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Resumen 

 

Caracterización de la vía de señalización intracelular mediada por IGF2R en 

trofoblasto humano  

 

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2, IGF2, ejerce acciones a través de los 

receptores de la familia IGF incluyendo el receptor tipo 1 (IGF1R), el receptor de insulina 

(IR) y los híbridos IGF1R/IR. Preferiblemente, su acción es mediada a través del receptor 

IGF1R modulando rutas de señalización intracelulares esenciales en procesos como la 

proliferación, migración e invasión celular, eventos que son de carácter crucial en las 

manifestaciones patológicas originadas en el trofoblasto, tales como, la enfermedad 

trofoblástica gestacional, molas, preeclampsia o la restricción de crecimiento intrauterino; 

siendo estas complicaciones un problema actual para la salud pública del país.  

 

Se ha descrito que en tejido de mola la expresión de IGF2 se encuentra elevada y que 

participa activamente en el proceso de la embriogénesis. La regulación de la 

biodisponibilidad de este ligando se atribuye, entre otros, a la unión con el receptor IGF2R, 

el cual lo internaliza para su degradación. Sin embargo, hace más de una década existe 

controversia sobre si esta interacción lGF2/IGF2R puede desencadenar una vía de 

señalización que participe en los procesos celulares descritos anteriormente.  

 

En este orden de ideas, para explorar si existe una vía de señalización dependiente de 

IGF2R, sin la activación directa de los otros receptores de la familia, se usó como 

estrategia estimular células de trofoblasto humano HTR-8/SVneo con Leu27IGF2, péptido 

análogo de IGF2, que se une exclusivamente al IGF2R. La inducción de las células con el 

análogo generó una activación temprana de las proteínas ERK1 y 2 mayor a la inducida 

por el IGF2. Se observó un incremento en los niveles de transcripción de MMP-9 de 

carácter tiempo-dependiente de Leu27IGF2 y anticipado con respecto al péptido IGF2, 

concordante con un aumento temprano de la actividad gelatinasa de MMP-9. Se determinó 

que la interacción de IGF2R con Leu27IGF2 generó un incremento significativo del 20%, 

13% y 23% en adhesión, migración y proliferación celular respectivamente. Resultados 

que nos sugieren que el IGF2 en células de trofoblasto, activa al receptor IGF2R y al menos 

una ruta de señalización, como la de MAPKs, involucrada en el aumento de la activación 



 

de proteínas y transcripción de genes que favorecen la adhesión, migración e invasión 

celular durante la implantación blastocística. 

 

Palabras clave: IGF receptor, factor de crecimiento similar a insulina tipo 2, HTR-8/SVneo, 

implantación, placenta, obesidad. 

 

 

 

Abstract 

Characterization of the intracellular signaling mediated by IGF2R in human 

trophoblast 

The insulin-like growth fact or type 2, IGF2, exerts actions through receptors in the IGF 

family including the type 1 receptor (IGF1R), the insulin receptor (IR) and IGF1R/IR hybrids. 

Preferably, its action is mediated through the IGF1R receptor modulating intracellular 

signaling pathways essential in processes such as cell proliferation, migration or invasion, 

events that are crucial in the pathological manifestations originated by the trophoblast, such 

as gestational trophoblastic diseases, moles, preeclampsia or intrauterine growth 

restriction, being these complications a current problem for the public health of the country. 

 

It has been described that the expression of IGF2 in mole tissue is high and, in addition, 

that it actively participates in the embryogenesis process. The regulation of the 

bioavailability of this ligand is attributed, among others, to the binding with the IGF2R 

receptor which internalizes it for degradation. However, for more than a decade there has 

been controversy about whether this interaction lGF2/IGF2R can trigger a signaling 

pathway involved in the cellular processes described above. To explore if there is an 

IGF2R-dependent signaling pathway, without the direct activation of the other receptors of 

the family, cells derived from human trophoblast HTR-8/SVneo were stimulated with 

Leu27IGF2, an analogous peptide of IGF2, which binds exclusively to IGF2R. The induction 

of cells with the analogue generated a higher early activation of ERK1 and 2 proteins 

compared to that induced by IGF2. Similarly, an increase in the transcription levels of 

Leu27IGF2-dependent and anticipated MMP-9 with respect to IGF2 peptide was observed, 

consistent with an early increase in MMP-9 gelatinase activity. It was determined that 
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interaction of IGF2R with Leu27IGF2 generated a significant increase of approximately 20%, 

13% and 23% in adhesion, migration and cell proliferation respectively with respect to basal 

condition.  

 

These results suggest that IGF2 in trophoblast cells activates the IGF2R receptor and at 

least one signaling pathway, such as MAPKs, involved in increased protein activation and 

gene transcription that favor cell adhesion, migration and invasion during blastocyst 

implantation. 

 

Keywords: IGF receptor, insulin-like growth factor type 2, HTR-8/SVneo, implantation, 

placenta, obesity. 
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Introducción 

Tanto la adhesión, como la migración y la invasión de las células del trofoblasto 

extra velloso hasta un tercio de la capa del miometrio, son procesos esenciales para el 

desarrollo de la placenta y para la comunicación química entre la madre y el feto [1,2], 

eventos celulares que se encuentran regulados tanto espacial como temporalmente por 

mediadores biológicos [3,4]. Cuando estos procesos celulares se desregulan u ocurren de 

una manera inapropiada, conllevan a patologías como la mola hidatiforme, el 

coriocarcinoma, la preeclampsia o la restricción del crecimiento intrauterino (RCIU) [5–9], 

las cuales en conjunto constituyen un importante problema de salud pública en el país 

[10,11]. 

  

Nuestro grupo de investigación y otros investigadores han descrito que alteraciones en los 

componentes del sistema de los factores de crecimiento similares a insulina, IGFs, 

promueven estas patologías [11–13]. En particular, el IGF2, uno de los ligandos que 

conforma este sistema, se encuentra sobre expresado en el tejido de mola [11], se ha 

descrito como el principal precursor de la embriogénesis [14] y su contenido en circulación 

sanguínea es cinco veces mayor con respecto al de IGF1 [15], características que lo hacen 

un buen candidato para nuestro estudio. Su biodisponibilidad es regulada por el receptor 

IGF2R, el cual lo internaliza para su degradación [16]. No obstante, desde hace más de 

una década, existe controversia de si esta interacción ligando-receptor podría mediar una 

señalización a nivel intracelular en las células trofoblásticas que participen en procesos 

como proliferación, migración o invasión celular, cruciales en las manifestaciones 

patológicas originadas por el trofoblasto. 

 

Varios estudios describen que el receptor IGF2R presenta relevancia en diversos procesos 

celulares como son la regulación y el transporte de glicoproteínas que contienen manosa-

6-fosfato (M6P), principalmente enzimas lisosomales, de la red trans-Golgi hacia los 

lisosomas [17], la activación proteolítica del factor de crecimiento transformante β (TGF-β) 

[17], la interacción con proteínas que participan en la remodelación de la matriz extracelular 



2 Introducción 

 

[16–18], el clivaje del dominio extra celular mediado por la proteasa TACE/ADAM17, que 

lo vuelve soluble en sangre actuando como una proteína de unión a IGF (o IGFBP) [18–

20], la remoción del IGF2 extracelular [17], péptido con el cual presenta la mayor afinidad 

[21], así como, diversos estudios muestran que presenta un rol en la proliferación, 

migración celular y apoptosis [22,23]. Su expresión/contenido se ve alterado en las 

patologías en estudio [24,25], siendo un prometedor biomarcador para diversos tipos de 

cáncer. 

 

Por consiguiente, nuestro objetivo fue evaluar si el receptor IGF2R, activado por IGF2, en 

la línea celular HTR-8/SVneo, línea derivada de trofoblasto humano, puede activar 

efectores corriente abajo que participen en los procesos necesarios para el desarrollo de 

estas células. Optamos por esta línea como modelo de estudio dado que: a) muchos de 

los mecanismos proliferativos, angiogénicos, invasivos o de evasión del sistema inmune 

son compartidos con las células tumorales [26], b) responde a las acciones anti-

proliferativas del factor de crecimiento transformante β (TGF-β) pero no a las anti-invasivas; 

así mismo, es incapaz de formar colonias en agar o presentar tumorigenicidad en ratones 

desnudos [27], c) la American Type Culture Collection (ATCC) la recomienda para estudiar 

funciones placentarias, tratar de comprender enfermedades relacionadas a la progresión 

tumoral y estudiar placentación anormal relacionadas con la preeclampsia [28], y d) esta 

línea celular deriva del citotrofoblasto extra velloso del primer trimestre, población celular 

encargada de migrar e invadir la capa endometrial, además de remodelar las arterias 

espirales [29], procesos celulares que nos interesan para nuestro estudio. 

  

El ligando IGF2, por otra parte, presenta afinidades diferentes por los receptores de la 

familia IGF, además de interactuar con ellos y mediar vías de señalización a nivel 

intracelular (ver figura 1) [21].  

 

Se ha descrito que sus acciones mitogénica e invasiva son mediadas por el receptor de 

IGF1, IGF1R [14], por lo cual, para responder a nuestro objetivo abordamos la estrategia 

de utilizar un péptido análogo a IGF2, denominado Leu27IGF2, el cual se une 

exclusivamente al receptor IGF2R siendo su agonista.  Este péptido se encuentra libre en 

el suero, no interactúa con las proteínas IGFBPs y presenta una muy baja afinidad por los 

receptores IGF1R y el receptor de insulina IR [22,30–33]. 
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Figura 1. Afinidad que presentan los ligandos por sus receptores en el sistema IGF. Tomado de [21]. 

 

Nuestra estrategia experimental fue cultivar la línea HTR-8/SVneo hasta alcanzar un 

porcentaje de confluencia, e inducirlas con los péptidos normal y análogo a diferentes 

tiempos. Se extrajo proteína total y ARN total de cada condición, además de almacenar los 

medios condicionados por ellas, para evaluar la activación de proteínas canónicas en la 

vía de los receptores tirosina quinasa, receptores a los cuales pertenece el sistema IGF, a 

través de la técnica western blot, la expresión génica de efectores en respuesta a estos 

factores mitogénicos utilizando Real Time PCR, y la secreción de proteínas/enzimas al 

medio, en particular metaloproteasas, en respuesta a estos factores, a través de 

zimografías.     

 

Se realizaron ensayos funcionales para evaluar la participación del receptor en los 

procesos celulares en estudio como son: ensayos de MTT para la adhesión celular, 

ensayos con rojo neutro para la proliferación celular, ensayos con cámaras de Boyden y 

cierre de herida para evaluar migración e invasión celular.  

 

La localización del receptor se observó a través de inmunofluorescencia y para evaluar la 

posible vía de señalización del receptor, se midió el metabolito secundario adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc), a través de ELISA, además de realizar inmunoprecipitación 

del receptor para determinar cuáles proteínas interactúan cuando el receptor está activado. 

 

Considerando los resultados preliminares que obtuvimos con esta línea celular y los 

recientes reportes realizados en tejido placentario asociados a las patologías en estudio, 
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además a una relación directa entre los niveles del receptor soluble con la obesidad y 

diabetes [34–36]. Abordamos un estudio en el cual evaluamos tanto la expresión génica, 

a través de Real Time PCR, como el contenido proteico del receptor en explantes 

placentarios humanos de madres con peso normal, madres con obesidad y madres con 

obesidad suplementadas con ácido docosahexaenoico (DHA), suplemento que se ha 

descrito como anti inflamatorio [37], disminuyendo quizás la inflamación crónica generada 

por estas patologías. 

 

Nuestro propósito con este trabajo es hacer hincapié en que el crecimiento y el desarrollo 

normal del feto y su placenta, dependen en gran medida de la interacción entre los factores 

fetales y maternos, donde la familia de los factores IGFs presenta un rol crítico. 

Actualmente, el origen de las patologías fetales, importantes para el país sigue siendo 

controversial, por ende, estudiar los componentes de este sistema y entender los posibles 

mecanismos moleculares que expliquen el desarrollo de estas enfermedades, utilizando 

como modelo una línea celular derivada de trofoblasto o explantes de placentas de término, 

permiten aproximarnos a una solución que mejore el bienestar y la salud, tanto de la madre, 

como del feto. Además de aportar conocimiento básico en lo que refiere a la presencia de 

una o varias vías de señalización intracelulares mediadas por el receptor IGF2R, y 

activadas por IGF2, que promueven los procesos celulares descritos anteriormente, 

facilitando la condición inicial de implantación en la capa endometrial.       

