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RESUMEN

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG), comprende un conjunto de patologias que
comprometen severamente la capacidad reproductiva de la mujer. Dentro de éstas se incluyen
enfermedades como la mola completa, la mola parcial o incompleta, la mola invasiva y el
coriocarcinoma. La mola hidatidiforme y el coriocarcinoma, constituyen un importante problema
de salud publica en Colombia con una incidencia de 3.75 casos de mola por cada 1000
embarazos, de los cuales entre 10 % a 20% se transforman en coriocarcinoma. En estudios
previos realizados en nuestro grupo de investigacion, se establecié que niveles séricos elevados
de la hormona gonadotropina corionica (hCG) se presentan durante esta enfermedad en
comparaciéon con casos de embarazos normales. Igualmente los niveles séricos de IGF-Il en
mola completa presentan un incremento inusual respecto a placentas no molares, lo cual sugiere

una correlacion entre ambas hormonas en el desarrollo de esta patologia.

En este trabajo se evaluaron los posibles efectos compartidos por la hCG y el IGF-Il en procesos
de proliferacion, adhesion, migracién e invasion trofoblasticas, cuya desregulacion caracteriza a
la ETG. Se utilizd6 como modelo de estudio, la linea celular HTR-8/SVneo de trofoblasto
extravelloso de primer trimestre. Inicialmente se determind la expresién de genes del sistema
IGFy de lahCGy sureceptor, por medio de PCR convencional, corroborando su presencia en
la linea celular de estudio. Por otra parte, se evaluaron los efectos sobre la proliferacion
empleando ensayos MTT y utilizando estimulos con IGF-I (10 nM), IGF-1I (10 nM), Insulina (10
nM), hCG (50, 5000, 50000 mUI/ml) y combinaciones de las mismas. Estos resultados mostraron
que la hCG estimula la proliferacion de manera dosis dependiente tal como se esperaria ver en
patologias trofoblasticas de la ETG. Igualmente tanto el IGF-I como el IGF-Il incrementaron la
proliferacion celular y no se encontré evidencia de efectos aditivos con hGC. También se
encontré que tanto IGF-I como IGF-Il y hCG, estimulan la migracion celular, la cual se ve
incrementada en presencia de los ligandos IGF-Il y hCG. La hCG, en combinacion con el IGF-II

estimula la migracion y potencia los efectos a nivel de la invasion en esta linea celular.

Con el fin de establecer si las vias de senalizacién activadas por IGF-Il y hCG presentan
interaccion evaluada mediante el empleo de intermediarios comunes, se examind la produccion

de AMP ciclico en células control y en células silenciadas contra el receptor IGF-IIR mediante



RNA interferente. Los resultados mostraron un incremento en los niveles de AMPc en las células
que no expresaban IGF-IIR, lo cual no ha sido reportado previamente y sugiere la existencia de

interacciones entre los efectos de IGF-Il y hCG en células trofoblasticas.

En conclusion nuestros resultados demuestran la interaccion entre las vias de sefalizacion
activadas por el sistema IGF y la hGC en células trofoblasticas, lo que potencia los efectos a nivel
de proliferacion e invasion de los mismos, y podria ser un mecanismo molecular para la

progresion de la Enfermedad Trofoblastica Gestacional.



INTRODUCCION

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG), es un conjunto de patologias que comprometen
severamente la capacidad reproductiva de la mujer. Dentro de estas, se incluyen
enfermedades como la mola completa, la mola parcial o incompleta, la mola invasiva y el

coriocarcinoma.

La mola hidatidiforme y el coriocarcinoma, constituyen un importante problema de salud
publica en Colombia con una incidencia de 3.73 casos de mola por cada 1000 embarazos de
los cuales entre 10% a 20% se transforman en coriocarcinoma. A pesar de la importancia que
la mola hidatidiforme posee en nuestro pais, son muy pocos los estudios que han abordado
las razones de su origen, sus factores de riesgo y su incidencia en el medio colombiano. En un
estudio reciente se mostré que la mayoria de las mujeres afectadas pertenecen a estratos
socioecondmicos bajos, con un alto porcentaje de adolescentes, o que hace mas vulnerable a

esta poblacion [1] .

Actualmente el diagnéstico de estas patologias, se realiza por la mediciéon en suero de la
hormona gonadotropina coriénica (hCG), facilmente confundible con abortos causados por
razones diferentes y de menor gravedad para la salud reproductiva de la mujer. Resulta por lo
tanto de gran importancia, la evaluacion de los distintos factores hormonales implicados en la
patogénesis de la mola, especialmente aquellos que podrian ser candidatos para el desarrollo

de un diagnéstico temprano de la enfermedad.

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I e IGF-Il) son importantes reguladores
del crecimiento y desarrollo de muchos tejidos incluida la placenta. Investigaciones previas
realizadas en nuestro grupo de investigacién han demostrado la existencia de alteraciones en
el sistema IGF en mola hidatidiforme y coriocarcinoma. Con este trabajo se pretende establecer
el papel del IGF-II en la regulacion de las propiedades invasivas del trofoblasto y su relacion
con la gonadotropina coridnica, mediante el analisis de las interacciones entre las vias de
sefalizacion activadas por estos factores hormonales, como un aporte a los mecanismos

biolégicos que regulan la ETG.



1. MARCO TEORICO
1.1 El trofoblasto

Al iniciarse la implantacion blastocistica, se producen rapidas transformaciones en la
interface compartida por la placenta materna y el blastocisto implantado, las cuales
son vitales para la supervivencia y desarrollo embrionarios. Inicialmente se producen
dos linajes celulares a partir de la division de los blastomeros: las células
trofectodérmicas epiteliales que formaran la placenta, y el embrioblasto que formara al
embrién como tal. A partir del trofectodermo se originara el trofoblasto, que a su vez se
diferenciara en 3 tipos celulares: El citotrofoblasto, el sincitiotrofoblasto y el trofoblasto

intermedio [2-5] .

Las células del citotrofoblasto (CT), son células mononucleares con citoplasma bien
definido y que estan en constante mitosis diferenciandose en dos poblaciones:
trofoblasto velloso y trofoblasto extravelloso. El sincitiotrofoblasto (ST) se diferencia a
partir de células madre del CT que se fusionan luego de la expresion de numerosos

factores como hormonas, citoquinas y niveles de oxigeno.

El ST consiste en células multinucleadas que no presentan mitosis y que estan
expuestas a la sangre materna y a los efectores del sistema inmune. Es una capa
celular que rodea al feto y funciona como una membrana de dialisis que permite el
intercambio bidireccional de moléculas que entran y salen de la circulacién fetal. Por
ultimo el trofoblasto intermedio (T1), que forma una transicién entre el sincitiotrofoblasto
y el citotrofoblasto, se desprende de las vellosidades y reemplaza las células

endoteliales de las arterias maternas que migran a la placenta [6].

La funciébn mas importante del trofoblasto es establecer y mantener el sitio de
implantacién embrionario (Figura 1). Para esto se requiere invadir la vasculatura del
endometrio materno permitiendo desarrollar la circulacion materno-fetal, la cual
depende de la sincronizacion entre las etapas de desarrollo del embrion y eventos
moleculares y celulares mediados por reguladores paracrinos y endocrinos. Durante la
primera semana de implantacion, antes de la formacion de las vellosidades, el ST
invade el endometrio y pequefios capilares. Comienzan a aparecer lagunas aisladas
en el citoplasma del ST que luego coalescen. Es en estas lagunas donde ocurre la

absorcion sanguinea, siendo luego el Tl el encargado de rodear e invadir las arterias.



En este punto la funcion del trofoblasto es clave ya que ejerce una regulacion directa e
indirecta sobre la produccion de progesterona, mediante la hormona gonadotropina
coriénica (hCG). Igualmente el citotrofoblasto es al parecer el encargado de la
produccion de factores de crecimiento necesarios para mantener el comportamiento
invasivo y proliferativo de estas células durante el proceso de implantacion, entre los
cuales se contaria, segun estudios recientes al factor de crecimiento similar a la
insulina tipo Il (IGF-II) [3, 7].

Es importante resaltar también las caracteristicas compartidas por las células
trofoblasticas y las células neoplasicas, tales como alta proliferacion, ausencia de
inhibicion por contacto, alta invasividad, alta migracion y capacidad de escapar a
efectores del sistema inmune particularmente durante el primer trimestre de embarazo.
Sin embargo las células trofoblasticas tienen estos procesos invasivos fuertemente

regulados espacial y temporalmente [8].
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1.2 Enfermedad trofoblastica gestacional

La invasién y proliferacion inapropiadas del trofoblasto estan implicadas en numerosas
complicaciones del embarazo, tales como preeclampsia, tumores trofoblasticos,
restriccion del crecimiento uterino, y enfermedad trofobléstica gestacional (ETG). Se
conoce con el nombre de ETG a un conjunto de procesos benignos y malignos poco
habituales, derivados de una proliferacion anormal de la placenta humana y de un
proceso de fertilizacién con exceso de genoma paterno. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), en conjunto con la Sociedad Internacional de Patologia Ginecoldgica,
incluye dentro de estas patologias a la mola hidatidiforme, mola invasiva,
coriocarcinoma y tumor trofoblastico del sitio placentario. Se caracterizan por la
transformacion del tejido placentario en vesiculas o quistes de diferente tamafo.
Algunas de estas lesiones son neoplasias verdaderas y otras representan formaciones
anormales de la placenta con predisposicion a la transformacién neoplasica del
trofoblasto [9].

La mola hidatidiforme (MH) se caracteriza por una hiperplasia trofoblastica vy
tumefaccion edematosa de las vellosidades coriénicas o tumefaccién quistica de las
vellosidades placentarias, acompanada de una proliferacion trofoblastica variable.
Actualmente se reconoce que la mola puede subdividirse en mola completa y en mola
parcial, sobre la base de su apariencia morfolégica, sus caracteristicas
histopatoldgicas y el origen genético establecido a través de polimorfismos genéticos
[6, 10].

Generalmente la mola hidatidiforme completa se presenta con vellosidades hidrépicas,
hiperplasia del trofoblasto y ausencia de tejidos fetales. La mola completa surge por la
fertilizacién de un 6vulo vacio, generando un tejido diploide con dotacion cromosémica
de origen completamente paterno. La mola parcial posee vellosidades coriénicas de
tamano diverso, con tejidos fetales frecuentemente identificables; en su mayoria son

triploides, con genoma de origen paterno y materno [11].

La mola hidatidiforme se presenta en aproximadamente 1 de cada 1000 embarazos en
Europa y Estados Unidos, 0.5 por cada 1000 embarazos en Argentina, mientras en
Colombia es de 3.73 casos por cada 1000 embarazos, desarrollandose

coriocarcinoma en 10 a 20% de los pacientes con mola [1].



En la mola invasiva se produce la invasion del miometrio 0 de sus vasos sanguineos
por células del citotrofoblasto y del sincitiotrofoblasto. Morfolégicamente este proceso
se distingue por la persistencia de las vellosidades placentarias que no se observan en

el coriocarcinoma ni en el tumor trofoblastico de sitio placentario [9].

En el coriocarcinoma, ocurre una proliferacion atipica tanto del citotrofoblasto como del
sincitiotrofoblasto sin presencia del estroma. Generalmente la lesion esta formada por
un area central de tejido necrético, rodeada por un anillo periférico de tejido tumoral.
Es uno de los tumores malignos mas invasores con metastasis extensas, siendo
frecuentes a nivel de pulmones (50%), vagina (30-40%), cerebro, higado y rifiones [12-
13].

Las patologias anteriormente mencionadas se caracterizan por una secrecion
anormalmente elevada y prolongada de la hCG después del suceso gestacional, lo
cual se ha utilizado como método diagnéstico de la enfermedad. Un contenido mayor
a 100.000 Ul/mL de hCG se utiliza como marcador diagnéstico de la mola
hidatidiforme, aunque cantidades similares pueden corresponder a un embarazo
normal o multiple, por lo cual no debe ser usado como un factor determinante en el
diagnéstico de MH. Este problema se agrava por el desconocimiento existente sobre la
fisiopatologia de la enfermedad, junto con la ausencia de técnicas que permitan un

diagnéstico preciso, lo cual es fundamental en el manejo de la enfermedad [14].

En la actualidad, el diagndstico de estas enfermedades se basa en criterios clinicos y
de ultrasonografia corroborados por los altos niveles circulantes de hCG e
histopatologia. La experiencia ha mostrado que estos criterios son insuficientes y
frecuentemente contradictorios, lo cual lleva a diagndsticos erréneos y tratamiento
inadecuado, que dada la progresién de la enfermedad ponen en serio riesgo la vida de
las pacientes. Se ha establecido, por ejemplo, que la concordancia entre patélogos en

el diagndstico de mola oscila entre el 55y 75% [15].

Intentos por afinar el diagndstico han llevado a utilizar otras herramientas, como
citometria de flujo para determinar la ploidia del tejido molar, o técnicas de citogenética

molecular como FISH (hibridacion fluorescente in situ), lo cual no ha mejorado



sustancialmente la eficiencia diagnédstica, debido a la imposibilidad de establecer el

origen parental mediante este método [16].

1.3 Factores de Crecimiento Similares a la Insulina (IGFs)

La familia de los IGFs esta compuesta por el Factor de Crecimiento Similar a la
Insulina tipo | y el tipo Il (IGF-I e IGF-Il), los cuales son importantes mitdégenos que
afectan el crecimiento, el metabolismo, la diferenciacion celular y la expresion
genética. Los IGFs interactuan con los receptores tipo | (IGF-IR), tipo Il (IGF-IIR) y con
el receptor de insulina (Figura 2). Adicionalmente pueden sefalizar a través de
receptores hibridos formados por la dimerizacion del receptor IGF-IR con las isoformas

A o B del receptor de insulina. [17]

El principal receptor de la sefializaciéon celular inducida por los IGFs es IGF-IR, una
glicoproteina transmembranal con actividad tirosina quinasa que posee mayor afinidad
por el IGF-I que por el IGF-II [17-20] . Por su parte el IGF-IIR presenta un gran dominio
extracelular sin actividad tirosina quinasa en su dominio intracelular. Se une con mayor
afinidad al IGF-Il que al IGF-I y al parecer su principal funcién es la regulacion de los
niveles séricos del IGF-Il, pues no se conoce claramente si posee algun mecanismo
de sefalizacién intracelular. Este receptor no se une a la insulina pero si actua como
un receptor de ligandos con manosa-6-fosfato, a los cuales internaliza y conduce hacia

el lisosoma [21-22].

Otros componentes fundamentales del sistema IGF son las proteinas de union o
IGFBPs numeradas del 1 al 6, las cuales regulan la union de los IGFs con sus
receptores y que también poseen efectos bioldgicos independientes. Se ha propuesto
que las IGFBPs modulan las acciones de los IGFs por distintos mecanismos, tales
como el incremento de la vida media, su transporte y localizacién en tejidos

especificos, y la modulacion de su union a los receptores de superficie [23-24].

