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Resumen

El desarrollo normal de la placenta depende de la diferenciacion e invasion del trofoblasto, el principal componente
celular de la placenta. Durante este proceso, las células de trofoblasto realizan un programa complejo de
diferenciacion, originando varios linajes celulares que aseguran el desarrollo y sostenimiento de la gestacion.
La diferenciacion del trofoblasto depende de una variedad de factores autocrinos y paracrinos, que a través de
mecanismos especificos y finamente regulados, estimulan la expresion de un amplio niimero de genes e incrementan
la produccion de hormonas y factores de crecimiento tales como los factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF). Algunas patologias de la gestacion se caracterizan por la diferenciacion e invasion defectuosa del trofoblasto,
que es mas el resultado y no el origen de la enfermedad, el cual se desconoce en la mayoria de los casos. En esta
revision se discutira el papel de la familia de factores de crecimiento IGF en la regulacion del crecimiento, invasion
y diferenciacion del trofoblasto humano incluyendo los resultados de estudios a nivel molecular realizados en los
ultimos afios en nuestro laboratorio, asi como sus implicaciones en el entendimiento de la patogénesis de algunas
enfermedades gestacionales.
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Understanding the role of the insulin-like growth factor (IGF) system in the functional regulation of the
human trophoblast

Abstract

Normal placental development is dependent upon the differentiation and invasion of trophoblast, the main cellular
component of the placenta. During this process, trophoblast cells undergo a complex program of differentiation
originating several cellular subtypes to ensure the development and progress of human gestation. Trophoblast
differentiation is under the control of many autocrine and paracrine factors, that finely tune specific mechanisms
that stimulate the expression of a group of genes and increase the production of hormones, including the insulin-
like growth factors (IGFs). Certain gestational pathologies are characterized by defective trophoblast differentiaiton
and invasion, which is more the result but not the cause of the disease. In this review we will discuss some of the
studies focused on the role of the IGF family of growth factors including recent findings in our laboratory and their
implications for a better understanding of some gestational diseases.
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1. Introduccion

El desarrollo normal de la placenta depende de la diferen-
ciacion e invasion del trofoblasto, el principal componente
celular de la placenta. Durante este proceso, las células de
trofoblasto realizan un programa complejo de diferenciacion,
originando varios linajes celulares que aseguran el desarrollo
y sostenimiento de la gestacion. La diferenciacion del
trofoblasto depende de una variedad de factores autocrinos
y paracrinos, que a través de mecanismos especificos y
finamente regulados, estimulan la expresion de un amplio
nimero de genes e incrementan la produccion de hormonas
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y factores de crecimiento. Algunas patologias de la gestacion
se caracterizan por la diferenciacion e invasion defectuosa
del trofoblasto, que es mas el resultado y no el origen de la
enfermedad, el cual se desconoce en la mayoria de los casos.

El sistema de factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF) esta relacionado con el desarrollo del organismo
y mantenimiento de la funcion celular normal y se le ha
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asociado con la formacion de tumores y cancer. Tanto IGF-I
como 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
funcion. Se conoce poco sobre el papel que desempefian
los factores de crecimiento y hormonas en la regulacion de
la diferenciacion del trofoblasto humano. Varios estudios
se han realizado empleando modelos animales, principal-
mente el murino, generando importante conocimiento sobre
factores de transcripcion involucrados en la conversion del
citotrofoblasto velloso (vCTB) en sincitiotrofoblasto (STB)
(Cross, 2000; Scott et al., 2000). Sin embargo, la relevancia
de estos estudios en el humano no es clara, dadas las dife-
rencias marcadas que se han identificado con el proceso
de diferenciacion de la placenta murina (Carter, 2007,
Handwerger, 2010).

En esta revision se discutiran los resultados de los estudios
realizados durante los tltimos 7 afios en el Grupo de Investiga-
ci6n en Hormonas de la Universidad Nacional de Colombia,
dirigidas hacia una mejor comprension de los mecanismos
de accion molecular de la familia de factores IGF en la
regulacion del crecimiento, invasion y diferenciacion del
trofoblasto humano. Se discutiran las implicaciones que
estos hallazgos pueden tener en el origen y desarrollo de
la Enfermedad Trofoblastica Gestacional (ETG), asi como
en la busqueda de marcadores tumorales que permitan un
diagnoéstico temprano de la enfermedad.

