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RESUMEN

El desarrollo de la placenta humana involucra procesos de diferenciacion y
fusion intercelular del citotrofoblasto velloso hasta sincitiotrofoblasto. En la fase
inicial de la diferenciacion trofoblastica, las células del citotrofoblasto proliferan
y se fusionan para formar un sincitio multinucleado. Durante este proceso de
diferenciacion se sabe que las células se someten a cambios en la expresion
de genes y secrecidon de proteinas como la hormona Gonadotropina Coriénica
humana (hCG), no obstante, el mecanismo por el cual se lleva a cabo el
proceso aun no es claro. Asi mismo, el sistema de factores de crecimiento
similares a la insulina (IGF) participa en el desarrollo adecuado de la placenta y
del feto. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio mostraron
alteraciones del sistema IGF en la enfermedad trofoblastica gestacional (ETG),

corrientemente diagnosticada por los elevados niveles circulantes de la hCG.

En este trabajo se evalud la influencia de algunos componentes del sistema
IGF sobre la diferenciacion del trofoblasto humano, la interaccion entre IGF-Il y
la expresion y/o secrecion de hCG, al igual que las alteraciones en el sistema
IGF y su posible implicacién en la patogénesis de la ETG. Se utilizo como
modelo de estudio la linea celular HTR-8/SVneo de trofoblasto extravelloso de
primer trimestre. Inicialmente se indujo diferenciaciébn por tratamiento con
forskolina (FSK) 25 uM sola o en combinacdn con IGF -1 e IGF-1I (10 nM). Los
cambios en la expresion de miembros del sistema IGF, hCG y su receptor se
evaluaron a través de gPCR, y los niveles de secrecion de hCG mediante

inmunoensayo (IRMA).

Los resultados mostraron que IGF-1l estimula la diferenciacion trofoblastica y la
produccion de la hCG. El tratamiento con el inductor de diferenciacién, FSK (25
MM) en combinacion con IGF-Il incrementd los niveles de hCG (700 veces) con
respecto al resultado observado solo con IGF-Il (400veces). Este efecto es
especifico para IGF-Il y no se observd con IGF-l. Estos incrementos
correlacionaron con los resultados de expresiéon medidos por gPCR, donde los



mayores niveles de transcritos para hCG (seis veces) se encontraron en
células tratadas con IGF-Il. Mediante el uso de linea celular HTR-8/SVneo
interferida para el IGF-IIR se encontré que los niveles de secrecion de hCG en
periodos de 48h y 72h de estimulo con IGF-Il disminuyeron a valores de 3
mUIl/ml después de 72h de -cultivo comparado con valores de hasta
1289mUl/ml para células HTR-8/SVneo sin interferencia. Los hallazgos por
microscopia evidenciaron que después de 48h de exposicion a FSK, las células
crecieron en extension, formaron proyecciones mayores de su citoplasma y
comenzaron a interactuar mas estrechamente con células vecinas. Por su parte
el tratamiento con IGF-Il (10 nM) a 72h mostro presencia de células gigantes e

indicios de transformaciones celulares.

Estos hallazgos demuestran que IGF-1l induce especificamente la secrecion de
hCG, probablemente de forma similar, a lo que ocurre en la ETG. Esto lleva a
proponer que el aumento en los niveles de IGF-Il puede estar relacionado con
el desarrollo de la enfermedad, por lo que podria ser usado como un marcador

prondstico temprano.



INTRODUCCION

Durante el primer trimestre del embarazo, células primarias bien diferenciadas de
la placenta conocidas como células trofoblasticas crecen de una manera invasiva
y destructiva de manera analoga a las células malignas, pero con limites en
espacio y tiempo. La comparacion de células trofoblasticas con sus homélogas
malignas ofrece un modelo atractivo para entender el origen o desarrollo del
crecimiento maligno. Precisamente, esta condicion innata de las células
trofoblasticas permite que se lleven a cabo estudios sobre éste modelo celular.
Dichos estudios conducen a aclarar fenbmenos moleculares de desregulacion
trofoblastica asociados a la génesis de patologias como la Enfermedad
Trofoblastica Gestacional (ETG).

La ETG se conoce como un conjunto de patologias que comprometen
severamente la capacidad reproductiva de la mujer. Dentro de éstas, se incluyen
enfermedades como la mola completa, la mola parcial o incompleta, la mola
invasiva y el coriocarcinoma. La mola hidatidiforme y el coriocarcinoma
constituyen un importante problema de salud publica en Colombia con una
incidencia de 3.75 casos de mola por cada 1000 embarazos, de los cuales entre
10% a 20% se transforman en coriocarcinoma. A pesar de la importancia que la
mola hidatidiforme posee en nuestro pais, existen muy pocos estudios que han
abordado las razones de su origen, sus factores de riesgo y su incidencia en el
medio colombiano. En un estudio reciente adelantado en la ciudad de Bogota se
mostr6 que la mayoria de las mujeres afectadas pertenecen a estratos
socioecondmicos bajos, con un alto porcentaje de adolescentes, lo que hace mas

vulnerable a esta poblacion[1].

Con respecto a las bases moleculares del origen de la enfermedad y de su
progresion a la malignidad, existe un gran desconocimiento. El sistema de factores

de crecimiento similares a la insulina (IGF) es un regulador importante de la



proliferacion, diferenciacion e invasibn en un gran namero de tejidos y tipos
celulares y ha sido involucrado en el desarrollo adecuado de la placenta y del feto.
La expresion de los IGF y sus receptores en las membranas placentales, sugieren
que este sistema de factores de crecimiento puede tener un papel en la invasion
anomala caracteristica de la enfermedad trofoblastica gestacional. Tanto el
sistema IGF como la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) aumentan
sus niveles de expresion durante las fases tempranas del embarazo, lo cual
sugiere la importancia de estudiar los fenomenos de diferenciacion trofoblastica y
su relacién con la estimulacion y expresion con cada uno de éstas moléculas. En
consecuencia, este proyecto tuvo como objetivo establecer el papel del sistema
IGF en el crecimiento y diferenciacion de células trofoblasticas mediante la
induccion y seguimiento del proceso, evaluando cambios en la expresion de hCG
y miembros del sistema IGF. Esta investigacion es complementaria a otros
trabajos que se adelantan en el Grupo de Investigacion en Hormonas del
Departamento de Quimica y que buscan comprender los fenbmenos moleculares
asociados a ETG vy las implicaciones del factor de crecimiento similar a la insulina
tipo 1l (IGF-II) en el diagnostico de la ETG.



1. MARCO TEORICO

1.1 Implantacién embrionaria

La implantacion es el proceso a través del cual el ovulo fertilizado o cigoto se
adhiere e invade el endometrio. Esto le garantiza acceso a la circulacibn materna
que lo sostendra desde las etapas tempranas de su desarrollo hasta su nacimiento
[2]. La implantacion suele dividirse en tres fases: transporte del cigoto, interaccion
con el epitelio y fase invasora. La fase de transporte comprende el desplazamiento
del cigoto al sitio de anidamiento o implantacion dentro de la cavidad uterina. La
fase de interaccion involucra una etapa de adhesion inestable conocida como
aposicion y otra estable conocida como adhesion. A partir de este punto de
contacto, el cigoto inicia la invasion y avanza hacia regiones mas profundas o
subyacentes al epitelio uterino [3]. El cigoto, que en esta etapa de desarrollo se
encuentra en estadio de blastocisto, desarrolla una linea celular periférica llamada
trofoectodermo o trofoblasto (Figura 1 y 2), el cual da origen a un tipo celular

conocido como citotrofoblasto.
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Figura 1. El periodo de compactacion durante el desarrollo embrionario. Tomado y adaptado
de Paul Bischof, Irmgard Irminger-Finger. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology
37 (2005)



Durante la fase de invasion, las células del citotrofoblasto se alteran en dos
destinos diferentes, que dan origen al citotrofoblasto velloso y al citotrofoblasto
extravelloso. El velloso es una célula de naturaleza no invasora que se diferencia a
sinciciotrofoblasto, el cual es una célula multinuclear no proliferativa localizada en
la parte mas externa del blastocisto. El sinciciotrofoblasto esta en contacto con la
circulacibn materna, por lo tanto, tiene un papel importante como barrera de
intercambio de gases y nutrientes en la remocidén de productos de desecho del
feto; proporciona proteccion inmunologica y tiene la capacidad de secretar
hormonas [4] El citotrofoblasto extravelloso es una célula proliferativa de
naturaleza invasora. Durante la fase invasora migra a través del epitelio uterino
con direccion a la lamina basal en la que descansa e invade el estroma uterino
hasta el nivel superficial del miometrio en busqueda de las arterias espirales, hace
contacto con ellas, las invade e induce cambios estructurales vy fisiologicos, los

cuales permiten la comunicacion entre el sistema circulatorio materno y el fetal [2].
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Figura 2. Pasos de implantacion del blastocisto humano. Tomado y adaptado de Paul Bischof,
Irmgard Irminger-Finger. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 37 (2005)



1.2 Eltrofoblasto y sus linajes celulares

Al iniciarse la gestacion, el ser humano sufre una serie de rapidas
transformaciones que son vitales para su supervivencia. Se producen inicialmente
dos linajes celulares: el trofoblasto que formara la placenta y el embrioblasto que
formara al embrion. El linaje celular trofoblastico esta compuesto por tres tipos
diferentes de células: el citotrofoblasto (CT), el sincitiotrofoblasto (ST) y el
trofoblasto intermedio (TI) [3]

El trofoblasto se forma durante el primer trimestre de embarazo y esta compuesto
por células invasivas, erosionantes y metastaticas de la placenta, por medio de las
cuales se logra la implantacion del embriébn al endometrio uterino. Esta
conformado por diferentes poblaciones celulares como el citotrofoblasto velloso
(vCT), el ST y el citotrofoblasto extravelloso (evCT) que invade el estroma uterino
junto con las arterias espirales y forma las vellosidades coridnicas de anclaje. [2,
5]. Las células del citotrofoblasto, son células mononucleares con citoplasma bien
definido, por su parte el sincitiotrofoblasto que se desarrolla a partir del
citotrofoblasto, consiste en células multinucleadas que no presentan mitosis y que
estan expuestas a la sangre materna y a sus efectores inmunes. Por altimo el TI,
que forma una transicion entre el ST y el CT, se desprende de las vellosidades y
reemplaza las células endoteliales de las arterias maternas que migran a la
placenta [6]. Para tener mayor claridad al respecto la figura 3 ilustra el proceso de
diferenciacion trofoblastica.

La funcion mas importante del trofoblasto es establecer y mantener el sitio de
implantacion embrionario; para esto se requiere invadir la vasculatura del
endometrio materno y desarrollar la circulacion materno-fetal la cual depende de la
sincronizacion entre las etapas de desarrollo del embrion y eventos moleculares y

celulares mediados por reguladores paracrinos y endocrinos [7].



Esta funcién trofoblastica es clave, ya que ejerce una regulacion directa e indirecta
sobre la produccion de progesterona, mediante la hGC. Igualmente el
citotrofoblasto es al parecer el encargado de la produccion de factores de
crecimiento necesarios para mantener el comportamiento invasivo y proliferativo
de estas células para el proceso de implantacion [8], entre los cuales se
encuentran, segun estudios recientes, al factor de crecimiento similar a la insulina
tipo Il (IGF-II) y la hCG [9, 10]. Por su parte, el sincitiotrofoblasto expresa otro tipo
de hormonas como la variante placental de la hormona de crecimiento (hGHv) [11,
12]

Origen
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Células trofoectodermales

y

Células madre del citotrofoblasto
velloso vCTB

Via de Fusion ‘ Via Invasiva

citotrofoblastovelloso vCTB € > Citotrofoblasto Extravelloso
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placentario <€ > Citotrofoblasto Intersticial

Figura 3. Diferenciacion del trofoblasto.Tomado y Adaptado de Paul Bischof, Irmgard Irminger-
Finger. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 37 (2005)

1.3 Sistema Factores de Crecimiento similares a la Insulina (IGF)

La Hormona de Crecimiento (GH) y los Factores de Crecimiento Similares a la
Insulina (IGF-I e IGF-II) juegan un importante papel en el crecimiento y desarrollo
6



normal de las células. El sistema IGF es importante para el crecimiento y
desarrollo de muchos tejidos, tanto durante el desarrollo embrionario, fetal y
postnatal del ser humano. De igual manera el sistema IGF también se ha
considerado como un factor fisiopatolégico directamente en el desarrollo

tumorogénico.