Los receptores y ligandos del sistema IGF se expresan en numerosos tejidos donde
juegan un papel importante en el desarrollo y crecimiento de los mismos. Por ejemplo,
se ha demostrado que el eje formado por la hormona de crecimiento (GH) y el IGF-I es
un componente esencial de la red inmunoendocrina, ya que tanto GH como IGF-I son

sintetizados y secretados por varias células inmunocompetentes y sus receptores



especificos son expresados sobre dichas células. El eje GH/IGF-I también estimula la
proliferacion de células inmunocompentes y refuerza la funciéon inmune celular y
humoral [25].

Tanto el IGF-I como el IGF-Il se requieren para el desarrollo normal del embrién y a lo
largo de la vida adulta se encuentran en la circulacién con niveles diferenciales para el
IGF-I y el IGF-Il. La fuente principal de IGF-I circulante en periodos postnatales es el
higado, pero también puede ser producido por otros tejidos, teniendo por lo tanto
actividad tanto autocrina como paracrina. No existe en cambio un 6rgano principal de
produccion del IGF-Il. Sus niveles se mantienen altos en adulto y su sefializacién se

da principalmente a través del receptor IGF-IR [26-28].

Debido a su amplia distribucion y a sus multiples funciones, la desregulacién del
sistema IGF se encuentra asociada con problemas en el desarrollo y crecimiento
neonatal, desarrollo y funcionamiento del sistema inmune y procesos implicados en la
progresion y desarrollo de tumores malignos. Incrementos en la expresion de IGF-I,
IGF-Il o IGF-IR se han documentado en enfermedades como glioblastomas,
neuroblastomas, meningiomas, meduloblastomas, carcinomas de seno, ovario,

colorectal y cancer pulmonar [19-20, 29]

IGF-2 IGF-1 Insulin

Tyrosine kinase

(

domain
I I <+— Regulatory —— I I

IGF-2/M6PR IGF-1R phosphorylation sites  |nsulin R
Protein processing and clearance Growth effects Metabolic effects
- Lysosomal enzyme trafficking - Cell proliferation - Glucose transport
- Endocytosis - Cell survival - Glucose uptake
- Lysosomal degradation - RNA &DNA synthesis - Glycolysis
- Activation of growth factors/cytokines - Glycogen synthesis
- IGF-2 signaling - Protein synthesis

Figura 2. Sistema IGF, ligandos y receptores. Tomado de Begley et al. 2009.



1.4 Factor de Crecimiento Similar a la Insulina tipo 1l (IGF-II)

El IGF-Il es un polipéptido de 67 aminoacidos, con fuerte homologia estructural y
funcional con el IGF-1 y la insulina. Consta de 4 dominios A, B, C y D y tiene un peso
de 7.5 kDa. Su gen igf2, se encuentra ubicado en un cluster del cromosoma 11 (cluster
11p15) junto con otros genes y regiones genéticas que no codifican para proteina.
Este gen se encuentra sujeto a improntacion genética paterna, es decir su expresion
solo se da desde el alelo paterno y no desde el materno. En tumores y anomalias
trofoblasticas como mola hidatidiforme, coriocarcinoma y otras, se ha visto que se
produce la pérdida de la improntacion genética expresandose el IGF-Il desde ambos
alelos [30-32].

El IGF-Il predomina durante el desarrollo embrionario y fetal estimulando la
proliferacion y diferenciacion celular. Los niveles de ARNm de IGF-Il y IGF-II
circulante en tejidos fetales de muchas especies estudiadas, han resultado ser
significativamente elevados en comparacion con los de tejidos postnatales. Después
del nacimiento, la funcion del IGF-Il es gradualmente reemplazada por el IGF-I, si bien

se encuentra altamente expresado en tumores y en tejidos de adultos normales [33].

Entre los multiples roles que posee el IGF-II, se ha visto que promueve la migracion
celular y regula el crecimiento fetal y placentario, mientras que su desregulacion puede
causar tanto retardo de crecimiento como crecimiento fetal excesivo. Por ejemplo, en
ratones silenciados para el igf2 se produce retraso en crecimiento placentario y fetal.
Igualmente, el IGF-Il es un factor clave en la regulacién de la induccién de la
angiogénesis durante el embarazo, mediante la estimulacion de la expresion del VEGF
[34-38].

1.5 Receptor IGF-1I/M6P

El receptor IGF-II/M6P también conocido como receptor de citoquinas CD222 es una
proteina monomérica de 250 kDa codificado por un gen ubicado en el brazo largo del
cromosoma 6 humano (6g26). Posee una afinidad 100 veces mayor por el IGF-Il que
por el IGF-l y la insulina. Estructuralmente contiene 15 repeticiones contiguas en su

porcion extracelular, cada una de ellas con un patrén similar de repeticiones de 8



cisteinas, una regién transmembranal de 23 residuos y una porcién citoplasmatica
corta. Esta region citoplasmatica de 163-164 residuos no contiene dominio tirosina
quinasa, pero si algunos sitios potenciales de fosforilacidon, aunque sigue siendo

controversial su actividad en la senalizacion intracelular [21-22, 39].

Este receptor esta principalmente involucrado en el trafico de enzimas lisosomales
desde el complejo de Golgi hacia los lisosomas y en la internalizacion de enzimas
lisosomales que han escapado de la célula, mientras que en la membrana celular sélo
se encuentra un 10% de estos receptores. Otros ligandos de este receptor incluirian al
TGF-B, al LIF, proliferina, tiroglobulina, granzimas A y B, CD26 y al acido retinoico. El
receptor se expresa en casi todos los tipos celulares y tejidos estudiados, si bien su
nivel de expresion varia segun el tejido en el que se exprese y dependiendo del
estadio de desarrollo del individuo. El IGF-IIR ha sido denotado como un supresor
tumoral por su actividad moduladora de los niveles locales de IGF-Il, facilitar la
activacion del inhibidor de crecimiento TGF-B1 y regular el trafico de enzimas
lisosomales. Igualmente se ha sugerido que este receptor podria mediar otras
funciones biolégicas incluyendo el flujo de calcio en fibroblastos embrionarios de ratén,
incremento en captacion de aminoacidos en células musculares, sintesis de glicégeno
en células de hepatoma, actividad aromatasa en citotrofoblastos entre otras, siendo
desconocidas en su mayoria las vias de sefalizacién activadas durante estos

procesos biolégicos [40-41].

1.6 Expresidn de los Factores de Crecimiento Similares a la Insulina en tejidos

trofoblasticos

Tanto el IGF-I como el IGF-Il se encuentran en casi todos los tipos celulares de la
placenta desde la sexta semana de gestacion, y parecen estar involucrados en todos
los aspectos de su desarrollo y funcion. Se ha demostrado que los IGFs estan
presentes en las vellosidades coridnicas placentales (citotrofoblasto, nucleo
mesodérmico y endotelio) al igual que en las membranas fetales, amnién y corion,
siendo el IGF-Il mas abundante en el trofoblasto. ElI IGF-Il se produce
aproximadamente desde la sexta semana del embarazo desde el trofoblasto
extravelloso. No cruza la placenta hacia la circulacion fetal pero puede regular el
crecimiento placentario. Igualmente, podria estar relacionado con el proceso de

invasion del trofoblasto extravelloso in vitro. [7, 34, 42].



Ambos factores incrementan la proliferacion y supervivencia de fibroblastos
placentares y pueden rescatar a los trofoblastos y a los fibroblastos placentares de la
apoptosis. El IGF-I también es importante en la diferenciacion del sincitiotrofoblasto o
del trofoblasto extravelloso, sin conocerse funciones similares para el IGF-Il, pero este
ultimo es importante en el intercambio de nutrientes, al incrementar el area superficial
de la placenta. Muchos estudios reportan el incremento en suero de estos dos factores
durante el embarazo al igual que el aumento de los niveles del ARNm del IGF-I y del
IGF-II [43].

Respecto a las IGFBPs se ha encontrado que en la placenta humana no se expresa
IGFBP-1 pero es la proteina de unién con mayor expresién en el endometrio
decidualizado. El IGFBP-3 se expresa en grandes cantidades en el trofoblasto por el
estroma velloso. El IGF-IR se localiza en todos los tipos celulares placentarios
incluyendo el trofoblasto, el endotelio velloso y el nucleo mesenquimal, encontrandose
también receptores hibridos con altas afinidades por el IGF-II. El receptor tipo Il se
expresa en la placenta en las membranas plasmaticas del trofoblasto, pero puede ser
fragmentado resultando en la liberacion de una forma soluble del receptor, el cual al
unirse al IGF-II conduciria a su degradacién, aunque en otros trabajos se ha mostrado

su posible actividad en vias de sefalizacién intracelular [44-45].

En trabajos anteriores del grupo de investigacion se encontré que pacientes con mola
completa a los cuales se les determinaron los niveles séricos de estos factores
mediante radioinmunoanalisis, mostraban una tendencia a valores elevados de IGF-II
durante el primer trimestre gestacional, en comparacién con aborto no molar (1050
ng/ml y 986 ng/ml respectivamente). Estos valores también fueron correlacionados con
niveles séricos elevados de hCG durante el primer trimestre de edad gestacional
(Tabla 1). Estos datos sugieren que podria existir una interrelaciéon entre los IGFs y la

hCG en el desarrollo de la patologia molar (ETG) [14].
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Concentraciones IGF-I (ng/ml) IGF-II (ng/ml) hCG promedio
(mUl/ml)
Poblacion Primer Segundo | Primer Segundo | Primer Segundo
trimestre | trimestre | trimestre | trimestre | trimestre | trimestre
Aborto 204 + 19 | 262+ 18 986+ 49 7321138 | 82.234 115.295
Mola Completa 214 + 20 | 246+ 57 1050+ 63 | 1077+ 77 | 542.706 493.586
Embarazo 343+20 312+7,2 756 9,7 | 818+ 22 73.500 69.000

Tabla 1. Niveles de IGF-I, IGF-Il y hCG en embarazo normal y mola completa. Tomado de
Cantero, 2004

1.7 Vias de sefalizacion del receptor IGF-IR

El receptor IGF-IR, es un receptor glicoproteico transmembranal con actividad tirosina
quinasa, formado por dos subunidades extracelulares a y dos subunidades
transmembranales B, cada una de 90 kDa. Es similar al receptor de insulina, con el
cual puede formar heterodimeros, donde una cadena del IGF-IR esta conectada a una
cadena InsR-a o InsR-b. El receptor IGF-IR es el producto de un unico gen ubicado en
el cromosoma 15026, siendo un gen de mas de 100 kB con 21 exones. Su
organizacién genética es bastante similar a la del receptor de insulina. Su ARNm se
detecta en etapas embrionarias abundantemente, siendo sus funciones
antiapoptéticas y de supervivencia. Se encuentran grandes niveles del ARNm del IGF-
IR en sistema nervioso central de rata. Niveles elevados se han visto asociados con
cancer de seno. La sobreexpresion del gen IGF-IR es un comun denominador para

canceres humanos como prostata, seno, ovario, colon y rabdomiosarcoma [46-48].

Tanto el IGF-I como el IGF-II propagan sus senales intercelulares por union al receptor
IGF-IR, si bien el IGF-Il se une con menor afinidad a este receptor que el IGF-I. Tras la
unién del ligando a la subunidad alfa del receptor, se produce una autofosforilacién de
la porcion citoplasmica de la subunidad beta del receptor y una fosforilacion en tirosina
de una serie de proteinas como las IRS-1y -2 y la proteina SHC. Tanto la IRS-I como
la proteina SHC inician varias cascadas de sefalizacion, siendo las mas importantes la
PISK/AKT, involucrada en

procesos metabdlicos de crecimiento celular vy
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antiapoptéticos, la via MAPK, implicada en procesos de mitogénesis y diferenciacion
celular, y la via de la FAK, relacionada con procesos de movilidad e invasién [18-19,
48].

Se ha sugerido que la interaccion del IGF-Il con el IGF-IR podria inducir migracion
celular de EVT, dependiente de las GTPasas monoméricas Rho, RhoA, RhoC y de la
ROCK, las cuales juegan un papel clave en la remodelacion del citoesqueleto de
actina que conduce a la migracion celular. También se establecido que existe una
migracion independiente de IGF-IR en la que no se requieren de estas proteinas. Los
efectos de RhoA y RhoC como induccion de adhesiones focales y fibras de stress son
mediados por ROCK que conducen a la fosforilacion de la cadena liviana de miosina
(MLC), y cambios en el citoesqueleto de actina que son necesarios para la migracion
celular [49].

1.8 Hormona Gonadotropina Corionica (hCG)

La hCG es una glicoproteina perteneciente a la familia de la LH, FSH y TSH. Todas
estas hormonas son heterodimeros que consisten de una subunidad alfa y una
subunidad beta, unidas por enlaces disulfuro. La subunidad a de 92 aminoacidos y
14.5 kDa es comun a todas estas glicoproteinas mientras que la subunidad 8 confiere
la actividad biologica especifica. Para la hCG, la subunidad ( tiene una longitud de
145 aminoédcidos y 22.2 kDa de peso. Varios de sus residuos sufren O- y N-
glicosilaciéon la cual presenta cambios en el embarazo y en estados de cancer. Es
importante sefialar que existen diferentes formas metabdlicas de la hCG, tales como la
subunidad a libre, la subunidad B libre, la hCG fragmentada con ausencia del extremo
C terminal de la subunidad B, y la hCG hiperglicosilada. Esta ultima contiene una
mayor cantidad de oligosacaridos, es predominante en las primeras etapas del
embarazo y en algunos canceres trofoblasticos donde cumpliria una funcién relevante

en los procesos invasivos [50-53].

La hCG es producida en las células placentarias principalmente en el
sincitiotrofoblasto, desde el 6 dia post-fecundacion, siendo las células de
citotrofoblasto extravelloso las unicas que producen la forma hiperglicosilada e

invasiva de esta hormona [51, 54-55]. La sintesis de esta hormona esta regulada por
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varios factores independientes, incluyendo la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), la leptina, las interleuquinas 1y 6, el EGF, y el TNF- a [56].

El gen de la subunidad alfa se encuentra en el cromosoma 12 (12921), mientras que la
subunidad beta posee 6 genes ubicados en un cluster del cromosoma 19 (19q13.3),

algunos de los cuales son expresados en tejidos trofoblasticos malignos [51, 57].

La hCG realiza su funcion mediante la union a su receptor, el receptor LH/GC, y sus
principales funciones son regular la produccion de progesterona a partir del cuerpo
luteo en las primeras 8 semanas de gestaciéon, ademas de inhibir a la LH y a la FSH
durante el embarazo para impedir la ovulacién. Otros efectos promovidos por esta
hormona incluirian la producciéon de hormonas esteroides y factores de crecimiento en
el cuerpo luteo, la diferenciacion del trofoblasto y decidualizacion, inhibicion de la
contractilidad miometrial, promocion de angiogénesis uterina, el control de la
apoptosis en células granulosas y servir como marcador molecular en la diferenciacion

del citotrofoblasto a sincitiotrofoblasto [58-60].