2. El trofoblasto humano y su diferenciacion

Las células de trofoblasto hacen parte de la placenta y son
las encargadas de invadir el endometrio materno durante el
proceso de implantacion del blastocisto. Durante este proceso
de diferenciacion e invasion, las células de trofoblasto se
dividen rapidamente para formar la interfase entre la madre y
el embrion, mientras que otras subpoblaciones trofoblasticas
invaden la decidua materna remodelando las arterias de la
pared uterina, conocidas como arterias espirales, para facilitar
la expansion de los tejidos extraembrionarios y aumentar el
flujo sanguineo hacia la placenta y el embrion en desarrollo
(Kliman & Feinberg, 1990; Graham & Lala, 1992).

El trofoblasto estd compuesto por varias poblaciones con
diferentes morfologias: el vCTB presente en el compartimento
fetal y precursor del STB y el citotrofoblasto extravelloso
(evCTB), precursor de la célula trofoblastica invasiva
(Handwerger, 2010). Durante la morfogénesis del trofo-
blasto velloso, las células vCTB proliferan rapidamente y se
introducen en el STB formando columnas celulares rodeadas
de sincitio, dando lugar a las vellosidades primarias. En el
desarrollo ulterior, las células mesodérmicas fetales penetran
en el nucleo de las vellosidades primarias y crecen en direccion
de la decidua materna, formando las vellosidades secundarias.
Las células mesodérmicas de la parte central comienzan a
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diferenciarse en células sanguineas y capilares sanguineos
formando un sistema capilar velloso, convirtiéndose en
vellosidad terciaria. El trofoblasto extravelloso no participa
directamente en la formacion de las vellosidades, abandona la
matriz extracelular, migra y forma las vellosidades corionicas
de anclaje, que son columnas de células no polarizadas que
erosionan y penetran la barrera uterina. El evCTB rompe
multiples membranas basales (incluyendo el endometrio
epitelial y glandular, vasos sanguineos y células deciduales)
y degrada la matriz extracelular intersticial del endometrio,
hasta producir la invasion del estroma uterino y el remode-
lamiento de las arterias espirales. La capa de células epiteliales
de la vellosidad placental, compuesta por células vCTB y
STB, es la encargada de separar la circulaciéon materna del
interior de las vellosidades. Las células STB multinucleadas
forman una capa continua que regula el intercambio de
sustratos, gases y otros factores entre la circulacion fetal y
materna. Son el sitio de sintesis de hormonas esteroidales y
factores de crecimiento, tales como el lactégeno placentario
(LP), la hormona gonadotropina corionica (hGC) y la
variante placental de la hormona de crecimiento (hGHv)
(Silva et al., 2002).

Numerosos estudios han evidenciado el papel de lahGC en la
diferenciacion trofoblastica. La hormona hGC es producida
en grandes cantidades por el sincitiotrofoblasto donde de
manera autocrina y paracrina incrementa la formacion de
sincitio. Ademas, se ha reportado que los efectos promotores
de diferenciacion del factor de crecimiento epidermal (EGF),
el factor inhibitorio de leucemia (LIF), el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), el estradiol y glucocorticoides requieren
de la participacion de la hGC en sus efectos promotores de
diferenciacion (Yang et al., 2003), demostrandose asi el papel
central que realiza la hGC en este fendmeno. Otros factores
criticos identificados dentro del proceso de diferenciacion
del trofoblasto incluyen, entre otros, la tension de oxigeno
(Robins et al 2007), modificaciones de la cromatina (Kimura
et al., 2007) y mantenimiento de la integridad estructural
(Handwerger, 2010).