 

 

 



 

 
 

Capítulo 1: Marco teórico  

1.1 Introducción 

 

Al iniciarse la implantación blastocística, se produce la activación de diversos mecanismos 

moleculares y rápidas transformaciones en la interface compartida por la placenta materna 

y el blastocisto implantado, las cuales, son cruciales para la supervivencia y desarrollo 

embrionario [2,38]. Inicialmente, se producen dos linajes celulares a partir de la división de 

los blastómeros: las células trofectodérmicas epiteliales que formarán la placenta, y el 

embrioblasto que formará al embrión como tal. A partir del trofectodermo se originará el 

trofoblasto, que a su vez se diferenciará en 2 tipos celulares: el citotrofoblasto (CT) y el 

sincitiotrofoblasto (ST) [3,39].  

 

Las células del CT, son células mononucleares con citoplasma bien definido y que están 

en constante mitosis diferenciándose en dos poblaciones: el trofoblasto velloso (TV) y el 

trofoblasto extra velloso (TE). Mientras que el ST son células multinucleadas que no 

presentan mitosis y que están expuestas a la sangre materna y a los efectores del sistema 

inmune. Nacen de las células madres del CT y su función es actuar como una membrana 

de diálisis que permite el intercambio bidireccional de moléculas que entran y salen de la 

circulación fetal (ver figura 2) [38–40]. 
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Figura 2. Interfase feto placentaria. En la parte superior de la figura se encuentra la zona fetal y en la parte 

inferior la zona materna. En color verde se observan las células del ST y en color morado las células del CT. 

En (1) el TE migra e invade la decidua, en (2) el trofoblasto invade y remodela las paredes de las arterias 

uterinas, en (3) el ST se encuentra en contacto con la sangre materna en el espacio intervelloso permitiendo 

el ingreso de nutrientes y en (4) el ST permite la salida de los desechos metabólicos al espacio intervelloso. 

Tomado de [41]. 

 

1.2 Patologías asociadas a las células trofoblásticas 

 

La invasión, migración y proliferación inapropiadas de las células trofoblásticas están 

implicadas en diversas complicaciones durante el embarazo, como son la RCIU, la 

enfermedad trofoblástica gestacional (ETG) o la preeclampsia [7,8,42,43]. La ETG, es un 

conjunto de patologías, derivadas de una proliferación anormal de la placenta y de un 

proceso de fertilización con exceso de genoma paterno [42,43]. Dentro de estas patologías, 

se incluyen la mola hidatiforme (MH) y el coriocarcinoma, las cuales se caracterizan por la 

transformación del tejido placentario en vesículas o quistes de diferentes tamaños; siendo 

algunas de estas lesiones neoplasias verdaderas y otras representan formaciones 

anormales de la placenta con predisposición a la transformación neoplásica del trofoblasto 

[43,44].  
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La MH se caracteriza por una hiperplasia trofoblástica y tumefacción edematosa de las 

vellosidades coriónicas o tumefacción quística de las vellosidades placentarias, 

acompañada de una proliferación trofoblástica variable. Actualmente, se reconoce que la 

mola puede subdividirse en mola completa y en mola parcial, sobre la base de su 

apariencia morfológica, sus características histopatológicas y el origen genético 

establecido a través de polimorfismos [8,40]. La MH completa se presenta con vellosidades 

hidrópicas, hiperplasia del trofoblasto y ausencia de tejidos fetales y surge por la 

fertilización de un óvulo vacío, generando un tejido diploide con dotación cromosómica de 

origen completamente paterno, mientras que la MH parcial posee vellosidades coriónicas 

de tamaño diverso, con tejidos fetales identificables; en su mayoría son triploides, y con 

genoma de origen paterno y materno [8].  

 

El coriocarcinoma a su vez, se desarrolla por una proliferación atípica tanto del CT como 

del ST, sin presencia del estroma. Generalmente la lesión está formada por un área central 

de tejido necrótico, rodeada por un anillo periférico de tejido tumoral. Es uno de los tumores 

malignos más invasivos con metástasis extensas, siendo frecuentes a nivel de pulmones, 

vagina, cerebro, hígado y riñones [45,46]. Tanto la MH como el coriocarcinoma, constituyen 

un importante problema de salud pública en Colombia con una incidencia de 4 casos de 

mola por cada 1000 embarazos, de los cuales, entre el 10 y 20% se transformará en 

coriocarcinoma [11].  

 

En forma paralela, la preeclampsia es otra patología que también afecta la capacidad 

reproductiva de la mujer, caracterizada clínicamente por hipertensión y proteinuria en la 

madre, siendo la primera causa de mortalidad materna y la segunda causa de mortalidad 

perinatal en el país [10]. Se sospecha que es causada por un mala implantación/invasión 

del trofoblasto, ocasionando una deficiente remodelación de las arterias espirales uterinas 

(ver figura 3) y una reacción inmune que incrementa la secreción de mediadores 

inflamatorios que actúan sobre los endotelios vasculares provocando su disfunción 

[7,9,47]. 
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Figura 3. Inapropiada invasión del trofoblasto en la preeclampsia. En la placenta normal (A) las células del TE 

en color verde, denominadas en la figura ECTB, migran e invaden la decidua y remodelan las paredes de las 

arterias uterinas incrementando el flujo sanguíneo hacia la placenta, mientras que en la preeclampsia (B) la 

invasión es superficial y limitada quedando las arterias rígidas. Tomado de [7].      

 

Finalmente, la RCIU de origen multifactorial, es una patología que disminuye tanto el 

desarrollo como el potencial genético del feto, la cual es vinculada estrechamente con la 

preeclampsia y con la disfunción placentaria. A nivel mundial incrementa significativamente 

el riesgo de mortalidad y morbilidad perinatal, además de predisponer al recién nacido a 

desarrollar enfermedades degenerativas en la adultez como por ejemplo la diabetes tipo 

2, enfermedades cardiovasculares u obesidad [48–50]. 
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1.3 Participación de IGF2 en patologías trofoblásticas 

 

Investigaciones previas han mostrado la existencia de alteraciones en los niveles de IGF2 

en estas patologías [11,12,25,51,52], como uno de los principales responsables en la 

regulación del desarrollo y crecimiento de la placenta y otros tejidos [25,53–56]. Este 

ligando forma parte de un complejo sistema, en el cual se incluyen también el IGF1 y la 

insulina (debido a su similitud estructural), los receptores en la superficie celular tipo 1 y 2 

de IGF (IGF1R e IGF2R respectivamente), el receptor de insulina (IR) con las isoformas A 

y B, e híbridos formados por un dímero de IGF1R e IR-A/B, así como, las proteínas IGFBPs 

(ver figura 4) [14,21].  

 

Las IGFBPs son una familia de 6 proteínas que transportan a los ligandos en suero, 

regulando su actividad y aumentando sus vidas medias [57]. Cerca del 75% de los IGFs 

circulantes existen como complejo ternario de 150 kDa compuesto de IGF1 o IGF2, 

IGFBP3 y la subunidad ácido lábil (ALS) y menos del 1% se encuentran libres ejerciendo 

su acción [58].  

 

 

Figura 4. Componentes del sistema IGF. Modificado de [59]. 
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IGF1 e IGF2, presentan acciones metabólicas, mitogénicas, anti-apoptóticas y de 

diferenciación, tanto a nivel fisiológico o patológico, regulando diversos procesos como son 

el aumento de la síntesis proteica, la inhibición de la proteólisis, la captación de glucosa, y 

por ende el crecimiento, migración, invasión y diferenciación celular [14,60,61].  

 

En particular, se ha descrito que el IGF2, un péptido de 67 aminoácidos y con un peso de 

7.5 kDa, es 3 veces más abundante que IGF1 en suero y tiene una relevancia específica 

en el crecimiento fetal, siendo su expresión muy alta en la embriogénesis [14,15,61,62]. 

Su sobreexpresión tanto en el tejido de mola como circulante se ha asociado con el 

desarrollo de varios tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de placenta, colorrectal, de seno, 

próstata y pulmón [11,51,62,63].  

 

Los factores genéticos juegan un rol importante en la regulación de la expresión de IGF2, 

siendo la proporción de dicha regulación de un 66%, mientras que para IGF1 es de solo 

un 38%. La transcripción es regulada por impronta genómica, mecanismo que restringe la 

expresión del alelo materno en muchos tejidos, mientras que para su receptor, el IGF2R, 

encargado de regular su biodisponibilidad, la impronta restringe la expresión del alelo 

paterno [62,64–66].  Lo anterior sugiere la importancia que presenta su regulación a nivel 

genético, debido a que la pérdida de este mecanismo se ha propuesto como un factor en 

la oncogénesis de varios tipos de tumores humanos [62,64,67]. IGF2, además, se puede 

transcribir a partir de 4 promotores (P1 – P4) de los cuales, durante la embriogénesis, la 

transcripción ocurre a partir de los promotores P2 y P4 resultando en la expresión mono-

alélica normal [64,65].  

 

La acción de IGF2 es mediada preferencialmente por el receptor IGF1R, aunque también 

puede ser mediada por el receptor IR-A y por el receptor híbrido IGF1R/IR-A [14,21]. 

Cuando IGF2 se une a uno de estos receptores induce la autofosforilación de los residuos 

tirosinas del receptor desencadenando el reclutamiento de diversas proteínas adaptadoras 

permitiendo la activación de dos vías principales, por un lado, la ruta de las MAPKs 

importantes en el crecimiento celular, y la ruta PI3K/AKT crucial en el metabolismo celular 

e inhibición de la apoptosis (ver figura 5) [68,69]. Sin embargo, se debe considerar que la 

afinidad con su propio receptor, IGF2R, es mayor en comparación a los otros receptores 

mencionados [21].  
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Figura 5. Principales vías de señalización de los receptores tirosina quinasa (RTKs). Tomado de [70]. 

 

1.4 Procesos celulares en los que participa IGF2R 

 

El IGF2R, también conocido como receptor manosa-6-fosfato catión-independiente 

(M6PR), en humanos es una glicoproteína de alrededor de 300 kDa que se expresa en 

casi todos los tejidos, con una región extracelular formada por 15 regiones homólogas ricas 

en cisteínas, un dominio transmembranal de 23 residuos y un dominio citoplasmático 

carboxi-terminal de 163 residuos.  

 

Este receptor presenta afinidad por dos tipos de ligando principalmente, las moléculas que 

poseen en su estructura manosa-6-fosfato (M6P) y el IGF2 [18,71–74]. Las evidencias 

sugieren que el contenido de este receptor en la superficie celular es de alrededor del 10%, 

participando en la remoción del IGF2 extracelular, en la activación proteolítica del TGF-β y 

con posibilidad de señalizar a nivel intracelular [17,22,72,74]; mientras que el 90% se 

encuentra a nivel intracelular en el aparato de Golgi o en el compartimento endosomal-

lisosomal (E/L), participando presumiblemente en el reconocimiento, clasificación y 

disposición de las enzimas lisosomales recién modificadas en la red trans-Golgi [17].  

 

A la fecha aún no se ha establecido con claridad la presencia o no de una vía de 

señalización asociada a este receptor IGF2R o un mecanismo por el cual el receptor pueda 

modular las redes de señalización activadas por los receptores tirosina quinasa para 

mediar sus efectos biológicos.  
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Harris y cols. utilizando células BeWo, línea derivada de CT maligno, encontraron que la 

activación específica del receptor a través de un análogo de IGF2, denominado Leu27IGF2, 

agonista exclusivo de IGF2R [22,30–32], inhibió significativamente la apoptosis inducida 

por privación de nutrientes; mientras que, la reducción en el contenido del receptor 

disminuyó las señales de supervivencia [23], sugiriendo que la activación del receptor 

regula rutas de señalización anti-apoptóticas.  

 

McKinnon y cols., en cambio, reportaron que en células HTR-8/SVneo, línea derivada del 

TE, al adicionar anticuerpos policlonales contra el receptor IGF2R, y posteriormente, 

adicionar IGF2 en el medio redujo la tasa de migración celular de manera dosis 

dependiente. En contraste, si las células son inducidas con Leu27IGF2, la tasa de migración 

se incrementa 2,5 veces en comparación a la basal, mostrando que IGF2R juega un rol 

esencial en la migración de las HTR-8/SVneo modulado por IGF2 [22]. Y el silenciamiento 

de IGF2R en células endoteliales derivadas de hemangiomas, disminuyó la actividad 

proliferativa e indujo apoptosis y arresto del ciclo celular [75].  