Durante el embarazo normal o patolégico los niveles de la hCG se incrementan
rapidamente comenzando pocos dias después de la implantacion y llegando a
concentraciones maximas de 20000 a 100000 Ul/I en las semanas 7-10 de embarazo,
disminuyendo luego hasta niveles bajos en el término (Tabla 2). En procesos
anormales como la mola hidatidiforme, se pueden detectar contenidos elevados de
hCG (200000 a 1.000.000 UI/L), aunque cantidades similares pueden corresponder a
un embarazo normal o multiple, por lo cual no debe ser usado como un factor

determinante en el diagndstico de mola hidatidiforme [14].

Existe una correlacién positiva entre los niveles de hCG y la invasién trofoblastica
como se ha observado en embarazos ectdpicos, indicando un posible efecto
estimulatorio en la invasién trofoblastica. La hCG se ha encontrado que in vitro
incrementa la invasividad de la linea trofoblastica de coriocarcinoma JEG-3. No se
conoce claramente como esta hormona estimula la invasividad trofoblastica in vivo,
pero si se sabe que incrementa los niveles de la metaloproteasa MMP-9, un
importante factor en la invasion trofoblastica. La hCG estimula igualmente otros

factores uterinos como la expresién del gen COX-2, una enzima involucrada en la
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biosintesis de prostaglandinas, el factor de crecimiento vascular endotelial VEGF y el
LIF (Factor inhibitorio de leucemia) [3, 61].

Semanas luego de ultimo

periodo menstrual

Rango de concentraciones
de hCG (mIU/mlI)

3 5-50

4 5-425

5 18-7.340

6 1.080-56.500
7-8 7.650-229.000
9-12 25.700-229.000
17-24 13.300 — 254.000
25-40 3.640 — 117.000
No embarazadas <5.0
Postmenopausicas <9.5

Aborto 82.394

Mola completa

189.000-1.306.091

Tabla 2. Concentraciones Séricas de
Modificado de Stenman et al. 2006

hCG en embarazo normal y en patologias.

1.9 Receptor de la Gonadotropina Coridnica/ Hormona Luteinizante (LH/CGR)

Este receptor glicoproteico perteneciente a la familia de receptores acoplados a
proteinas G, es utilizado tanto por la gonadotropina coriénica como por la hormona
luteinizante (LH). Posee 3 dominios funcionales: un domino N terminal extracelular, el
dominio de siete segmentos transmembranales con repeticiones de leucina y el
extremo C terminal localizado intracelularmente. El receptor tiene un tamano de 675
aminoacidos con un peso de 75 kDa antes de la unién de residuos glicosidicos, en su
mayoria residuos de manosa. En su forma madura y glicosilada, alcanza un peso de
85 a 95 kDa. Este receptor presenta una amplia similaridad con los receptores de la
FSH y de la TSH y es codificado por un unico gen localizado en el brazo corto del
cromosoma 2, de 80 Kb, constituido por 10 intrones y 11 exones. La transcripcion de

este gen produce numerosas especies de ARNm en tejidos gonadales, con distintas
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abundancias, pero al parecer muchos de ellos no codifican para una proteina [50, 62-
64].

Inicialmente se creia que este receptor solo se expresaba en células gonadales como
células de Leydig y células tecales del ovario, pero ha aumentado la evidencia de su
presencia en otros lugares del tracto reproductivo y en tejidos no gonadales, como en
la corteza adrenal, utero, oviducto, cérvix, Trompas de Falopio, vesiculas seminales,

piel, glandulas mamarias y tiroides [65].

Tras la unién del receptor con su ligando en el dominio extracelular, se pueden activar
varias vias de senalizacion pertenecientes a la via de las proteinas G heterotriméricas,
que a su vez activan a la enzima adenilato ciclasa y la via mediada por la proteina
quinasa A (PKA), que conducen a la expresion de distintos genes involucrados en el
desarrollo gestacional (Figura 3). En células trofoblasticas SGHPL-5, la estimulacion
con hCG promueve la activacion de ERK1 y 2 y de AKT. Datos recientes sugieren la
posibilidad de dimerizacién e internalizacién del receptor para disminuir su activacion
por el ligando. Por su parte se ha sugerido que la forma hiperglicosilada de la hCG

podria senalizar a través del receptor TGF-3 para promover la invasion [53, 63, 66].

hCG ()

v Receptor LH/CGR
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Figura 3. Via de sefalizacién de la gonadotropina coriénica. Modificado de Sodhi et al.
2004.
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2. HIPOTESIS

Se ha establecido que la Enfermedad Trofoblastica Gestacional (ETG) esta asociada
con una produccién elevada de hCG en comparacion con un embarazo de la misma
edad gestacional. Estudios previos han arrojado evidencias sobre la existencia de
alteraciones del sistema IGF en mola hidatidiforme y coriocarcinoma, en particular, la
sobreexpresion de IGF-Il y del receptor IGF-IR. La hipétesis a probar en este estudio
es si en células trofoblasticas existe una interaccién entre las vias de sefalizacion
mediadas por IGF-Il y hCG y si la sobreexpresion de IGF-Il podria conducir al

incremento en la proliferacion e invasion trofoblasticas que caracterizan a la ETG.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudiar el papel del factor de crecimiento similar a la insulina tipo Il (IGF-II) en el

desarrollo de la Enfermedad Trofoblastica Gestacional.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar la expresién de hCG, IGF-Il e IGF-IIR en cultivos celulares de la

linea HTR-8/SVneo de trofoblasto extravelloso por medio de RT-PCR.

3.2.2 Determinar los efectos de la estimulacién con hCG vy los ligandos del sistema IGF
en la proliferacion, adhesion, migracién e invasion celular en la linea trofoblastica
HTR-8/SVneo

3.2.3 Evaluar la posible interaccion entre las vias de sefalizacién activadas por hCG e
IGF-Il mediante los cambios en los niveles de AMP ciclico (AMPc) en la linea celular

HTR-8/SVneo.

3.2.4 Establecer el efecto del silenciamiento del receptor IGF-IIR en la secrecion de
AMPc en la linea celular HTR-8/SVneo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Linea celular HTR-8/SVneo

Se empled la linea celular de citotrofoblato extravelloso HTR-8/SVneo proveniente de
un cultivo de explante de placenta humana de primer trimestre e inmortalizada por
transfeccion con un cDNA que codifica para el antigeno T del virus SV-40. Esta linea
fue donada por la Dra. Angela Cadavid de la Universidad de Antioquia, se caracteriza
por exhibir un alto indice de proliferacion y ser altamente invasiva in vitro. Igualmente

expresa IGF-Il, hCG y otros con marcadores especificos del trofoblasto [67].

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbeco’s Eagle Medium,
Sigma) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Gibco), 2 mM de L-glutamina,
1% aminoacidos esenciales, 50 pg /ml de penicilina, 50 pug/ml de estreptomicina y 25
ng/ml de anfotericina. Las células se sembraron en cajas de Petri de 60 mm a una
concentracién de 10° células por caja. Se mantuvieron los cultivos celulares a 37 ° C

en atmosfera humeda y CO, al 5%.

4.2 Determinacion de la expresién genética de IGF-II, IGF-IIRy hCG

4.2.1 Extraccion de ARN total

El ARN se extrajo utilizando el reactivo Trizol ® (Invitrogen, USA) el cual es una
mezcla constituida por isotiocianato de guanidinio y fenol. En presencia de esta
solucién las células se lisan rapidamente, se solubilizan sus componentes y se
inactivan las ribonucleasas presentes. Posteriormente se adiciond cloroformo,
generandose una fase acuosa y una fase organica. De la fase acuosa se separo el
ARN total por precipitacion con isopropanol y se purificé luego en etanol al 75% (ver

Anexo 1).

El ARN precipitado se resuspendié en un volumen de 100 pl de agua tratada con
dietilpirocarbonato al 0,01% (DEPC), que inactiva las ribonucleasas remanentes. La
cantidad de ARN total obtenido por muestra, se cuantificé de acuerdo con la relacién
de absorbancias a 260/280 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Se verifico la

calidad de ARN visualizando las fracciones ribosomales mediante electroforesis en gel
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de agarosa al 0,8% en buffer MOPS 20 mM, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM.
La electroforesis se corrié a 75 V durante 30 minutos y se tifid el gel en una solucién
de bromuro de etidio (Br-Et) 1 ug/ml (ver Anexo 1). Los productos se observaron en

transiluminador de luz ultravioleta.

4.2.2 Sintesis de ADN complementario por transcripcion reversa

La sintesis de ADN complementario (ADNc), se hizo por retrotranscripcion in vitro,
partiendo de 5 uyg de ARN total empleando el sistema de transcriptasa reversa (RT)
Superscript 1l (Invitrogen), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
composicion de la mezcla de reaccion se muestra en la Tabla 3. EI ADN

complementario obtenido se refrigeré a 4°C hasta su posterior analisis por PCR.

Reactivos Concentracion
ARN total 5 ug
Hexameros al azar 12,5 ng/ pl
dNTPs 0,50 mM
Agua DEPC Completar a volumen de 20 pl
Buffer de transcripcion reversa 50 mMTris-HCI pH 8,3
75 mM KCI
3 mM MgCl,
DTT 10 mM
SuperScript Il RT 10 Unidades

Tabla 3. Mezcla de lareaccion de transcripcion reversa

4.2.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion de los fragmentos correspondientes a IGF-Il, IGF-IIR y hCG se
realizd mediante el sistema de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
empleando la enzima Taq Polimerasa (Invitrogen, USA) y con secuencias de
iniciadores especificos para cada uno de los genes, los cuales fueron disefiados

usando el programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) con base en las secuencias

reportadas en el GenBank del NCBI. Las secuencias de los iniciadores utilizados
fueron (Tabla 4):
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GEN Iniciador derecho Iniciador reverso Tamafio
amplimero
IGF-II 5 CGAGGCAGAGAGACACCAATGG -3 5 -TTGCGGGCCTGCTGAAGTAGA-3’ 187 pb
IGF-IIR 5 GAGTAGAGAAGTGTCCGGATCGGAGTC-3" | 5-TCAACATCTGTGGAAGTGTG-3" 428 pb
hCG 5-GCAGGGGACGCACCAAGGA -3’ 5-CACGCGGGTCATGGTGGG-3 540 pb
LH/HCGR | 5-AATGGGACGACACTGAC-3 5~ ATTAGCCTCTGAATGGACTC-3 165 pb

Tabla 4. Secuencias de iniciadores utilizados en la PCR convencional

Durante

los experimentos

realizados, se estandarizaron

las

condiciones de

amplificacién para la subunidad B del gen hcg, incluyendo las concentraciones de

iniciadores, la temperatura de alineamiento (Ta), la concentraciéon de MgCl, y el

numero de ciclos de amplificacion.

Para el procedimiento de amplificacion, la mezcla de reaccién (Tabla 5) se

desnaturalizé a 95°C por 5 minutos, se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacion,

cada ciclo incluy6 calentamiento a 95°C por 45 segundos, alineamiento por 30 - 60

segundos con temperatura apropiada segun las condiciones de los iniciadores para

cada gen, calentamiento a 72 °C para asegurar la extension de los fragmentos a

amplificar y por Gltimo un calentamiento a 72 °C por 5 minutos para culminar la

extension.

Reactivos Concentracion
Final
Buffer (50 mM KCI,
10 mM Tris-HCI) pH 8,3 1 X
MgCl, 2-3mM
Mezcla de dNTPs 0,2 mM
Iniciador Derecho 0,4 uM
Iniciador Reverso (nM) 0,4 uM
ADN complementario 2 ng/pl
Taq Polimerasa 1 U/l

Tabla 5. Condiciones para la reaccion por PCR
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % en
buffer TBE durante 45 minutos a 80 V. Los geles fueron tefidos en una solucion de
bromuro de etidio (Br-Et) 1 ug/ml. Los productos se observaron en transiluminador de
luz ultravioleta y las bandas obtenidas se analizaron por densitometria empleando el

programa Quantity One V. 4.1.1

4.3 Ensayos de proliferacion celular

La medida de proliferacidén/sobrevivencia, fue medida con el ensayo de celularidad
usando el método colorimétrico MTT (bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), el cual se basa en la conversion de sales de tetrazolium (MTT) en un
producto coloreado llamado formazan, realizado por las mitocondrias intactas de las

células viables [68].

La metodologia empleada fue la siguiente:

En una placa de ELISA se sembraron 10000 células por cada pozo, siendo
deprivadas de medio con suero por 12- 24 horas antes del inicio del experimento.
Luego se anadieron los estimulos ; (SFB 10% , IGF-I (100 ng/ ml), IGF-Il (100 ng/ ml),
INS (100 ng/ml) y HCG (50000 mU/ml), IGF-I , IGF-Il e INS en combinacién con dosis
de HCG. Los platos fueron incubados durante 24 horas a 37°C en atmosfera
humeda y CO; al 5%. Se agregaron 10 pl del reactivo MTT (Bromuro de 3- (4,5-.
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) a cada pozo de interés, durante 4 horas . Se
removié el medio de los pozos con MTT y se agregaron 100 ul de DMSO (dimetil
sulfoxido) dejando incubar durante 15 minutos, para disolver los cristales de
Formazan. En espectrofotdmetro (Biorad 680 microplate reader) se midid la
absorbancia a 570 nm y se eliminé el DMSO. Posteriormente se adicionaron 150 ul de

PBS en cada pozo. Cada ensayo se realizé por triplicado.
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4.4 Ensayos de adhesidn celular

Para el ensayo de adhesion se sembraron 20000 células por pozo en una placa de
ELISA para ser incubadas, junto con los estimulos correspondientes: SFB 10% , IGF-I
(100 ng/ml), IGF-II (100 ng/ml, INS (100 ng/ml) y hCG (50000 mU/ml), IGF-I , IGF-Il e
INS en combinacién con dosis de hCG. Las células se incubaron durante 1 o 2 horas
a 37°C en atmosfera humeda y CO, al 5%. Al final del periodo de incubacién se
retiraron las células que no se adhirieron y se lavaron los pozos con PBS. Se
adicionaron 100 ul de cristal violeta en metanol 5% (Sigma Chemical, USA) dejando
en incubacién durante 15 minutos. Se extrajo el colorante cristal violeta evitando que
las células se despegaran de los pozos. Luego las células se incubaron durante media
hora en acido acético al 10 % (100 pul) y se midié la absorbancia en espectrofotometro

(Biorad 680 Microplate Reader) a 595 nm. Cada ensayo se realizoé por triplicado.