2.1 Enfermedad Trofoblastica Gestacional

Varios estudios han demostrado anormalidades en el proceso
de diferenciacion de las células de trofoblasto, como en
pre-eclampsia, retardo del crecimiento intrauterino y en
la enfermedad trofobastica gestacional (ETG). La ETG
comprende un espectro de tumores interrelacionados sur-
giendo de un desarrollo anormal del tejido trofoblastico. Esta
enfermedad varia de relativamente benigna como la mola
hidatidiforme (completa y parcial) hasta maligna como la
mola invasiva y el coriocarcinoma (Seckl et al., 2000).La mola
hidatidiforme consiste en una placenta anormal, caracte-
rizada por vellosidades coridnicas grandes y edematosas,
acompaiiadas de trofoblasto hiperproliferativo (Berkowitz
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& Goldstein, 1998). El coriocarcinoma es uno de los tumores
malignos de mas rapido crecimiento e invasividad, debido a
su alta afinidad y capacidad de angioinvasion, que conduce a
metastasis extensas. Las bases moleculares del origen de la
enfermedad o de su prondstico se desconocen en su mayor
parte. En la actualidad, su diagnostico se basa en criterios
clinicos y de histopatologia, corroborados por los altos
niveles circulantes de hGC, criterios que han demostrado ser
insuficientes y con frecuencia contradictorios.

En colaboracion con investigadores del Instituto Nacional
de Salud y del Instituto Materno Infantil, nuestro laboratorio
adelant6 entre los afios 2002-2004 un estudio sobre los
aspectos clinicos, genéticos y bioquimicos de la ETG. A
nivel molecular, se evidenciaron alteraciones en el sistema
de factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) en
pacientes con diagndstico de mola hidatidiforme. El analisis
del tejido tumoral mostrd una elevada expresion del factor de
crecimiento similaralainsulinatipo I (IGF-II) y de sureceptor
tipo I (IGF-IR), lo que se acompaii¢ de niveles elevados de
IGF-II en el suero de las pacientes, en comparacion con
abortos no molares de la misma edad gestacional (Cortés
et al 2003; Sanchez, 2006]. Lo anterior puso en evidencia
el rol potencial de esta familia de factores de crecimiento
en el desarrollo de esta patologia, desafortunadamente poco
visible pero que constituye un problema de salud ptblica en
nuestro pais.

3. El sistema de factores de crecimiento similares a
la insulina

La familia de factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF) esta organizada como una compleja red regulatoria
a nivel celular y sub-celular. En el humano, el sistema IGF
tiene un papel fundamental en el desarrollo del organismo y
mantenimiento de la funcién celular normal tanto en la etapa
fetal como postnatal. Esta constituido por los ligandos (IGF-I
e IGF-II), receptores de superficie celular que median los
efectos bioldgicos de los IGFs, incluyendo el receptor para
IGF-I (IGF-IR), receptor IGF-II/M6P (IGF-IIR), el receptor
de insulina (InsR) y receptores hibridos IGF-IR/InsR, ademas
de seis proteinas de unién a IGFs (IGFBPs) (LeRoith et
al., 1995, Denley et al., 2005). El principal mediador de
las actividades celulares de los IGFs es el receptor IGF-IR,
una proteina transmembranal con actividad tirosina quinasa,
formada por dos cadenas a y dos cadenas b unidas a través
de varios enlaces bisulfuro. La proteina madura posee mayor
afinidad por IGF-I que por IGF-II (Favelyukis et al 2001).
El receptor IGF-II-R posee un extenso dominio extracelular
y no presenta actividad tirosina quinasa. Se une con mayor
afinidad a IGF-II que a IGF-I. Este receptor no une insulina
pero si actia como un receptor de ligandos con manosa-6
fosfato. El receptor de insulina existe en dos isoformas,
InsR-A e InsR-B, derivadas de “splicing alternativo del exén
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11 del gen del receptor. InsR-A une al IGF-II con la misma
afinidad que enlaza la insulina, en tanto que InsR-B une
débilmente al IGF-II (LeRoith & Roberts, 2003).

Las similaridades estructurales entre el receptor de IGF y
el receptor de insulina, permiten la formacion de receptores
hibridos, en donde una cadena IGF-IR off esta conectada a una
cadena InsR-A o InsR-B. Cuando se coexpresan los receptores
de IGF y de insulina en la misma célula, estos receptores
hibridos pueden formarse aleatoriamente y el homo-receptor
menos abundante se encontrara predominantemente formando
parte de ellos. Los receptores hibridos, pueden ser sobre-
expresados en una variedad de células tumorales como
resultado de la sobre-expresion de los receptores para IGF-1
¢ Insulina (Pandini et al., 2002), sin embargo, se conoce
muy poco sobre su importancia en la transduccion de senales
y de los efectos biologicos que pueden estar modulando.

