaron las condiciones experimentales para la purificacién y
caracterizacién de VEs, evaluando el area superficial de cultivo, el nUmero de células, el tiempo de
incubacioén, y la actividad metabdlica celular en ausencia de suero fetal bovino.

El analisis cuanti-cualitativo de las VEs se realiz6 mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA,
ViewSizer 3000 HORIBA) y la viabilidad celular mediante ensayo de reduccién de resazurina.

La viabilidad celular se mantuvo en todas las condiciones evaluadas, y se puso a punto un sistema de
cultivo que permitié obtener concentraciones de VEs suficientes para su evaluacion por NTA. La
distribucién de tamafio de VEs fue similar en todas las muestras (media: 120 nm), y no se vio afectada
por la presencia de estimulos inflamatorios en ninguna de sus concentraciones. En condiciones
basales la produccion de VEs aumentd con el tiempo de incubacion (1077 particulas/mL a 24 h vs.
1078 particulas/mL a 48 h). Las diferentes concentraciones de estimulos no afectaron la
concentracion de VEs liberadas.

En suma, se determinaron exitosamente las condiciones in vitro para el estudio de VEs producidas por
células Swan-71, y se caracterizé tanto el perfil basal de secrecién de VEs como en respuesta a
estimulos inflamatorios.

Palabras clave: TROFOBLASTO, VESICULAS EXTRACELULARES, NTA, ESTIMULOS
INFLAMATORIOS.
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Las vesiculas extracelulares (VES) presentes en el plasma seminal humano (PS) han despertado gran
interés por su posible rol en la modulacion de la funcion espermatica y la fertilidad masculina, debido a
la gran variedad de biomoléculas que transportan. El objetivo de este estudio fue comparar tres
métodos de aislamiento de VEs del PS de pacientes hormozoospérmicos: 1) ultracentrifugacion doble
(UC)- 2) columna de exclusion por tamafio (SEC)- y 3) precipitacion con polietilenglicol (PEG), y
evaluar su efecto sobre la funciéon espermatica humana. Las VEs fueron caracterizadas mediante
western blot (WB), microscopia electrénica de transmisién (TEM) y analisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA). Los métodos SEC y UC permitieron el aislamiento de VEs. Evaluamos la
incorporacién de VEs marcadas con la sonda CFSE a los espermatozoides mediante citometria de
flujo. Nuestros resultados indican que los espermatozoides incubados con VEs-SEC mostraron una
mayor intensidad de fluorescencia media (IFM) que los incubados con VEs-UC (UC = 398 + 100- SEC
= 676 + 167- media IFM + SEM, p?0.05). Ademas, determinamos el efecto de las VEs en eventos
asociados a la capacitacion espermatica, como los niveles de proteinas fosforiladas en residuos
tirosina (pY) (por WB), la concentracion de calcio intracelular (Ca2+ i), el potencial de membrana
(Em), la reaccién acrosomal (por citometria de flujo) y la motilidad (mediante el sistema CASA). La co-
incubacién con VEs produjo una disminucion en el porcentaje de espermatozoides que con reaccion
acrosomal espontanea, sin alterar el Ca2+i ni Em. Las VEsS-SEC también disminuyeron pY, y la
motilidad total y progresiva de los espermatozoides. Estos resultados indican que el método SEC es
eficaz para aislar VEs funcionales del plasma seminal, que se incorporan a los espermatozoides y
ejercen efectos fisioldgicos, lo que sugiere un posible rol en la regulacion de la adquisicion de la
capacidad fecundante.
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Vascular remodeling is a critical step in correct placentation. Along with this process, the expression of
vasoactive intestinal peptide receptor 2 (VIPR2) increases in human placental villi- it can exert
proangiogenic effects on the murine vasculature. During pregnancy, the number of extracellular
vesicles (EVs) increases, and those derived from trophoblast cells EVs (Th-EVs) are known to play a
key role in regulating placentation.

However, whether VIPR2 expression by Tb cells contributes to the pro-angiogenic effects of EVs
during placentation remains unknown. In this study, we examined the effect of human trophoblast cell
line overexpressing VIPR2 (Tb-VIPR2) EVs on endothelial cells function. EVs were obtained from the
human trophoblast cell line Swan 71, transfected either with a VIPR2 plasmid (Tb-VIPR2) or an empty
vector (control, Th-C) using differential centrifugation. Th-EVs were characterized using transmission
electron microscopy, nanoparticle tracking analysis and imaging cytometry analysis. Endothelial cells,
EA.hy926 and HUVEC, were used for wound healing, reactive oxygen species (ROS) detection and
tube formation assays. Tb-VIPR2 EVs carried VIPR2 on the membrane along with CD9 and CD81
tetraspanins. Compared to Th-C EVs, they exhibited a smaller size range and slightly lower
particles/mL. Th-VPR2 EVs enhanced endothelial cell migration (*P< 0.05), showed a

trend toward reduced ROS production and increased the number of meshes, nodes, pieces and
segments in tubulogenic assays respect to Th-C EVs (*P< 0.05).