4.5 Ensayo de migracion celular

Se incubaron las células durante 12 horas en medio libre de SFB, se despegaron
utilizando una solucion de tripsina/EDTA (tripsina 0.05%, EDTA 0.02%). Se
depositaron aproximadamente 1 x 10° células en alicuotas de 0.2 ml en los pozos
superiores de camaras de Boyden con filtros de 8 um. En el compartimiento inferior
se colocaron los diferentes estimulos: SFB 10% ,IGF-I (100 ng/ml), IGF-II (100 ng/ ml),
hCG (5000 mU/ml) e IGF-Il (100 ng/ml) combinado con hCG (5000 mU/ml). Las
células se incubaron por 12 horas a 37°C en atmésfera humeda y CO, al 5%. Al final
del periodo de incubacién se removieron las células que no migraron y se lavaron las
células que migraron con PBS dos veces. Estas células se fijaron con una solucion de
paraformaldehido 4% por 30 minutos y se tifieron con una solucién de cristal violeta al
0.5% en etanol por 30 minutos. Las células tefidas se trataron con 0.25 ml de una
solucion de acido acético al 10% y la absorbancia del extracto coloreado se midi6 a
595 nm en espectrofotometro (Biorad 680 Microplate Reader). Los filiros fueron
examinados al microscopio contandose las células de 4 campos (200X),
determinandose el promedio + sem. Los resultados se presentan como el indice de
migracion con respecto al control (RPMI, 100%). Cada ensayo se realizé6 por

duplicado.
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4.6 Ensayo de invasion celular

Las células previamente al ensayo de invasién fueron incubadas durante 12 horas en
medio libre de SFB, luego se despegaron utilizando una solucion de tripsina EDTA
(tripsina 0.05% y EDTA 0.02%). Se depositaron aproximadamente 1 x 10° células en
alicuotas de 0.2 ml en los pozos superiores de los transwell recubiertos con matrigel
en una concentracion de 9 ug/pl. En el compartimiento inferior se colocaron los
diferentes estimulos: IGF-I (100 ng/ml), IGF-II (100 ng/ ml), hCG (5000 mU/ml) e IGF-II
+ hCG (5000 mU/ml). Las células se incubaron por 24 horas a 37°C en atmésfera
hiameda y CO; al 5%. Al final del periodo de incubacién las células de la superficie del
matrigel fueron completamente removidas con copos de algoddn; las células que
migraron fueron fijadas con una solucién de paraformaldehido al 4% (Sigma Chemical,
U.S.A) y tefiidas usando una solucién de cristal violeta en metanol 5% (Sigma
Chemical, U.S.A). Las membranas fueron lavadas con PBS dos veces y cortadas de
los transwells. El cristal violeta de las membranas fue disuelto en una solucién de
acido aceético al 10% y cuantificado mediante la lectura de su absorbancia a 595 nm.
Cada experimento fue realizado por duplicado. Los resultados se reportan como el

indice de invasién en comparacion con el control (RPMI 100%).

4.7 Ensayos de RNA Interferente

Para determinar si el IGF-IIR tenia un papel como mediador de los efectos del IGF-II
en células de trofoblasto, se utilizaron células de la linea HTR-8/SVneo establemente
silenciada en el IGF-IIR, obtenidas dentro del grupo de Investigacién en Hormonas
por Andrés F. Vallejo Pulido (manuscrito en preparacién). El silenciamiento de este
receptor se llevo a cabo empleando un “pool” de plasmidos de transfeccion con shRNA
disefados para este fin (Santa Cruz Biotechnology), las células exitosamente
transfectadas fueron seleccionadas empleando puromicina y el silenciamiento se
verific6 mediante PCR en tiempo real, dando como resultado una eficiencia del 83%
en el silenciamiento. Adicionalmente, se empleé como control un plasmido con una

secuencia no codificante para el receptor de interés.
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4.8 Determinacion de los niveles de AMP ciclico

La medicion de AMPc intracelular se realizé utilizando un kit de ELISA (Amersham
AMPc Biotrak 2251). El ensayo esta basado en la competencia entre el AMPc no
marcado y una cantidad fija de AMPc acoplado a peroxidasa, por la uniéon a un nimero

limitado de sitios en un anticuerpo especifico contra AMPc.

Las células sembradas (aproximadamente 1 x 10* por pozo) en un microplato de
ELISA de 96 pozos, se deprivaron por 12 horas en medio libre de proteina y se
adicionaron los diferentes estimulos mencionados anteriormente y se evaluaron los
niveles a los 10 min de estimulacion. Las células se lisaron con 200 ul de reactivo de
lisis agitando por 10 min, se adicionaron 100 ul de antisuero y se dejoé en incubacion
durante 2 h a una temperatura entre 3°- 5°C. Al término de este periodo se adicionaron
50 ul de conjugado AMPc —Peroxidasa, con agitacion y después de un tiempo de 1
hora de incubacién a 4 °C se lavé cada pozo 4 veces con 400 pl de buffer de lavado y
se adicionaron 150 pl de sustrato enzimatico dejando incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente. El producto final coloreado se cuantific6 por lectura
espectrofotométrica a 630 nm (Biorad 680 Microplate Reader). La concentracion de
AMPc en las muestras se determiné por interpolacién en una curva de calibracién con
los respectivos estandares. Las determinaciones se realizaron por duplicado (ver
Anexo 2).

4.9 Anélisis estadistico
Los datos de los resultados experimentales fueron evaluados mediante el test-T de

Student utilizando el programa GraphPad Software Inc (San Diego, Ca). Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Expresiéon de genes por RT-PCR en la linea HTR-8/SVneo

Inicialmente se extrajo ARN total de las células de trofoblasto de cultivos no
estimulados (medio RPMI) y se verificd su integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa. La figura 4 muestra el corrido electroforético de dos muestras de ARN total
donde se pudo diferenciar las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 28S y

18S y que presentaron una relacion de Abs 260/280 nm cercana a 1,8.

185

Figura 4. Verificacién de la integridad del ARN total obtenido a partir de la linea celular
HTR-8/ SVneo. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de dos extractos de ARN de células en

cultivo.

Posteriormente se realizd la transcripcion reversa para obtener el ADNc a partir del
cual se realizaron las amplificaciones de los genes de interés. En trabajos previos en
nuestro laboratorio se ha estudiado la expresion de algunos miembros del sistema
IGF, como los ligandos IGF-I e IGF-Il y los receptores IGF-IR e IGF-IIR. Empleando las
condiciones estandarizadas previamente, en este trabajo se estudio la expresion de
los genes antes mencionados en la linea celular HTR-8/SVneo y se evalud por primera
vez la expresion de la hormona gonadotropina coridnica subunidad BR. Se
estandarizaron las condiciones de amplificacién por PCR convencional, considerando
la temperatura de alineamiento, concentracion de iniciadores, concentracién de MgCl,
y numero de ciclos de amplificacion (Fig.5). Las condiciones finales se muestran en la
Tabla 6.
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En cuanto al receptor de la hormona gonadotropina corionica, se evaluaron diferentes
condiciones para su amplificacion por PCR pero los resultados no permitieron
establecer de manera cierta la presencia de transcritos. Es posible que las células en
condiciones basales no expresen el receptor o lo hagan en niveles muy bajos no
detectables y que su expresién aumente en etapas posteriores con la progresion del
proceso de diferenciacion.

Los resultados permiten corroborar la expresion de genes del sistema IGF (Figura 6) y
de la hormona gonadotropina coridnica en la linea celular de trofoblasto extravelloso,
lo que representa un modelo adecuado para investigar el papel de estos genes en la

regulacién del crecimiento e invasion celular trofoblastica.
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Figura 5. Electroforesis de los productos de amplificacion por PCR convencional de
hCG. Geles de agarosa al 1.5% a) Estandarizacion de la temperatura de alineamiento B)
Estandarizacion de la concentracion de MgCl, C) Estandarizacién de la concentraciéon de
iniciadores. En barras: datos densitométricos de la intensidad relativa de las bandas (unidades
arbitrarias).
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Figura 6. Electroforesis de los productos de amplificacién por PCR convencional de
igf2r e igf2 en gel de agarosa al 1.5% A) Amplificacion de igf2r, amplificado 428 pb. Carriles
1 a 3 muestran intensidad de la banda amplificada al cambiar el numero de ciclos. B)
Amplificados de igf2, 187pb. Carril 1: control positivo de amplificacion en células MCF7.
Carriles 2 y 3: amplificados en HTR-8/SVneo. En barras: datos densitométricos de la intensidad
relativa de las bandas (unidades arbitrarias).

Gen Igf2 Igf2r hcg
Alineamiento 1 0,5 1
(min)

Elongacién 1 1,5 1
(min)

Temp. 56 58 60
Alineamiento

(°C)

Ciclos 35 35 35
iniciadores 0,8 1,2 1,2
(LM)

MgCl »(mM) 3,0 3,0 2,0

Tabla 6. Condiciones de amplificacién de los genes evaluados por PCR convencional.
Cada uno de los 35 ciclos de PCR consistio en una desnaturalizacion de 5 minutos y una
hibridizacion de las sondas a temperaturas de 56 a 60 °C. Los productos de PCR se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
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5.2 Ensayos funcionales

Una vez establecida, la presencia de los genes de interés en la linea celular, se
procedieron a realizar estudios funcionales destinados a establecer si los ligandos del
sistema IGF y la hCG poseian efectos sobre la proliferaciéon, adhesién, migracion e
invasién celulares, usando como modelo la HTR-8/SVneo, una linea celular
premaligna de trofoblasto extravelloso de primer trimestre, altamente invasiva, la cual
ha demostrado ser ideal para evaluar los procesos de migracion e invasién que
ocurren en patologias trofoblasticas de la ETG. Los efectos funcionales mediados por
los IGFs y la hCG se evaluaron tanto por separado como conjuntamente, para intentar
establecer si existian vias de sefalizacidn comunes, que pudieran estar implicadas en

estos procesos.

5.2.1 Ensayos de proliferacion celular

Inicialmente se buscd determinar si los factores de crecimiento y la hCG tenian
efectos sobre la proliferacién de la linea HTR-8/SVneo, utilizando para este fin el
método MTT y realizando tratamientos a 24 horas. Se utilizaron dosis de IGF-I, IGF-II
e INS en concentraciones de 100 ng/ml y dosis de hCG de 50, 5000 y 50000 mUI/ml
representativas de las concentraciones séricas presentes en el suero de mujeres no
embarazadas (50 mUI/ml), placentas normales en las primeras semanas de embarazo
(5000 mUl/ml) y placentas en un estado altamente invasivo (50000 muUl/ml)
caracteristico de patologias de la ETG. Como control positivo se utilizé SFB 10%
(Figuras 7-10).

En un primer ensayo se evaluaron los efectos de la hCG sobre la proliferacion celular
a 24 horas (Figura 7) encontrandose que la proliferacion celular se incrementaba de
manera dependiente a la dosis empleada. Estos resultados sugieren que la hCG
podria ser fundamental en los procesos de proliferacion trofoblastica tal y como se ha
visto en otras lineas de EVT. Igualmente estos resultados son un primer indicio de que
al incrementar las concentraciones de hCG, especialmente en dosis elevadas, se
podria promover un efecto de proliferacién trofoblastica descontrolada, como el que se

presenta en la mola hidatidiforme y otras patologias de la ETG [9, 66].
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Figura 7. Efecto de la hCG sobre la proliferacion celular de HTR-8. Las células HTR-8 se
trataron con los estimulos indicados durante 24 horas y se midi6 la proliferacién celular
mediante el ensayo de MTT. Como control positivo se empleé SFB (10%). Los valores de
absorbancia estan normalizados contra los obtenidos en el control RPMI. Cada barra
corresponde al promedio de 3 mediciones, las barras de error representan la desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencia estadistica respecto al control RPMI (p< 0,05).

En un segundo ensayo, se evaluaron los efectos proliferativos ejercidos por el IGF-I,
IGF-Il e INS en dosis de 100 ng/ml sobre esta linea celular. Se encontré que el IGF-1y
la INS no poseen efecto proliferativo sobre las células HTR-8, en contraste con IGF-II

que la incrementa mas de 2 veces con respecto al control no estimulado (Figura 8).

Estos resultados sugieren que podrian existir efectos diferenciales entre los IGFs con
relacion a la proliferaciéon trofoblastica, debidos tal vez a la activacion de distintos
receptores y vias de sefalizacion celulares. Igualmente se conoce que el IGF-II posee
una mayor importancia que el IGF-lI en los procesos iniciales de la implantacion
trofoblastica, como son la migracion e invasion del endometrio materno, mientras que

el IGF-I juega un papel fundamental durante el crecimiento fetal [34].
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Figura 8. Efecto de los IGFs sobre la proliferacion celular de HTR-8. Las células HTR-8 se
estimularon con IGF-I, IGF-Il e INS (100 ng/ml cada uno) durante 24 horas y la proliferacion se
midié por medio del ensayo de MTT. Como control positivo se empleé SFB (10%). Los valores
de absorbancia estan normalizados contra los obtenidos en el control RPMI. Cada barra
corresponde al promedio de 3 mediciones, las barras de error representan la desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencia estadistica respecto al control (p< 0,05).

Con el fin de examinar el efecto de la coestimulacion con IGFs y hCG, se utilizaron
dosis combinadas de IGF-I o IGF-Il (100 ng/ml) con hCG (50, 5000 y 50000 mUl/ml).
Se encontré que la combinacion de IGF-I con 50 y 5000 mUI/ml, incrementa la
proliferacion celular a 24 horas de manera significativa en comparacion con el efecto
inducido por el IGF-I en solitario (Figura 9). Estos resultados sugieren que los efectos
proliferativos ejercidos durante la combinacién de los estimulos, son debidos en su
mayor parte a los efectos ejercidos por la hCG, mas que a un efecto aditivo debido a la
combinacion de ambos estimulos, reforzando la idea del efecto proliferativo de la hCG

sobre el trofoblasto.
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Figura 9. Efectos combinados del IGF-1 y hCG sobre la proliferacién celular de HTR-8.
Las células HTR-8 se estimularon con IGF-I (100 ng/ml) en combinacién con 50 y 5000 mUl/ml
de hCG durante 24 horas y la proliferacién se midié6 por medio del ensayo de MTT. Como
control positivo se empled SFB (10%). Los valores de absorbancia estan normalizados contra
los obtenidos en el control RPMI. Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones, las
barras de error representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia
estadistica respecto al control (p< 0,05).

Puesto que el IGF-Il mostré su capacidad para estimular la proliferacion de las células
HTR-8/SVneo (Figura 8), se investigd el efecto proliferativo de esta hormona en
combinacion con la hCG. No se encontraron efectos aditivos del IGF-II al combinar
con la hCG (50000 mUI/ml). Estos resultados plantearian que en combinaciones la
hCG vy el IGF-Il podrian estar compitiendo por la unién a una via de senalizacion
determinada o que la hCG en concentraciones altas pudiera estar interfiriendo con la
unién del IGF-II a sus receptores, tal y como ha sido planteado en estudios anteriores
para el IGF-IIR. [7] Ofra explicaciéon posible para este resultado es que la
combinacion de IGF-Il y de hCG podria causar un incremento en los niveles del
AMPc, lo cual a su vez disminuiria la proliferacion celular trofoblastica tal y como ha
sido reportado para HTR-8/SVneo en trabajos anteriores [69] , y que también estaria
en concordancia con los resultados obtenidos en el presente trabajo para los ensayos
de AMPc (Figura 10).
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Figura 10. Efectos combinados del IGF-1l y hCG sobre la proliferacién celular de HTR-8.
Las células HTR-8 se estimularon con IGF-II (100 ng/ml) en combinaciéon con 50000 mUl/ml de
hCG durante 24 horas y la proliferacion se midié por medio del ensayo de MTT. Como control
positivo se emple6 SFB (10%). Los valores de absorbancia estan normalizados contra los
obtenidos en el control RPMI. Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones, las barras
de error representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia estadistica
respecto al control (p< 0,05).