 

Por otra parte, se ha descrito también que durante la fibrogénesis hepática habría una 

regulación positiva de la transcripción de IGF2R en las células tipo estrelladas [76] y que 

este receptor podría tener un rol en el contexto de la hipertrofia cardiaca y muerte celular 

debido principalmente a que células estresadas por hipoxia, secretan IGF2 y promueven 

la expresión de IGF2R [77]. Wei-Kung y cols. reportaron que en células de 

cardiomioblastos embrionales H9c2 sometidas a hipoxia hay una elevada expresión del 

receptor y que el factor de transcripción CREB juega un rol crucial en la viabilidad y 

supervivencia de estas células, al regular negativamente la expresión de este receptor 

uniéndose a su región promotora [77]. Sin embargo, otro estudio realizado en 

cardiomioblasto de ventrículo en ratones adultos muestra que la activación de la renina 

mediada por IGF2R es crucial para la supervivencia celular [78] estableciendo quizás un 

rol dual espaciotemporal del receptor en estas células. 

 

La cicatrización de una herida es un proceso complejo que involucra inflamación, 

migración, diferenciación, proliferación y remodelamiento de la matriz extracelular. Ciertas 

moléculas que están involucradas en la cicatrización cómo la renina, uPAR, plasminógeno, 

ácido retinoico o la heparanasa interactúan con IGF2R [17].  
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Un estudio de localización de este receptor en una injuria o herida de queratinocitos de 

córnea en murino mostró que la expresión del receptor se incrementa tanto en el epitelio 

central como en el estroma [79]. Al realizar una injuria en la capa de la córnea de porcino, 

se encontró un elevado incremento de la expresión de IGF2R en el estroma al comparar 

contra el control, y al realizar un doble marcaje junto con la α-SMA (proteína expresada en 

miofibroblastos), mostró que efectivamente la mayor expresión del receptor ocurre en los 

miofibroblastos de la capa estromal de porcino, sugiriendo un posible rol del receptor en la 

diferenciación [79]. Adicionado a lo anterior, se determinó el contenido de la proteína de 

membrana asociada a lisosoma (LAMP1) en miofibroblastos, encontrando que fue mayor 

respecto al contenido en fibroblastos, sugiriendo que el aumento en la expresión de IGF2R 

estaría asociado a una expansión del compartimento E/L, el cual puede ser utilizado en la 

remodelación de la matriz extracelular [79].  

 

Finalmente, una búsqueda en la base de datos de genes humanos GeneCards, muestra 

que la expresión proteica de este receptor en líneas tumorales, es mayor que en tejidos 

normales, sugiriendo una participación crucial de este receptor en todos los procesos 

celulares que conllevan al desarrollo tumoral [80]. 

 

1.5 Señalización intracelular mediada posiblemente por 

IGF2R 

 

Algunos trabajos sugieren que IGF2R podría tener señalización intracelular mediada por  

proteínas G [22,81–85]. En uno de ellos, se encontró que la reducción en la actividad de 

la adenilato ciclasa (AC), corriente abajo de las proteínas G, en fracciones membranales 

de HTR-8/SVneo y en presencia de IGF2, disminuyó la concentración del AMPc, e 

incrementó la tasa de migración 6 veces respecto a las que estaban en ausencia de IGF2, 

indicando un rol funcional de IGF2R/AC en la migración de estas células [22]. De igual 

manera, en otro estudio se encontró que IGF2 puede activar de manera diferencial Rho 

GTPasas dependiendo de si la interacción es con el receptor IGF1R o con el IGF2R, 

promoviendo en ambos la migración de HTR-8/SVneo [85].  

 

Al respecto, uno de estos reportes propone que parte de la secuencia humana de IGF2R 

presenta una alta similitud con el Mastoparan, péptido pequeño que modula la actividad 
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de la proteína G estimulando la actividad de ciertas GTPasas [84]; siendo Okamoto y cols. 

quienes identifican la región Arg2410 - Lys2423 como la posible responsable de la activación 

de la proteína G [82].  

 

Como se mencionó anteriormente, tanto IGF2 como IGF2R podrían estar asociados a 

hipertrofia cardiaca. Chun-Hsien y cols. silenciaron la expresión de IGF1R en células del 

miocardio y las indujeron con Leu27IGF2, encontrando que este receptor al unir IGF2 

señalizaría a través de proteína G (Gαq), activando efectores corriente abajo como la 

proteína quinasa C (PKC), la quinasa dependiente de calmodulina/Ca2+ tipo II (CAMKII) o 

la calcineuria; ésta última responsable de la desfosforilación de Bad, permitiendo su 

ingreso a la mitocondria y la salida del citocromo C al citosol, desencadenando la muerte 

celular programada en los cardiomiocitos embrionales [86].  

 

Por otra parte, en células HEK293 que expresan IGF2R y estimuladas con IGF2, se 

encontró que se induce la activación de la quinasa esfingosina y la producción de 

esfingosina-1- fosfato, siendo esta última molécula la que permitiría la activación de las 

MAPK1/2 dependientes de proteína G [81]. Un análisis de alta resolución con ARNs de 

interferencia identificó genes que regulan el tráfico del receptor IGF2R en el sistema Golgi 

– Lisosoma, genes que participan o se encuentran en las vías de señalización de las 

MAPKs, adhesión focal, señalización de las Wnt, rearreglo de actinas, vías de receptores 

acoplados a proteínas G y en el metabolismo del fosfatidil-inositol [87]; mostrando una 

asociación entre estas vías con el receptor.  

 

Hace algunos años, se reportó que IGF2R podría estar participando en la patología de la 

enfermedad de Alzheimer, pues la formación de los β-amiloides (Aβ) a partir de las 

proteínas precursoras de amiloides (APP), se dan en el compartimento E/L, el cual 

correlaciona con un aumento en la expresión del receptor en este compartimento [88]. 

Wang y cols., reportaron que la sobre expresión del receptor incrementa los niveles de las 

APP y el procesamiento de los Aβ mediado por secretasas, sugiriendo que la sobre 

expresión de IGF2R estaría involucrado en la regulación positiva de las APP y en su 

metabolismo [89].  

 

Aunque la función primaria de estas proteínas membranales no es conocida, se asocia con 

el transporte de hierro, la regulación de la sinapsis, plasticidad y diferenciación neuronal 
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[90]. Dichas proteínas poseen un dominio similar al factor de crecimiento (ricos en Cisteína) 

[91] y se ha propuesto que podrían tener participación en la adhesión celular [92], además, 

su procesamiento post traduccional se ha comparado con la señalización que presentan 

los receptores Notch [93]. Por otro lado, el procesamiento de las APP regula tanto la 

proliferación de las células madres embriónicas humanas como la diferenciación de las 

células precursoras neuronales y la hormona gonadotropina coriónicas humana (hCG), 

producida por el trofoblasto, incrementa su expresión [94] sugiriendo una vía de 

señalización alternativa entre estos dos componentes desde el compartimento E/L. 

 

1.6 IGF2 e IGF2R en tejido placentario 

 

La placenta es el órgano responsable de permitir el intercambio bidireccional de nutrientes 

y desechos metabólicos entre la madre y el feto, además de producir una gran variedad 

de hormonas y citoquinas [40]. Aquellas placentas que derivan de estas patologías, como 

son la preeclampsia o la RCIU, se caracterizan por una morfo-funcionalidad mucho menor 

en comparación a las normales, mientras que las derivadas de una macrosomía fetal, 

presentan una exacerbada funcionalidad, indicando que alteraciones en el crecimiento y 

desarrollo de este órgano pueden contribuir en la formación de estas patologías [95,96]. El 

sistema IGF, como se describió anteriormente, regula el desarrollo de este órgano y se 

sabe que algunos de sus componentes se encuentran alterados cuando hay presencia de 

estas patologías [69,96]. 

En particular, se ha descrito que alteraciones en los niveles de IGF2 afectan tanto la 

estructura como la función placentaria, con la concomitante desregulación en el transporte 

de nutrientes [95], mientras que la completa reducción de la expresión de IGF2R en 

trofoblasto proveniente de tejido placentario de término, afecta la proliferación de estas 

células [23] mostrando que ambos componentes se encuentran muy asociados a la 

restricción del crecimiento fetal [24,25,66,97]. 

Interesantes estudios muestran que la infusión subcutánea constante de Leu27IGF2 en 

ratones que presentan restricción de crecimiento, recuperan su crecimiento fetal a niveles 

similares a los normales [98], y del mismo modo, la infusión de este análogo en la gestación 
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temprana de cerdos incrementó la zona laberíntica y el área de superficie del ST 

aumentando a su vez la capacidad de transporte de nutrientes hacia el feto [99]. También, 

la interacción IGF2/IGF2R regula la expresión de genes homeóticos placentarios 

responsables del desarrollo de este órgano [24] y, además, se han encontrado relaciones 

directas entre los niveles de la forma soluble del receptor IGF2R (IGF2Rs) con la edad 

gestacional de embarazos con preeclampsia [100], y entre la proporción molar de IGF2 e 

IGF2Rs con el peso placentario y del recién nacido [101], indicando la importancia que 

presenta la activación de este receptor, mediada por su ligando, en el desarrollo placentario 

y fetal. 

 

1.7 Participación de IGF2R en otras patologías 

 

Cifras alarmantes reportan que el 56.4% de la población adulta colombiana (entre 18 a 64 

años) presenta exceso de peso y obesidad, siendo la prevalencia mayor en mujeres [102]. 

Se sabe que esta patología conlleva diversas complicaciones degenerativas para el 

paciente y lo predispone a desarrollar otras enfermedades, como son la diabetes mellitus 

tipo 2, hipertensión o enfermedades cardiovasculares [103]. En concreto, la obesidad 

materna también genera las patologías mencionadas con anterioridad, como son la 

preeclampsia o la restricción del crecimiento fetal, así como, diabetes gestacional, 

macrosomía o cesáreas, eventos que en su conjunto incrementan la tasa de mortalidad y 

morbilidad tanto para el recién nacido como para la madre [104].       

Recientes estudios describen que hay una mayor concentración de IGF2Rs en pacientes 

con obesidad y diabetes mellitus tipo 2, la cual disminuye luego de realizada una cirugía 

de banda gástrica, junto con una disminución en los niveles de glucosa y de insulina [36]. 

Del mismo modo, existe una asociación directa entre los niveles de la forma soluble, el 

índice de masa corporal y una variante génica de IGF2R con la diabetes tipo 2 [105], dando 

cuenta que es de suma importancia estudiar este biomarcador en placentas derivadas de 

madres obesas, para comprender como participa en el desarrollo fetal. 

 



 

 
 

Capítulo 2: Metodología 

En referencia a la importancia que presentan los componentes del sistema IGF, IGF2 e 

IGF2R, en el desarrollo y crecimiento de las células trofoblásticas, su participación en la 

progresión de patologías fetales, y el papel que presentarían en procesos inflamatorios 

asociados particularmente a la obesidad materna, optamos por utilizar la línea celular 

derivada de trofoblasto humano HTR-8/SVneo, estimulada tanto con IGF2 como con su 

análogo Leu27IGF2, para establecer posibles mecanismos por los cuales el receptor IGF2R 

transduzca una señalización intracelular en estas células, evaluando activación de 

efectores, cambios en la expresión génica y modulación de procesos celulares. Así mismo, 

trabajamos en placentas provenientes de madres con diferente peso gestacional para 

evaluar si este receptor, y la alteración en su señalización, podrían ser un eficiente 

indicador de la condición inflamatoria que involucra el desarrollo fetal.  

 

Material biológico 

Cultivo Celular 
 

La línea trofoblástica HTR-8/SVneo (ATCC® CRL-3271™) se cultivó en Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium DMEM (Cat. 12800 GibcoTM), suplementado con suero fetal bovino 

(SFB) al 10% (Cat. 16140 GibcoTM), y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Life 

Technologies). Se mantuvo a 37°C en atmósfera húmeda y CO2 al 5%. 

 

Muestras Placentarias 

 

Placentas de embarazos a término entre 37 y 41 semanas de gestación se recolectaron 

inmediatamente después del nacimiento de hijos de madres con peso normal (Np), con 

obesidad (Ob), siendo su índice de masa corporal (IMC) ≥ 25 kg/m2, y de madres obesas 

suplementadas con ácido docosahexaenoico (DHA) 800 mg/día (Ob + DHA).  
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Los criterios de exclusión incluyeron hipertensión y diabetes maternal, consumo de alcohol, 

drogas o cigarrillos (>5 cigarrillos/día), embarazos múltiples y trastornos genéticos en el 

recién nacido. El protocolo fue aprobado por el Comité de Ética correspondiente. 