La hormona insulina fue el primer miembro de la familia de los factores de
crecimiento IGF. Esta hormona de origen pancreatico se expresa como una
preprohormona inmadura con cuatro segmentos funcionales: (1) un péptido sefal
N-terminal para secrecion, (2) una cadena B conservada, (3) un péptido C no
conservado, y (4) y una cadena A, C-terminal. Para la convertir de preprohormona
a prohormona es necesario la pérdida del péptido sefial N-terminal, la
consecuente formacion de dos puentes disulfuro entre las cadenas A y B y otro
enlace disulfuro en la cadena A, seguido por el clivaje proteolitico el péptido C
(con la excepcion para IGF-I y I, los cuales son péptidos de una sola cadena),
resultando en un maduro, activo y heterodimérico péptido A-B [13], (figura 4). La
estructura primaria de cada miembro del sistema IGF ya fue determinada. La
homologia entre los miembros no presenta mayor diferencia, sin embargo adoptan
estructuras terciarias similares como se muestra en la figura 3. Las estructuras
terciarias de insulina, IGF-1 e IGF-II fueron establecidas por cristalografia de rayos
X 0 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [13, 14] (figura 5)

Como se habia mencionado el sistema IGF constituido por los ligandos IGF-1 e
IGF-II, seis proteinas de unidon completamente caracterizadas (IGFBP-1 a —6), y
cuatro receptores de superficie celular que median la accion de los ligandos,
receptor de IGF-1 (IGF-IR), el receptor de IGF-1l (IGF-IIR), el receptor de insulina
(InsR) y los denominados receptores hibridos [14, 15].
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El principal mediador de sus actividades celulares es el receptor IGF-IR una
proteina transmembranal con actividad tirosina quinasa que posee mayor afinidad
por el IGF-1 que por el IGF-Il. El receptor IGF-IIR posee un gran dominio
extracelular y no presenta actividad tirosina quinasa. Se une con mayor afinidad al
IGF-1I que al IGF-I. Este receptor no se une a insulina pero si acta como un

receptor de ligandos con manosa-6-fosfato [16]

Las acciones bioldgicas de los IGF, pero no de la insulina, estdn moduladas por
las proteinas de union, también denominadas como proteinas transportadoras, las
cuales modulan disponibilidad de los IGF y regulan la interacciébn con sus
receptores. La actividad biolégica de los IGF es controlada por varios factores
como el numero de sitios receptores en la superficie de las células blanco (lo cual
determina la intensidad del efecto del péptido), la asociacién con las proteinas de

unién IGFBPs y el control hormonal de la expresion de su receptor.

La desregulacion del sistema IGF esta asociada con la estimulacion del
crecimiento y supervivencia de células cancerosas. Igualmente se ha demostrado
gue el eje GH/IGF-I es un componente esencial de la red inmunoendocrina ya que
tanto la GH como el IGF-I son sintetizados y secretados por varias células
inmunocompetentes y sus receptores especificos son expresados sobre dichas

células.

El IGF-1 y el IGF-II son factores de crecimiento estructuralmente relacionados con
la insulina, lo que hace pensar que los IGF y la insulina se han derivado de una
molécula ancestral comdn. Su estructura estd muy conservada en la naturaleza ya
que todos los IGF de mamiferos contienen el mismo nimero de aminoéacidos vy el

namero de sustituciones es relativamente bajo [16, 17]

Los niveles de expresion del gen IGF-1 son diferentes en las etapas consecutivas

del desarrollo. Varios reportes han descrito la presencia de bajos niveles de
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proteina y ARNm de IGF-I durante las ultimas etapas de embriogénesis. El modo
de accion de IGF-I en las etapas embrionarias es generalmente considerada como
autocrina/paracrina. Los niveles de ARNm y proteina de IGF-Il son altos en la
mayoria de tejidos fetales, placenta y notablemente en el higado [18]. El IGF-II
juega un importante papel en el desarrollo embrionario y fetal y ha sido identificado
en una variedad de células de la placenta humana y la decidua durante la

gestacion.

1.3.1 Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo | (IGF-I)

El IGF-1 es un péptido de 70 aminoacidos, relacionado estructuralmente a la
insulina (50% de homologia en la secuencia) y al factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 2 (IGF-1) (70% de homologia), es normalmente considerado como
una hormona metabdlica, la cual media varios de los efectos anabdlicos de la GH
[19]. El IGF-I humano es una cadena sencilla de 7.5 kDa y al comparar la
secuencia primaria se observa tres dominios designados A, B y C semejantes a la
proinsulina y un dominio adicional D que posee el carboxilo terminal, el cual no se

encuentra en la proinsulina [20].

Los niveles de expresion del IGF-I son diferentes en las etapas consecutivas del
desarrollo. El transcrito de IGF-I1 ha mostrado estar presente en la preimplantacion
del embrion de raton. Un aumento en los niveles de ARNm ha sido observado en
etapas de blastocisto [21]. Numerosos reportes han descrito la presencia de bajos
niveles de proteina y ARNm de IGF-I durante las ultimas etapas de embriogénesis.
El modo de accion de IGF-I en las etapas embrionarias es generalmente

considerada como autocrina/paracrina.
Los niveles hepaticos de ARNm de IGF-I aumentan marcadamente alrededor del
nacimiento cuando el higado llega a ser el principal productor de IGF-I endocrino.

En humanos, un segundo pico de la produccién de IGF-I coincide con el periodo
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de la pubertad en consecuencia de un incremento transitorio en la secrecion de la

GH como resultado de la accidn de las hormonas sexuales [22]

1.3.2 Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo Il (IGF-II).

El IGF-Il es un polipéptido de 67 aminoacidos, con fuerte homologia estructural y
funcional con la insulina. La proteina consta de 4 dominios A, B, C y D y tiene un
peso de 7.5 kDa. El IGF-Il juega un papel importante en la regulacion del
crecimiento y desarrollo fetal, estimula la proliferaciéon celular y puede inducir
diferenciacion celular. El gen del factor de crecimiento IGF-Il, se encuentra
ubicado en un cluster del cromosoma 11, (cluster 11p15 en humanos, cromosoma
7 en ratones) de aproximadamente 160 Kb junto con el gen H19 no codificante. El
gen Igf2 posee 4 promotores [23] numerados de P1-P4, 4 regiones
diferencialmente metiladas (DMRs) y comparte con el H19 una serie de 6
amplificadores (enhancers) de los cuales 2 conducen a la expresion en tejidos
endodérmicos y 4 en tejidos mesodérmicos [24]. Si bien el H19 es coexpresado
con el Igf2 y comparte elementos comunes, no se ha determinado un rol para su
ARN transcrito, aunque se ha sugerido que este puede regular la impronta del 1gf2

actuando como un elemento en trans [25].

El IGF-1I se expresa en el citotrofoblasto y en el sincitiotrofoblasto y su patron de
expresion cambia con la edad gestacional, ya que se expresa de manera
abundante en el primer trimestre de embarazo, disminuyendo gradualmente
durante el segundo y tercer trimestre [26]. Por su parte el IGF-I es expresado por
las membranas fetales en baja concentracion en el primer trimestre y no es
expresado por la decidua o el trofoblasto, mientras que en el segundo y tercer
trimestres de gestacion es expresado por el citotrofoblasto. También se ha
demostrado la habilidad del IGF-Il para estimular la migracion de varios tipos
celulares, tanto normales como malignos, incluyendo células de trofoblasto

extravelloso y cancer de pulmon. Estd migracion de las células del trofoblasto
11



extravelloso estaria mediada por su receptor (IGF-1IR) y seria independiente de
IGF-IR e IGFBP-1 [27, 28]. El IGF-Il podria inducir la invasion trofoblastica
mediante la activacion del receptor de Insulina y activando la via PI3K, como se ha

mostrado en estudios realizados en células JEG-3 de coriocarcinoma [16]

1.3.3 Receptores de los factores de crecimiento similares a la Insulina

Los receptores para IGF e insulina son especificos y estan situados en la
membrana celular de las células diana y mediante la activacién de éstos pueden
desencadenar sus efectos bioldgicos. Los receptores son: Receptor IGF-I (IFG-
IR), receptor IGF-II (IGF-IIR), receptor de insulina (InsR), receptor hibrido de
insulina e IGF-1 (IGF-IR/InsR) (figura 6).

El IGF-I como el IGF-Il interactian con el receptor IGF-IR [29], un receptor
transmembranal de tipo tirosina quinasa y estructuralmente relacionado con el

receptor de insulina.

Aunque el IGF-IIR es el receptor inicial de IGF-II, la mayoria de sus acciones son
llevadas a cabo mediante el IGF-IR [30]. El IGF-IIR, actia también como receptor
independiente de cationes de manosa-6-fosfato (M6P). Esta proteina funciona
como receptor para la depuracion del IGF-1I regulando los niveles extracelulares
del mismo [31], a pesar que otros autores han sugerido que el IGF-Il sefializa
directamente por su receptor dando lugar a efectos biolégicos como la migracion e

invasion trofoblastica [8].

Con respecto al InsR se han identificado en mamiferos dos isoformas derivadas
del empalme variado del exén 11, que codifica para un fragmento de 12
aminoacidos en el terminal carboxilo de la subunidad extracelular [32]. La isoforma
A (InsR-A) carece del exdn 11 y tiene afinidad dos veces mayor por la insulina que
la isoforma que posee el exon (InsR-B). El IGF-1I tiene mayor afinidad por InsR-A'y

pueden mediar efectos proliferativos (figura 7) [33].
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Por su parte los receptores hibridos (HRs) presentan homologia por el receptor de
insulina y el IGF-IR, en consecuencia existe en las células y los tejidos co-
expresion de ambos receptores y se observa heterodimerizacion entre el
hemireceptor de insulina y el hemireceptor de IGF-I, lo cual conduce a la
formacién del receptor hibrido (figura 8). El rol biolégico de éstos receptores no
esta totalmente claro, sin embargo se sabe que ellos pueden enlazar con alta
afinidad al IGF-I [34, 35], mientras que lo hacen con baja afinidad para la insulina
[36].

IR IGF-IR

el
e 1l oy ]

HR-A

Figura 8. Representacion esquematica de la formacién de los receptores hibridos. Tomado
de Genua M, Pandini G, Cassarino MF. Vitamins and hormones. 2009

1.4 El sistema IGF en tejidos trofoblasticos

Tanto el IGF-I como el IGF-II se encuentran en casi todos los tipos celulares de la
placenta desde la sexta semana de gestacion, y parecen estar involucrados en

todos los aspectos de su desarrollo y funcién.

Se ha demostrado que los IGFs estan presentes en las vellosidades coridnicas
placentales (citotrofoblasto, ndcleo mesodérmico y endotelio) al igual que en las

membranas fetales, amnién y corion, siendo el IGF-Il mas abundante en el
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trofoblasto. El IGF-1l se produce aproximadamente desde la sexta semana del
embarazo desde el trofoblasto extravelloso. No cruza la placenta hacia la
circulacion fetal pero puede regular el crecimiento placentario. Igualmente, podria
estar relacionado con el proceso de invasion del trofoblasto extravelloso in vitro [8,
37, 38].