5.2.2 Ensayos de adhesioén celular

Teniendo en cuenta que las células invasivas poseen un fenotipo alterado en sus
moléculas de adhesidén celular lo cual les permite escapar a los controles ejercidos por
el organismo e invadir otros tejidos, se busco examinar la adhesion celular en la linea
HTR-8/SVneo y observar como se afectaba el proceso al estimular las células con
INS, IGF-I, IGF-Il y hCG, tanto en solitario como en combinacion, usando las mismas
dosis de los ensayos de proliferacion. Los ensayos de adhesion se realizaron durante
1y 2 horas de estimulacion, presentandose aqui los resultados obtenidos luego de 2
horas, ya que en la primera hora de tratamiento no se encontraron diferencias entre

los distintos tratamientos y las células sin estimular (Figuras 11-14).

Inicialmente se realizaron ensayos con dosis de 50, 5000 y 50000 mUI/ml de hCG. Los
resultados indican que tras 2 horas de estimulacién, la hCG en todas las dosis
usadas, incrementaba en un 70 % la adhesién celular respecto al control sin estimular,

disminuyendo este efecto ligeramente en la dosis de 50000 mUl/ml (Figura 11). La
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hCG es una molécula que se expresa tempranamente en el blastocisto en formacion y
que estimula diversos procesos funcionales a lo largo del embarazo, como la
implantacién, la invasion endometrial y diferenciacion trofoblastica. En los resultados
obtenidos en este ensayo, se sugiere que la hCG podria estar incrementando la
expresion de moléculas de adhesion de la superficie celular del trofoblasto, tal y como

se ha reportado en estudios anteriores.[70-71]
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Figura 11. Efecto de la hCG sobre la adhesién celular de HTR-8. Las células HTR-8 se
estimularon con dosis crecientes de hCG (50, 5000 y 50000 mUl/ml) y se evalud la adhesién a
las 2 horas. Como control positivo se empleé SFB (10%). Los valores de absorbancia estan
normalizados contra los obtenidos en el control RPMI. Cada barra corresponde al promedio de
3 mediciones, las barras de error representan la desviacién estandar. Letras distintas indican
diferencia estadistica respecto al control (p< 0,05).

A continuacion se realizaron ensayos utilizando estimulos de IGF-I, IGF-1l e INS, para
observar si estimulaban de manera diferencial la adhesion celular. Los resultados
mostraron que tras 2 horas de estimulacién, ni IGF-I ni IGF-Il incrementaban la
adhesion celular respecto a los controles, en contraste con la INS, la cual mostré un
efecto marcado sobre la adhesion (Figura 12). En otros modelos trofoblasticos se ha
observado que los IGFs poseen principalmente efectos en la migraciéon o la
proliferacion del trofoblasto, e igualmente promueven la expresion de
metaloproteinasas que degradan la membrana basal. El resultado con la insulina

similar al obtenido con las dosis de hCG, sugiere que la dosis utilizada (100 ng/ml)
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podria estar incrementando la expresion de moléculas de adhesion celular. [43, 45,
72].
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Figura 12. Efecto de los IGFs sobre la adhesion celular de HTR-8. Las células HTR-8 se
estimularon con IGF-I, IGF-II € INS (100 ng/ml cada uno) y se evalud la adhesioén a las 2 horas.
Como control positivo se empleé SFB (10%). Los valores de absorbancia estan normalizados
contra los obtenidos en el control RPMI. Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones,
las barras de error representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia
estadistica respecto al control (p< 0,05).

Posteriormente se realizaron ensayos combinados de IGF-I en solitario y en
combinacion con las diferentes dosis de hCG (50, 5000 y 50000 mUl/ml). Se encontrd
que el estimulo del IGF-I no incrementa la adhesién celular respecto a los controles.
Pero al combinar IGF-I con dosis de 50 y de 5000 mUl/ml la adhesién celular se
incrementaba, regresando a niveles sin estimulacion al combinar IGF-I con de 50000
muUl/ml. (Figura 13). Estos resultados sugieren que al combinar la hCG con el IGF-I,
predominarian en las dosis bajas los efectos de adhesion ejercidos por la hCG como
se mostraba en los resultados de la figura 11, pero en la combinacion con la dosis
50000 mUIl/ml, disminuirian estos efectos. En la figura 11 también se observa una

ligera disminucién en la adhesién celular con la dosis de 50000 mUI/ml de hCG.
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Figura 13. Efectos combinados de IGF-l1 y hCG sobre la adhesién celular de HTR-8. Las
células HTR-8 se estimularon con IGF-I (100 ng/ml) y en combinacién con hCG (50, 5000 y
50000 mUI/ml) y se evalud la adhesién a las 2 horas. Como control positivo se emple6 SFB
(10%). Los valores de absorbancia estan normalizados contra los obtenidos en el control RPMI.
Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones, las barras de error representan la
desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia estadistica respecto al control (p< 0,05).

Finalmente, se evaluaron los efectos en la adhesion celular ejercidos por el IGF-II
(100 mg/ml) en combinacion con las distintas dosis de hCG (50, 5000 y 50000
muUl/ml), y los efectos ejercidos por INS en combinaciéon con 5000 mUI/ml de hCG. En
las combinaciones de 50 y de 50000 mUl/ml el IGF-Il tenia una adhesion similar a la
de los controles, mientras que en combinacion con 5000 mUI/ml la adhesién celular se
ve ligeramente incrementada. (Figura 14) Estos resultados indican que el efecto sobre
la migracion celular ejercido por el IGF-Il, predomina sobre los efectos de la hCG en
tratamientos combinados. Por su parte la INS tanto en solitario como en
combinacion con 5000 mUI/ml de hCG incrementaban la adhesion celular siendo estos

resultados concordantes con lo que se observo en los experimentos anteriores.
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Figura 14. Efectos combinados de IGF-Il e INS con hCG sobre la adhesién celular de
HTR-8. Las células HTR-8 se estimularon con IGF-I o INS (100 ng/ml cada uno) y en
combinacién con hCG (50, 5000 y 50000 mUI/ml) y se evalué la adhesion a las 2 horas. Como
control positivo se empleé SFB (10%). Los valores de absorbancia estan normalizados contra
los obtenidos en el control RPMI. Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones, las
barras de error representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia
estadistica respecto al control (p< 0,05).

5.2.3 Ensayo de migracion celular

En estudios anteriores en este grupo y en otros en esta area de investigacion, se
habia demostrado que tanto los IGFs como la hCG estimulan la migracion e invasion
trofoblastica durante los procesos de implantacion del blastocisto en el endometrio
materno y a lo largo del embarazo. Durante las etapas invasivas de la ETG como en
el caso del coriocarcinoma, pueden presentarse metastasis externas al Utero que
afectan tejidos como el rifidn, pulmén y cerebro y que pueden ser mortales si no son

tratadas a tiempo [9].

Debido a que la linea HTR-8/SVneo posee tanto caracteristicas premalignas como
invasivas, se evaluaron los efectos que poseen los IGFs y la hCG por si solos o en
combinacion en los procesos de migracion e invasion. Se opto por no usar INS en
estos ensayos, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de
adhesion celular y segun estudios anteriores, esta hormona no afecta la migracion

celular de la linea de estudio. Igualmente se decidié usar la dosis de 5000 mUl/ml de
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hCG como tratamiento, ya que representa una dosis intermedia respecto a las usadas
en los experimentos anteriores, pero que a su vez es una concentraciéon lo
suficientemente elevada para causar efectos cualitativos. Los ensayos de migracién se
realizaron a 12 horas para evitar que los resultados obtenidos se vieran alterados por

la proliferacion celular.
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Figura 15. Ensayo de migracion celular. Tiempo 12 horas. Los resultados se presentan
como indice de migracion respecto a RPMI (100%). Los datos expresan el promedio de 2
experimentos + SEM. Tratamientos: RPMI, IGF-I (100 ng/ ml), IGF-1I (100 ng/ml), hCG (50000
mUl/ml), e IGF-ll en combinacién con hCG (5000 mUI/ml). Letras distintas indican diferencia
estadistica respecto al control en cada tratamiento (p< 0,05).

Los resultados del ensayo de migracion celular indican que el IGF-II estimula
fuertemente la migracion celular respecto al control no estimulado (196%) al igual que
la hCG en concentracion de 5000 mUIl/ml (177%). El tratamiento con IGF-I también
incrementa la migracion celular, aunque en menor proporcion (131%). No se observo
un efecto aditivo por la combinacion de IGF-Il con la hCG (137%). Estos resultados
refuerzan la idea de la importancia del IGF-Il sobre la migracién celular trofoblastica, y
sefalan que concentraciones elevadas de la hCG podrian contribuir a los procesos
invasivos del trofoblasto durante la implantacién normal y anormal (Figura 15). Los
resultados del ensayo de combinacion de la hCG (5000 mUI/ml) con IGF-II, refuerzan

la idea de que estas 2 hormonas comparten vias comunes de sefalizacion o
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interferencia en los mecanismos de unién a sus receptores, tal y como sugieren los
resultados del ensayo de proliferacion de la figura 10. Estos resultados también
podrian ser explicados por la elevacion en los niveles de AMPc, los cuales se ha visto

disminuyen la migracion trofoblastica. [45, 69]

5.2.4 Ensayo de invasién

Teniendo en cuenta que los IGFs potencian la invasividad celular en numerosos
modelos celulares, incluyendo la linea trofoblasticas JEG-3 de coriocarcinoma y que
niveles exagerados de la hCG estan presentes en la mola completa la cual posee
caracteristicas trofoblasticas invasivas, se procedié a realizar un ensayo de invasion a
24 horas en pozos transwell recubiertos con matrigel para determinar si los IGFs por si
solos 0 en combinacion con la hCG incrementaban el proceso de invasién en la linea
HTR-8/SVneo.
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Figura 16. Ensayo de invasion celular. Tiempo 24 horas. Tratamientos: IGF-I (100 ng/ ml),
IGF-II (100 ng/ml), hCG (50000 mU/ml), e IGF-II (100 ng/ ml) en combinacion con hCG (5000
mUl/ml). Los resultados se presentan como indice de invasion respecto a RPMI (100%). Los
resultados son representativos del promedio de 2 experimentos, las barras de error
representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia estadistica respecto al
control en cada tratamiento (p< 0,05).

37



Los resultados de este experimento indican que el IGF-I estimula la invasion celular
(164%) al igual que la hCG en concentracion de 5000 mUI/ml (169%). El tratamiento
con IGF-Il en combinaciéon con hCG incrementa la invasion celular en una cantidad
mucho mayor (301%), mientras que el IGF-Il no muestra efectos en comparacién con
el control no estimulado. (Figura 16). Estos resultados sugieren que el IGF-1l y la hCG
poseen efectos sinérgicos sobre la invasion celular trofoblastica, lo cual concuerda con
las concentraciones seéricas elevadas de ambas hormonas, presentes en mola
completa y con la activacién de procesos angiogénicos necesarios para la metastasis,
los cuales se han propuesto que son estimulados tanto por el IGF-II como por la hCG.
[14, 35, 59]

5.3 Activacién de la via de la Adenilato Ciclasa

5.3.1 Niveles de AMPc en células estimuladas con IGFs y hCG

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos funcionales, se observa
que tanto los IGFs como la hCG poseen efectos en la proliferacién, adhesion,
migracion e invasion celulares de la linea HTR-8/SVneo ya sea individualmente o en
combinacion. Por este motivo se buscé evaluar una via de sehnalizacién que pudiera
ser comun tanto a los IGFs como a la hCG y que pudiera estar relacionada con los
efectos funcionales de los resultados anteriores. Teniendo en cuenta que las vias
MAPK y PI3K/AKT ya han sido evaluadas anteriormente en células JEG-3 y en HTR-
8/SVneo, se decidio evaluar la activacion de la via adenilato ciclasa, ya que la hCG
sefaliza a través de un receptor (LH/CGR) acoplado a proteinas G heterotriméricas
que a su vez activan la enzima adenilato ciclasa y sintesis del AMPc. Por estas
razones, se realizé un ensayo ELISA para medicién de AMPc intracelular, utilizando
los mismos estimulos y combinaciones de los experimentos anteriores. Se decidio
utilizar un tiempo de 10 minutos, pues anteriormente se habia reportado que la
producciéon de AMPc se incrementaba rapidamente luego de la unién del ligando a su

receptor acoplado a proteina G [51, 66, 72-73].
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Figura 17. Ensayo ELISA de produccion de AMPc normalizado contra RPMI. Tiempo 10
minutos Tratamientos: SFB 10% , IGF-I (100 ng/ ml), IGF-1l (100 ng/8 ml), INS (100 ng/ml) y
hCG (50000 mU/ml), IGF-I, IGF-1l e INS en combinacién con dosis de hCG (5000 mUl/ml). Los
resultados son representativos del promedio de 2 experimentos, las barras de error
representan la desviacién estédndar. Letras diferentes indican diferencia estadistica respecto al
control en cada tratamiento (p< 0,05).

Los resultados (Fig 17) muestran un incremento en la producciéon de AMPc al tratar las
células con IGF-I, IGF-Il e INS (100 ng/ml) y combinaciones de hCG (5000 mUl/ml)
con IGF-I e IGF-Il (100 ng/ml). Por su parte la hCG no incrementa la produccion de
AMPc para este periodo de tiempo, debido posiblemente a los bajos niveles de
expresion de su receptor. Por su parte los resultados de la estimulacién con IGF-I,
IGF-II e INS sugieren que estas hormonas estan activando la via de sefalizacion por
adenilato ciclasa, como muestran estudios recientes [74-75]. Son también interesantes
los resultados de combinaciones entre los IGFs | y Il y la hCG (5000 mUl/ml) pues
muestran un incremento en la produccion del AMPc en comparacion con lo que se
presenta para la estimulacién con hCG en solitario. Sin embargo estos incrementos no
son tan elevados como los que se observan para los estimulos en solitario de IGF-I o
de IGF-Il, lo cual nuevamente es un indicio de que el IGF-lIl posee mecanismos
comunes de sefalizacion con la hCG, en los cuales podrian estar involucrados los

receptores del sistema IGF (Figura 17).
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5.3.2 Ensayos con RNA interferente contra el receptor IGF-IIR en la activacion de

la viade la Adenilato Ciclasa

En trabajos anteriores, se han estudiado los receptores IGF-IR e INSR del sistema
IGF, en la activacion de procesos celulares como proliferacién, migracion, e invasion
trofoblasticas. [37, 72] Sin embargo el receptor IGF-IIR ha sido poco estudiado y no se
conoce claramente si podria estar implicado en actividades funcionales de la célula.
Recientemente se ha sugerido que la unién del IGF-Il a su receptor IGF-IIR podria
activar mediante la esfingosina quinasa, receptores acoplados a proteinas G los
cuales a su vez activarian vias de senalizacion como el AMPc [74, 76]. Teniendo en
cuenta los trabajos anteriores y en base a los resultados del ensayo anterior en los
que se observa un incremento en la producciéon de AMPc por estimulos con IGF-I e
IGF-Il, se realizaron ensayos con células HTR-8/SVneo establemente silenciadas
contra este receptor, para discernir si el IGF-IIR poseia efectos sobre la activacion
de la adenilato ciclasa. Las células fueron estimuladas con |IGF-I, IGF-Il, hCG y
combinaciones de los mismos, tal y como se realizé en los experimentos anteriores.
En la figura 18 se compara la producciéon de AMPc en células con silenciamiento del

receptor IGF-IIR respecto a las células control.