 

Cada placenta se secciono transversalmente (aproximadamente 7 x 5 cm) cerca de la 

inserción del cordón umbilical y las membranas tanto de la placa coriónica como de la 

decidua se removieron. Los explantes (aproximadamente 27 mm3) se lavaron en una 

solución salina estéril, se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta 

su análisis [106] (ver figura 6).           

 

 

Figura 6. Procedimiento para obtención de explantes y clasificación de muestras placentarias.    

 

Respuesta a IGF2 o su análogo Leu27IGF2 

 

Las células se cultivaron hasta alcanzar un 80% de confluencia. Posteriormente, se 

privaron de suero durante 4 horas y se incubaron con 10 nM de IGF2 (GroPep FU100) o 

con su análogo, Leu27IGF2 (GroPep TU100), cuya característica de encontrarse libre en el 

suero, no unirse a las proteínas IGFBPs y su baja afinidad por los receptores IGF1R e IR, 

permite observar la señal mediada por el receptor IGF2R [22,30–32].  
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Como condición basal se dejaron las células en presencia de medio libre de suero y como 

control positivo las células se dejaron nuevamente en el medio suplementado con SFB. Se 

realizaron estímulos entre 1 minuto y 72 horas para discriminar respuestas proteicas a 

corto plazo, procesos celulares a corto o largo plazo y aumento de la expresión génica en 

todo el rango de trabajo. 

 

Obtención de Extractos Proteicos  

 

En los tiempos de incubación las células trofoblásticas se rasparon en presencia del buffer 

salino fosfato (PBS: NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 3 mM; KH2PO4 47 mM) 

obteniendo el pellet celular por centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos. En seguida, 

el pellet se sometió a lisis con buffer RIPA (NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 2 mM; 

Tritón X-100 1%), adicionando un cocktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas 

(Roche). Se incubó por 30 minutos a 4°C y se centrifugó a 10000 rpm, 4°C, por 20 minutos 

recuperando el sobrenadante que equivale al extracto total de proteína. Cada extracto 

proteico se cuantificó por triplicado empleando el método del ácido Bicinconínico BCA 

(Pierce® BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific). 

 

En el extracto proteico placentario se utilizó buffer de lisis comercial (Bio Source, 

Invitrogen) suplementado con Tritón X-100 al 1% y un cocktail de inhibidores de proteasas 

y fosfatasas (Roche).    

 

Western Blot 

 

A cada extracto proteico celular se le adicionó buffer de carga (Tris 60 mM pH 6.8; SDS 

2%; ditiotreitol 20 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0.01%) y se desnaturalizó por 

calentamiento a 92°C durante 5 min. Posteriormente, las muestras se cargaron en geles 

de poliacrilamida SDS-PAGE. La electroforesis se realizó utilizando buffer de Corrida (25 

mM Tris, 192 mM Glicina y SDS al 0,1%) a 100 V por 2 horas. El estándar de peso 

molecular utilizado fue Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas). Las proteínas 

se electro-transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 μm (Bio-Rad) a un 

amperaje constante de 220 mA durante 2 horas en frío y en buffer de transferencia (25 mM 
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Tris, 192 mM Glicina, 15% Metanol, pH 8,90). Las membranas se bloquearon con 5% de 

leche 0% grasa en TBS-T (20 mM de Tris; 137 mM de NaCl; 0,1% de Tween-20, pH: 7,60) 

durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se incubaron con los anticuerpos primarios 

para las proteínas: ERK 1/2 (Cat. sc-153 Santa Cruz), Fosfo-ERK1 (Thr202/Tyr204) y 

Fosfo-ERK2 (Thr185/Tyr187) (Cat. gtx82696 Genetex), Fosfo-AKT (Thr308) (Cat. 

gtx52321 Genetex), Fosfo-IGF1R (Tyr1165/Tyr1166) (Cat. gtx50154 Genetex) y β-Actina 

(Cat. A2228 Sigma) durante toda la noche en frío. Terminada la incubación, se realizaron 

lavados de 10 y 5 minutos con TBS-T para luego incubar por una hora a temperatura  

ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Horseradish 

Peroxidase, Amersham Biosciences), Anti-IgG de conejo o Anti-IgG de ratón. Se detectó 

la señal por medio del sistema comercial ECL Western Blotting de BioRad y se revelaron 

en placas radiográficas (Kodak). Los resultados se analizaron mediante densitometría con 

el software GelAnalyzer1D [107]. 

 

Los extractos placentarios se electro-transfirieron a una membrana de PVDF de 0,2 μm 

(Bio-Rad) a un amperaje constante de 60 mA durante toda la noche en frío y en buffer de 

transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 10% Metanol, pH 8,90). Las membranas se 

incubaron con los anticuerpos primarios: IGF2R (Cat. #14364 Cell Signaling) y β-Actina 

(Cat. A2228 Sigma) durante 3 horas a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa (Horseradish Peroxidase, Amersham Biosciences), Anti-IgG de 

conejo 1 hora y la detección de las señales se realizó usando el equipo UVP BioSpectrumTM 

510 Multispectral Imaging System.            

 

Ensayo de actividad gelatinasa 

 

Proteínas presentes en los medios celulares condicionados se separaron por electroforesis 

SDS-PAGE en presencia de 0,06% de gelatina a 80V durante 2 horas. Como control 

positivo se utilizó una muestra de plasma sanguíneo y como control negativo una muestra 

de Albúmina Sérica Bovina. Se realizaron tres lavados con Tritón X-100 al 3% para retirar 

el SDS, seguido de tres lavados con agua destilada con el fin de renaturalizar las enzimas. 

Para evaluar la actividad gelatinasa se realizó una incubación de los geles durante toda la 

noche a 37°C con el buffer: Tris 50 mM, NaCl 200 mM, CaCl2 5mM y ZnCl2 1µM, pH 7,40. 

La tinción de los geles se realizó con Azul de Coomassie R-250 en ácido tricloroacético y 
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se aclaró con una solución de metanol al 30% y ácido acético al 10%. La documentación 

de los geles se realizó en Gel Doc™ XR+(BioRad) y el análisis densitométrico se realizó 

con ayuda del programa GelAnalizer1D [107]. 

 

Análisis de la expresión génica 

 

Las células se colocaron en presencia del reactivo Trizol® (Invitrogen) y cloroformo. La 

cantidad de ARN extraído se cuantificó de acuerdo con la relación de absorbancia 260/280 

nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Del ARN se llevó a cabo la síntesis de ADN 

complementario (ADNc) empleando 1 µg del ARN y el sistema de retro transcripción 

Superscript™ III (Invitrogen). Para determinar la expresión relativa de los genes en estudio 

(ver tabla 1), se empleó la técnica Real Time PCR con el sistema de 

amplificación/detección iQ SYBR® Green Master Mix en el equipo CFX96 (BioRad). El 

análisis de expresión y su normalización se determinó mediante el método ΔΔCt [108] 

siguiendo la guía MIQE [109].  

 

Gen Forward Reverse Tº anillamiento 

(ºC) 

Tamaño 

amplicón (pb) 

c-FOS ACCATGATGTTCTCGGGTTT GAGATGGCTGTCACCGTGGG 56 206 

c-MYC AGAGTTTCATCTGCGACCCG GAAGCCGCTCCACATACAGT 56 77 

IGF2R AGGTGAATAAGGAAGAAGAGAC ACTGACTTGGTGGTAATATGG 56 124 

MMP-9 AACCAATCTCACCGACAGG CGACTCTCCACGCATCTC 56 85 

STAT5b CATTTTCCCATTGAGGTGCG GGGTGGCCTTAATGTTCTCC 60 103 

β-ACTINA GCGTGAACATTAAGGAGAAG GAAGGAAGGCTGGAAGAG 56 173 

18S GCGTGACATTAAGGAGAAG GAAGGAAGGCTGGAAGAG 56  172 

 

Tabla 1. Secuencia de primers usados para Real Time PCR en genes de la línea celular. 

 

En el caso de la obtención de ARN placentario, a partir de los explantes, el procedimiento 

fue similar al realizado en células, excepto que se determinó la expresión relativa de los 

genes presentes en la tabla 2 utilizando el equipo EcoTM qPCR System (Illumina San Diego, 

CA, U.S.A.).   
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Gen Forward Reverse Tº anillamiento 

(ºC) 

Tamaño 

amplicón (pb) 

ADAM17 TCCAGCAGCATTCGGTAAGA TTTACCATCCACCACCACGA 56 158 

IGF2 GTTGAGGAGTGCTGTTTC  AGGTGTCATATTGGAAGAAC 56 157 

IGF2R AGGTGAATAAGGAAGAAGAGAC ACTGACTTGGTGGTAATATGG 56 124 

IR GCCTCTACAACCTGATGAAC ACAGATGTCTCCACACTCC 56 164 

uPA AGCAGAGACACTAACGACTTCAG CTTACTCACACTTACACTCACAGC 56 120 

β-ACTINA AGAGCCTCGCCTTTGCCGATCC GACGACGAGCGCGGCGATATC 62 83 

GAPDH TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG ACATCGCTCAGACACCATG 60 143 

YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT 57 94 

 

Tabla 2. Secuencia de primers usados para Real Time PCR en genes placentarios. 

 

Ensayo de adhesión celular  
 

100 μL de  suspensiones celulares equivalentes a 100 células/μL, se sembraron en platos 

de 96 pozos, y se colocaron en presencia de medio de mantenimiento considerada la 

condición basal, IGF2, Leu27IGF2 y SFB, y se incubaron por 0, 5, 15, 30 y 60 minutos. Al 

final de cada período los platos se lavaron dos veces con una solución de PBS estéril para 

remover las células que no adhirieron. A las células remanentes en medio de cultivo se les 

adicionó una solución de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en 

concentración final de 0.5 mg/mL, y se incubo durante 4 horas.  

 

Tras la formación de los cristales de formazán, éstos se disolvieron con dimetilsulfóxido y 

se realizó la lectura de absorbancia a 570 nm con un lector de microplaca (Bio-Rad). Para 

la expresión de los datos se hizo la normalización a la condición con SFB 10% a los 60 

minutos en la cual se alcanzó el 100% de adhesión. Este experimento se realizó 9 veces 

y se expresó como media ± DE.  

 

Ensayo de proliferación celular  
 

Suspensiones celulares de 100 μL, equivalente a 100 células/μL, se sembraron de acuerdo 

con los tratamientos: basal, IGF2, Leu27IGF2 y SFB, y se incubaron por 24 horas. Al final 

del período de estimulación se adicionó la solución de Rojo Neutro 40 µg/mL durante 4 

horas. Posteriormente, tras la acumulación del analito en las vacuolas [110], las células se 

lavaron dos veces con una solución de PBS estéril para remover el exceso de Rojo Neutro. 
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Se disolvió el analito en una solución 50% etanol, 1% ácido acético glacial y se realizó la 

lectura de absorbancia a 570 nm con un lector de microplaca (Bio-Rad). 

 

Ensayo de migración celular  

 

Se sembraron 2 x 105 células por pozo, en medio libre de suero, en el compartimiento 

superior de una cámara de Boyden (Costar®) y en el compartimento inferior se dejaron los 

tratamientos durante 6 horas. Al final de la incubación, las células que no migraron se 

removieron mientras que las células que sí migraron se fijaron con una solución de para 

formaldehído 4% (Sigma Chemicals), se tiñeron con una solución de cristal violeta 0,5% y 

se lavaron con agua destilada hasta la remoción completa de cualquier tinción inespecífica. 

Se realizó un registro fotográfico de las células teñidas y posteriormente, la membrana de 

cada pozo se removió para disolver el cristal violeta en ácido acético al 10% y medir la 

absorbancia respectiva a 570 nm. Los resultados se expresaron como índice de migración 

que presenta el número de células migrantes en cada tratamiento con respecto al número 

de células en el tratamiento control. 

 

Ensayo de cierre de herida 

 

Las células se sembraron en placas de 12 pozos (Costar®) hasta formar una monocapa 

celular. Posteriormente, con un agente cortopunzante, se realizó una herida sobre las 

monocapas y se lavaron con una solución de PBS para remover las células desprendidas. 

Inmediatamente, las células se dejaron en presencia de los péptidos, y en los tiempos 0, 

2, 4, 8, 16 y 24 horas de incubación se realizó un registro fotográfico de las heridas. Se 

utilizó el software ImageJ para determinar el área de cierre de la herida en las diferentes 

condiciones. Los resultados se expresaron como porcentaje de migración que presenta el 

% de células migrantes en cada tratamiento con respecto a la condición en la cual se 

alcanza el 100% del cierre de la herida. 