3.1 El sistema IGF y el desarrollo de la placenta

Los IGFs son reguladores importantes del desarrollo ade-
cuado de la placenta y del feto (Lala et al., 1998). La
expresion de los ligandos y sus receptores en las membranas
placentales, sugiere mecanismos de accion de tipo autocrino
y/o paracrino en el control de las propiedades funcionales
de células trofoblasticas [Hamilton et al 1998]. 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 funcion. Se ha demostrado que los IGFs
estan presentes en las vellosidades coridnicas placentales
(citotrofoblasto, nticleo mesodérmico y endotelio), siendo el
IGF-II mas abundante en trofoblasto. El IGF-II se produce
aproximadamente desde la sexta semana del embarazo desde
el evCTB, 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 (Zygmunt et al., 2005).

Se sabe que IGF-I e IGF-II incrementan la proliferacion
y supervivencia de fibroblastos placentales y que pueden
rescatar estas células de la apoptosis. Muchos estudios repor-
tan el incremento en suero de estos dos factores durante el
embarazo al igual que el aumento de los niveles del mRNA
del IGF-1y del IGF-II (Forbes et al., 2008). El IGF-II tiene
profundos efectos en el desarrollo prenatal y su desregulacion
puede estar relacionada con varias patologias durante la
gestacion. Sumado a esto, sus altos niveles en circulacion
durante el embarazo, mucho mas que los de IGF-I, lo
convierte en el ligando del sistema IGF mdas importante
durante la gestacion.

En cuanto a la presencia de los receptores IGF, se ha
demostrado que el IGF-IR se localiza en todos los tipos
celulares placentarios incluyendo el trofoblasto, el endotelio
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velloso y el nicleo mesenquimal, encontrandose también
receptores hibridos con altas afinidades por el IGF-II
(McKinnon et al., 2001). Se sabe que InsR-A se expresa
en los tejidos fetales y en ciertos tumores y tiene efectos
mitogénicos, en cambio los efectos de InsR-B son mas meta-
bolicos, expresandose abundantemente en tejidos adultos
(Pandini et al, 2002).

El receptor tipo II se expresa en la placenta, en las membranas
plasmaticas del trofoblasto, pero puede ser fragmentado
resultando en la liberacidon de una forma soluble, la cual
al unirse al IGF-II conduciria a su degradacion, aunque en
otros trabajos se ha mostrado su posible actividad en vias de
sefializacion intracelular (McKinnon et al., 2001). Finalmente,
en lo referente a las proteinas de union a IGFs, se ha
establecido que la placenta humana no expresa IGFBP-1
la cual es la proteina de uniéon de mayor expresion en el
endometrio decidualizado, en tanto que IGFBP-3 se expresa
en grandes cantidades en el estroma velloso del trofoblasto.
Las funciones regulatorias de estas proteinas en el normal
desarrollo de la placenta requieren aun de mas estudios.

3.2 Papel del IGF-II en la regulacion de la invasion
de celulas de coriocarcinoma

El mecanismo por medio del cual el IGF-II ejerce sus acciones
en las células de trofoblasto ha sido un tema controversial.
Inicialmente se postuld al receptor IGF-II/M-6P dada su
alta afinidad de union por IGF-II (Mackinnon et al, 2001),
sin embargo, numerosos estudios lo han descrito como un
receptor encargado de la internalizacion de IGF-II y de su
degradacion, por lo tanto con una funcion inhibitoria. Otros
investigadores han postulado que las acciones del IGF-II son
mediadas por el IGF-IR (Pandini et al, 2002).

La expresion de IGF-II en tumores provenientes de mola
hidatidiforme se ha encontrado incrementada en comparacion
con placentas de abortos espontaneos de primer trimestre, lo
que plantea un papel para este factor en la patogénesis de
la enfermedad y su malignizacion. El estudio de casos de
coriocarcinoma, forma maligna del trofoblasto, han estado
limitados por la rapida progresion a la metastasis dificultando
el diagnostico primario del tumor, por lo cual la investigacion
se ha centrado en lineas celulares, tales como BeWo, JEG-3,
JAR, que expresan los miembros del sistema IGF.