Los resultados muestran que en todos los tratamientos para células silenciadas, se
presentan incrementos notables en la produccién de AMPc respecto a células control
no silenciadas. Estos resultados sugieren que IGF-I, IGF-II e INS, al igual que la hCG
individualmente y en combinacion con IGF-Il, estan induciendo la produccién de
AMPc, lo cual podria explicarse en parte por el mecanismo propuesto recientemente
mediante la activacion de la esfingosina quinasa y el cual sera expuesto mas adelante.
Estos resultados de silenciamiento del IGF-IIR son novedosos y plantean una posible

sefalizacion mediada por el IGF-IIR en la activacion de la adenilato ciclasa.
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de IGF-1IR sobre los niveles de AMPc en células
HTR-8 Las células control (barras azules) y las silenciadas (barras rojas) se estimularon
durante 10 min con los tratamientos indicados y se cuantificoé el contenido de AMPc intracelular
mediante ensayo ELISA. Los valores estan normalizados frente al control RPMI. Los datos son
el promedio de dos determinaciones, las barras de error representan la desviaciéon estandar.
Todos los tratamientos mostraron diferencias significativas en comparacion con su control
respectivo y entre tratamientos. (p < 0.05).
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6. DISCUSION

Expresién genética

Los IGFs son potentes estimuladores del crecimiento de numerosos tejidos, regulando
el metabolismo, la mitogénesis, la diferenciacion y la supervivencia celular. Se ha visto
que la desregulaciéon en los niveles de expresion de los genes del sistema IGF,
incluyendo los ligandos IGF-I e IGF-Il y las proteinas de union IGFBP-2, -3 y -6
conducen tanto a retardo en el crecimiento como a organomegalia generalizada en
ratones, al igual que procesos de malignizacion y patologias trofoblasticas en
humanos [33, 43, 77-78].

Los tejidos humanos fetales incluyendo el trofoblasto, expresan tanto IGF-I como IGF-
Il desde etapas tempranas de la gestacién de manera caracteristica; particularmente
la expresion del gen igf2 es mas abundante que la de igf1 durante la segunda mitad de
la gestacion en humanos, roedores y ungulados. Igualmente ambos IGFs se detectan
en la circulacién fetal desde etapas tempranas de la gestacion, si bien las
concentraciones en plasma de IGF-ll son 3 a 10 veces mayores que las de IGF-I
durante las etapas finales en todas las especies estudiadas. Esta elevacion en los
niveles del IGF-Il durante el embarazo, concuerda con la alta expresion del ARNm del
IGF-Il en trofoblasto intermedio y con la regulacién del comportamiento invasivo del

trofoblasto, durante este periodo del embarazo [33-34, 43].

En tejidos molares, se ha encontrado disminucion en los niveles de expresion del IGF-I
al compararse con abortos no molares de primer trimestre, lo que indicaria que existe
una regulaciéon transcripcional de la sintesis de IGF-lI pero no una regulacion
traduccional [73]. Por su parte, en los pacientes con mola completa se ha demostrado
una expresion elevada del ARNm del IGF-Il en comparacién con abortos
espontdneos de la misma edad gestacional, lo cual es consistente con la expresion
elevada de IGF-Il en tejidos y en suero de pacientes con esta enfermedad. La
sobreexpresion del gen igf2 en patologias trofoblasticas se encuentra directamente
asociada con la pérdida o relajamiento de la impronta genética de este gen y del gen
H19, como se ha visto en pacientes con mola completa y coriocarcinoma [11, 77-78].

Estos hechos demuestran que cambios en los niveles de expresién del igf2 y de su

42



ARNm, se encuentran estrechamente relacionados con la aparicion de patologias
trofoblasticas como la ETG. En nuestros resultados encontramos que el IGF-Il se
expresa en la linea celular de estudio, lo cual es concordante con trabajos anteriores
[79-80].

El gen del receptor IGF-Il se expresa en numerosos tipos celulares incluyendo higado,
seno, ovario y utero humanos, siendo su nivel de expresion especifico del tejido y
etapa de desarrollo del individuo. En ratones y ratas durante etapas gestacionales se
incrementa la expresion del igf2r llegando a ser de 20 a 40 veces mayor que en
adultos, mientras que en humanos, no se presenta esta diferencia. Sin embargo, se
han observado mutaciones, pérdida de la heterocigosidad e inestabilidad microsatelital
en el gen igf2r en humanos en cancer de seno e higado y tumores gastrointestinales,
al igual que en lineas celulares de cancer de prostata y mama. En la linea celular
JEG-3 de coriocarcinoma, que expresa los receptores del sistema IGF, se han
encontrado niveles bajos en la expresion del IGF-IIR los cuales se han asociado con
un incremento en el crecimiento tumoral. Por su parte, en ratones la sobreexpresion
del IGF-IIR en una linea de tumor mamario poseia efectos antiproliferativos e inhibia la
formacion de tumores in vivo. Estos hechos sugieren que el IGF-IIR podria actuar
como un supresor tumoral y que su pérdida podria estar involucrada en el crecimiento
tumoral [20-21, 78, 81]. En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion, no
se encontraron diferencias significativas en el ARNm del receptor igf-iir en tejidos de
mola respecto a tejidos de placenta normal, pero si se encontré una tendencia a
niveles mayores del ARNm en tejidos de aborto no molar respecto a los otros dos
tejidos estudiados [73]. En la linea celular HTR-8/SVneo, encontramos una expresién
notoria del receptor IGF-IIR lo cual es concordante con estudios anteriores y sugiere la

importancia de este receptor en procesos funcionales trofoblasticos.

Por su parte la hCG se expresa a lo largo de todo el embarazo, ya que esta hormona
es indispensable para la implantacién embrionaria y el mantenimiento del proceso de
gestacion normal. Se han encontrado cambios respecto a las cantidades relativas en
que se expresan cada uno de los 6 genes de la subunidad B de esta hormona; pues
si bien estos 6 genes se expresan a lo largo de todo el embarazo, los genes 3,5y 8
se expresan en mayores cantidades que los otros genes, siendo el gen 5 el que
posee los mayores niveles de expresion en tejidos normales (64% del total). Otros

estudios han mostrado que los genes de la subunidad {3 tipo 2 (como el gen tipo 7), se
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expresan en mayor cantidad, desde tejidos trofoblasticos malignos, sugiriéndose que
esta expresion diferencial podria ser usada como un marcador genético en el
diagnéstico de enfermedades trofoblasticas, como aborto espontaneo, coriocarcinoma
y mola hidatidiforme [51, 57, 82-83]. En el presente trabajo se confirmd la presencia
del gen hcg, subunidad B, en esta linea de estudio como ya habia sido reportado en
trabajos anteriores [79-80]. Igualmente se estandarizaron condiciones de amplificacién
como la temperatura de alineamiento, la concentracion de MgCl, y la concentracion
de iniciadores. La hCG juega un papel fundamental en los diversos procesos

trofoblasticos, tal y como se muestra a lo largo del presente trabajo.

El receptor LH/CGR se ha encontrado en la placenta normal humana, el cuerpo luteo
y en lineas celulares inmortalizadas como la SGHV-5 de trofoblasto extravelloso.
Respecto a la expresion de este receptor, se ha mostrado que ésta cambia a lo largo
de la diferenciacion trofoblastica, disminuyendo durante la fusion y diferenciacion del
citotrofoblasto velloso a sincitiotrofoblasto, al igual que los niveles de su ARNm y de su
receptor en membrana. Se ha sugerido que la unién de la hCG intervendria sobre la
diferenciacion trofoblastica al unirse a su receptor, causando la activacién de la via
AMPc, inositol fosfato, Ca®" y otros mensajeros secundarios, ya que si se silencia este
receptor con oligonucleétidos antisentido, se inhibe la diferenciacion trofoblastica que
podria conducir a complicaciones como preeclapmsia y retraso en el crecimiento
intrauterino [62-64, 71]. Igualmente se presentan niveles anormales de este receptor,
en coriocarcinoma y mola hidatidiforme lo que podria estar implicado en crecimiento e
invasion anormal de la placenta [83]. No se encontraron niveles detectables de
transcritos del gen hcgr en esta linea celular en condiciones basales de cultivo, por
medio de PCR convencional, lo cual hace pensar que la expresiéon de este receptor es
demasiado baja para ser detectada por esta metodologia, en los primeros dias de
cultivo. Es posible que la expresion de este receptor se incremente en los dias
siguientes, o por efecto de estimulos diferenciales que conduzcan a la diferenciacion
trofoblastica. En un estudio en desarrollo en nuestro laboratorio empleando analogos
del AMPc como la forskolina, se observd un incremento en la diferenciacion
trofoblastica de la linea celular HTR-8/SVneo tras 72 horas de tratamiento (S. Freyre,
resultados no publicados), lo que plantea que podria incrementarse la expresion de

este receptor.
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El modelo celular HTR-8/SVneo utilizado en el presente trabajo es un modelo ideal de
estudio, ya que expresa genes del sistema IGF, incluyendo el igf2, hcg y su receptor,
junto con varios marcadores especificos del linaje trofoblastico, como hPL+, CK+, SP1
y HLA tipo 1+, ademas de varias integrinas del tipo alfa y beta implicadas en procesos
de migracion e invasion celular. La HTR-8/SVneo es una linea celular premaligna de
trofoblasto extravelloso de primer trimestre altamente invasiva, ademas de ser ideal
para el estudio de los procesos de migracion e invasién que ocurren durante el primer
trimestre de embarazo y durante patologias trofoblasticas. En nuestros resultados
confirmamos la expresion de los genes igf2, igf-iir y hcg en esta linea celular, y se
estandarizaron las condiciones de amplificacion para el gen hcg Estos resultados
iniciales permiten proseguir hacia estudios relativos a la adhesion, proliferacion,
migracién e invasién celulares, ya que todos los genes mencionados intervienen en
estos procesos [79-80, 84-85].

Proliferacion

Las células trofoblasticas placentarias comparten varias caracteristicas con células
malignas, tales como una alta proliferacion, ausencia de inhibicién por contacto, alta
invasividad, alta migracién, y capacidad de escapar a efectores del sistema inmune
particularmente durante el primer trimestre de embarazo. Sin embargo estos procesos
estan fuertemente regulados de manera espacial y temporal en las células
trofoblasticas, lo cual permite una implantacién embrionaria exitosa, a diferencia de las

células metastasicas [8].

Diferentes tipos de efectores tanto autocrinos como paracrinos deciduales, se
encargan de regular la proliferacién trofoblastica. Entre los factores que incrementan la
proliferacion se encuentran: la adrenomedulina, niveles bajos de oxigeno que
estimulan la expresion de HIF-I (hipoxia inducible factor-1), angiopoietinas, el EGF vy el
VEGF entre otros. Muchos de estos factores estimulan la proliferacién del EVT sin
influenciar su invasividad, pero otros también tienen funciones invasivas como el IGF-II
producido por el trofoblasto y la IGFBP-I producida por la decidua. Por otra parte el
TGF-B producido por la decidua materna es un regulador negativo de la invasion,

proliferacion y migracion trofoblasticas [5, 84, 86-88].
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Los IGFs estimulan el crecimiento celular, regulan el metabolismo, la mitogénesis la
diferenciacién y supervivencia de varios tipos celulares tanto de células somaticas
como tumorales de diverso origen. A través de la unién al receptor IGF-IR, los IGFs
pueden regular la progresion del ciclo celular, controlando varios puntos de chequeo
de este proceso. Por activacion de las vias PI3K/AKT y de la via ERK, los IGFs
pueden facilitar la transicion de Gy a G4 mediante la activacion de p70 S6K llevando a
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6. También pueden promover la transicion de
G1 a S incrementando la ciclina D1 y la expresiéon genética de CDK4 y promoviendo

la liberacién del factor de transcripcion E2F y la sintesis de ciclina E [20, 43, 89].

Se han observado efectos diferenciales de los IGFs sobre la proliferacién celular de
linajes trofoblasticos. En explantes vellosos de placenta de primer trimestre, se ha
mostrado que tanto el IGF-I como el IGF-Il y la IGFBP-1, incrementan la proliferacion
trofoblastica e inducen la formacién de sincitiotrofoblasto y disminuyen la taza de
apoptosis [43, 90]. Por su parte en células JEG-3 de coriocarcinoma humano, dosis de
10 nM de IGF-I e IGF-II no incrementaban la proliferacion celular, pero si la invasion y
migracion [72]. Los efectos proliferativos ejercidos por los IGFs en células
trofoblasticas, podrian ser mediados tanto por las isoformas del receptor de insulina
(IR-A) como por el IGF-IR, los cuales pueden activar la sintesis de ADN y promover la
proliferacion celular. En los resultados del presente trabajo las dosis de 100 ng/ ml (10
nM) estimulaban la proliferacion celular de la linea HTR-8/SVneo 2 veces respecto al
control de RPMI, de manera similar a lo que se ha visto en explantes vellosos
(incremento de 3.5 veces en proliferacién), al contrario de lo que se observo en células

JEG-3 de coriocarcinoma, en las que no habian efectos proliferativos [14, 43, 72, 87].

Como se menciond antes, se han encontrado concentraciones séricas elevadas del
IGF-Il circulante en pacientes con mola hidatidiforme, respecto a controles de
embarazos no molares de la misma edad gestacional. Si bien no se han realizado
estudios al respecto, es posible suponer que la proliferaciéon anormal trofoblastica de
caracter invasivo que se observa en esta patologia, podria estar mediada en parte por

la alta concentracion del IGF-Il en la placenta [14].
Se ha mostrado que el efecto de la hCG sobre la proliferacidon celular cambia en

distintas lineas celulares placentarias estudiadas. En las lineas HPMVEC de origen

endotelial vascular la hCG posee efectos mitogénicos que podrian modular la
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angiogénesis placentaria. Por su parte en la linea trofoblastica SGHPLS5, dosis tanto de
5 como de 50 mUl/ml de hCG no incrementaban la proliferacion celular en
tratamientos de 24 a 72 horas [59, 66]. Esto contrasta con los resultados obtenidos
para HTR-8/SVneo en el presente trabajo, donde se encuentra un incremento en la
proliferacion de manera dosis dependiente de hCG al usar dosis de 50 a 50000
mUl/ml de hCG, luego de 24 horas de tratamiento. Los resultados del presente trabajo
sugieren que la hCG podria estar incrementando la proliferacion trofoblastica
especialmente en dosis elevadas. En mola completa se encuentran tanto niveles
elevados de la hCG como proliferacion trofoblastica exagerada, hechos que sugieren
que las concentraciones elevadas de la hCG se encuentran implicadas con la

proliferacion trofoblastica.