Ambos factores incrementan la proliferacion y supervivencia de fibroblastos
placentares y pueden rescatar a los trofoblastos y a los fibroblastos placentales de
la apoptosis. El IGF-l también es importante en la diferenciacién del
sincitiotrofoblasto o del trofoblasto extravelloso, sin conocerse funciones similares
para el IGF-Il, pero este ultimo es importante en el intercambio de nutrientes, al
incrementar el area superficial de la placenta. Muchos estudios reportan el
incremento en suero de estos dos factores durante el embarazo al igual que el
aumento de los niveles del ARNm del IGF-I 'y del IGF-II [39]

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

vias de sefializacién intracelular [28, 40]

En trabajos anteriores del grupo de investigacion se encontré que pacientes con
mola completa a las cuales se les determinaron los niveles séricos de estos
factores mediante radioinmunoanalisis, mostraban una tendencia a valores
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elevados de IGF-II durante el primer trimestre gestacional, en comparacion con
aborto no molar (1050 ng/ml y 986 ng/ml respectivamente). Estos valores también
fueron correlacionados con niveles séricos elevados de hCG durante el primer
trimestre de edad gestacional (Tabla 1). Estos datos sugieren que podria existir
una interrelacion entre los IGFs y la hCG en el desarrollo de la patologia molar
(ETG) [26].

Tabla 1. Niveles de IGF-I, IGF-1l y hCG en embarazo normal y mola completa.

Concentraciones IGF-I (ng/ml) IGF-II (ng/ml) hCG Promedio
(mUl/ml)
Sericas
Poblacién Primer Segundo Primer Segundo Primer Segundo

Trimestre | Trimestre | Trimestre | Trimestre | Trimestre | Trimestre

Aborto 204+19 262+18 986+49 732+138 82.232 115.293
Mola Completa 214+20 246457 1050463 | 1077+77 542.706 493.586
Embarazo 343+20 312+7,2 756+9,7 818+22 73.500 69

Tomado de Cantero, 2004

1.5 Hormona Gonadotropina Coridonica Humana (hGC)

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una glicoproteina heterodimérica
compuesta de una subunidad a y una subunidad B. La subunidad a es id éntica a la
subunidad a de la hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y
hormona estimulante de tiroides (TSH), mientras que la subunidad B es espedfica
y por tanto le confiere su actividad bioldgica [4, 39]. La subunidad (3 esta codificada
por 6 genes localizados en el cromosoma 19 que a su vez dan origen a una
proteina de 165 aminoéacidos, por su parte el gen de la subueisiad

localizado sobre el cromosoma 6 y codifica para una proteina de 166 residuos.
Ademas tanto la subunidad B como la a esin marcadamente glicosiladas [3]; a

16



pesar que la glicosilacion de las cadenas polipeptidicas es normal, existe una
variante de la hCG gue contiene mayor cantidad de oligosacaridos, a esta variante
se le llama hiperglicosilada, la cual es predominante en las primera etapas del
embarazo, sin embargo también se ha evaluado la presencia de hCG
hiperglicosilada en algunos canceres trofoblasticos [41] (Figura 9). La sintesis de
hCG esta regulada por varios factores independientes incluyendo la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y leptina, las cuales inducen a la secrecion
pulsatil de hCG [42].

La hCG es producida especificamente por la placenta, principalmente por el
sincitiotrofoblasto [43] y también algunas células del citotrofoblasto velloso. Se
considera que la sintesis de hCG en ST depende de la tasa de diferenciacion del
CT [3].

Para que la hCG pueda llevar a cabo sus efectos biolégicos como la regulacion de
la invasion trofoblastica, se hace necesario activar sus receptores, los cuales se
conocen como receptores LH/CG-R, los cuales se han identificado como
miembros de la subfamilia de los receptores acoplados a proteina G denominados
rodopsina/fB2-adrenérgicos. La forma madura del receptor de hCG, presente en la
superficie de la membrana celular, es un glicoproteina con un aparente peso
molecular de 85-95KDa [44]. Por enlace al receptor LH/CG-R, el papel clasico de
la hormona estd en mantener la produccién de hormonas esteroidales en el
cuerpo lateo hasta la séptima semana de gestacion [45]. Diversos efectos de hCG
sobre células fetales y maternales fueron detectados incluyendo aumento de
diferenciacion de trofoblasto y decidualizacion, inhibicion de la contractilidad
miometral, y promocion de angiogénesis uterina [9, 10]. Esto seguramente ha
llevado a pensar que el uso de la hormona puede ser de aprovechamiento

terapéutico para tratar diversas enfermedades asociadas a estos tejidos
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Actualmente, resultados positivos del uso terapéutico de hCG se han observado
en pacientes con aborto espontaneo, labor pre término, cancer de seno, 0
endometriosis [41], lo cual puede ser parcialmente explicado por los efectos anti-

inflamatorios de la hormona [46, 47].

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

como un factor determinante en el diagnostico de mola hidatidiforme [26].

Existe una correlacion positiva entre los niveles de hCG y la invasion trofoblastica
como se ha observado en embarazos ectdpicos, indicando un posible efecto
estimulatorio en la invasion trofoblastica. La hCG se ha encontrado que in vitro

incrementa la invasividad de la linea trofoblastica de coriocarcinoma JEG-3.

No se conoce claramente como esta hormona estimula la invasividad trofoblastica
in vivo, pero si se sabe que incrementa los niveles de la metaloproteasa MMP-9,
un importante factor en la invasion trofoblastica. La hCG estimula igualmente otros
factores uterinos como la expresion del gen COX-2, una enzima involucrada en la
biosintesis de prostaglandinas, el factor de crecimiento vascular endotelial VEGF y
el LIF (Factor inhibitorio de leucemia) [7, 48].
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Tabla 2. Concentraciones Séricas de hCG en embarazo normal y en patologias.

Semanas luego de dultimo

periodo menstrual

Rango de concentraciones
de hCG (mIU/ml)

3 5-50

4 5-425

5 18-7.340

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

Aborto 82.394

Mola completa

189.000-1.306.091

Modificado de Stenman et al. 2006

1.6 de

(LH/CG-R)

Receptor la Gonadotropina Coriénica/ Hormona Luteinizante

Este receptor glicoproteico perteneciente a la familia de receptores acoplados a
proteinas G, es utilizado tanto por la gonadotropina coridnica como por la hormona
luteinizante (LH). Posee 3 dominios funcionales: un domino N terminal
extracelular, el dominio de siete segmentos transmembranales con repeticiones de
leucina y el extremo C terminal localizado intracelularmente. El receptor tiene un
tamafo de 675 aminoacidos con un peso de 75 kDa antes de la union de residuos
glicosidicos, en su mayoria residuos de manosa. En su forma madura y
glicosilada, alcanza un peso de 85 a 95 kDa. Este receptor presenta una amplia
similaridad con los receptores de la FSH y de la TSH y es codificado por un Gnico
gen localizado en el brazo corto del cromosoma 2, de 80 Kb, constituido por 10
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intrones y 11 exones. La transcripcion de este gen produce numerosas especies
de ARNmM en tejidos gonadales, con distintas abundancias, pero al parecer
muchos de ellos no codifican para una proteina [49-51]. Inicialmente se creia que
este receptor solo se expresaba en células gonadales como células de Leydig y
células tecales del ovario, pero ha aumentado la evidencia de su presencia en
otros lugares del tracto reproductivo y en tejidos no gonadales, como en la corteza
adrenal, utero, oviducto, cérvix, Trompas de Falopio, vesiculas seminales, piel,

glandulas mamarias y tiroides [52].

Tras la unién del receptor con su ligando en el dominio extracelular, se pueden
activar varias vias de sefalizacion pertenecientes a la via de las proteinas G
heterotriméricas, que a su vez activan a la enzima adenilato ciclasa y la via
mediada por la proteina quinasa A (PKA), que conducen a la expresion de
distintos genes involucrados en el desarrollo gestacional. En células trofoblasticas
SGHPL-5, la estimulacion con hCG promueve la activacion entre otras de la via de
MAP quinasas. Datos recientes sugieren la posibilidad de dimerizacion e
internalizacion del receptor para disminuir su activacion por el ligando. Por su
parte se ha sugerido que la forma hiperglicosilada de la hCG podria sefalizar a
través del receptor TGF-3 para promover la invasion [45, 53, 54].

1.7 Enfermedad Trofoblastica Gestacional

Se conoce con el nombre de Enfermedad Trofoblastica Gestacional (ETG) a un
conjunto de procesos benignos y malignos poco habituales, originados por una
fertilizacion anormal dando lugar a un concepto con exceso de genoma paterno.
Incluye enfermedades como la mola completa, la mola parcial o incompleta, la

mola invasiva, el coriocarcinoma y el tumor trofoblastico de sitio placentario.

Se caracterizan por la transformacion del tejido placentario en vesiculas hidropicas
de diferente tamafo. Algunas de estas lesiones son neoplasias verdaderas y otras
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representan formaciones anormales de la placenta con predisposicion de
transformacién neoplasica del trofoblasto [55].

La mola hidatidiforme (MH) se caracteriza por hiperplasia trofoblastica y
tumefaccion edematosa de las vellosidades coridnicas o tumefaccién quistica de
las vellosidades placentarias, acompafiada de una proliferacién trofoblastica
variable [6]. Constituye aproximadamente el 80% de los tumores del trofoblasto.
Se trata de un embarazo intrauterino, excepcionalmente extrauterino en el que las
vellosidades coridnicas estan dilatadas formando quistes. Microscopicamente
aparece como un tejido esponjoso, trabecular, lleno de coagulos y vesiculas
independientes de tamafo variable de hasta 2 cm de diametro, adquiriendo la
morfologia de bandas y cumulos de vesiculas que se asemejan a granas o0
racimos de uvas, con proliferacion variable del citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto.
La mola se presenta en aproximadamente 1 de cada 1000 embarazos en Europa y
en Asia, mientras que en Colombia es de 3.75 casos por cada 1000 embarazos, o

cual la convierte en un problema de salud publica [1].

En la mola invasiva se produce la invasion del miometrio o de sus vasos
sanguineos por células del citotrofoblasto y del sincitiotrofoblasto.
Morfologicamente este proceso se distingue por la persistencia de las vellosidades
placentarias que no se observan en el coriocarcinoma ni en el tumor trofoblastico

de sitio placentario [56].

En el coriocarcinoma, ocurre una proliferacion atipica del trofoblasto tanto del
citotrofoblasto como del sincitiotrofoblasto sin presencia del estroma.
Generalmente la lesidon esta formada por un area central de tejido necrotico,
rodeada por un anillo periférico de tejido tumoral [57]. Todos estos procesos se
caracterizan por una secrecion anormalmente elevada y prolongada de la hGC por
mas de 6 semanas después del suceso gestacional utilizandose la elevada

secrecion de esta hormona como método diagndstico de la enfermedad.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

El trofoblasto comparte muchas caracteristicas con células malignas, tales como el
alto nivel de proliferacién celular, falta de inhibicion por contacto celular,
propiedades de migracién e invasion, perfil de proteasas, moléculas de adhesion y
capacidad para escapar de efectores del sistema inmune, por lo cual muchas

veces se le denomina “pseudo-maligno” o “fisiolégicamente metastatico”.

El sistema de factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) es un regulador
importante de la proliferacion, diferenciacion e invasiéon en un gran numero de
tejidos y tipos celulares y ha sido involucrado en el desarrollo adecuado de la
placenta y del feto. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han
demostrado la sobrexpresion del IGF-1l y del receptor IGF-IR en coriocarcinoma y
mola hidatidiforme en comparacion con abortos no molares de la misma edad
gestacional, lo que correlaciondé con los niveles circulantes elevados de IGF-II.
Mas recientemente, un estudio in vitro permiti6 establecer que IGF-1 e IGF-II
regulan las propiedades metastaticas de células de coriocarcinoma JEG-3. Este
trabajo tuvo como objetivo profundizar en el papel del sistema IGF en el proceso
de crecimiento y diferenciacion del trofoblasto utilizando la linea celular HTR-8 de
trofoblasto altamente invasiva. Se indujo diferenciacidon por tratamiento con
forskolina y se evalud el proceso a través del aumento en la produccion de hCG,
los cambios morfoldgicos celulares, asi como, los cambios en los perfiles de
expresion de los ligandos y receptores del sistema IGF a lo largo del proceso de

diferenciacion trofoblastica.

3. HIPOTESIS

El sistema de los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) ha sido

involucrado en el desarrollo adecuado de la placenta y del feto, ademas la
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expresion de sus componentes cambia con la edad gestacional. La hipétesis a
probar en este estudio es si la diferenciacion del trofoblasto se encuentra bajo la
influencia de algunos componentes del sistema IGF y si existe interaccion a nivel

de la expresion y/o secrecion de hCG.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Estudiar el papel del sistema de factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF) en la regulacién del crecimiento y diferenciacion de la linea celular de
trofoblasto extravelloso HTR-8/SVneo.