 

 

 

 



24 Señalización de IGF2R en trofoblasto humano 

 

Ensayo de invasión celular  

 

En los compartimientos superiores de cámaras de Boyden (Costar®) se adicionó una capa 

de matrigel (GeltrexTM Gibco) según indicaciones del proveedor. Posteriormente, en estos 

mismos compartimientos se sembraron 2 x 105 células por pozo, en medio libre de suero, 

y en los compartimentos inferiores se dejaron los tratamientos durante 24 horas de 

estimulación, previa optimización.  

 

Al final de la incubación, se removió el matrigel de cada uno de los compartimientos y las 

células que atravesaron esta capa, quedando en la membrana, se fijaron con una solución 

de paraformaldehído 4% (Sigma Chemicals), se tiñeron con una solución Hoechst 33342 

(Invitrogen) y se lavaron con agua destilada hasta la remoción completa de cualquier 

tinción inespecífica. Se realizó un registro fotográfico de los núcleos marcados y se 

contabilizaron los núcleos en el microscopio de fluorescencia (Thermo Fisher modelo 

EVOS 5000) con el software EVOS 2. Los resultados se expresaron como índice de 

invasión que presenta el número de células que atravesaron el matrigel en cada 

tratamiento con respecto al número de células en el tratamiento control. 

 

Inmunocitoquímica 

 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos y se permitió adherencia. Posteriormente, 

se lavaron con PBS, se fijaron con una solución de paraformaldehído 4% (Sigma 

Chemicals) y se permeabilizaron con PBS suplementado con Tritón X-100 al 0,1%. Se 

bloquearon con una solución BSA 1% y se incubaron con el anticuerpo primario IGF2R 

(Cat. sc-25462 Santa Cruz) toda la noche en frío. Al día siguiente las células se incubaron 

con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor®488 (BioLegend Cat. 406416) y, 

además, con una solución Hoescht 33342 (Invitrogen). Se realizaron varios lavados para 

remover el marcaje inespecífico, y sobre portaobjetos se colocaron los cubreobjetos 

quedando las células en contacto con una solución glicerol – agua (1:1). Finalmente, los 

bordes se sellaron con esmalte y se visualizaron en el microscopio de fluorescencia 

(Thermo Fisher modelo EVOS 5000).         
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Determinación de los niveles presentes de AMPc  

 

Las células en cultivo se sembraron en placas de 96 pozos (Costar®) hasta alcanzar 

confluencia. Posteriormente, las células se dejaron en presencia de los tratamientos, y en 

tiempos que van hasta los 15 minutos. Al final de cada incubación, se recuperó el medio 

condicionado y se le adicionó 1/10 volumen de HCl 0,1M. Mientras las células se 

sometieron a lisis con buffer RIPA (NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 2 mM; Tritón X-

100 1%) frío suplementado con 1/10 volumen de HCl 0,1M.  

 

Finalmente, se evaluó el contenido de AMPc, tanto en el medio condicionado como en el 

lisado celular, utilizando el kit cyclicAMP ELISA (Cat. OKEH02525 AVIVA SYSTEMS 

BIOLOGY) siguiendo las indicaciones del proveedor.       

    

Inmunoprecipitación 

 

Las células se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640 (Cat. R1780 

SigmaTM) sin rojo fenol ni leucina, suplementado con SFB al 10% (Cat. 16140 GibcoTM) y 

con L-Foto-Leucina (Thermo Fisher Cat. 22610) hasta alcanzar confluencia. 

Posteriormente, se estimularon con Leu27IGF2 durante 5 minutos y luego, se expusieron a 

radiación UV 330 nm para la formación de enlaces covalentes entre las foto-leucinas con 

las moléculas más cercanas a ellas.  

 

Las células se lisaron en presencia de buffer RIPA (NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 

2 mM; IGEPAL 0,1%) frío suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Roche SKU 11697498001). De cada tratamiento se tomó el equivalente a 1 mg 

de proteína total y se incubaron con 1 µg del anticuerpo IGF2R (Cat. sc-25462 Santa Cruz), 

toda la noche en frío, para la formación de los inmunocomplejos. Posteriormente, se 

adicionó la proteína A/G agarosa (Cat. sc-2003 Santa Cruz) en cada condición, se incubó 

a 4ºC con agitación rotacional durante 30 minutos y se centrifugaron recuperando los 

pellets, los cuales se lavaron varias veces y se trataron para desnaturalizar y reducir las 

proteínas que se precipitaron.   
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Estas proteínas se separaron en geles SDS-PAGE continuando el protocolo de Western 

blot para evaluar la presencia de IGF2R. La señal se detectó por medio del sistema 

comercial ECL Western Blotting de BioRad y se revelaron en placas radiográficas (Kodak). 

Los resultados se analizaron utilizando el software GelAnalyzer1D [107]. 

 

Análisis estadístico 

 

Los resultados se muestran como promedio ± D.E. o como mediana (percentiles 25 – 75). 

Las diferencias entre los grupos se evaluaron utilizando ANOVA de dos vías o los test no 

paramétricos de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis, considerando diferencias 

estadísticamente significativas cuando p<0,05. Se usó el programa estadístico GraphPad 

Prism v7 (GraphPad Software Inc.) para los respectivos análisis. 

 



 

 
 

Capítulo 3: Resultados 

A continuación, se presentan los resultados encontrados en la línea celular HTR-8/SVneo, 

inducida tanto con IGF2 como con Leu27IGF2, péptido análogo de IGF2 el cual se une 

exclusivamente a IGF2R, y los resultados encontrados en los explantes placentarios. 

 

3.1 Vía de señalización intracelular mediada por IGF2R en 

células trofoblásticas 

 

En una primera aproximación de nuestro estudio evaluamos la presencia del receptor y el 

efecto que presenta el péptido análogo sobre la activación de efectores canónicos y 

segundos mensajeros en la línea celular, con la finalidad de dilucidar la activación de una 

vía de señalización y sus posibles componentes moleculares.   

 

La presencia de Leu27IGF2 no activa a IGF1R. 

 

Las células de trofoblasto mantienen una actividad por fosforilación del receptor de IGF1 

de manera basal que fue inducible por la incubación en presencia de IGF2 10 nM, tal como 

se observa en el resultado del western blot de la figura 7.  La subunidad β del receptor 

IGF1R se fosforiló rápidamente y de manera creciente en respuesta al péptido IGF2 hasta 

por 5 minutos alcanzando un máximo 3 veces mayor que el basal, luego esta señal retornó 

a niveles iniciales. En contraste, no se observó este incremento en el tratamiento con el 

análogo Leu27IGF2 en ninguno de los tiempos analizados. Este comportamiento se 

observó en al menos 2 experimentos, mostrando que no hay activación del receptor de 

IGF1. 
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Figura 7. Fosforilación de IGF1R inducida por IGF2 y su análogo. En la parte superior imágenes 

representativas de los blots y en la imagen inferior la medición densitométrica normalizada contra actina. Los 

datos se expresaron como media ± DE. 

 

El receptor IGF2R se expresa en la línea HTR-8/SVneo. 

A continuación, se procedió a evaluar la expresión del receptor tipo 2, IGF2R y su 

localización celular, dado sus funciones de transporte celular.  El receptor se ubicó tanto 

en la membrana plasmática como en los compartimentos endosomales y lisosomales de 

las células (figura 8).   

 

Figura 8. Localización celular de IGF2R. Microfotografías de células fijadas y marcadas con Hoechst 33342 

para tinción de núcleos y con anticuerpo para visualizar la presencia de IGF2R en verde tal como se describió 

en la metodología. Se realizaron 2 réplicas biológicas con dos réplicas técnicas. 
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La activación de IGF2R fosforila los efectores AKT y ERK.   

Para evaluar la activación de rutas de señalización mediadas por fosforilación se realizó 

western blot para la identificación de las proteínas efectoras ERK y AKT en extractos de 

las células HTR-8/SVneo tras la inducción con los péptidos IGF2 y análogo.  La inducción 

con este último generó un incremento de la fosforilación de ambos efectores con respecto 

a las células sin estimulo y de forma más intensa a la inducida por IGF2. Así, en el minuto 

1 de estimulación, la fosforilación de AKT y de ERK mediada por Leu27IGF2, fue de 2.5 y 

6 veces mayor respectivamente respecto a la mediada por IGF2, efecto que posteriormente 

decayó gradualmente en el tiempo hasta los 15 minutos (figura 9).    

 

 

Figura 9. Fosforilación de AKT y ERK en respuesta a IGF2. En (A) imágenes representativas de los blots para 

las proteínas fosforiladas a los distintos tiempos de estimulación y en la figura inferior la relación del análisis 

densitométrico de las proteínas fosforiladas AKT (B) y ERK (C) contra actina. *p<0,05 tiempo de estímulo vs. 

tiempo 0. Test Kruskal-Wallis. Los datos se expresaron como media ± DE (n=2 para cada condición). 
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La activación de IGF2R disminuye los niveles intracelulares de AMPc e incrementa 

los niveles extracelulares. 

 

El inmunoensayo enzimático tipo competitivo nos permitió cuantificar la concentración de 

este segundo mensajero post estímulo en células, al competir con un AMPc biotinilado por 

los sitios de unión de anticuerpos inmovilizados anti-AMPc. De acuerdo con nuestros 

resultados, la línea mostró una curva de descenso en los niveles de AMPc total medidos 

hasta los 15 minutos después del tratamiento con IGF2 (figura 10). Al discriminar la fuente 

de AMPc, se observó que no hubo cambio en el segundo mensajero a nivel extracelular, y 

que la disminución en AMPc fue debida a los cambios en el espacio citoplasmático (figura 

10A).  

 

Por el contrario, células inducidas con Leu27IGF2 mostraron una rápida disminución del 

contenido de AMPc a nivel intracelular en el primer minuto de inducción, en comparación 

a la condición basal, y en paralelo, un incremento del segundo mensajero en el espacio 

extracelular, tanto en el minuto 1 como en el minuto 5 de inducción (figura 10B).  De igual 

manera que con el péptido normal, tanto el contenido citoplasmático como el total también 

disminuyeron a los 15 minutos de inducción. 

 

Figura 10. Niveles de AMPc en células inducidas con IGF2 y su análogo. Niveles del AMPc liberados por las 

células HTR-8/SVneo cuando se incubaron en presencia de IGF2 (A) o su análogo (B). Los datos se 

normalizaron respecto al contenido total de proteínas. *p<0,05 tiempos vs basal a tiempo 0 según test Kruskal-

Wallis. Los datos se expresaron como media ± DE (n=3 para cada condición). 
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La inducción con el Leu27IGF2 favorece el reclutamiento de proteínas que 

interactúan con el receptor. 

 

Una vez que se estableció la presencia del receptor IGF2R en estas células, la activación 

de algunos efectores y la disminución de un segundo mensajero, en respuesta al péptido 

IGF2, se evalúo la existencia de interacción del receptor con otras proteínas cuando se 

encuentra unido a su ligando, mediante un ensayo de entrecruzamiento. La separación 

electroforética de los extractos celulares sometidos a entrecruzamiento e 

inmunoprecipitados con anticuerpo contra IGF2R mostró que 5 minutos post inducción con 

el análogo del IGF2, la movilidad de la proteína receptora en el gel se vio retrasada en 

comparación a la condición basal, lo cual indica que el receptor formó diversos complejos 

proteicos, reflejándose así un mayor tamaño molecular, tal como se muestra en la figura 

11.

 

 
Figura 11. Migración electroforética de IGF2R en extracto celular incubado con Leu27IGF2. Posterior al 

entrecruzamiento con las foto-leucinas, la inmunoprecipitación y la detección del receptor por western blot se 

observan las señales para el receptor en la condición basal y estimulada (n=2 para cada condición). 
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3.2 Participación de IGF2R en los procesos celulares de 

células trofoblásticas 

 

Con una idea parcial de los efectores activados por IGF2/IGF2R nuestro siguiente paso 

fue evaluar si la activación del receptor era capaz de promover los procesos celulares 

necesarios para una implantación adecuada, permitiendo el buen desarrollo de la placenta.  

  

 

La activación de IGF2R facilita una adhesión celular temprana. 

 

Con la finalidad de evaluar si el receptor participa y modula este proceso celular, se 

determinó el número las células que, en respuesta al estímulo del factor de crecimiento, 

se adhirieron a la superficie del plato de cultivo durante 60 minutos. La formación de 

cristales de formazán se utilizó como criterio para establecer si la enzima mitocondrial 

presente en estas células fue funcional y la disolución de estos permitió hacer una 

comparación con curva de absorbancia de células adheridas.  