En un estudio realizado por nosotros se demostrdo que
tanto IGF-I como IGF-II regulan la invasion de células de
coriocarcinoma, pero a través de diferentes mecanismos.
Aunque ambos receptores activan en comun las vias de
sefalizacion PI3-K y MAPK, fosforilando las proteinas
Akt y ERK, se pudo establecer que el IGF-II media sus
efectos activando el receptor de insulina (InsR), mientras
el IGF-I lo hace a través del IGF-IR (Diaz et al., 2007).
En concordancia con lo anterior, se encontré que IGF-II
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y en menor proporcién IGF-I, son capaces de estimular la
secrecion de la metaloproteasa de matriz extracelular MMP-
9 y el activador de plasmindgeno tipo urokinasa (uPA) en
células de coriocarcinoma (Diaz, 2006; Pinzén et al, 2007).
Una adecuada invasiéon por parte del trofoblasto es vital
para el establecimiento del embarazo (Bischof et al., 2001).
Este comportamiento invasivo es debido a la habilidad del
evCTBs de secretar metaloproteasas (MMPs), mientras que
sus inhibidores (TIMPs) inhiben esta invasion en el espacio
extracelular. Tanto la MMP-9 como la MMP-2 son secretadas
durante el primer trimestre de embarazo por el trofoblasto y
participan en los procesos invasivos de éste. Varios estudios
han demostrado que la sintesis y activacion de la MMP-2 y
MMP-9 son requeridas para la invasion trofoblastica (Staun-
Ram et al, 2004).

Nuestros resultados demostraron la expresion de las dos
isoformas de InsR en los tejidos molares y en las células
JEG-3, y si tenemos en cuenta los altos niveles de expresion
de IGF-II en los tejidos y su correspondencia en el suero,
resulta plausible atribuir al IGF-II un importante papel
regulador de las propiedades metastaticas de las células de
coriocarcinoma. Se descartd que los efectos de IGF-II se
llevaran a cabo a través de los receptores hibridos, ya que no
se observo la fosforilacion/activacion del IGF-IR al estimular
las células con IGF-II (Diaz et al.,2007).

3.3 Papel de la familia IGF en la regulacion de la
proliferacion e invasion del trofoblasto

Se ha demostrado que el vCTB, caracterizado por su alta
capacidad invasiva, expresa los niveles mas altos de IGF-
II en la placenta, mientras que el STB lo expresa a muy
bajos niveles (Han & Carter, 2000). Numerosos estudios
se han llevado a cabo empleando la linea celular HTRS8/
SVneo, derivada de células evCTB de placenta humana
de primer trimestre e inmortalizada con el antigeno T40
grande del virus de simio (SV40 Tag) (Graham et al.,
1993). Estas células presentan un fenotipo hiperproliferativo
e hiperinvasivo y morfolégicamente tienen una identidad
epitelial que corresponde a su origen trofoblastico.

Se sabe que las células HTR8/SVneo co-expresan los
receptores IGF-IR e InsR, dando lugar a la formacion
de receptores hibridos IGF-I/InsR, cuya probabilidad de
formacion esta determinada por los niveles de expresion
de los receptores de IGF-I e insulina (Belfiore et al., 2009).
En un trabajo en nuestro laboratorio se investigo el papel
de los receptores hibridos en las acciones de los IGFs,
modificando el equilibrio de los homo-receptores, mediante
silenciamiento transitorio con RNA interferente (siRNA)
(Santa Cruz Biotechnology). Al silenciar el receptor IGF-
IR se encontréd una atenuacidén en los efectos prolifera-
tivos de IGF-1 e IGF-II, en comparacion con las células no
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silenciadas (Freyre, 2010), mientras que al silenciar el
receptor de insulina, se observd la sobre-activacion de la
via MAPK y el incremento en los efectos proliferativos del
IGF-I evaluados por medio del método colorimétrico MTT.
Lo anterior evidencio el equilibrio dindmico existente entre
los dos receptores tirosina quinasa y el papel del InsR en la
regulacion de los efectos de los IGFs. En una linea celular
que expresa predominantemente el receptor de insulina, en
particular la isoforma InsR-A, al disminuir su expresion
aumenta la probabilidad de formacién de homo-receptores
IGF-IR y disminuye la de homo-receptores InsR, lo que
podria explicar el aumento en las sefiales mitogénicas de
IGF-I en el modelo celular silenciado en InsR. Lo anterior
pone en evidencia que los receptores IGF-IR e InsR estan
estrechamente relacionados en la regulacion de la trans-
duccioén de sefiales moleculares de los ligandos IGF y que
la proporcion de receptores es clave en la regulacion de la
intensidad de la sefial y en la potencia del efecto mitogénico
de los ligandos (Vallejo, 2011).