4.2 Objetivos Especificos
4.2.1 Establecer los perfiles de expresion de los ligandos y receptores del sistema

IGF, la hCG y su receptor en la linea celular de trofoblasto HTR-8/SVneo

por medio de RT-PCR en tiempo real

4.2.2 Determinar el efecto del estimulo con IGF-I o IGF-Il en la proliferacion

celular de la linea HTR-8/SVneo por medio del ensayo MTT.

4.2.3 Evaluar el proceso de diferenciacion de las células HTR-8/SVneo inducido

por forskolina mediante microscopia y niveles de secrecion de hCG.

4.2.4 Evaluar el efecto del estimulo con IGF-I o IGF-Il en la diferenciacién del

trofoblasto inducida por forskolina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aproximacién metodoldgica

Este estudio in vitro se realizo usando como modelo celular la linea HTR-8/SVneo
de trofoblasto extravelloso la cual se caracterizo en cuanto a morfologia celular y
expresion de miembros del sistema IGF, la hCG y su receptor LH/CG. Se indujo
proceso de diferenciacion por tratamiento con Forskolina (FSK), un agonista de la
adenilato ciclasa [58], en concentracion y tiempo adecuados, se examinaron los
cambios morfolégicos mediante ensayos de microscopia, expresion diferencial de
genes por medio RT-PCR en tiempo real y niveles de secrecion de hCG mediante
inmunoensayo. Ademas, se evaluo el papel del IGF-I e IGF-Il en el crecimiento y
diferenciacion de las células de trofoblasto y se investigé el mecanismo molecular
a traves del cual ejercen sus acciones mediante la inhibicion de la expresion de los

receptores IGF-IR e IGF-1IR mediante RNA interferente.

5.2 Linea celular

La linea celular de citotrofoblasto extravelloso HTR-8/SVneo fue desarrollada a
partir de un cultivo de explante de placenta humana de primer trimestre e
inmortalizada por transfecciéon con un cDNA que codifica para el antigeno T40
grande del virus de simio [59, 60]. Esta linea se caracteriza por exhibir un alto
indice de proliferacion y ser altamente invasiva; adicionalmente se conoce que
expresa hCG e IGF-II [59, 61]. La linea fue donada al grupo de investigacion por la

Dra. Angela Cadavid de la Universidad de Antioquia.

La linea celular fue cultivada en RPMI 1640 (Sigma Chemicals, U.S.A)
suplementado con suero bovino fetal (SFB) al 10% (Gibco, U.S.A), y 100 U/ml de
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penicilina/estreptomicina (Sigma Chemicals, U.S.A.). Se mantuvé a 37°C en

atmosfera himeda y CO, al 5%.

Para el desarrollo de los diversos ensayos, las células se sembraron en cajas de
cultivo de 60 mm de diametro, a una concentracién de 10° células por caja, y se
cultivaron en medio libre de suero durante 12 horas antes de aplicar algin
tratamiento. Una vez establecido el modelo celular se caracterizé la expresion de

miembros del sistema IGF.

5.3 Induccién de diferenciacién

El proceso de diferenciaciéon se indujo en la linea celular HTR-8/SVneo por la
adicion de FSK (Sigma Chemical Co, USA) 25 uM disuelta en dimetil sufxido

(DMSO) (Sigma Chemical, U.S.A.) [62]. Ademas de la concentracion anterior se
probé una concentracion superior (5QuM) y otra inferior (2,5 pM) [28]. Para
determinar si IGF-I o IGF-II tienen efecto sobre la diferenciacion trofoblastica se
estimularon células HTR-8/SVneo con los ligandos en concentracion de 10nM, asi
como se prob6 su efecto combinado con FSK 25uM. Como controles se utilizaron
células en medio RPMI con y sin DMSO (50uM). Las células y el medio de cultivo
se colectaron a tiempos Oh, 48h y 72h para los respectivos analisis como se

describe a continuacion.

5.4 Determinacioén del estado de diferenciacién en HTR-8/SVneo

Después de estimular los cultivos de las lineas celulares HTR-8/SVneo para
inducir la diferenciacién, se procedio6 a llevar a cabo pruebas de microscopia con el
fin de establecer morfologia celular propia del proceso de diferenciacion del
citotrofoblasto (CT) a sinciotrofoblasto (ST). Los cultivos celulares una vez fueron
sometidos a procesos de diferenciacion con FSK (2.5, 25 y 50uM) y estimulos con
IGF-1 e IGF-II (10nM), se procedio a tefiir con hematoxilina y eosina, se visualizo
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en microscopio de contraste de fase (Leica DMIL) y se documento mediante
captura fotografica de cada uno de los eventos evaluados (Anexo 1)

5.5 Niveles de secrecion de hCG en sobrenadantes de cultivo celular de

linea celular HTR-8/SVneo con inductor de diferenciacién

La concentracion de hCG total se evalué de los sobrenadantes provenientes de
los cultivos celulares bajo los tratamientos respectivos mediante el ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) usando un kit comercial Coat —A- Count HCG IRMA
(IKCG1, Siemens U.S.A). Los estandares y las muestras se evaluaron por

duplicado (Anexo 2).

5.6 Efecto de IGF-I e IGF-II en proliferaciéon celular de la linea HTR-8/SVneo

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

de las células viables (figura 10) [63].
- |
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Figura 10. Reduccion del MTT por actividad mitocondrial.

Luego de periodos definidos de cultivo, las células creciendo en RPMI
suplementado al 10% con SFB, fueron despegadas usando una solucion de
tripsina 0.05% en EDTA (Sigma Chemicals, U.S.A.) y resuspendidas en RPMI
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completo (con SFB al 10%). Las suspensiones celulares fueron contadas por
medio de la tincidn con azul de tripan (Sigma Chemical, U.S.A.) y sembradas en
placas de 96 pozos en una concentracién de 1 x 10° células/100 pl. Se permiti6
que las células se adhirieran a la superficie de los pozos por un lapso de 12 horas,
al cabo del cual fueron incubadas por 12 horas con medio libre de SFB, luego de
este periodo de incubacién las células fueron sometidas en medio con los
diferentes estimulos de la siguiente manera: RPMI, SFB 10%, DMSO 50uM, FSK
(2.5uM, 25uM y 50uM), IGF-II 10nM, IGF-I 10nM y estimulos combinados de FSK
25uM mas IGF-1 10nM y FSK 25uM mas IGF-11 10nM. El efecto de estos estimulos
fue medido a 24h, 48h y 72h. Al final de los tratamientos se adiciono la solucion de
MTT, la cual se dejé actuar por 4 horas, seguido por la disolucion de los cristales
de formazan con DMSO. La concentracion se cuantific6 mediante la lectura de
absorbancia a 570 nm. Cambios en el numero de células fueron obtenidos de los
datos de absorbancia. Cada ensayo se realizo por triplicado.

5.7 Perfiles de expresién de ligandos y receptores del sistema IGF

5.7.1 Extraccion de ARN total. EI ARN se extrajo utilizando el reactivo
Trizol ® (Invitrogen, USA) el cual es una mezcla constituida por isotiocianato de
guanidinio y fenol. En presencia de esta solucion las células se lisan rapidamente,
se solubilizan sus componentes y se inactivan las ribonucleasas presentes.
Posteriormente se adicion6 cloroformo, generandose una fase acuosa y una fase
organica. De la fase acuosa se separ6é el ARN total por precipitacion con
isopropanol y se purificé luego en etanol al 75% (Anexo 3).

El ARN precipitado se resuspendié en un volumen de 50 yl de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC), que inactiva las ribonucleasas remanentes. La
cantidad de ARN total obtenido por muestra, se cuantific6 de acuerdo con la

relacion de absorbancias a 260/280 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Se
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verificoO la calidad de ARN visualizando las fracciones ribosomales mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en buffer MOPS 20 mM, acetato de sodio
50 mM, EDTA 10 mM. La electroforesis se corrié a 75 V durante 30 minutos y se
tino el gel en una solucion de bromuro de etidio (Br-Et) 1 pg/ml Los productos se

observaron en transiluminador de luz ultravioleta.

5.7.2 Sintesis de ADN complementario. Del ARN total extraido de las
células, se llevd a cabo la sintesis de ADNc empleando 5ug del ARN total y un
sistema de retrotranscripcion, SuperScript Il (Invitrogen), donde se utilizO como
oligonucledtidos iniciadores oligo dT y hexameros al azar. La composicion de la
mezcla de reaccion se muestra en la Tabla 3. El ADN complementario obtenido se

refrigeré a 4°C hasta su posterior analisis por PCR en tiempo real.

Tabla 3. Mezcla de la reaccion de transcripcion reversa

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

5.7.3 Disefio de Primers. Para cada uno de los genes a evaluar su
expresion se disefiaron los oligonucledétidos iniciadores especificos con la ayuda
de los programas Vector NTI verificando su especificad e idoneidad para la

deteccion de los transcritos de los IGFs, sus receptores, hCG, LH/CG-R y los
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genes caseros [(-Actina y la subunidad ribosomal 18S humana (Hrs-18S). Las
secuencias mas adecuadas obtenidas en el disefio de los oligonucleétidos se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados para PCR en tiempo real

Nombre del gen Primer
D: GGAGGCTGGAGATGTATTG
IGF R: GACTTCGTGTTCTTGTTGG
D: GTTGAGGAGTGCTGTTTC
IGFI R: AGGTGTCATATTGGAAGAAC
D: GCCGACGAGTGGAGAAATC
IGFIR R: AGCAGGATGTGGAGGTAGC
D: AGGTGAATAAGGAAGAAGAGAC
GFIR R: ACTGACTTGGTGGTAATATGG
D: GCCTCTACAACCTGATGAAC
nsR R: ACAGATGTCTCCACACTCC
D: GCTGTTGCTGCTGCTGAG
hee R: GTGGTGTTGACGGTGATGC
LH/CG.R D: CAATGGGACGACACTGAC
R: ATTAGCCTCTGAATGGACTC
D: AGCAGAGACACTAACGACTTCAG
Hrs-185 R: TACTGGCGTGGATTCTGC
8-Actina D: GCGTGACATTAAGGAGAAG
R: GAAGGAAGGCTGGAAGAG

D: Hace referencia a primer derecho y R: primer Reverso

5.7.4 PCR en tiempo Real. Para determinar la expresion relativa de genes
del sistema IGF, hCG y LH/GC-R de las células de trofoblastro extravelloso
HTR-8/SVneo, tratadas con FSK, IGF-Il e IGF-I. Se empleo PCR en tiempo real en
un equipo LightCycler (Roche) y Master Mix SYBR Green 1Q. Los genes del
sistema IGF y LH/GC-R fueron normalizados contra el gen casero Hrs-18, por su

parte para hCG se empled [B-Actin. El volumen total de reaccién fue de 10 pl.

El programa de PCR en tiempo real utilizado en el equipo LightCycler (Roche)

para determinar la expresion de genes del sistema IGF y genes caseros Hrs-18S 'y
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B-Actina se muestra en la figura 11 A. Por su parte para determinar la expresion
de hCG y su receptor se uso el programa de PCR en tiempo real que se muestra

en la figura 11 B.

Desnaturalizacjén Extension Enfriamiento

95°C 95°C
A 5min

1
i 15s
i 20s
' Amplificacion * Curvade -
\ J Melting
40 ciclos
Desnaturalizacién Extension Enfriamiento

B 95°C 95°C
5min

1

! 15s

! 20s

’ Amplificacion ! Curvade !