 

Se encontró que a los 15 minutos de inducción con el análogo hubo un incremento del 20% 

de la adhesión, siendo mayor a la observada en presencia del péptido normal o de sólo 

medio de cultivo DMEM (figura 12). Transcurrido 30 minutos de estimulación, la adhesión 

mediada por el análogo decayó ligeramente, alcanzando niveles similares a los 

observados con solo medio de cultivo, mientras que la adhesión mediada por IGF2, se 

incrementó en un 30%, mantuvo un crecimiento sostenido en el tiempo alcanzando el 70% 

a los 60 minutos de inducción.  
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Figura 12. Efecto de Leu27IGF2 e IGF2 sobre la adhesión de células HTR-8/SVneo. Los datos se normalizaron 

a la condición SFB 10% 60 minutos en la cual se alcanzó el 100% de adhesión celular en este cultivo. Células 

en presencia de SFB 10% se utilizaron como control positivo de la técnica. *p<0,05 DMEM vs. péptido. #p<0,05 

IGF2 vs. Leu27IGF2. Test Kruskal-Wallis y Mann-Whitney, respectivamente. Los datos se expresaron como 

media ± DE (n=9 para cada condición). 

 

 

La activación de IGF2R contribuye a la migración celular. 

 

La inducción de células trofoblásticas con el péptido IGF2 generó un incremento de 2 veces 

en la migración respecto a su basal en el ensayo de cámara de Boyden, a las 6 horas post 

estímulo, mientras que el estímulo con el análogo solo mostró alrededor de un 13% más 

de migración respecto a la condición basal de cultivo (figura 13A). Asimismo, la inducción 

con IGF2 mostró un incremento de la migración desde las 8 a las 24 horas de manera 

sostenida en el ensayo de cierre de herida, como se aprecia en las microfotografías 

tomadas durante el ensayo, comparando contra la condición basal (figura 13B), y un leve 

incremento del 15% a las 24 horas en este ensayo cuando el estímulo fue el análogo 

(figura 13C).  
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Figura 13. Efecto de Leu27IGF2 e IGF2 sobre la migración celular.  En A se muestra la migración celular en el 

ensayo de Transwell para los tratamientos normalizados contra el basal (n=4 para cada condición), en B 

microfotografías del ensayo cierre de la herida, mostrando las más representativas de acuerdo con la migración 

para cada condición y en C se muestra el % de migración celular normalizado contra la condición SFB 24 horas 

en la cual se cierra completamente la herida. Células en presencia de SFB 10% se utilizaron como control 
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positivo de la técnica (n=6 para cada condición). *p<0,05 Basal vs. estímulos. #p<0,05 IGF2 vs. Leu27IGF2. 

Test Mann-Whitney. Los datos se expresaron como media ± DE. 

 

 

La activación de IGF2R promueve la invasión celular. 

 

Al evaluar la expresión génica de MMP-9, metaloproteasa secretada por el trofoblasto y 

crucial en la actividad invasiva, en las células inducidas con ambos péptidos se encontró 

que IGF2 incrementa la expresión a partir de las 4 horas hasta las 12 horas en comparación 

a la condición basal, seguido de una disminución sostenida hasta las 48 horas (figura 

14A). Por su parte, el análogo incrementó la expresión a partir de la primera hora, a 

diferencia del efecto de IGF2, manteniéndose hasta las 4 horas y disminuyendo a partir de 

las 8 horas en comparación al basal (figura 14A).  

Sabiendo que ambos péptidos promueven la expresión de esta metaloproteasa, 

evaluamos además si estos ligandos tienen alguna participación en la actividad de MMP-

9 presente en el medio condicionado de estas células, encontrando que la inducción con 

IGF2 mostró una disminución en la actividad en los primeros minutos de estimulación y un 

incremento a los 60 minutos con respecto a la condición basal (figura 14B); por el 

contrario, la inducción con el análogo no generó una disminución en la actividad durante 

los primeros minutos de estimulación pero si un incremento de la actividad a partir de los 

15 minutos, la cual se mantuvo hasta los 60 minutos con respecto a su basal (figura 14B).  

Finalmente, al evaluar la invasión de esta línea celular a las 24 horas, contabilizando los 

núcleos marcados, se encontró que la inducción con IGF2 incrementa hasta 2.4 veces este 

proceso con respecto a la condición basal, de manera similar la inducción con el análogo, 

ya que incrementa 1.6 veces la invasión respecto a la condición basal (figura 14C). 
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Figura 14. Efecto de Leu27IGF2 e IGF2 sobre la invasión celular. En A se muestra la expresión génica relativa 

de MMP-9 en presencia de los péptidos. Los datos fueron normalizados contra la solución vehículo de cada 

condición y con la media geométrica de los genes de referencia 18S y Actina *p<0,05 Basal vs. tiempos. Test 

Mann-Whitney (n=2 para cada condición). En B la actividad gelatinasa de la metaloproteasa. En la parte 

superior las imágenes representativas de los geles siendo (1) inducido con IGF2 y (2) con el análogo, y en la 

parte inferior los datos densitométricos graficados y normalizados contra el basal correspondiente. C+ es el 

control positivo equivalente a plasma sanguíneo y C- es el control negativo equivalente a seroalbúmina de 

bovino. *p<0,05 Basal vs. tiempos. #p<0,05 IGF2 vs. Leu27IGF2 Test Mann-Whitney  (n=4 para cada condición). 

En C se muestra el número de núcleos marcados de las células que atravesaron el matrigel en los tratamientos. 

*p<0,05 Basal vs. estímulos. #p<0,05 IGF2 vs. Leu27IGF2 Test Kruskal-Wallis  (n=6 para cada condición). Los 

datos se expresaron como media ± DE. 

 



Capítulo 4 37 

 

IGF2R participa en la proliferación celular a través de rutas no canónicas.  

 

Al determinar la expresión génica relativa de factores transcripcionales que promuevan la 

proliferación, se encontró que, en correlación a la condición basal, la inducción con el 

péptido normal incrementó la expresión de c-MYC a partir de las 4 horas hasta las 24 horas 

(figura 15A), de c-FOS a partir de las 12 horas hasta las 72 horas (figura 15B) y de 

STAT5b a las 12 y 72 horas (figura 15C). Sin embargo, no se encontró una mayor 

expresión en los 3 genes cuando la inducción se realizó con el análogo.  

 

En contraste a estos resultados, cuando se evaluó la proliferación a través del ensayo con 

rojo neutro se encontró que la inducción con el análogo favorece en un 23% este proceso 

en comparación al basal (figura 15D) teniendo un incremento del 86% y 64% cuando el 

estímulo fue IGF2 y SFB respectivamente (figura 15D).    
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Figura 15. Efecto de Leu27IGF2 e IGF2 sobre la proliferación celular. En A, B y C se muestra la expresión 

génica relativa de c-MYC, c-FOS y STAT5b respectivamente en presencia de los péptidos. Los datos se 

normalizaron contra la solución vehículo de cada condición y con la media geométrica de los genes de 

referencia 18S y Actina. *p<0,05 Basal vs. tiempos. #p<0,05 IGF2 vs. Leu27IGF2. Test Mann-Whitney  (n=2 

para cada condición). En D se muestra la proliferación celular para los tratamientos normalizados contra el 

basal. Se utilizaron células en presencia de SFB como control positivo de la técnica. *p<0,05 Basal vs. estímulo. 
#p<0,05 IGF2 vs. Leu27IGF2 Test Mann-Whitney  (n=9 para cada condición). Los datos se expresaron como 

media ± DE.  
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3.3 Expresión y contenido de IGF2R en placentas de 

madres con diferente peso gestacional  

Considerando los resultados, tanto en señalización como en los procesos celulares, y los 

antecedentes descritos previamente en los que se menciona la asociación de IGF2R con 

la obesidad, evaluamos la presencia del receptor en tejido placentario proveniente de 

madres obesas. Mientras se realizaba el estudio, un subgrupo de estas madres fueron 

suplementadas con DHA para determinar si este ácido graso presentaba un efecto 

antiinflamatorio frente a esta condición, por lo que también se incluyó este subgrupo al 

estudio.    

  

El contenido de IGF2R es mayor en placentas de madres obesas que tuvieron niños. 

  

Al evaluar el contenido del receptor tanto en placentas a término de madres con peso 

normal como con obesidad, las cuales tuvieron niños y niñas, se encontró un mayor 

contenido de IGF2R en las placentas de madres obesas con recién nacidos (RN) niños en 

comparación a las madres con peso normal, como se aprecia en la figura 16, sin encontrar 

diferencias en las madres que tuvieron RN niñas. Por consiguiente, el estudio sólo se 

continuó en las placentas de madres con RN niños.      
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Figura 16. Contenido proteico de IGF2R en placentas humanas de diferente sexo. En la parte superior 

imágenes representativas de los blots y en la imagen inferior la medición densitométrica normalizada contra 

actina. #p<0,005 Ob RN niños vs. Np RN niños ANOVA de 2 vías. Los datos se expresaron como mediana y 

percentiles 25-75. Np: Normopeso, Ob: Obesidad y RN: Recién nacidos.    

 

 

Los datos antropométricos muestran diferencias en las madres con diferente peso 

gestacional. 

 

Como era de esperarse, tanto el peso como el IMC pregestacional y post parto de las 

madres con normopeso fue menor en comparación a las madres obesas y suplementadas 

con DHA (ver tabla 3), sin encontrar diferencias en los datos antropométricos de los RN. 
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Características Np (n=7) Ob (n=10) Ob + DHA (n=6) 

Peso pregestacional (kg) 60.14 ± 6.87* 82.38 ± 15.35 86.36 ± 13.52 

IMC pregestacional (kg/m2) 23.77 ± 3.22* 32.50 ± 5.87 33.83 ± 3.19 

Peso post parto (kg) 72.47 ± 7.10* 87.93 ± 15.10 97.29 ± 11.57 

IMC post parto (kg/m2) 28.71 ± 3.97* 35.45 ± 5.69 37.94 ± 2.85 

Ganancia de peso (kg) 12.33 ± 3.36 9.31 ± 4.69 10.93 ± 3.97 

Edad gestacional (semanas) 39.17 ± 0.75 38.87 ± 1.31 39.00 ± 1.41 

Adherencia a la suplementación 
con DHA (%) 

- - 50-55 

Peso RN (g) 3497.14 ± 413.03 3505.29 ± 63.80 3589.29 ± 404.84 

Longitud RN (cm) 50.86 ± 1.70 50.45 ± 2.13 50.36 ± 1.97 

Índice ponderal 2.66 ± 0.27 2.70 ± 0.24 2.81 ± 0.26 

Peso placenta (g) 431.30 ± 115.90 436.52 ± 80.89 417.71 ± 83.58 

 

Tabla 3. Características antropométricas de las madres y de los recién nacidos. Los datos son presentados 

como media ± DE.*p<0,05 Np vs. Ob y Ob+DHA. Test Kruskal-Wallis. Np: Normopeso, Ob: Obesidad IMC ≥ 

25 Kg/m2, Ob+DHA: Obesidad suplementada con DHA y RN: Recién nacidos.        

 

 

La expresión génica de IGF2R y su contenido proteico son regulados en presencia 

de DHA. 

 

En las placentas provenientes de madres con normopeso los niveles génicos del receptor 

fueron mayores respecto a las placentas provenientes de madres obesas suplementadas 

con DHA sin encontrar diferencias con las madres obesas (figura 17A). En contraste, el 

contenido proteico del receptor fue mayor en placentas de madres obesas al comparar con 

las placentas de madres normopeso, y equivalentes entre placentas de madres obesas 

suplementadas con DHA y placentas provenientes de madres normopeso (figura 17B).       
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Figura 17. Expresión génica y contenido proteico de IGF2R en placentas humanas. En A se muestra la 

expresión génica relativa de IGF2R normalizada contra la media geométrica de los genes de referencia 

GAPDH, YWHAZ y Actina. En B imágenes representativas de los blots y la medición densitométrica del 

contenido del receptor normalizado contra actina. *p<0,005 Np vs. Ob + DHA,  #p<0,005 Ob vs. Np y Ob+DHA 

Test Kruskal-Wallis. Los datos se expresaron como mediana y percentiles 25-75. Np: Normopeso, Ob: 

Obesidad, Ob + DHA: Madres obesas suplementadas con DHA. 
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La expresión génica de ADAM17 y uPA son menores en placentas de madres obesas 

suplementadas con DHA. 