Anivel de las acciones de los IGFs sobre la capacidad invasiva
de las células HTR8/Svneo, empleando camaras de Boyden
recubiertas con Matrigel y secrecion de la metaloproteasa
MMP-9, se encontrd en el modelo silvestre, que tanto IGF-I
como IGF-II son capaces de estimular invasion celular
aunque los mayores efectos a nivel de secrecion de MMP-9 se
observan con IGF-II. En la Figura 1 se muestran los resultados
obtenidos para las células silenciadas (Vallejo et al, 2014).

En conjunto, estos resultados sugieren que los receptores
hibridos InsR/IGF-IR son los principales mediadores de
la invasion inducida por IGF-I/IGF-II en la linea celular
HTRS8/SVneo, contrastando con lo que ocurre en las
células de coriocarcinoma JEG-3, donde IGF-II se vuelve
el ligando importante para la invasion sefalizando a través
del receptor de Insulina. Estos cambios podrian derivarse de
alteraciones en el equilibrio de los receptores hibridos por la
sobreexpresion del receptor InsR, dando como resultado una
mayor proporcion de homo-receptores de InsR y una baja
en la disponibilidad de los hetero-receptores IGF-IR/InsR en
coriocarcinoma.

La sobreexpresion de IGF-I, IGF-II o de sus receptores es
un evento presente en la malignizacidn celular y explica en
parte la proliferacion descontrolada caracteristica del cancer
(Hanahan & Weinberg, 2000). Varios estudios han asociado
al sistema IGF con el desarrollo de tumores y carcinogénesis
en varios tipos celulares (LeRoith & Roberts, 2003, Frasca
et al., 2008, Gallagher & LeRoith, 2011, Singh et al 2014).
En muchos tipos de cancer se ha observado la sobreexpresion
del receptor IGF-IR, de los ligandos IGF-II ¢ IGF-I y de
diferentes combinanciones de las seis proteinas de union a
IGF (IGFBP1-6) (Samani et al, 2007; Bruchin & Werner,
2013). Numerosos estudios realizados en la Gltima década
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Niveles de MMP-9 en HTR8/SVneo.
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Figura 1. Efecto del silenciamiento del los receptores IGR-IR e
InsR en la secrecion de MMP-9.

Ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de MMP-9 en
medios condicionados. La significancia estadistica fue determinada
usando ANOVA y la prueba de multiples comparaciones de
Bonferroni. La significancia estadistica usando como control la
pareja de células apropiada control-transfectada es representada asi:
*,P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.001.

han mostrado anormalidades en la expresion del receptor de
insulina en varios tipos de cancer. Recientemente se reportd
alteracion en el mecanismo de “splicing” del gen del receptor
InsR en células de cancer, incrementandose la relacion
InsR-A/InsR y por lo tanto la respuesta celular a los IGFs e
insulina circulantes (Belfiore et al., 2009). Aunque los IGFs
no son en si mismos factores tumorogénicos, la expresion
elevada de IGF-II, como en el caso de pérdida de impronta
(Pavelic et al., 2002) puede contribuir al desarrollo de ciertas
patologias ginecoldgicas como el cancer de ovario (Murphy
et al., 20006).

Los anteriores resultados abren un panorama interesante de
investigacion, pues en la comparacion entre el trofoblasto y
su forma maligna, el coriocarcinoma, es posible encontrar
claves para comprender el origen y desarrollo del crecimiento
maligno. El comportamiento innato del trofoblasto muestra
muchas caracteristicas en comun con células tumorales y
metastaticas, tales como el alto nivel de proliferacion, inva-
sidn, evasion de los efectores del sistema inmune, asi como
similitud en multiples circuitos de sefializacion intracelular
(Ferreti et al., 2007). No obstante, a diferencia de lo que
ocurre en células malignas, los procesos celulares en el
trofoblasto se encuentran altamente controlados y regulados
espacial y temporalmente. Identificando las principales vias
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de sefializacion cuya desregulacion permite a las células
tumorales desarrollar habilidades para evadir el control del
crecimiento y la invasion, se tendran blancos terapéuticos
promisorios para el desarrollo de nuevas estrategias anti-
tumorales para la deteccion, control y tratamiento del proceso
de metastasis.