\ Y ) Melting
40 ciclos

Figura 11. Programa de PCR en tiempo real. (A) Para miembros del sistema IGF y genes
caseros (hrs 18S y B-Actina) y en (B) para hCG y LH/CG-R

5.8 Ensayos de ARN Interferente

Para determinar si el IGF-IIR tenia un papel como mediador de los efectos del
IGF-Il en células de trofoblasto, se utilizaron células de la linea HTR8/SVneo
establemente silenciada en el IGF-IIR o IGF-IR, obtenidas dentro del grupo de
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Investigacion en Hormonas por Andrés Felipe Vallejo Pulido (manuscrito en
preparacion). El silenciamiento de este receptor se llevo a cabo empleando un
“pool” de plasmidos de transfeccion con shRNA disefiados para este fin (Santa
Cruz Biotechnology), las células exitosamente transfectadas fueron seleccionadas
empleando puromicina y el silenciamiento se verificO mediante PCR en tiempo
real, dando como resultado una eficiencia del 83% y del 60% respectivamente en
el silenciamiento. Adicionalmente, se empleé como control un plasmido con una

secuencia no codificante para el receptor de interés.
5.9 Analisis Estadistico
La evaluacion estadistica de las diferencias en los resultados se analiz6 por

ANOVA utilizando el programa de analisis estadistico SAS (SAS Institute Inc). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 IGF-I, IGF-1l estimulan la proliferacion Trofoblastica

Inicialmente fue necesario determinar la concentracion de FSK que permita
viabilidad celular, con el objetivo de visualizar los cambios celulares morfologicos y
de proliferacién, utilizando para este fin el método MTT por 24 horas, 48 horas y
72 horas con FSK. Se utilizaron dosis de FSK de 2.5uM, 25 uyM y 50 uM. Como

control positivo se utiliz6 SFB 10%.

Los ensayos de proliferacion celular mostraron que concentraciones superiores de
FSK (50uM) disminuian la viabilidad celular incluso por debajo del control. Por
observaciones microscopicas se encontré que células HTR-8/SVneo sometidas a
concentraciones de 50uM perdian morfologia celular en las primeras 24h de
exposicion a FSK, ademas el numero de células por pozo se mostré por debajo
del nimero total de células sembradas en las etapas iniciales del ensayo. Esto no
fue observado en pozos de células que fueron tratadas con FSK a
concentraciones menores (Figura 12 A). En consecuencias para ensayos de
expresion de genes, analisis microscopico y niveles de secrecion de hCG se

emplearon concentraciones de 2,5uM y 25uM.

En un segundo ensayo, se evaluaron los efectos proliferativos ejercidos por los
péptidos IGF-I e IGF-II (10nM) sobre la linea celular HTR-8 a 24h, 48h y 72h. Se
encontré6 que IGF-I e IGF-Il tienen efectos en proliferacién superiores a los
encontrados para cultivos sin estimulo, pero sin existir diferencias significativas
entre tiempos de ensayo y factores de crecimiento evaluados (Figura 12 B). Sin
embargo, cuando se realizaron combinaciones de IGF-I e IGF-Il mas forskolina 25
UM se encontr6 que predomina el efecto mitético sobre el de diferenciacion
trofoblastica (Figura 12B).
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Figura 12. Proliferacion celular de la linea HTR-8/SVneo medida por MTT. (A) Efecto de
diferentes concentraciones de FSK (B) Efecto de IGF-1 e IGF-II (10nM) y combinaciones con FSK
(25uM). SFB (10%) como control positivo. DMSO vehiculo. Unidades de Absorbancia Relativa
(UAR). Barras con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

6.2 Cambios en los niveles de expresién del sistema IGF, hCG y su receptor

en procesos de diferenciacion

6.2.1. Expresion de miembros del sistema IGF en células HTR-8
estimuladas con FSK. Con el fin de establecer los perfiles de expresion de los
ligandos y receptores del sistema IGF se realizaron ensayos de PCR en tiempo
real. Se encontré que los transcritos de IGF-1l se incrementan seis veces con
respecto al control para células estimuladas con FSK 25uM a 72h (figura 13 A).
Los ensayos de expresion de IGF-I no mostraron niveles de transcritos suficientes

para ser detectables por ensayos de PCR, motivo por el cual no se muestran.

Los niveles de transcritos para los receptores IGF-IR e Ins-R fueron semejantes
hasta 48h de cultivo y predominé la expresion de Ins-R a 72h. En contraste, IGF-
IR incrementdé marcadamente su transcripcion (cuatro veces) a las 72h en

comparacion con los niveles basales (figura 13 B).
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6.2.2. Expresion de miembros del sistema IGF en células HTR-8/SVneo
estimuladas con IGF-I e IGF-II. Para establecer el efecto del tratamiento con IGF-
Il e IGF-I (10nM) se midié por PCR en tiempo real el perfil de expresion de los
miembros del sistema IGF en la linea celular HTR-8/SVneo. Bajo estas
condiciones, los niveles de transcritos de IGF-Il e IGF-I fueron menores en

comparacion con el control, lo cual sugiere sistemas de autoregulacién negativa

[64].
87 d
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Ins-R IGF-IR IGF-IR

Figura 13. Expresion de miembros del sistema IGF en células HTR-8/SVneo tratadas con
FSK a 48h y 72h. (A) Expresion de IGF-1l (B) Expresion de receptores de IGF-1, IGF-II e insulina.
DMSO, vehiculo para FSK. E.R: Expresién relativa con respecto al gen casero Hrs 18S. Barras con
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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Por su parte los receptores IGF-IR e IGF-IIR incrementaron su expresion hasta
cuatro y siete veces respectivamente, en tanto que el receptor de insulina mantuvo
niveles de expresion similares al control e incluso inferiores. De otra parte, los
resultados muestran que IGF-Il induce expresion significativa de los tres
receptores a 48h, posiblemente porque la biodisponibilidad de ligandos sea mayor
a este tiempo que en tiempos superiores, lo cual es coherente con lo observado

en proliferacion (figura 14).

E.R

O NWDAWUNH-NN

Ins-R IGF-IR IGF-IR

Figura 14. Expresion de receptores del sistema IGF en la linea celular HTR-8/SVneo
estimuladas con IGF-I e IGF-Il (10nM). Control: células cultivadas en medio RPMI 1640. E.R:
Expresion relativa con respecto al gen casero Hrs 18S. Barras con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05)

6.2.3. Expresion de miembros del sistema IGF en células
HTR-8/SVneo tratadas con estimulos combinados de IGF-Il y FSK. Se
probaron estimulos combinados de FSK mas IGF-II; en este caso, se encontro que
los niveles de trascrito de IGF-Il y de los receptores IGF-IR e Ins-R aumentaron
significativamente con respecto al control a 72h de cultivo (figura 15 A y B).
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Consistente con los resultados anteriores, IGF-IIR presenté el mayor incremento

en expresion (cinco veces) a las 72h con respecto al control.

A 3,5 c

1,5 a a

b
o -
h

48h 72h 48 72h

Control FSK + IGF-

o = N W A U ;i
!

InsR IGF4IR IGFHIR

Figura 15. Efecto de la combinacion de FSK e IGF-Il en la expresiéon de miembros del
sistema IGF en células HTR-8/Svneo. (A) Expresion relativa de IGF-II. (B) Expresion relativa de
los receptores Ins-R, IGF-IR e IGF-IIR. Control: DMSO vehiculo de FSK. E.R: Expresion Relativa
con respecto al gen casero Hrs 18S. Barras con letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05).
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6.2.4. Expresiéon de la hormona gonadotropina coridnica humana y su
receptor (LH/CG-R) en células HTR-8/SVneo durante la diferenciacion
trofoblastica. Los resultados anteriormente expuestos evidencian cambios en los
perfiles de expresion del sistema IGF cuando las células de trofoblasto
extravelloso son inducidas a diferenciacion, lo cual correlaciona con resultados
previos reportados por el grupo de Investigacibn en Hormonas, en los cuales se
encontré6 que los niveles de IGF-Il en suero y en proteina incrementaron
considerablemente en mola hidatidiforme [16]. Partiendo de este hecho y que
ademas en la ETG los niveles de hCG son elevados [48], se investigd el papel de
IGF-11I en la regulacion en la expresion de hCG.

Las determinaciones realizadas a tiempos mayores de 48h no mostraron niveles
detectables de transcritos de hCG en ninguno de los tratamientos aplicados. En
contraste, los ensayos a tiempos cortos mostraron que IGF-1l estimula la expresion
de hCG en trofoblasto extravelloso hasta seis veces con respecto al control (figura
16). Por su parte IGF-I no mostré efectos sobre la expresién de hCG en periodos

superiores a 24h ni anteriores a éste.

d
B C
j,i,ﬁ, |
2h 6h

Control 0Oh ih

@ = N W b 1 ;N
!

IGF-Il 10nM

Figura 16. Expresién de hCG en células de trofoblasto extravelloso HTR-8/SVneo
estimuladas con IGF-Il (10nM). E.R: Expresion relativa con respecto al gen casero B-actina.
Barras con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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Este hecho, sugiere que la expresion de hCG se lleva a cabo en etapas tempranas
de la diferenciacion trofoblastica y que posiblemente la proteina sintetizada se
mantenga en granulos de secrecion hasta el momento de su liberacién y su

consecuente funcion bioldgica en el sincitiotrofoblasto.

La expresion relativa del receptor de hCG bajo el estimulo de los ligandos IGF
(10nM) y FSK (25uM) se muestra en la figura 17. Se encontré que la expresion de
LH/CG-R es cuatro veces mayor respecto al control tanto en células estimuladas
con FSK como en las que fueron tratadas con estimulos combinados, lo cual
sugiere predomino del inductor de diferenciacion sobre el efecto del péptido IGF-II,
por su parte cuando éste ultimo es el Unico estimulo, la expresion del receptor de
hCG es hasta tres veces mayor con respecto al control (figura 17). IGF-I no mostr6
efecto sobre la expresién del receptor y no se encontraron niveles detectables del

mismo a tiempos inferiores a 72h.
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Figura 17. Expresion del receptor de hCG en células HTR-8/SVneo tratadas con FSK (25uM),
IGF-I (10nM), IGF-II (10nM) y combinacion de estimulos de IGF-Il y FSK. Valores promedio a
las 72 hr. de estimulo. DMSO vehiculo de FSK. E.R: Expresion Relativa con respecto al gen casero
Hrs 18S. Barras con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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En resumen, durante la diferenciacion del trofoblasto se observan cambios
importantes en los perfiles de expresion de los genes evaluados, los cuales se

pueden observar en la tabla 5

Tabla 5. Cambios de expresion de miembros del sistema IGF, hCG y LH/CG-R durante el proceso
de diferenciacion en la linea celular HTR-8/SVneo.

GENES EVALUADOS
ESTIMULO
IGF-II IGF-I IGF-IR IGF-1IR Ins-R hCG LH/CG-R
72h de tratamiento
FSK 25uM Aumenta N.D | Aumenta3 | Aumenta | Aumenta N.D Aumenta
6 veces veces 3.5 veces | 3,5veces 4 veces
IGF-1 10nM N.D N.D | Aumenta3 | Aumenta Igual al N.D Igual al
veces 6.5 veces control control
IGF-Il 10nM N.D N.D Aumenta 2 | Aumenta 6 | Menor al N.D Aumenta
veces veces control 3 veces
FSK 25uM + | Aumenta | N.D Aumenta | Aumenta5 | Aumenta N.D Aumenta
IGF-Il 10nM 3 veces 1.8 veces veces 2 veces 4 veces
6h de tratamiento
IGF-Il 10nM N.E N.E N.E N.E N.E Aumenta N.E
6 veces

N.D: Hace referencia a Niveles de transcritos no detectables; N.E: Hace referencia a genes no
evaluados.