 

De manera similar a la expresión génica del receptor, la expresión de ADAM17 y uPA son 

menores en placentas provenientes de madres obesas suplementadas en comparación a 

las placentas provenientes de madres normopeso (figura 18A y B), no encontrando 

diferencias entre grupos para los genes IGF2 e IR (figura 18C y D). 

 

 

 

  

 

  

Figura 18. Expresión génica de ADAM17, uPA, IGF2 e IR en placentas humanas. La expresión génica relativa 

de ADAM17 (A), uPA (B), IGF2 (C) e IR (D) se normalizo contra la media geométrica de los genes de referencia 

GAPDH, YWHAZ y Actina. *p<0,005 Np vs. Ob+DHA,  Test Kruskal-Wallis. Los datos se expresaron como 

mediana y percentiles 25-75. Np: Normopeso, Ob: Obesidad, Ob+DHA: Madres obesas suplementadas con 

DHA. 
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Capítulo 4. Discusión 

El blastocisto, seis o siete días después de la fertilización, se implanta en la pared uterina 

para la formación del feto y de la placenta [38]. La capa más externa, denominada 

trofoblasto, debe efectuar procesos celulares que permitan una normal implantación, la 

cual se puede dividir en 3 fases: a) la aposición que es el contacto inicial del blastocisto 

con la pared uterina, b) la adhesión que es la interacción de los receptores en la superficie 

celular del trofoblasto con los receptores en el lugar de la implantación [111,112] y c) la 

invasión que es la penetración de estas células en la decidua, hasta un tercio del 

miometrio, remodelando además las arterias uterinas [38,113]. 

Todos estos procesos, junto con una proliferación y diferenciación celular adecuada del 

trofoblasto, permiten el desarrollo normal de la placenta [38,114]. Dichos procesos son 

regulados de manera espacio-temporal por una compleja red de señalización de 

mediadores biológicos [3,4,111,115], de entre los cuales la familia de los IGFs presentan 

un rol muy importante. En particular, los dos componentes en este estudio, IGF2 e IGF2R, 

y su interrelación y participación en el desarrollo fetal y placentario no son del todo claros 

existiendo actualmente un desconocimiento de los mecanismos moleculares dependientes 

de este receptor y su ligando, así como el mecanismo a través del cual su desregulación 

favorece las patologías mencionadas anteriormente en el capítulo 1. 

Se ha descrito que la forma más común de la ETG son las molas hidatiformes, las cuales 

se desarrollan cuando uno o dos espermatozoides fecundan un óvulo que no contiene su 

núcleo siendo la totalidad del material genético de origen paterno [9], y que la impronta de 

IGF2 en humanos es exclusivamente transcrita del alelo paterno, mientras que la de su 

receptor es proveniente exclusivamente del alelo materno [66], sugiriendo que la 

inexistencia de un regulador de los niveles de IGF2 sería una de las causas principales de 

la proliferación descontrolada en las molas. De manera similar, diversos estudios muestran 
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que estos dos componentes se encuentran muy asociados a la restricción del crecimiento 

fetal [24,25,66,97], motivo por el cual es indispensable comprender los mecanismos en los 

cuales participa esta interacción IGF2/IGF2R. 

Abordamos la estrategia de utilizar el análogo de IGF2, Leu27IGF2, debido a su actuación 

como un agonista exclusivo del receptor IGF2R según reportes [22,30–33]. Corroboramos 

su especificidad en la línea de estudio evaluando la activación del receptor IGF1R, y se 

valoró que efectivamente, este ligando no indujo la fosforilación del receptor, lo que nos 

permite asegurar que todos los efectos celulares activados por este péptido análogo son 

mediados por el receptor en estudio. 

Los niveles de fosforilación de los efectores canónicos ERK y AKT al inducir las células 

con el péptido ratifican que IGF2 induce la activación de las dos proteínas [60]. El análogo 

también indujo la activación de ambos efectores, pero con una fosforilación mayor y 

aparentemente más rápida en los primeros minutos de inducción en comparación a la 

efectuada por IGF2.  

Es probable que la diferencia de afinidades por el IGF2R este impactando el nivel de 

fosforilación inicial y la unión favorecida del análogo a un único tipo de receptor podría 

estar llevando a una sobre activación de las proteínas. También es posible que algunos 

factores que limitan la activación de las vías de señalización, como lo son la regulación en 

los niveles de los receptores de la familia IGF o la presencia de inhibidores intracelulares 

de estas cascadas, afecten la señal observada en la estimulación con IGF2 [116]. 

McKinnon y cols. reportaron la fosforilación de ERK en presencia de IGF2 en la línea HTR-

8/SVneo, con una activación máxima a los 5 minutos seguido de un declive en los tiempos 

posteriores y propusieron que era mediado por IGF2R [22].  Nuestro estudio usando 

Leu27IGF2 nos permite asegurar que esta activación es dependiente del receptor.   

De manera novedosa, el análisis realizado a AKT es el primero en evaluar su fosforilación 

y en determinar que IGF2R es capaz de modular la activación de este efector en la línea 

celular, probablemente a través de la activación de Ras mediada por las subunidades βγ 

de la proteína G acoplada a este receptor [117], activación que también permitiría la 

fosforilación de ERK [22, 118].   

Ciertos estudios proponen que IGF2R puede activar una o varias vías de señalización 

intracelulares, al transactivar receptores esfingosina 1-fosfato acoplados a proteína G o al 
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encontrarse él acoplado a una proteína G [22,81–85], motivo por el cual decidimos medir 

la concentración post incubación con el péptido del AMPc, uno de los segundos 

mensajeros más importantes en las señalizaciones intracelulares, el cual es producido por 

la acción de las ACs, siendo estas últimas reguladas principalmente por las subunidades 

Gα y Gβγ provenientes de la activación de un receptor acoplado a proteína G [119]. 

Encontramos que a los 15 minutos de inducción con IGF2 se produjo una disminución a 

nivel citoplasmático del AMPc lo que estaría en concordancia con lo reportado por Strauss 

y cols [120] y observado por McKinnon y cols posteriormente [22]. Sumado a que el receptor 

se encontraría acoplado a una subunidad Gα inhibitoria [83], podemos sugerir que quien 

regula la disminución del AMPc en estas células trofoblásticas es el receptor IGF2R. 

Aún más interesante es el incremento del segundo mensajero en el espacio extracelular 

durante los primero minutos, cuando el estímulo fue el análogo, mostrando un mecanismo 

adicional en la disminución del AMPc intracelular [121]. Un rol alternativo a la salida de 

este segundo mensajero podría estar asociado a la generación extracelular de adenosina, 

como se soporta en la figura 19, que al activar receptores de adenosina, fomenta tanto la 

proliferación como la invasión celular en trofoblasto [122].     

A través de la técnica de inmunoprecipitación, seguida de la detección del receptor, 

encontramos que su masa molecular se incrementa en la corrida electroforética post 

inducción, sugiriendo la interacción y el reclutamiento de un o unos efector/es que permita 

la señalización intracelular; sin embargo, creemos necesario complementar este resultado 

realizando una espectrometría de masas a estas muestras para identificar las proteínas 

que interaccionan con el receptor. Con base en estos resultados, podemos sugerir que el 

receptor IGF2R se podría acoplar a una proteína G para desencadenar una vía de 

señalización intracelular una vez activo.      

Determinada la activación de IGF2R y la modulación de vías de señalización intracelulares 

en estas células, realizamos ensayos funcionales para determinar en qué procesos 

celulares participa este receptor, encontrando que al inducir con el IGF2 se promueve la 

adhesión celular a partir de los 30 minutos de inducción con un crecimiento sostenido en 

el tiempo. Diversos estudios han propuesto que la interacción entre el blastocisto y el 

endometrio está mediado principalmente por citoquinas, factores de crecimiento y 

moléculas de adhesión, de entre las cuales las integrinas, las moléculas de adhesión de la 
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familia de las inmunoglobulinas, cadherinas, selectinas y efrinas son las más relevantes en 

este proceso [111,112,123]. 

 

 

Figura 19. Generación de adenosina a partir de adenosín monofosfato cíclico. En la imagen superior se 

muestran las enzimas que catalizan la formación de adenosina y en la imagen inferior un posible mecanismo 

de cómo el AMPc puede generar adenosina. Nomenclatura: Ecto: Extracelular, 5’-NT: 5’-nucleotidasa, PDE: 

Fosfodiesterasa, ADO: Adenosina, AR: Receptor de adenosina. Tomado de [124]. 

 

En particular, las integrinas son las más caracterizadas en la adhesión del trofoblasto, 

colaborando con los factores de crecimiento en la transactivación de los receptores tirosina 

quinasa, lo que permite la fosforilación de la ruta MAPKs [125] con la consecuente 

activación de efectores corriente abajo y el rearreglo del citoesqueleto, facilitando así la 

formación de los contactos focales [126]. La inducción con Leu27IGF2, en cambio, mostró 

solo un pequeño incremento en la adhesión a los 15 minutos, en comparación a la 

condición basal y a la inducida por IGF2, sugiriendo que IGF2R participa en este proceso, 

que su actividad parece facilitar la activación de mecanismos de transducción rápida, tal 

vez a través de las integrinas preparando la maquinaria celular necesaria [125], y que la 
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activación de ERK en los primeros minutos podría ser la causa de este incremento 

temprano en la adhesión.    

En seguida, evaluamos la migración celular en presencia de ambos péptidos, encontrando 

un incremento significativo de este proceso en células que se estimularon con IGF2, 

resultado esperado debido a que otros estudios reportan que este ligando favorece la 

migración [22,85,127,128]. Sin embargo, tanto en el trabajo de McKinnon como en el de 

Lala los experimentos se realizaron con un 1% de SFB, lo que puede llevar a una 

sobreestimación de los resultados debido a la presencia de factores de crecimiento en el 

suero, por lo que creemos que realizar los ensayos bajo condiciones libre de suero, nos 

asegura que el efecto evaluado sólo está dado por el péptido, siendo nuestros resultados 

similares a los obtenidos por Shields y Hills, bajo las mismas condiciones de trabajo.  

En contraste, las células inducidas con Leu27IGF2 mostraron un pequeño incremento en la 

migración en ambos experimentos, siendo los resultados del transwell similares a lo 

reportado por Shields y cols. [85]. Trabajos previos sostienen que la familia de las 

integrinas juegan un rol muy importante en la migración del trofoblasto, de entre las cuales 

la α5β1 sería esencial en este proceso activando corriente abajo la quinasa de adhesión 

focal y la ruta MAPK [127,129,130]. Así, este leve incremento de la adhesión en presencia 

de Leu27IGF2 producto tal vez de la transactivación con integrinas y a la activación de ERK 

en los primeros minutos de inducción, podría explicar el incremento en la migración 

mediado por IGF2R, a través de una vía de señalización en la cual participarían las Rho 

quinasas, ROCK I y ROCK II, activadas por la ruta MAPKs [85].  

McKinnon y cols. [22] reportan que, células inducidas con el análogo incrementan su 

migración 2,5 a 3 veces respecto a la condición basal, siendo mayor su efecto en 

comparación al mediado por IGF2.  No obstante, debido a la presencia de SFB en dicho 

experimento, nosotros podemos sugerir que este elevado incremento de hasta 3 veces 

sería más bien producto de un efecto aditivo con Leu27IGF2 explicando la diferencia con el 

resultado presentado en este trabajo. 

Cabe resaltar que la migración de la población celular total a tiempos tempranos en el 

ensayo de cierre de la herida y en presencia de Leu27IGF2, al parecer no tendría un rol 

relevante si lo comparamos con el ensayo de transwell, probablemente porque la 

activación de IGF2R no participaría en la polaridad planar de estas células, pero sí 

favorecería la transición epitelio-mesénquima (TEM) necesaria para la migración de 
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células individuales atravesando barreras físicas, de manera similar al proceso de 

implantación [131]. 

IGF2 también promovió la invasión celular en HTR-8/SVneo, incrementando la expresión 

génica de la metaloproteasa-9 (MMP-9) y su actividad. El factor de crecimiento IGF2 se ha 

descrito como una molécula clave en la progresión de la invasión [55] y presenta una 

elevada expresión en el trofoblasto extravelloso, en comparación a la expresión que 

presenta el sincitiotrofoblasto [132,133], induciendo en este linaje la expresión y secreción 

de MMP-9 y MMP-2, metaloproteasas cruciales en la invasión trofoblástica durante el 

primer trimestre de embarazo [132].  

Asimismo, nuestro grupo de investigación reportó previamente que en esta línea celular, 

IGF2 puede estimular la actividad de ambas MMPs [134], sugiriendo la importancia que 

presenta la regulación de dichas proteasas por este ligando, debido a que su desregulación 

muestra ser partícipe en el desarrollo de la preeclampsia [135]. 