3.4 Papel de los factores de crecimiento similares a
la insulina en la diferenciacion del trofoblasto

Como se menciond previamente, el proceso de diferenciacion
de las células trofoblasticas es fundamental para un desarrollo
exitoso de la gestacion. Es un proceso complejo que toma lugar
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rapidamente después de la implantacion, donde a través de
una serie de eventos coordinados en la interfase feto-maternal,
las células madre de trofoblasto experimentan una extensiva
diferenciacion. Se reconocen dos vias principales para la dife-
renciacion: la via vellosa o de fusion y la via extravellosa
o invasiva (Handwerger, 2010). Varios sistemas in vitro se
han desarrollado para el estudio de la fusion de células de
trofoblasto, entre ellos, células de trofoblasto primario aisladas
de placenta fusionada espontaneamente, o lineas celulares de
coriocarcinoma como BeWo o JAR, que se caracterizan por
un proceso incompleto de diferenciacion (Aronow et al, 2001;
Huppertz et al., 2007, Handwerger, 2010).
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Figura 2. Niveles de secrecion de hCG (IRMA) y de transcritos de hGC (qPCR) en células estimuladas con FSK(25 uM) e IGF-II
(10 nM). Panel superior) Células HTR8/SVneo (WT). Panel inferior) Células con silenciamiento estable de los receptores IGF-IR (shIGF-
IR) y IGF-IIR (shIGF-IIR). Los niveles de hGC se determinaron mediante IRMA y los transcritos de hGC mediante qPCR, relativos al gen
casero BActina. Los valores corresponden al promedio de 3 determinaciones.
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Para el estudio in vitro de la diferenciacion trofoblastica,
se han empleado modelos celulares tales como BeWo, que
aunque es una forma de coriocarcinoma estd parcialmente
diferenciada. Nosotros adelantamos un estudio utilizando
células de la linea HTR8/SVneo, un modelo fenotipicamente
mas cercano al trofoblasto normal, induciendo diferenciacion
por estimulo con Forskolina (FSK), compuesto de origen
natural agonista de la enzima adenilato ciclasa, lo cual resulta
en la elevacion de los niveles intracelulares de AMP ciclico.
Los resultados mostraron que los niveles de expresion del
mRNA de IGF-II y del receptor IGF-IIR en células HTRS/
SVneo se elevan significativamente después de 72 hr de
aplicado el inductor FSK y notablemente, el estimulo con
IGF-II solo y en combinacion con FSK, también incrementa
los transcritos de IGF-IIR, evidenciando un papel potencial
del eje IGF-II/IGF-IIR en diferenciacion trofoblastica (Freyre
SI, 2010; Cabezas et al., 2011).

Un hecho conocido es el incremento en los niveles de
secrecion de la hormona hGC a lo largo de la diferenciacion.
De manera novedosa encontramos que IGF-II estimula
la transcripcion y la secrecion de la hormona hGC, como
se muestra en la Figura 2. Posiblemente la glicoproteina
sintetizada se almacena en granulos de secrecion hasta el
momento de su liberacion para su consecuente funcidén
biologica. Este efecto fue especifico para IGF-II ya que
cultivos estimulados con IGF-I no mostraron incremento en
hGC (Freyre SI, 2010).