6.3 Niveles de secrecion de hCG durante el proceso de diferenciacién
trofoblastica.

Para correlacionar los hallazgos encontrado hasta el momento se midieron los
niveles de secreciéon de hCG mediante inmunoensayo IRMA, en los medios de
cultivo provenientes de células tratadas con FSK 25uM, IGF-Il 10nM y FSK 25uM
en combinacién con IGF-Il 10nM en periodos de tiempo de 24h, 48h y 72h. Los
cambios en los niveles de secrecion de hCG son uno de los indicadores de
diferenciacion del tanto, las

trofoblasto a sincitiotrofoblasto [8]; por lo
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concentraciones de esta hormona se cuantificaron durante la diferenciacion del
trofoblasto en cultivo. Después de las primeras 24 horas de cultivo con FSK las
células de trofoblasto comenzaron a secretar hCG (53,6mUl/ml) y el contenido
aumento progresivamente hasta 72h de cultivo (311,2mUl/ml) como se muestra en
la figura 18. Interesantemente, estos valores aumentaron significativamente
cuando las células se estimularon con IGF-1I alcanzando concentraciones de
506,8mlIU/ml para 72h de cultivo, lo cual sugiere que IGF-lIl puede inducir
diferenciacion trofoblastica (Figura 18). Ademas, este efecto es especifico para
IGF-Il ya que con IGF-I no se observé incremento en la secrecion de hCG. De otra
parte, cuando los estimulos fueron combinados por el mismo periodo de tiempo se
encontré que los niveles de secrecion de hCG alcanzaron valores de 908muUl/ml
para 72h, que comparado con los valores de hCG registrados para cada uno de
los estimulos por separado podria sugerir que se presentan efectos aditivos o
sinérgicos lo cual conduce a pensar que puede existir una interaccion en las vias

de sefalizacion involucradas.

1200 -

hCG (mUI/ml)

Control 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

FSK 25pM IGF4I 10nM FSK +IGFI

Figura 18. Secrecion de hCG en células HTR-8/SVneo. Células estimuladas con FSK (25uM),
IGF-Il (10nM) y FSK (25uM) en combinacién con IGF-1l (10nM), en periodos de tiempo de 24h,
48h y 72h. Barras con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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6.4  Cambios morfologicos de linea celular de trofoblasto extravelloso
durante diferenciacion trofoblastica.

Las células que no fueron sometidas a estimulo mostraron una poblacion de
células mononucleares distribuidas uniformemente en la superficie del cultivo
(figura 19 A, B y C); mostraron adherencia y un citoplasma poco desarrollado.
Después de 48h de cultivo y exposicion a FSK, las células crecieron en extension,
formaron proyecciones mayores de su citoplasma y comenzaron a interactuar mas
estrechamente con células vecinas (figura 19E); en tiempos superiores (72h) se
dio lugar a la formacion de estructuras similares a sincitios, donde se observaron
células gigantes y un mayor grado de compactaciéon de sus nucleos (figura 19F).

Evidencia microscopica de células de trofoblasto extravelloso sin estimulo

24h B 4a8h

D 24h E 48h F 72h
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Evidencia microscépica de células de trofoblasto extravelloso con IGF-1l 10nM

Evidencia microscopica de células de trofoblasto extravelloso con FSK 25uM e IGF-1l 10nM
48h L 72h
- 5 : —ry
o D T TR 4
Q"Q. 4 RN
S N

Figura 19. Cambios morfolégicos de células HTR-8/SVneo durante procesos de
diferenciacidon trofoblastica. Las células control se muestran en A, B y C. Los cultivos de células
que fueron sometidos al inductor de diferenciacion forskolina 25uM (FSK) corresponden a D, E, F.
A 72h de exposicion a FSK se encontré presencia de ocasionales células binucleadas (F). En las
células sometidas al péptido IGF-Il 10nM se observd cambios morfoldégicos desde las 24h de
exposicion al estimulo (G) siendo mayor a las 72h de exposicion al péptido (I). Por su parte, las
células sometidas a estimulos combinados de FSK 25uM e IGF-Il 10nM (J, K, L) muestran
aumento de tamafio celular a partir de 24h de exposicion a los estimulos.

-\
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Por su parte cuando las células fueron sometidas al péptido IGF-II 10nM, se
observd que a tiempos de 24h ya se evidencié la presencia de células gigantes y
proyecciones citoplasmaticas continuas (figura 19H), evento que para el caso de
células estimuladas con FSK se presento a 48h y 72h. De igual forma, cuando las
células cumplieron 72h de exposicion al péptido IGF-Il 10nM la formacion de
sincitios fue mas evidente (figura 19 1). Cuando las células fueron cultivadas con el
inductor de diferenciacion mas el péptido IGF-II, mostraron cambios morfologicos
gue nuevamente conducen a formacion de sincitios, esta vez posiblemente por el
efecto comun de IGF-Il y FSK; los cambios més significativos se observaron a 72h
de exposicion a los estimulos (figura 19 L).

6.5 Papel de los receptores IGF-IR e IGF-1IR en la expresion y secrecion de
hCG en linea celular HTR-8/SVneo

Con el objetivo de empezar a examinar el mecanismo a través del cual el IGF-II
promueve sus acciones estimulatorias sobre la expresion de hCG, se emplearon
lineas celulares HTR-8/SVneo con silenciamiento especifico de los receptores
IGF-IIR e IGF-IR. Se encontré que la interferencia en la expresion de los dos
receptores conduce a una disminucion en los transcritos del gen de la hormona
hGC, en comparacién con las células normales (no interferidas) (figura 20).
Ambos receptores estan aparentemente implicados en la regulacién, aunque los
mayores efectos se dieron al silenciar el receptor IGF-IIR, conduciendo a niveles a

las 6 horas por debajo de los controles (células no interferidas y no estimuladas).

Estos resultados muestran que IGF-Il esta interactuando principalmente a través

del receptor IGF-IIR en regulacion de la expresion de hCG.

Con el fin de establecer si ademas se estaban afectando los mecanismos de
secrecion de la hormona, se procedi®6 a medir los niveles de hCG en los
sobrenadantes de los cultivos de células silenciadas después de 48h y 72h de

aplicado el estimulo con IGF-II (figura 21).
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Figura 20. Perfil de expresion de hCG en células de trofoblasto extravelloso con interferencia
para el receptor IGF-IR (shRNA IGF-IR) o para el receptor IGF-IIR (ShRNA IGF-IIR). Los valores
de expresién estan normalizados con su control respectivo. E.R: Expresion relativa con respecto al
gen casero [3-actina. Barras con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

Interesantemente, se encontr0 una reduccion dramatica en los niveles de
secrecion de la hormona hCG en las células que no expresan IGF-IIR (3mUl/ml,
72h), en comparacién con las células control (1289 mUI/ml, 72 h) y con células
interferidas en el receptor IGF-IR (1422mUl/m, 72h) (figura 21). Como resultado de
lo anterior, se muestra que las acciones de IGF-1l sobre la expresion y secrecion

de hCG en células trofoblasticas estan mediados por el receptor IGF-1IR.
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Figura 21. Secrecién de hCG de células de trofoblasto extravelloso con interferencia para el
receptor IGF-IR (shRNA IGF-IR) o interferidas para el receptor IGF-IIR (shRNA IGF-IIR).
Células estimuladas con IGF-Il (10nM) por periodos de tiempo de 48h y 72h. El control
corresponde a las células HTR-8 normales. Barras con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05)

Conociendo que el tratamiento con FSK estimula diferenciacion trofoblastica y la
produccion y secrecién de hCG, se investigé a continuacién el posible efecto del
silenciamiento de los receptores IGF en dichas acciones. Cuando las células
silenciadas para IGF-IR e IGF-IIR fueron tratadas con FSK (25uM) hasta 72h no
se encontraron diferencias en los modelos celulares evaluados en comparacion
con el control (valores de 1769mUl/ml y similares) como se muestra en la figura
22.

Cuando los cultivos celulares fueron tratados con IGF-I (10nM) no se evidenciaron
niveles de secrecion de hCG suficiente para ser detectados, lo cual corrobora los
resultados mostrados en el numeral 6.3 donde se menciona que el incremento en

los niveles de secrecidén de hCG son especificos para IGF-II.
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Figura 22. Secrecién de HCG de células de trofoblasto extravelloso con interferencia para el
receptor IGF-IR (shRNA IGF-IR) e interferidas para el receptor IGF-IIR (shRNA IGF-IIR).
Células estimuladas con FSK 25uM por periodos de tiempo de 48h y 72h. Barras con letras

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

De igual forma cuando las células fueron tratadas con insulina los resultados
fueron similares a los encontrados con IGF-I, otra evidencia mas que IGF-II
posiblemente tiene una relacion directa con los incrementos en los niveles de
expresion y secrecion de hCG. Para tener una visién global de los resultados
encontrados en la respuesta celular a los estimulos con IGF-Il (10nM), IGF-I
(10nM), Insulina (10nM) y FSK (25uM) en modelos celulares interferidos para el
IGF-IR 0 el IGF-IIR se muestra la figura 23, donde la presencia del IGF-IIR y el
ligando IGF-II son necesarios para elevar los niveles de secrecion de hCG.

Por su parte, la via de diferenciacion trofoblastica inducida por FSK mantiene los
niveles elevados de hCG, excepto para el caso de las celulas con interferencia
para IGF-IIR donde se observa que a 48h de estimulo los valores de hCG son de
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81.56mUl/ml por debajo de los valores observados para el control (420mUl/ml) y
para células HTR-8 silenciadas para el IGF-IR (221.95mUl/ml), pero a 72h los
niveles de secrecién de la hormona alcanzan a ser relativamente similares (figura
23)
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Figura 23. Secrecién de hCG en células HTR-8 con interferencia para el receptor IGF-IR
(shRNA IGF-IR) o para el receptor IGF-IIR (shRNA IGF-IIR). Células estimuladas con FSK
(25uM), IGF-1I (10nM) por periodos de tiempo de 48h y 72h. Barras con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05)
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7. DISCUSION

7.1 IGF-I, IGF-Il estimulan la proliferacion Trofoblastica

Los IGFs estimulan el crecimiento celular, regulan el metabolismo, la mitogénesis
la diferenciacidbn y supervivencia de varios tipos celulares tanto de células
somaticas como tumorales de diverso origen [20, 65] . Por su parte, las células
trofoblasticas placentarias comparten varias caracteristicas con células malignas,
tales como una alta proliferacion, ausencia de inhibicion por contacto, alta
invasividad, alta migracion, y capacidad de escapar de efectores del sistema
inmune particularmente durante el primer trimestre de embarazo. Sin embargo
estos procesos estan fuertemente regulados de manera espacial y temporal en las
células trofoblasticas, lo cual permite una implantacion embrionaria exitosa, a
diferencia de las células metastasicas [5]. Muchos factores estimulan la
proliferacion del EVT sin influenciar su invasividad como IGF-I, pero otros también
tienen funciones invasivas como el IGF-II producido por el trofoblasto y la IGFBP-I
producida por la decidua. Por otra parte el TGF-B producido por la decidua
materna es un regulador negativo de la invasion, proliferacion y migracion
trofoblastica [66-70].

Los IGFs a través de la union al receptor IGF-IR, pueden regular la progresion del
ciclo celular, controlando varios puntos de chequeo de este proceso. Por
activacion de las vias PI3K/AKT y ERK, los IGFs pueden facilitar la transicion de
Go a G1 mediante la activacion de p70 S6K llevando a la fosforilacién de la
proteina ribosomal S6. También pueden promover la transicion de G1 a S
incrementando la ciclina D1 y la expresion genética de CDK4 promoviendo la

liberacion del factor de transcripcion E2F y la sintesis de ciclina E [39, 65, 71].
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Se han observado efectos diferenciales de los IGFs sobre la proliferacion celular
de linajes trofoblasticos. En explantes vellosos de placenta de primer trimestre, se
mostréo que tanto IGF-I como IGF-Il y la IGFBP-1, incrementan la proliferacion
trofoblastica e inducen la formacion de sincitiotrofoblasto y disminuyen la tasa de
apoptosis [16, 39, 72]. Por su parte en células JEG-3 de coriocarcinoma humano,
dosis de 10 nM de IGF-I e IGF-II no incrementaban la proliferacion celular, pero si
la invasion y migracion [16]. Los efectos proliferativos ejercidos por los IGFs en
células trofoblasticas, podrian ser mediados tanto por las isoformas del receptor
de insulina (IR-A) como por el IGF-IR, los cuales pueden activar la sintesis de
ADN y promover la proliferacion celular. En el presente estudio tanto IGF-I como
IGF-Il (10nM) estimularon la proliferacion celular de la linea HTR-8 en
aproximadamente dos veces respecto al control. Estos resultados concuerdan con
reportes de incrementos en proliferacion de hasta 3.5 veces en explantes vellosos
[16, 26, 39, 69].