Por el contrario, no se observaron efectos aditivos en la proliferacion celular al
combinar IGF-Il con hCG 5000 mUI/ml. Zygmunt y colaboradores han mostrado que al
estimular células HTR-8/SVneo con dosis crecientes de 5000 mUl/ml de hCG ocurren
cambios en la distribucion de los receptores IGF-IIR, lo cual podria generar cambios
en la internalizacién del IGF-II dentro de la célula y disminuir sus efectos proliferativos
[7] . Alternativamente se puede sugerir que la combinacion de IGF-lIl y de hCG al
incrementar en los niveles del AMPc como se muestra posteriormente, podria
disminuir la proliferacion celular trofoblastica tal y como fue reportado en trabajos
anteriores con HTR-8/SVneo [69]. Sin embargo, la proliferacion que se observaba con
dosis combinadas era muy superior a la obtenida para controles no estimulados y
sugiere que tanto el IGF-Il como la hCG estan involucrados en la proliferacion celular
trofoblastica, tanto en condiciones normales como en patologias del trofoblasto.

En nuestros resultados tampoco se observaron incrementos en la proliferacion
mediados por IGF-l o por INS. Esto es concordante con los niveles de IGF-I
detectados en la circulacion fetal, los cuales son mucho menores a los de IGF-II.
Igualmente tanto los niveles de IGF-I en suero como la expresion de su ARNm, son
significativamente menores en mola hidatidiforme que en placentas normales [34, 91] .
El IGF-I parece estar mas relacionado con el crecimiento fetal que con el crecimiento
placentario, siendo sus niveles regulados por la disponibilidad nutricional tal y como
se ha visto en modelos animales. Estas observaciones son también consistentes con
los cambios en el peso de los recién nacidos, los cuales se encuentran estrechamente

relacionados con las concentraciones en plasma del IGF-I [34, 90, 92] .
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Los efectos de la insulina en el trofoblasto son principalmente metabdlicos, ya que esta
hormona incrementa la incorporacion de glucosa a los tejidos fetales y de esta manera
regula los niveles en plasma de IGF-I, pero no los de IGF-II. En enfermedades como la
diabetes gestacional en las cuales se produce resistencia a la insulina, pueden

presentarse fetos macrosémicos y con malformaciones [93].

Efectos sobre la adhesion celular

Las células altamente invasivas como células metastaticas o células del trofoblasto,
poseen un fenotipo alterado en sus moléculas de adhesion [6]. Estas incluyen
integrinas, cadherinas, receptores de adhesion de la familia de las inmunoglobulinas y
niveles de oxigeno entre otras. Las células de citotrofoblasto dejan la membrana basal
para diferenciarse a células de trofoblasto extravelloso, proceso durante el cual se
disminuye la expresidn de receptores de adhesién caracteristicos de las células madre
citotrofoblasticas y se incrementan los receptores de adhesion caracteristicos de
células vasculares. Este cambio en la expresiéon de receptores de adhesion incrementa
la habilidad del trofoblasto extravelloso para invadir el miometrio uterino, requerido en
el proceso de placentacion normal. Al respecto se ha visto que las células madre del
citotrofoblasto dentro del espacio velloso, expresan la integrina a6B34, un receptor de
laminina epitelial, implicado en la formacion y estabilizacion de hemidesmosomas
conectados al filamento intermedio. Al dejar la membrana basal, los citotrofoblastos
disminuyen la expresion de esta integrina y comienzan a expresar la aV1, un receptor
de fibronectina. Incrementos en las integrinas del tipo aV se han visto implicados en
la formaciéon de algunos tipos de tumores metastaticos al igual que en las células del
trofoblasto extravelloso durante los procesos de implantacion e invasion uterina [8, 41,
94-97].

Para el ensayo de adhesién a 2 horas, se encontré que las distintas concentraciones
de hCG (50-50000 mU/ml) ejercen un estimulo moderado de adhesién sobre la linea
celular HTR-8/SVneo sin que se observen diferencias significativas entre los distintos
tratamientos de hCG. Igualmente, parecen existir efectos diferenciales entre los
tratamientos combinados de IGF-I y de IGF-Il con hCG. Mientras que los tratamientos
de IGF-1 con hCG (50 y 5000 mU/ml) aumentaban la adhesién celular, los tratamientos
combinados de IGF-Il y hCG (50 y 5000 mU/ml) no poseen un efecto aditivo sobre la

adhesion, y s6lo en combinacion con 50000 mU/ml se presenta un ligero aumento en
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la adhesioén, que podria deberse a la elevada concentracion de hCG. La hCG que
comienza a ser secretada desde las primeras etapas de implantacién blastocistica,
estimula de manera paracrina la expresion genética de trofinina, una molécula de
adhesion que se expresa en la superficie apical del trofectodermo y el endometrio. La
trofinina también se ha visto expresada de manera irregular en diversos tipos de

cancer incluyendo cancer pulmonar, testicular y de colon [70, 98].

El IGF-I, El IGF-Il y el IGFBP-I estimulan la secrecion de MMP-9 y de uPA en células
JEG-3 de coriocarcinoma, por unién a los receptores IGF-I, IR e integrina aVp1
activando las vias MAPK y PI3K indispensables para la secrecidon de estas proteasas,
fendmeno que también se ha observado en células citotrofoblasticas de placentas
normales [73]. Todos estos factores son importantes en las funciones migratorias e
invasivas del trofoblasto y sefialan la importancia de los IGFs en estos procesos. En
nuestros resultados encontramos que ni el IGF-I ni el IGF-II afectan la adhesién de la

linea celular de estudio, pero si incrementan la migracién celular y la invasién.

La insulina y la combinacién de Insulina con hCG incrementaron la adhesion celular
por encima de los otros tratamientos utilizados. En células endoteliales umbilicales
U937, tratamientos con 10" mol/l de INS incrementaban la concentracién de
moléculas de adhesién vascular VCAM-1 al igual que la adhesion de esta linea celular
[99-100]. Es posible que al usar concentraciones elevadas de INS en los experimentos
realizados, se desencadenara un efecto similar en la linea celular de estudio y que la

combinacion con hCG incrementara el proceso de adhesion.

Efectos sobre la migracién e invasion en la linea HTR-8/SVneo

Las caracteristicas de alta proliferacion, invasion y migraciéon del EVT durante el
proceso de implantacion embrionaria en humanos, son necesarias para establecer y
mantener el sitio de implantacion del embrion durante el embarazo de tal forma que
pueda mantenerse un adecuado intercambio sanguineo materno-fetal. Por el contrario
la desregulacién de estos procesos, como una débil invasividad trofoblastica en las
arterias espirales, es causante de la preeclampsia y una invasion descontrolada esta
asociada con la mola invasiva, placenta accreta y coriocarcinoma [49]. En los
procesos de invasion celular, ademas de un incremento en la migracion celular ocurre

una penetracion de las barreras tisulares como la membrana basal y el estroma

49



intersticial. Las células invasivas incrementan su capacidad de adhesién, protedlisis de
matriz extracelular y mecanismos de migracién. Ocurre tanto en procesos normales de
morfogénesis celular e implantacion blastocistica, como durante la malignizacion
tumoral [101].

El control de los procesos proliferativos, migratorios o invasivos del EVT se lleva a
cabo a través de regulacion paracrina y autocrina ejercida por numerosos factores de
crecimiento, proteinas de MEC y proteoglicanos, entre otros. Entre estos se
encuentran, el factor de crecimiento transformante (TGF-B), el factor inhibidor de
leucemia (LIF), glucocorticoides, los niveles de oxigeno placentarios, la hormona
gonadotropina coridnica (hCG), los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-
| e IGF-II) y sus proteinas de union (IGFBPs) [6-8] .

Se ha demostrado la habilidad del IGF-Il para estimular la migracion de varios tipos
celulares, tanto normales como malignos, incluyendo células de trofoblasto
extravelloso, rabdomiosarcoma, células endoteliales bovinas y células de cancer de
pulmén. En el proceso de implantacion el IGF-11 no sélo estaria promoviendo migracion
celular, sino que igualmente contribuiria a la angiogénesis uterina, ambos procesos

indispensables para que se lleve a cabo la gestacion normal [35, 45, 59, 98, 102].

En resultados obtenidos por el grupo de investigacion con células JEG-3 de
coriocarcinoma, se encontré que el IGF-Il induce la invasion trofoblastica mediante la
activacion del receptor de Insulina- isoforma A (IR-A) mediante activacion de la via
PI3K. Igualmente, el IGF-1 y la IGFBP-I eran capaces de promover la invasion celular
en esta linea. En este estudio se sugiere que el IGF-II por union al receptor de insulina
IR-A podria inducir la activacion de la unién de la integrina aVB3 a vitronectina,
promoviendo la migracion celular [72]. En otros trabajos se ha sugerido que la
migracion de las células del trofoblasto extravelloso podria estar mediada por el
receptor IGF-IIR, involucrando proteinas G y fosforilacion de MAPK, siendo
independiente de IGF-IR e IGFBP-1, aunque son necesarios mas estudios al respecto
que permitan evaluar si los receptores de INS, el IGF-IIR o los receptores hibridos

participan en estos procesos [45, 103].

Por su parte se ha mostrado que el IGF-I posee efectos en la migracién de varios tipos

celulares como espermatozoides, linfocitos T, queratinocitos, células de musculo
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esquelético, células de Schwann vy citotrofoblastos. Se piensa que tras la union del
IGF-l a su receptor se activarian las integrinas aVB3 y a5B1 por la fosforilacion en
tirosinas de la FAK y de paxilina, que llevarian a la formacion de protrusiones ricas en
actina similares a lamelipodios, las cuales son caracteristicas de células en migracion.
En mujeres que desarrollaron preeclampsia se encontraron niveles bajos en suero de
IGF-I e IGFBP-I, sugiriéendose que éstos podrian estar relacionados con la invasién

anormal del trofoblasto caracteristica de esta patologia [27, 104-106]

Niveles elevados de la hCG se correlacionan con la actividad invasiva del trofoblasto
tanto en gestacion normal como en patologias pertenecientes a la ETG. Las
concentraciones fisiolégicas de la hCG estimulan tanto la angiogénesis como la
migracion celular de células uterinas microvasculares endoteliales humanas, UMVEC.
La hCG también incrementa la migracion de las lineas celulares HTR-8 y JEG3 de
coriocarcinoma. No se conoce el modo preciso por el cual la hCG induce la migracion
celular trofoblastica, pero podria deberse a estimulacion en la actividad de
metaloproteinasas, por activacion de la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C. Se ha
sugerido que la hCG, al unirse a su receptor y por activacion de las vias ERK/AKT,
podria causar cambios sobre la expresion de factores promotores de invasion,
cambios en el citoesqueleto y cambios en proteinasas como las MMP-2 y la MMP-9,
las cuales se han correlacionado con la actividad invasiva del trofoblasto. También se
ha sugerido que la hCG (5000 mUI/ml) podria estar incrementando la invasion y
migracion trofoblasticas por cambios en reciclamiento del IGF-IIR que podrian conducir
a un incremento en la externalizacion del receptor junto con una mayor captacion del
IGF-Il por medio del receptor. [7, 66, 107].

En los resultados del presente estudio, se encontré que tanto IGF-I como hCG vy la
combinacion de dosis de 5000 mU/ml de hCG con IGF-lIl (100 ng/ml), estimulan
notablemente la invasion de la linea celular HTR-8/SVneo en los ensayos de invasion
en matrigel. En los ensayos de migracion se encuentra a su vez que los IGFs y la
hCG estimulan significativamente la migraciéon celular siendo mayores los efectos
promovidos por el IGF-Il (196%) que los observados para el IGF-1 (131%). Si bien son
pocos los estudios que muestran una contribucién a la migracion trofoblastica por
medio del IGF-I, si se ha mostrado que puede ayudar de manera paracrina a este
proceso al ser producido desde células mesenquimales placentarias, por lo cual sus

efectos serian menores que los del IGF-II que actia de manera autocrina [41, 105].
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Nuestros resultados muestran que la combinacion de IGF-Il con hCG (5000 mU/ml) no
presenta efectos aditivos o sinérgicos en la migracion celular obteniéndose un indice
de migracion de 137%, en comparacion con los estimulos de IGF-II en solitario (196%)
y de hCG (178%) en solitario. Por el contrario se encuentra una disminucion respecto
a los tratamientos con IGF-Il y hCG individuales. En un estudio anterior, Zygmunt y
colaboradores tampoco encontraron efectos aditivos o sinérgicos al combinar la hCG
5000 mUI/ml con dosis de 100 ng/ml de IGF-II. Ellos sugieren que este efecto podria
deberse a que ambas hormonas utilizan una via de sefalizacion comun en la
migracion trofoblastica in vitro [7]. Alternativamente se ha sugerido en estudios
anteriores que incrementos en los niveles de AMPc causados por la estimulacién con
hCG e IGF-ll, podrian estar implicados en la disminucion de la proliferaciéon y
migracion trofoblastica, lo cual seria concordante con la menor migracion observada

para nuestros resultados al combinar ambos tratamientos. [45, 69]

Los resultados del presente trabajo, referentes al incremento de migracion ejercido por
la hCG (178%), son concordantes también con los obtenidos por Prast y
colaboradores en células trofoblasticas SGHPLV-5, donde utilizando dosis de 50 Ul/ml
de hCG se incrementaban tanto la migracién como la invasion trofoblastica mas de 2

veces respecto a controles sin estimular [66].

En el presente trabajo también se encontré que tanto el IGF-I como la hCG y la
combinacion de hCG (5000 mUI/ml) con IGF-II incrementaban la invasividad de la
linea celular trofoblastica HTR-8/SVneo (301%). El notorio incremento de la invasion
celular, al combinar IGF-Il con hCG 5000 mUI/ml, podria sugerir efectos sinérgicos de
ambas hormonas en procesos invasivos, tal como ha sido observado en mola
hidatidiforme parcial y completa. Es importante resaltar este resultado, ya que no se
han reportado ensayos previos relativos a la combinacion de IGF-lIl con hCG en
ensayos de invasién. El hecho de que se incrementara la invasividad al combinar
estas hormonas, se sugiere la existencia de interacciones en sus mecanismos

moleculares de sefializacion en la linea HTR-8/SVneo.
Tanto la hCG cémo los IGFs activan las vias de sefalizacion MAPK y PI3K/AKT las

cuales han mostrado regular la migracion e invasion de diferentes tipos celulares

mediante mecanismos que incluyen la activacién de la quinasa de adhesién focal
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(FAK), activacion de la quinasa de cadena liviana de miosina, sobreregulacion de
MMP-9 y procesamiento de MMP-2. En estudios anteriores, empleando HTR-8/SVneo
se ha visto que la accion integrada de PI3K y ERK fosforiladas por estimulacién con
EGF, eran determinantes en los procesos de invasion celular de esta linea [70]. Es
muy posible que las propiedades de migracién e invasion activadas por ambas
hormonas, confluyan en estas cascadas de sefializacién, tal como sugieren los

resultados experimentales del presente trabajo.