These findings support the modulatory effect of extracellular vesicles produced by human trophoblast
cells expressing VIPR2 on endothelial cell function. These suggest a regulatory role for VIPR2 in
human placental-associated adaptations.
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El desarrollo adecuado de la microvasculatura placentaria es esencial para el crecimiento fetal, al
garantizar el intercambio eficiente de gases y nutrientes entre la madre y el feto. Este proceso
depende de sefales paracrinas del trofoblasto, incluidas moléculas solubles y vesiculas extracelulares
(VEs), reconocidas como mediadores clave de la comunicacion materno-fetal. En la gestacion normal,
el remodelado de las arterias espiraladas uterinas incrementa el flujo Utero-placentario- su alteracion,
como ocurre en la preeclampsia (PE), provoca episodios intermitentes de hipoxia-reoxigenacioén (HR)
que contribuyen a la disfuncion endotelial y a cambios estructurales y funcionales en la
microvasculatura placentaria.

Nuestro objetivo fue estudiar el impacto de HR sobre la comunicacion entre trofoblasto y células
endoteliales microvasculares humanas (hPMEC), evaluando el rol de las VEs.

Se obtuvieron placentas de embarazos a término sanos (n=6) del Hospital Naval (Res.110/22). Se
cultivaron explantos bajo condiciones de normoxia (N) o HR, y se evalud la viabilidad por MTT. Se
aislaron VEs por ultracentrifugacién y se caracterizaron por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA),
microscopia electronica de transmision (MET) y western blot. Las hPMEC se incubaron con VEs o
sobrenadantes libres de VEs (SN), se evalué su migraciéon mediante el ensayo de herida.

Los explantos mantuvieron su viabilidad en ambas condiciones. Se observé un incremento en la
liberacién de VEs por los explantos sometidos a HR. El secretoma derivado de trofoblasto en N
promovié la migracién endotelial (p<0.01), mientras que las VEs y el SN obtenidos en HR redujeron
este proceso (p<0.05). Estos resultados indican que la comunicacion trofoblasto-endotelio esta
mediada por componentes del secretoma, y que tanto las VEs como los factores solubles se alteran
bajo HR.

Esta disrupcion podria contribuir al deterioro microvascular observado en PE, sugiriendo posibles
blancos terapéuticos y abriendo nuevas vias para comprender los mecanismos fisiopatolégicos
involucrados.
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El plasma seminal (PS) rodea a los espermatozoides y contiene componentes clave para la regulacion
de procesos como la capacitacion espermatica. Entre ellos, las vesiculas extracelulares del plasma
seminal (VEs-PS) podrian tener un rol relevante al transportar proteinas, lipidos y otras moléculas. El
objetivo de este estudio fue evaluar la incorporacién de VEs-PS en espermatozoides ovinos y su
efecto sobre la capacitacién espermatica. Las VEs se aislaron mediante ultracentrifugacion (UC) y
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), obteniéndose dos fracciones (P1y P2). Se confirmd la
presencia de marcadores canénicos (CD9, CD63 y CD81) por WB y la ausencia de calnexina indico
escasa contaminacion citoplasmatica. Las concentraciones proteicas en la fracciones de VEs fueron
mayores para UC y SEC-P1 que para SEC-P2. Las presencia de VEs no afectd la viabilidad
espermatica. Posteriormente, las VEs se marcaron con CFSE y se incubaron con espermatozoides a
diferentes tiempos (5, 15, 30 y 60 minutos). Se observé por microscopia confocal incorporacién de
marca en los espermatozoides en distintas regiones desde los 5 minutos de incubacion, que
perduraron durante el ensayo. Mediante citometria de flujo se observé un aumento significativo en la
proporcion de células marcadas con SEC-P1 a los 5 minutos, y a partir de los 15 minutos para el resto
de las fracciones. Finalmente, se analiz6 el impacto de las VEs-PS sobre eventos moleculares
relacionados al proceso de capacitacion. SEC-P2 modul6 la fosforilacion de residuos tirosina (pY)
donde los espermatozoides incubados con esta fraccién presentaron un perfil de pY similar a
condiciones no capacitantes. Sin embargo, la actividad de la proteina quinasa A, no se vio afectada
por ninguna de las VEs. En conjunto, estos resultados sugieren que las fracciones enriquecidas en
VEs-PS interactian con los espermatozoides de manera rapida, mostrando en el caso de SEC-P2
posibles efectos sobre la capacitacion.
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