7.2 Durante el proceso de diferenciacion trofoblastica aumenta la expresion

de IGF-Il y su receptor

El desarrollo de la placenta humana involucra procesos de diferenciacion y fusion
intercelular del citotrofoblasto velloso hasta sincitiotrofoblasto. En la fase inicial de
la diferenciacion trofoblastica, las células del citotrofoblasto proliferan y se
fusionan para formar un sincitio multinucleado. Durante este proceso de
diferenciacion se sabe que las células se someten a cambios en la expresion de
genes y secrecion de proteinas como la hCG, no obstante, el mecanismo por el
cual se lleva a cabo el proceso aun no es claro [73]. De otra parte, el sistema IGF
participa en el desarrollo adecuado de la placenta y del feto y se sabe que IGF-II
se expresa en tejidos fetales sobre la interface materno-fetal de la placenta, en
trofoblasto invasivo y que ademas su expresion se incrementa en
sincitiotrofoblasto y en todos los tejidos vellosos a medida que aumenta la edad

gestacional [38]. Lo anterior explicaria el visible incremento de transcritos de IGF-II
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a 72h, encontrados en este trabajo, donde las células HTR-8 tratadas con FSK
mostraron caracteristicas morfologicas propias del sincitiotrofoblasto.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran cambios en los perfiles de
expresion del sistema IGF cuando células de trofoblasto extravelloso son
inducidas a diferenciacion, de manera similar con resultados previos donde se
encontré6 que los niveles de IGF-Il en suero y en proteina incrementaron

considerablemente en mola hidatidiforme y coriocarcinoma [16].

El incremento simultaneo en la expresion de IGF-Il e IGF-IIR llama la atencion y
podria interpretarse como un mecanismo celular para regular la biodisponibilidad
del ligando, ya que al receptor de IGF-Il se le atribuyen funciones de
internalizacion, trafico lisosomal, degradacion de IGF-Il, proliferina y factor
inhibitorio de leucemia glicosilado [74]. Sin embargo, hallazgos experimentales
recientes dan soporte al papel del IGF-IIR en la activiacion de cascadas de
sefalizacion a través de un mecanismo que involucra la activacion de esfingosina
quinasa (SK) y la transactivacion de receptores acoplados a proteina G. Ademas,
en células HEK293 se encontr6 que independientemente de la expresion de IGF-
IR habia activacion de ERK1/2 inducida por IGF-II [75].

7.3 IGF-1l induce la expresion de su receptor en células trofoblasticas

Durante el desarrollo fetal, lo niveles de transcritos de IGF-1l y su receptor estan
aumentados, sin embargo éstos niveles declinan a medida que avanza la
gestacion dando paso al aumento en los niveles de IGF-I [76]. Por su parte, el
receptor IGF-IIR esta expresado en altos niveles entre los dias 16-20 del
desarrollo fetal, y se espera que decline a medida que avanza el desarrollo
embrionario, como fue detectado en tejidos de ratones y en humanos [74, 77]. Al
receptor IGF-IIR se han atribuido funciones de modulaciéon y reciclamiento del
ligando IGF-II, esto se observo en fibroblastos humanos expuestos a IGF-I e IGF-II
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donde fue evidente la rapida redistribucion del receptor IGF-IIR desde el interior de
la célula hacia la superficie celular, lo cual conllevo a incrementar la internalizaciéon
del ligando [31, 78]. De igual forma, en estudios realizados en modelos murinos se
encontraron resultados similares, donde los niveles séricos de IGF-Il aumentaban

debido a la ausencia su receptor [79]

Por su parte, en este estudio, las células trofoblasticas HTR-8, mostraron
aumentos en la expresion del receptor IGF-IIR (5 veces) cuando fueron
estimuladas con IGF-Il e IGF-I por lo cual es posible suponer que concentraciones
elevadas de ligando desencadenan mecanismos de modulacién molecular, lo cual
conduce a incrementos en la expresion para IGF-IIR con el fin de equilibrar los
niveles de IGF-II circulante, de modo que el receptor IGF-IIR pueda internalizar
las cantidades excesivas del ligando. Lo antes mencionado también explica la
disminucién e incluso ausencia en la expresion del ligando IGF-Il, debido
posiblemente a la inhibicion de factores de transcripcion o expresion de represores

involucrados en la expresion génica [43].

Por su parte, estudios previos han demostrado que IGF-IIR no sélo desempefia
funciones de normalizar las cantidades extracelulares de IGF-Il, sino que ademas
puede regular la sefalizacion del mismo a través de endocitosis celular. En la
ausencia de receptores IGF-IIR, incrementa las concentraciones locales de IGF-II,
lo cual conduce a aumentar la proliferacion y respuestas hipertréficas, debido a la
interaccion de IGF-II con el receptor IGF-IR 0 con la isoforma A del receptor de
insulina, sin embargo los mecanismos de sefializacidon antes mencionados aun
estan en discusion. No obstante, por los resultados encontrados en este trabajo se
puede inferir que en estados de diferenciacién trofoblastica los niveles de
transcritos tanto de IGF-1l como de su receptor aumentan, esto debido a que IGF-II
normalmente participa en procesos de proliferacion trofoblastica y ademas como
fue encontrado en el presente estudio, IGF-II esta relacionado con procesos de
sincitializacion.
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Del mismo modo, cuando las células trofoblasticas fueron tratadas con el inductor
de diferenciaciéon y ademas con el péptido IGF-Il, los niveles del transcrito del
ligando y del receptor IGF-IIR aumentaron. Bajo las mismas condiciones
experimentales los transcritos del receptor de insulina también se elevaron, lo cual
para el caso de células trofoblasticas puede deberse a un posible incremento en la
isoforma A del receptor de insulina, el cual ha sido reportado como un promotor
antiapoptotico en condiciones patologicas del desarrollo embrionario [15] [36].
Esto conduce a pensar, que posiblemente, IGF-II interactué con la isoforma A del

receptor de insulina debido a la mayor afinidad que posee con ésta isoforma [16].

7.4 La diferenciacion trofoblastica humana esta acompafada de la expresion
de hCG y su receptor (LH/CG-R)

Debido a que la hCG es clave para el desarrollo placental, fue necesario
determinar su expresion y la de su receptor. Se encontr0 que en periodos
superiores a 24h los niveles de transcritos no fueron suficientes para ser
detectados, lo cual condujo a medir los niveles de expresién de hGC en tiempos
inferiores, donde se encontré que existe una relacion directa entre IGF-1l y la
expresion de la hormona. Partiendo de este hecho y que ademas en la ETG los
niveles de hCG son elevados [48], se puede pensar que IGF-II participe de forma
directa en la regulacion de la expresion de hCG [8]. Esto adquiere importancia, por
el hecho que trabajos anteriores demostraron que los niveles sericos de IGF-Il en
pacientes con diagnostico de ETG estan elevados [26]; en consecuencia, el
aumento parelelo de transcritos de IGF-Il y hCG encontrado en la linea celular
HTR-8 sometida a diferenciacion, es un avance para comprender el proceso de
malignizacion en la ETG, sobre todo por el hecho que el incremento en expresion
de hCG es especifico para IGF-Il, ya que cultivos estimulados con IGF-I no

mostraron el mismo comportamiento.
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La expresion de LH/CG-R durante la formacion del sincitiotrofoblasto no esta
totalmente documentada. En el presente trabajo, se encontr6 que durante el
proceso de diferenciacion trofoblastica, la expresion del receptor se increment6
hasta cuatro veces comparado con sus controles. Un comportamiento similar se
encontré cuando las células fueron estimuladas con IGF-Il (tres veces) y la
combinacion de éste Ultimo con FSK (cuatro veces). Existen reportes
controversiales en la literatura en los que se ha demostrado que los niveles de
LH/CG/R en cultivo de trofoblasto primario son mayores en citotrofoblasto y en
menor proporcién en sincitiotrofoblasto [80], en tanto que en otro estudio se afirma
gue la expresion al parecer esta regulada, y puede involucrar disminucion [80] o
incrementos [81] en la disponibilidad del receptor. Estos incrementos o descensos
en la expresion pueden deberse posiblemente a la biodisponibilidad del ligando y

su funcion bioldgica.

7.5 IGF-ll induce la secrecidon de hCG durante la diferenciacion trofoblastica

Se ha demostrado la habilidad del IGF-II para estimular la proliferacién, migracion
e invasion de varios tipos celulares, tanto normales como malignos, incluyendo
células de trofoblasto extravelloso, rabdomiosarcoma, células endoteliales bovinas
y células de cancer de pulmén. En el proceso de implantacion el IGF-11 no sélo
promueve migracion celular, sino que igualmente contribuye a la angiogénesis
uterina, ambos procesos indispensables para que se lleve a cabo la gestacion
normal [28, 82-84].

En el presente trabajo, se determind el efecto de IGF-1l y su capacidad para
inducir secrecién de hCG en células de trofoblasto extravelloso. Se encontré que
IGF-Il en concentraciones de 10nM induce la secrecion de hCG y que ademas
éste efecto es especifico para IGF-Il. Estos hallazgos se correlacionan con el
hecho que IGF-1l también indujo la expresion e incremento de transcritos de hCG
en las etapas iniciales de la diferenciacién trofoblastica, lo cual nuevamente es un
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indicio de que IGF-II participa en procesos de diferenciacion trofoblastica y que los
aumentos paralelos de IGF-1l y hCG en patologias como ETG pueden tener una
relacion estrecha en los procesos de malignizacion de la enfermedad [8]. De igual
forma, cuando las células HTR-8 fueron expuestas a IGF-Il, los cambios
morfolégicos observados, incluso desde las primeras 24h son un indicio mas de
un proceso de sincitializacion en desarrollo [85], lo cual es comparable con los
resultados encontrados con las células expuestas a FSK, donde las cantidades de
hCG secretadas aumentaron a medida que avanzaba el proceso de diferenciacion.
Se debe anotar que bajo estimulacién con IGF-Il, tanto las cantidades de hCG
secretadas como los cambios morfologicos observados, son mayores que los

encontrados so6lo con el inductor de diferenciacion.

La interpretacion de estos hallazgos podria explicarse a través del aumento en la
expresion de IGF-Il y la consecuente secrecibn de hCG y sus cambios
morfologicos similares a las células tratadas con FSK. Sin embargo, cuando a las
células trofoblasticas se les suministra IGF-Il en su medio de cultivo, estas no
incrementan sus transcritos de IGF-II pero el estimulo es suficiente para generar
secrecion de hCG en etapas mas tempranas del proceso de diferenciacién. Estos
incrementos tempranos en los niveles de la hCG durante la diferenciaciéon
trofoblastica comprometen funciones propias de la hormona, como aumento de la
diferenciacion y decidualizacion trofoblastica, inhibicion de de la contractibilidad
miometrial y promocion de la angiogenesis uterina [86] [10]. Los procesos de
diferenciacion atribuidos a hCG se consideran claves porque sus vias de
sefalizacion pueden conducir a multiples efectos como cambio a nivel de
citoesqueleto, expresion de factores de crecimiento que promueven la migracion, o
secrecion de proteinas que digieren la matriz extracelular [54]. Asi mismo se ha
reportado que factores de crecimiento tales como el TGF a, el factor inhibitorio de
leucemia o el factor de crecimiento epidermal (EGF), requieren del receptor LH/CG
para promover la diferenciacion trofoblastica [87]; esto coincide con los resultados

del presente estudio donde se encontré que los niveles de expresiéon de LH/CG
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aumentaron tanto en procesos de diferenciaciéon promovidos por el inductor FSK
como por efecto de IGF-Il. Todo lo anterior explicaria los cambios morfolégicos
tempranos observados en células trofoblasticas estimuladas con IGF-Il y la

formacion de sincitio después de de 72h de cultivo.

De igual forma, haber estimulado las células trofoblasticas con FSK e IGF-II de
forma simultanea muestra como las células trofoblasticas son capaces de modular
y la vez sumar efectos para llegar a diferenciarse y por su puesto evidenciar
sincitializacién, ya que se encontré que los cantidades de hCG secretada bajo
éstas condiciones supera los niveles encontrados para cada uno de los estimulos
por separado, lo cual podria sugerir que se presentan efectos aditivos o sinérgicos
y conduce a pensar que puede existir una interaccion en las vias de sefalizacion

involucradas.