Con respecto a los fenómenos de adhesión y migración en presencia de Leu27IGF2, las 

células con este péptido muestran un leve incremento en la invasión al comparar contra la 

condición basal y la condición IGF2, teniendo un incremento tanto de la expresión génica, 

como de la actividad de MMP-9 anticipados a los inducidos por IGF2 , resultados que son 

similares a los encontrados en un modelo de cardiomioblasto inducido con el mismo 

análogo Leu27IGF2, sugiriendo que la activación de IGF2R promueve estos cambios 

celulares de manera temprana al activar corriente abajo al efector AKT, el cual se ha 

descrito como responsable de modular este proceso, facilitando la TEM [131,136,137].  

Finalmente evaluamos la proliferación celular con ambos péptidos, y como era de 

esperarse, IGF2 promueve este proceso en la línea de estudio junto con el incremento en 

la expresión de factores transcripcionales [23,56,60,75,97,138,139] asociados a este 

evento, mientras que en presencia de Leu27IGF2 la proliferación presentó un ligero 

incremento, en comparación a la condición sin péptido, sin encontrar cambios en la 

expresión génica de los factores analizados al comparar contra la condición basal.  

Esto sugiere que la activación del receptor y la modulación de la vía de señalización 

intracelular no son suficientes para desencadenar la expresión de estos genes, requiriendo 

la participación de otros componentes intracelulares que promuevan esta expresión [116], 

y que, activar la ruta MAPK y la ruta PI3K/AKT, pueden generar este cambio fosforilando 
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efectores responsables de este proceso e inhibiendo la apoptosis [23,60]. Adicionalmente, 

debemos considerar que el receptor promueve la salida del AMPc y su conversión a 

adenosina podría ser otro mecanismo que favorezca este evento.    

En la figura 20, presentamos una propuesta de cómo podría ser la caracterización de la 

vía de señalización mediada por IGF2R, al unirse a IGF2, en estas células trofoblásticas: 

 

         

Figura 20. Modelo propuesto de la vía de señalización mediada por IGF2R en células trofoblásticas. 

 

De manera global, tenemos entonces que el receptor IGF2R, activado por IGF2, promueve 

sutilmente los procesos de adhesión, migración, invasión y proliferación celular en las 

células trofoblásticas, eventos interrelacionados, secuenciales y de acción temprana que 

facilitan la condición inicial de implantación y el desarrollo de este linaje.  
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Figura 21. Modelo propuesto de la funcionalidad de IGF2R en células trofoblásticas. 

La función tradicional atribuida al receptor ha sido la regulación de la biodisponibilidad del 

ligando, sin embargo, nosotros proponemos, como se muestra en la figura 21, que en un 

inicio la interacción IGF2/IGF2R (1) desencadena una vía de señalización que culmina en 

la promoción de estos procesos (2) posteriormente, la activación del receptor IGF1R (3) 

conllevará al desarrollo de estos procesos celulares, pero con una mayor intensidad y 

duración, (4) haciendo que IGF2R deje de señalizar y comience a internalizar a IGF2 (5). 

Lo anterior se sustenta, al ver como esta unión ligando-receptor puede incrementar el 

crecimiento de la zona laberíntica y el área de superficie del ST [99], así como también la 

participación de IGF2R en la expresión de genes homeóticos [24], dando a entender que 

estos dos componentes son claves en el desarrollo de la placenta. De todas maneras, si 

IGF2R desempeña estas funciones espacio-temporales de acuerdo con la condición en la 

que se encuentra, surgen interrogantes tales como el balance que presenta frente a estos 

dos roles, cómo se regula o cómo sensa una función u otra, y como se complementa con 

el receptor IGF1R. 

Por otro lado, considerando los resultados en la línea celular, los antecedentes de que 

IGF2R presenta un rol en la función placentaria [24,99] y que el receptor podría tener una 

participación en el desarrollo de la obesidad y la diabetes [36,105]; evaluamos su contenido 

en placentas provenientes de madres con diferente peso gestacional, encontrando sólo 
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diferencias en las placentas de madres obesas de RN niños, en comparación a las 

placentas de madres normopeso, hecho que podemos atribuir al dimorfismo sexual que 

presentan este órgano cuando son expuestos a condiciones de estrés, siendo más 

susceptibles a una perturbación en el desarrollo los fetos masculinos en comparación a los 

femeninos [140].  

En contraste, la expresión génica del receptor no mostró diferencias entre las placentas de 

madres normopeso y las placentas de madres obesas, sugiriendo que este cambio 

observado en el contenido proteico pueda ser a nivel post traduccional. Curiosamente, la 

expresión en las placentas de madres obesas suplementadas con DHA, disminuyó en 

comparación al grupo normopeso y aún más interesante, se encontró que el contenido del 

receptor en placentas de madres obesas suplementadas con DHA es equivalente al 

contenido en placentas de madres con normopeso; sugiriendo la participación de este 

suplemento en mantener los niveles funcionales normales del receptor frente a esta 

condición, por alguno de sus mecanismos moleculares, como son la reducción de 

citoquinas proinflamatorias, prostaglandinas y leucotrienos, el incremento en la expresión 

de citoquinas anti inflamatorias o la disrupción de las balsas lipídicas, que disminuye la 

producción de mediadores de la familia de eicosanoides [141].  

Estos resultados generan la inquietud de por qué el contenido de IGF2R es mayor en 

placentas de madres obesas, en comparación a las placentas de madres normopeso, y 

que efecto tiene el DHA para regular su contenido. Una posible explicación viene del clivaje 

que sufre este receptor mediado por TACE/ADAM17 [20], la activación de TGF-β mediada 

por IGF2R [142] y el rol antiinflamatorio que presenta el DHA [141].  

 

Se ha descrito que el dominio 1 de IGF2R interactúa con uPAR que, en conjunto con el 

activador uPA, promueven la activación del plasminógeno a plasmina, siendo ésta última 

la que facilita la activación del factor TGF-β [142]. 
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Figura 22. Activación de TGF-β por el receptor IGF2R. TGF-β se secreta de forma inactiva o latente (L-TGF-

β) (1) y su activación es mediada por la proteasa Plasmina (3), forma activa del Plasminógeno (2). Una vez 

activo inducirá la activación de las SMADs (4) en la célula blanco incrementando la expresión génica de 

citoquinas proinflamatorias (5). IGF2R interacciona con uPAR en su dominio 1, y con L-TGF-β, a través de sus 

manosas-6-fosfatos estructurales. 

 

 

TGF-β, por su parte, es una citoquina proinflamatoria que muestra niveles alterados, junto 

con otras citoquinas, en placentas que presentan una elevada acumulación de lípidos, 

inflamación y estrés oxidativo [143–146], como son las provenientes de madres obesas 

que además, tiene un rol significativo en el desarrollo de la obesidad [147–149]. TGF-β 

presenta una retroalimentación negativa de su señalización al activar a la metaloproteasa 

TACE/ADAM17, a través de las MAPKs, reclutándola a la membrana para permitir el 

clivaje, tanto de IGF2R, como de su propio receptor [20,150–152].      

 

Nosotros planteamos que el aumento en el contenido de IGF2R de las placentas de 

madres obesas, podría deberse a que no está siendo clivado (el anticuerpo utilizado para 

detectar este receptor reconoce los aminoácidos aledaños a Ala1675, que se encuentran 

en la región extracelular), lo que incrementa los niveles de TGF-β activo y favorece la 

condición de inflamación crónica. Siendo ADAM17 el responsable de clivar el receptor, 

proponemos que frente a esta condición de inflamación crónica habría una desregulación 

en su contenido, activación, translocación o tal vez un incremento de su inhibidor [150] en 

estas células placentarias producto de algún factor o factores presentes generados por 
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esta complicación, y que la presencia de DHA por alguno de sus mecanismos moleculares 

[141] permitiría regular a niveles normales la función de esta metaloproteasa.      

 

 
 

Figura 23. Regulación de la señalización de TGF-β. Una vez activa esta citoquina (1) e interactuando con su 

receptor (2) permitirá la fosforilación de TACE/ADAM17, a través de la ruta MAPK (3), translocándola a la 

membrana celular (4) para permitir el clivaje del receptor IGF2R (5). 

 

 

Evaluamos entonces la expresión génica de ADAM17 y otros componentes asociados a 

nuestro estudio, como son IGF2 (participación en la acumulación y metabolismo de lípidos 

regulando el crecimiento y diferenciación de adipocitos [153,154]), uPA (formación de 

plasmina) e IR (regulación del ingreso de la glucosa), en estos grupos; encontrando un 

comportamiento similar al observado con el receptor en la expresión de ADAM17 y uPA. 

En el caso de la metaloproteasa esperábamos un incremento en su expresión, no obstante, 

esta disminución en el grupo suplementado la podemos atribuir a que el DHA sería capaz 

de incrementar tanto la estabilidad como el contenido de ADAM17, inhibiendo su 

degradación [155], por lo que un incremento de su mensajero no sería necesario.  

En el caso de la disminución de uPA en el grupo suplementado, creemos que se debe a 

una reducción en la activación del plasminógeno [35,142], disminuyendo a su vez la 

inflamación causada por esta patología. No encontramos diferencias entre grupos para los 

genes IGF2 e IR, probablemente porque el péptido es crucial para el desarrollo y 

P P

L-TGF-β

TGF-β

Receptor
TGF-β

TACE/
ADAM17

Golgi

IGF2R

IGF2R
soluble

Clivaje

SMADs

1

2

3

4

5



Capítulo 4 55 

 

crecimiento del feto [53,133,156] y el receptor debe mantener una adecuada homeostasis 

de la glucosa fetal, evitando complicaciones metabólicas durante su desarrollo [157–159]. 





 

 
 

Capítulo 5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 

El receptor IGF2R presenta una vía de señalización intracelular crucial para el desarrollo 

de las células trofoblásticas, involucrando la activación de proteína G y la fosforilación de 

efectores claves como ERK1/2 y AKT, modulando el comienzo de los procesos celulares 

adhesión, migración e invasión, lo que facilitaría a estas células adaptarse a la condición 

inicial de implantación en la decidua, al activar toda la maquinaria necesaria para el 

crecimiento celular, y asimismo, permitiendo el buen desarrollo de la placenta para un 

intercambio eficiente de nutrientes entre la madre y el feto. 

En un ambiente con inflamación crónica y elevados niveles de nutrientes, como es la 

condición de obesidad, el receptor IGF2R no estaría siendo clivado en placentas 

provenientes de madres obesas que tuvieron niños, lo que facilitaría la activación del TGF-

β exacerbando la patología. La suplementación con DHA permitiría que el receptor sea 

clivado favoreciendo procesos antiinflamatorios, lo cual, muestra la importancia de la 

multifuncionalidad de este receptor a nivel celular y en el tejido placentario, sugiriendo 

nuevamente su participación en el desarrollo del feto y en la función de la placenta. 

Por consiguiente, la familia de los factores IGFs, en particular IGF2 e IGF2R, juegan un rol 

crítico en el desarrollo, función y crecimiento del trofoblasto y de la placenta. 
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5.2 Recomendaciones 

 

Para comprender mejor la vía de señalización mediada por IGF2R y activada por 

IGF2 en las células trofoblásticas, una aproximación plausible es analizar el 

fosfoproteoma en la línea celular HTR-8/SVneo, inducida tanto con IGF2 como con 

Leu27IGF2 a distintos tiempos, incluyendo por supuesto la condición basal. 

Se podría además, comparar el comportamiento de los genes y proteínas en 

estudio, así como, los procesos celulares de células trofoblásticas normales, con 

células trofoblásticas malignas, al inducir estas últimas con los péptidos con los 

cuales se trabajó, verificando la importancia que tiene esta interacción IGF2/IGF2R 

en el desarrollo normal de estas células y su participación en estas patologías. 

En el estudio del receptor IGF2R en placentas asociadas a obesidad, queda 

pendiente incrementar el n de cada grupo para confirmar los resultados, realizar 

más investigaciones que permitan dilucidar los mecanismos por los cuales el 

receptor no estaría siendo clivado y profundizar en los fenómenos biológicos que 

describan/expliquen las razones por las cuales se observan estas diferencias entre 

los recién nacidos niños y niñas. Trabajo que debe verse como pionero, ya que 

permite la apertura de nuevas líneas de investigación no sólo en cuanto a la 

funcionalidad del tejido placentario y al desarrollo fetal, sino también, en evaluar su 

participación en otras patologías y su utilización como biomarcador.  
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