Por ultimo, es también importante, estudiar el efecto de las IGFBPs en la migracion
celular, mediante la modulacion ejercida sobre los IGFs o de forma independiente. En
algunos estudios, se ha senalado que la IGFBP-1 aumenta o inhibe la invasion del
trofoblasto por estimulacién de la integrina aV3). Por otro lado en una investigacién
reciente se muestra que la IGFBP-6 estimula la migracion de las células RD de

rabdomiosarcoma de manera independiente a los IGFs [87, 108].

Efectos en la produccion de AMPc en la linea celular HTR-8/SVneo mediados por

la hCGy los IGFs. Silenciamiento del receptor IGF-IIR

La via de sefalizacion del AMPc se ha visto implicada en multiples procesos
biolégicos, transfiriendo los efectos de hormonas como glucagén y adrenalina, la
activacién de proteinas quinasas, la regulacion de la entrada de Ca®* a través de
canales ionicos y regulando el metabolismo del glicbgeno, carbohidratos y lipidos. A
través de la activacion de la proteina quinasa PKA, puede regular el crecimiento, la
division, la diferenciacion celular, la motilidad del esperma, y conductividad de canales
idnicos, aunque también puede producirse una senalizacién independiente de PKA
[109-110]. En el trofoblasto humano se observa un incremento de AMPCc intracelular
durante la sincitializacion trofoblastica in vitro. Varios genes relacionados con la
diferenciacion trofoblastica se encuentran bajo control del AMPc, Incluyendo
osteopontina, MCAM (molécula de adhesion celular de melanoma), sincitina, GCMA y
sintesis de leptinas. Se ha propuesto que la mayor parte de los efectos en la
diferenciacion trofoblastica hacia sincitiotrofoblasto son ejercidos por la activacién de
PKA por medio del AMPc, incrementando la fusion celular y produciendo agrupaciones
sincitiales multinucleares. Por su parte la proteina Gia (inhibitoria), la cual regula los
niveles del AMPc por inhibiciéon de la adenilato ciclasa, muestra una disminucién en

sus niveles proteicos durante el proceso de diferenciacién trofoblastica [111-114].
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En el presente estudio se evalud la produccién del AMPc por parte de la linea celular
HTR-8/SVneo, demostrando que IGF-I, IGF-Il y la combinaciéon de éste ultimo con
hCG eran capaces de elevar los niveles intracelulares de AMPc. La ausencia de efecto
de hCG en la produccion de AMPc, podria deberse a la baja expresién del receptor
LH/CG por células en estado no diferenciado [71]. El hecho de que tanto IGF-I como
IGF-Il incrementen notablemente la produccién de AMPc, sugiere que ambos ligandos
estarian activando la via de la adenilato ciclasa, ya sea de manera directa, o de
manera indirecta por activacién de las vias MAPK o PI3K/AKT que son las principales

vias de sefalizacion, activadas por la unién de los IGFs al IGF-IR.

Un resultado importante del presente estudio es el efecto aditivo en la activacién de la
adenilato ciclasa por parte de IGF-Il y hCG, lo cual no ha sido reportado previamente.
Teniendo en cuenta este resultado, y los resultados de los ensayos funcionales de
proliferaciéon, migracidon e invasion realizados durante el presente trabajo, parecen
sugerir mecanismos comunes de activacién entre el IGF-Il y la hCG que estarian
implicando a un receptor del sistema IGF con fuerte afinidad por el IGF-Il ya que son
los tratamientos con este péptido los que muestran un mayor efecto diferencial en
todos los ensayos funcionales. Por esta razén nos centramos en el estudio de la
sefalizacidon mediada a través del IGF-IIR pues es el receptor con mayor afinidad por

el IGF-Il y no ha sido suficientemente estudiado.

La senalizacién por medio del IGF-IIR ha sido objeto de una gran controversia;
Inicialmente se plante6 que este receptor de caracter multifuncional estaba
involucrado principalmente en el trafico de ligandos con M6P y en la internalizacion del
IGF-Il para su degradacion. Por lo tanto los efectos biolégicos inducidos por el IGF-II
en proliferacion, migracién e invasion, estarian mediados por la union del IGF-II a los
receptores IGF-IR y a la isoforma A del receptor de insulina (INS-Ra) [18-19]. Sin
embargo en los ultimos afnos se ha incrementado la evidencia experimental de que
este receptor activa mecanismos de sefalizacion intracelular por la unién del IGF-II
[21-22, 39, 45, 74, 76].

Estructuralmente se conoce que la region citoplasmica del IGF-1IR, con un tamano de

163 aminodacidos, posee 4 regiones que podrian ser sustratos potenciales para varias

proteinas quinasas como la PKC, AMPc-quinasa y la caseina quinasa | y Il, junto con
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un posible mecanismo de dimerizacion [21,22]. Otros grupos han planteado que la
unién del IGF-II al receptor IGF-IIR, activaria la via Gi (proteinas G inhibitorias) vy la
via MAPK (ERK1/2), causando la estimulacién de la migracion celular de manera
independiente a IGF-IR, proceso en el que también disminuirian las concentraciones
de AMPc. Sin embargo otros estudios han presentado evidencia contra la interaccion

directa entre el IGF-IIR y proteinas G [115].

Recientemente EI-Shewy [74, 76] postuld un mecanismo alternativo de senalizacion
mediante proteinas G, en el cual la unién del IGF-l y el IGF-Il a sus respectivos
receptores promueven el reclutamiento y activacién de la esfingosina quinasa lo que
llevaria a la produccion de S1P (esfingosina 1-fosfato) que actua como ligando de
receptores S1PR acoplados a proteinas G; (Figura 19). Estos receptores al ser
activados, pueden regular la activacion o inhibicion de la adenilato ciclasa y promover
la fosforilacion de AKT y ERK entre otras funciones [116]. El mecanismo propuesto por
estos autores, podria explicar en buena parte los efectos observados en los ensayos
de activacion de la via de la adenilato ciclasa tanto para las células control como para
las células silenciadas (Figs 17 y 18). En efecto, se observa que las células con
silenciamiento del receptor IGF-IIR muestran un incremento notable en la produccion
de AMPc, Al verse disminuida drasticamente la expresion del IGF-IIR, no se induciria
la activacién del receptor S1TPR ni tampoco la inhibicion de la adenilato ciclasa,
produciéndose asi una mayor sintesis de AMPc. De igual forma, la expresion de un
receptor IGF-IIR funcional causaria la activacion de las vias anteriormente sefaladas
que determinarian una menor actividad de la adenilato ciclasa, como se pudo

comprobar en el presente trabajo (Figs 17 y 18).
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Figura 19. Transactivacion de receptores acoplados a proteinas G inducidos por la union del
IGF-II a su receptor, segin modelo de EI-Shewy et al. 2007. La union de IGF-2 a su receptor
IGF-IIR promueve una rapida translocacion de membrana y la activacion de la esfingosina
quinasa (SK), lo que resulta en la produccion vy liberacion extracelular de esfingosina 1-fosfato
(S1P), la cual actuaria como ligando de receptores acoplados a proteinas G.

Si bien el mecanismo propuesto por EI-Shewy et al, podria explicar los efectos a nivel
de IGF-I e IGF-II, no brinda una respuesta satisfactoria respecto a los estimulos con
INS y hCG. En el caso de la Insulina es posible que el silenciamiento induzca la
sefalizacion y activacion de la adenilato ciclasa por la unién de la INS a sus propios

receptores INSR o mediante la unién a receptores hibridos, como un mecanismo de

compensacion. También se ha estudiado que tanto el IGF-IR como el INS-R se
de Vias metabdlicas'y mitogénicas que igualmente podrian explicar la activacién de la

adenilato ciclasa por parte de la insulina [117-119].

Ahora bien, en el caso de hCG, una de las hipétesis que puede explicar este resultado
es que el receptor IGF-IIR podria estar regulando las actividades de sefalizacion
ejercidas por la hCG cuando ésta se encuentra en alta concentracion, como ocurre

durante el embarazo o en patologias de la ETG.

pocos estlidios que relacionaran las actividades de los ligandos o receptores del

sistema IGF con la hCG. En estudios iniciales se sugeria que las hormonas pituitarias

y placentarias controlaban la secrecion de IGF-Il en células granulosas humanas [120].
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Posteriormente se ha sugerido que la hCG y los IGFs en la interfase endometrial
embrionica controlan la secreciéon de citoquinas como LIF e IL-6 [121], o que en
células granulosas en monos Rhesus, los IGFs | y Il ejercen efectos sinérgicos con la
hCG en la secrecion del VEGF [122]. Una relacion funcional mas estrecha entre la
hCG y el receptor IGF-IIR en la linea celular HTR-8/SVneo, fue establecida
recientemente por el grupo de Zygmunt y cols. En dicho estudio se planteaba que la
estimulacion con hCG de 50 a 50000 mUI/ml estimulaba la externalizacion del receptor
IGF-IIR en la membrana celular, la cual podria incrementar la unién del IGF-Il a este
receptor influenciando cambios en la migracion e invasion trofoblasticas. Sin embargo,
no se daban explicaciones detalladas sobre los mecanismos involucrados en este
proceso, ni sobre cémo podia inducir la hCG estos cambios sobre el receptor IGF-
[IR[7].

En el presente trabajo se plantea un mecanismo novedoso por medio del cual los
IGFs, particularmente el IGF-II podrian sefializar conjuntamente con la hCG en la linea
celular HTR-8/SVneo, en un proceso en el cual estaria involucrado el IGF-IIR y la via
de sefAalizacion activada por la adenilato ciclasa. Por lo tanto, los resultados obtenidos
en este estudio tienen implicaciones importantes en la comprension del papel que

poseen estas hormonas en el desarrollo de patologias de la ETG.
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7. CONCLUSIONES

Se comprobé que la hCG posee efectos proliferativos sobre la linea trofoblastica HTR-
8/SVneo de manera dosis dependiente. Este hecho se puede correlacionar con
patologias de la enfermedad trofoblastica gestacional, como la mola completa, donde
se presentan niveles elevados de hCG en suero, acompanados de una proliferacion
trofoblastica anormal. El IGF-lIl también estimula la proliferacion de células

trofoblasticas, pero sus efectos no son aditivos con los de la hCG.

Se pudo establecer que los IGFs y la hormona Gonadotropina Coridnica promueven la
invasividad de las células HTR-8/SVneo. De manera notable se pudo demostrar que
los efectos de IGF-Il y hCG se unen sinérgicamente para producir un incremento
drastico en las propiedades invasivas del trofoblasto, lo que explicaria el fendmeno de

invasion incontrolada que caracteriza a la enfermedad trofoblastica gestacional.

Se demostré la interaccién de las vias de sefializacion desencadenadas por la
hormona Gonadotropina Coridnica y los IGFs mediante la activaciéon comun de la
adenilato ciclasa y produccion del segundo mensajero AMPc. Estos mecanismos
conjuntos involucran probablemente al receptor IGF-IIR y dan soporte experimental al
papel importante de este receptor en fendmenos de sefalizacion intracelular,
contribuyendo al mecanismo de accion del sistema IGF en el desarrollo de la placenta

y sus patologias.
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ANEXO 1

EXTRACCION DE ARN TOTAL Y EVALUACION DE LA CALIDAD

1. Extraccion de ARN total

Reactivos

Agua DEPC (dietilpirocarbonato al 0,01% )
Reactivo Trizol (Invitrogen, USA)

Etanol 75%

Buffer fosfato salino (PBS) frio

Isopropanol 70%

Cloroformo 100%

Protocolo

a A~ 0N

© © N O

Lavar la monocapa celular con PBS frio. Lisar las células directamente en el
plato de cultivo por adicién de 1 ml de trizol y policia. Pasar el lisado celular por
pipeta y sacudir en vortex.

Anadir 0.2 ml de cloroformo, dejar en incubacién por 3 minutos.

Centrifugar a 12000 x g por 15 minutos a 4°C.

Retirar la fase acuosa en la que se encuentra el RNA.

Precipitar el RNA mezclando con 0,5 ml de isopropanol. Incubar las muestras a
20°C por 10 minutos.

Centrifugar a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C.

Remover el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 75%.

Centrifugar a 5000 x g a 4 C. Remover el etanol

Redisolver el RNA en agua DEPC

. Medir en espectrofotometro la absorbancia a 260 nm y medir la razén de

absorcion A260/A280 para determinar la concentracion y pureza de la muestra.

Utilizar materiales libres de ARNasas tratados con DEPC
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2. Electroforesis de ARN en gel de agarosa

Reactivos

Agarosa 1,5%

Buffer MOPS: MOPS 0,02 M, Acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM

Buffer carga 5 X: Glicerol 50 %. EDTA 10 mM, azul de Bromofenol y Xilencianol
0,025%

Formaldehido 3,7%

Formamida 50%

Protocolo

1. Preparar un gel de agarosa 1,5% en buffer MOPS y formaldehido al 3,7%

2. Depositar la mezcla fundida en la placa correspondiente y permitir la gelificacion.

3. Preparar las muestras de ARN en una mezcla de formamida 50%, formaldehido
6,5% en buffer MOPS y buffer carga 1X.

4. Sembrar las muestras y el marcador de peso molecular en los pozos del gel

correspondientes.
5. Correr la electroforesis en buffer MOPS durante 40 minutos a 80 V.
6. Tefiir el gel con solucion de bromuro de etidio en una concentracion de 1 ug/mL.

7: Observar los fragmentos ribosomales en un transiluminador de luz ultravioleta.

Utilizar materiales libres de ARNasas tratados con DEPC
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ANEXO 2

CUANTIFICACION DE NIVELES DE AMP CICLICO

Curva de calibracion

La medicion de AMPc intracelular se realizé utilizando un kit inmunoenzimatico
competititivo (Amersham cAMP Biotrak RPN 2251, USA) analizando muestras por
duplicado. El ensayo esta basado en la competicion entre el AMPc no marcado y una
cantidad fija de AMPc acoplado a peroxidasa por la unién a un numero limitado de
sitios de union en un anticuerpo especifico para AMPc. Este kit posee una sensibilidad
de 12.5 a 3200 fmol /pozo de AMPc.

En la preparacion de la curva de calibracién se utilizan estandares incluidos en el kit,
con valores de 0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 y 3200 fmol/pozo. A estos
estandares les es calculada la absorbancia a 630 nm junto con las respectivas

muestras, segun instrucciones de la metodologia.

Se calcula el porcentaje de union para cada estandar y muestra utilizando la relacion:

%B/By = (Abs estandar o muestra — abs NSB)
X 100

(Abs estandar 0 fmol — abs NSB)

Donde NSB son estandares sin unién especifica al conjugado de peroxidasa con
AMPc

La curva de calibraciéon se genera, graficando el porcentaje %B/B, como funcion de la
concentracion de los estandares de AMPc (fmol). Para determinar la concentracion de
fmol de AMPc de las muestras, se comparan los valores de las muestras contra la

curva de calibracion.
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La curva de calibracion utilizada en los ensayos de AMPc fue la siguiente:
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