7.6. El receptor IGF-IIR tiene un papel significativo en la expresion y

secrecion de hCG durante la diferenciacion trofoblastica

Como se menciond en parrafos anteriores, las funciones y sefializacion por medio
del IGF-IIR ha sido objeto de grandes discusiones; en principio se postuld que este
receptor de caracter multifuncional estaba involucrado principalmente en el trafico
de ligandos con M6P y en la internalizacion del IGF-Il para su degradacion. En
consecuencia, efectos como proliferacion, migracion e invasion, estarian mediados
por la unién de IGF-II a los receptores IGF-IR y a la isoforma A del receptor de
insulina [16, 34]. Sin embargo en los ultimos afios se ha incrementado la evidencia
experimental de que IGF-IIR activa mecanismos de sefializacion intracelular por la
union del ligando IGF-II [13, 28, 30, 31, 75, 88]. Con respecto a esto, se conoce
gue la region citoplasmatica del IGF-IIR tiene un tamafio de 163 aminoacidos y
posee cuatro regiones que podrian ser dominios potenciales de union para varias
proteinas quinasas como la PKC, AMPc-quinasa y la caseina quinasa | y un
posible mecanismo de dimerizacion [31, 88]. De otra parte, otras investigaciones
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anotan que la interaccion de IGF-Il con su receptor, activaria la via de las
proteinas G inhibitorias y la via MAPK (ERK1/2), lo cual conduce a un efecto
bioldgico como la migracion celular de manera independiente del IGF-IR. Sin
embargo, en la literatura otros estudios demuestran evidencias contrarias a lo

antes mencionado [89].

Por su parte, en el presente estudio se encontré que debido a la ausencia de IGF-
lIR, la expresion de hCG decrecio incluso hasta niveles por debajo del control; al
igual que los niveles de secrecion de hCG disminuyeron a valores de 3m Ul/ml,
practicamente indetectables, muy por debajo de los niveles encontrados para linea
celular no interferida (1290 muUIl/ml). Estos hallazgos, por demas originales,
conducen a pensar que IGF-Il por interaccion con su receptor modula las
cantidades de hCG que se expresan y se secretan en células de trofoblasto
extravelloso. Interesantemente, los ensayos con células interferidas en el IGF-IR
indicaron que el receptor IGF-IR también desempefia un rol importante en la
sefalizacion activada por IGF-Il y en la resultante expresion de hCG. Para
correlacionar esta afirmacion, reportes previos han demostrado que IGF-Il puede
sefalizar a través del receptor IGF-IR y promover efectos biolégicos como
proliferacion celular, sobrevivencia celular, sintesis de ADN y ARN [13, 65].

De otra parte, cuando los tres modelos celulares estudiados son tratados con FSK
hasta 72h de cultivo, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
hCG secretada, lo cual indica que las acciones de FSK, estos es, diferenciacion y
secrecion de hCG por parte del sincitiotrofoblasto.son independientes del receptor
IGF-IIR. Asi mismo, se conoce que FSK activa la adenilato ciclasa [58] [73] y en
consecuencias las cantidades de AMPc intracelular se elevan, lo cual permite la
activacion final de una proteina sincitina y en consecuencia se forma el
sincitiotrofoblasto [90]. Todo lo anterior, permite pensar que IGF-Il tiene
mecanismos de sefalizacion diferentes a FSK para inducir diferenciacion

trofoblastica y secrecion de hCG.
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De acuerdo a las evidencias observadas en el presente estudio se puede afirmar
gue la disminucién drastica de la expresion de hCG por la ausencia del receptor
IGF-IIR contribuye al supuesto que IGF-1l y su receptor estan implicados en el
aumento de hCG durante del desarrollo gestacional y que ademas el exceso de la
hormona durante la patogénesis de la ETG tiene relacion directa con los
incrementos considerables de IGF-Il reportados en suero y muestra de tejidos
molar de mujeres con ETG. Asi mismo, cuando en el presente estudio se encontré
que el IGF-IIR ademas de estar implicado en la expresion de hCG en las etapas
tempranas de la diferenciacion trofoblastica también presenta relacion directa con
los elevados niveles de secrecion de la misma, corrobora la hipétesis que IGF-Il y
su receptor podrian estar intimamente ligados durante el desarrollo trofoblastico

patogénico.
La presente investigacion abre un camino importante hacia la regulacion de los

mecanismos de expresion de IGF-Il, su sistema de impronta y sus alteraciones,

como base para comprender la biologia del trofoblasto y su malignizacion.
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8. CONCLUSIONES

Se pudo establecer que el perfil de expresion de miembros del sistema IGF
durante el proceso de diferenciacion trofoblastica cambia y esta relacionado con
incrementos en los transcritos de IGF-II, IGF-1IR, IGF-IR y el receptor de insulina.
Estos cambios en los niveles de expresiéon conllevan a transformaciones celulares
que afectan la morfologia de células trofoblasticas de modo que se transformen de
citotrofoblasto a sincitiotrofoblasto, el cual por su funciones endocrinas secreta
hCG, hormona que a su vez cumple funciones de diferenciacion celular,
angiogenesis y decidualizacion, las cuales son importantes para el adecuado

desarrollo embrionario y fetal.

Se demostro que IGF-II en concentraciones de 10nM tiene la capacidad de inducir
expresion y secreciéon de hCG en la linea celular de trofoblasto extravellos HTR-
8/SVneo. Estos niveles de secrecion de hCG inducidos por la presencia de IGF-II
son superiores a los encontrados para células tratadas con el inductor de
diferenciacion, lo cual genera una relacion directa entre niveles elevados de IGF-II

e incrementos en la secrecién de hCG.

Se pudo establecer que IGF-II tiene efectos significativos sobre el proceso de
diferenciacion trofoblastica debido a que es capaz de modificar la morfologia
celular de la linea HTR-8/SVneo e incrementar los niveles de la hormona hCG
después de 72h de exposicion al estimulo, lo cual es evidencia que IGF-Il esta

comprometido en fendmenos de sincitializacion trodoblastica.

Se determiné que existe una relacion directa entre IGF-11 'y su receptor IGF-IIR en
los incrementos de transcritos y proteina hCG durante el proceso de diferenciacion
trofoblastica, ya que al tener un modelo celular silenciado para el receptor IGF-1IR
y estimulado con IGF-II los niveles de expresion y secrecion de hCG disminuyeron
incluso por debajo de sus controles experimentales. Estos mecanismos conjuntos
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involucran al receptor IGF-IIR dan soporte experimental del importante rol de este
receptor en fendmenos de sefializaciéon y funcionalidad celular, contribuyendo al
mecanismo de accion del sistema IGF en el desarrollo de la placenta y sus

patologias.
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9. RECOMENDACIONES

Si bien es cierto el presente trabajo buscaba determinar el papel de miembros del
sistema IGF en los procesos de diferenciacion trofoblastica, es necesario examinar
las funciones bioldgicas, perfiles de expresion y secreciéon de hCG e IGF-Il en
periodos posteriores a 72h, y asi establecer el tipo de interaccién y vias de
sefalizacion por las cuales IGF-II ejerce sus funciones de promover expresion y

secrecion de hCG en trofoblasto extravelloso.

Es necesario determinar el comportamiento bioquimico del receptor de hCG
durante el proceso de diferenciacion trofoblastica en la linea celular HTR-8/SVneo,
de ésta manera establecer con mayor certera la funcién de este receptor durante

la diferenciacion trofoblastica.

El importante hallazgo que el receptor IGF-1IR esta implicado en la modulacion de
los niveles de hCG, abre un panorama suficiente para continuar con trabajos que
conduzcan a dilucidar los mecanismos de sefializacion intracelular a través de los

cuales éste receptor ejecuta sus funciones bioldgicas.

Las evidencias microscopicas mostradas en el presente trabajo dan el soporte
necesario para continuar con abordajes experimentales que permitan tener
claridad del fendmeno de sincitializacion en la linea celular HTR-8/SVneo y el
efecto que IGF-Il genera sobre las células en diferenciacion.
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Anexo 1

Protocolo de tincion Hematoxilina & Eosina para células HTR-8/SVneo.

1. Para fijar las células a tefiir se cubre las mismas con 200pul de alcohol etilico

absoluto por un tiempo maximo de 5 minutos.

. Retirar por completo el volumen anterior y reemplazarlo por 200 pl de

hematoxilina de Harris y dejar reaccionar por 2 minutos.

. Retirar completamente el volumen vy lavar dos veces con un volumen igual

de agua. Se deben evitar movimientos bruscos durante los lavados.

. Lavar con 100 ul de agua amoniacal. Este paso es fundamental y requiere

realizarse con rapidez y cuidado.

. Una vez retirada el agua amoniacal se debe poner 200 pl de Eosina por un

tiempo de 2 min y 30 segundos.

. Se retira el volumen anterior y se reemplaza con agua para efectuar los

lavados como en el paso 3.

. Se deja un volumen aproximado de 100 pl de agua en el pozo y se procede

a visualizar en microscopio de luz.

72



Anexo 2.

Cuantificacion de Niveles de hCG por inmunoensayo IRMA.

Coat-A-Count hCG IRMA es un ensayo radioinmunométrico en fase sélida. El
ensayo utiliza anticuerpos policlonales anti-hCG marcados con %I en fase liquida
y anticuerpos monoclonales anti-hCG inmovilizados en la pared de un tubo de

poliestireno.

En el procedimiento la hCG es capturada entre el trazador policlonal y los
anticuerpos monoclonales que recubren el tubo. EL trazador policlonal no unido se
remueve por decantacion y lavado del tubo. El tubo se cuenta en un contador
gama durante 1 minuto. La concentracion de hCG en la muestra del paciente es
directamente proporcional al nimero de cuentas por minuto. La concentracion de
hCG se determina comparando el nimero cuentas con las obtenidas con el juego
de calibradores suministrados. En la figura 24 se muestra las curvas de calibracion
gue relacionan la concentracién de hCG en mUI/ml de cada uno de los estandares
(Tabla 6) con los valores de unién porcentual calculado para cada uno de los
estandares.

Tabla 6. Concentraciones de hCG de los estandares de calibracion
Calibrador hCG en mUl/ml
0

5

25

50

100

250

500

@ M M O O @
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Figura 24. Curvas de calibracién parainmunoensayo IRMA. (A) Curva de calibracion global. (B)
curva de calibracion para concentraciones de hCG menores a 50mUl/ml (C) curva de calibracion

para concentracines de hCG superiores a 100muUl/ml.
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Anexo 3.

EXTRACCION DE ARN TOTAL Y EVALUACION DE LA CALIDAD

1. Extracciéon de ARN total

Reactivos

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

Etanol 75%

Buffer fosfato salino (PBS) frio

Isopropanol 70%

Cloroformo 100%

Protocolo

o M 0D

© ® N O

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

Afadir 0.2 ml de cloroformo, dejar en incubacion por 3 minutos.
Centrifugar a 120000 x g por 15 minutos a 4 C.
Retirar la fase acuosa en la que se encuentra el RNA.

Precipitar el RNA mezclando con 0,5 ml de isopropanol. Incubar las muestras a

20 C por 10 minutos.

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

Remover el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 75%.
Centrifugar a 5000 x g a 4 C. Remover el etanol

Redisolver el RNA en agua DEPC
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10.Medir en espectrofotometro la absorbancia a 260 nm y medir la razén de
absorcién A260/A280 para determinar la concentracion y pureza de la muestra.

2. Electroforesis de ARN en gel de agarosa

Reactivos

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

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

- Formaldehido 3,7%

- Formamida 50%

Protocolo

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

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

gelificacion.

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

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

correspondientes.

5. Correr la electroforesis en buffer MOPS durante 40 minutos a 80 V.

6. Teilir el gel con solucién de bromuro de etidio en una concentracion de 1 ug/mL.
7. Observar los fragmentos ribosomales en un transiluminador de luz ultravioleta.

Utilizar materiales libres de ARNasas tratados con DEPC
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