ETS2
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Control Oh

72h FSK
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Los anteriores resultados, por demas novedosos, mostraron
la relacion entre IGF-I1 y la transcripcion de hGC, resultando
de interés identificar los receptores involucrados. Para ello
se obtuvieron lineas celulares establemente silenciadas por
transfeccion con una combinacion de plasmidos lentivirales
shRNA, disefiados especificamente contra IGF-IR e IGF-IIR
(Santa Cruz Biotechnology). Se demostrd que la carencia del
receptor IGF-IIR resultaba en una drastica disminucion en
la expresion y secrecion de la hormona (Figura 2) (Alarcon,
2011). Como se ha mencionado, el mecanismo de accion del
IGF-IIR ha sido objeto de controversia, principalmente por la
ausencia de un dominio intracelular de sefializacion. Se le ha
atribuido una funcién reguladora de la biodisponibilidad de
IGF-II mediante internalizacion via endosomal y degradacion
ulterior (Kreiling et al., 2005). No obstante, estudios recientes
dan soporte al papel del IGF-IIR en la activiacion de cascadas
de sefializacion a través de la activacion de esfingosina
quinasa (SK) y la transactivacion de receptores acoplados a
proteina G (El-Shewy, et al., 2007).

Se ha descrito que la sintesis de hGC esta regulada por varios
factores independientes, incluyendo la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH), leptina y varias citokinas que
la estimulan mientras que la progesterona y el estradiol la
inhiben (Bischof & Irminger-Finger, 2005). Se ha descrito
que el gen hGCP posee dos sitios funcionales de unién al
factor de transcripcion ETS2 cercanos al sitio de inicio de
la transcripcion, que son cruciales para la regulacion de la
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Figura 3. Translocalizacion nuclear del factor de transcripcion ETS2 en la linea celular HTR8/SVneo durante tratamiento con FSK e IGFII.
Microfotografias de fluorescencia ETS2 — Alexa fluor 488 (verde) y tincion DAPI (4”,6-diamidino-2-fenilindol, azul). Las células en cultivo
se privaron de SFB durante 12h y posteriormente se incubaron en presencia de Forskolina 25uM por un periodo de 72 horas o de IGF-II 10
nM por 2 y 4 horas. Se usé como control células a 0 horas de tratamiento. Cada division de la plantilla representa 10um. Las microfotografias

representan un aumento 40X.
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actividad de la hormona en células de coriocarcinoma JEG-
3 y JAR (Ghosh et al., 2003). ETS1 y ETS2 son factores
citoplasmaticos que al ser fosforilados en un residuo de
treonina en el extremo N-terminal se activan y traslocan al
nucleo, en un mecanismo que involucra la activacion por la
via MAPK y regulado por AMPc (Johnson & Jamesom,
2000). Con el fin de investigar si el factor ETS2 estaba
involucrado en diferenciacion, se examind su traslocacion
nuclear en células tratadas con FSK e IGF-II por medio de
microscopia de fluorescencia (Figura 3). (Alarcén, 2011).
De manera interesante, a las 72 hr de estimulo con FSK casi
todo el ETS2 se localiza en el nucleo, en concordancia con los
altos niveles de secrecion de hGC. Por su parte, IGF-II que
se demostr6 induce la transcripcion del gen a tiempos cortos
(6 hr), también estimula la traslocacion nuclear evidenciada
a las 4 hr. (Figura 3). Los anteriores resultados demuestran
que el IGF-II induce la transcripcion de la hormona hGC
mediante la activacion y traslocacion al nucleo del factor
de transcripcion ETS2. Se requieren mas estudios para
esclarecer el receptor involucrado y la via de sefalizacion
desencadenada por el IGF-II, aspectos que son objeto de
estudio en la actualidad en nuestro grupo de investigacion.

Como se menciond previamente, las células HTR8/SVneo
poseen un alto potencial invasivo y proliferativo caracteristico
de las células evCTB y contintian diferenciandose por la via

IGF-II y diferenciacion trofoblastica

invasiva (Figura 4). Un subtipo celular es capaz de invadir
las vellosidades y la decidua materna y recibe el nombre de
citotrofoblasto intersticial (inCT), mientras que las células
que invaden las arterias espirales del utero se denominan
citotrofoblasto endovascular (enCT). Las células inCT a
medida que van erosionando el endometrio decidualizado,
van perdiendo su potencial proliferativo y ganando inva-
sividad. Se sabe que estas células no han perdido su capacidad
de formar sincitio puesto que dan lugar a células gigantes
multinucleadas (Kemp et al, 2002).

La caracterizacion de las células tratadas con FSK o IGF-II
se realizé evaluando la expresion de genes marcadores de
sincitializacion (Huppertz et al., 2006), esto es, incremento
en el mRNA de Sincitina y de Handl y disminucion en el
mRNA del gen de pluripotencia Oct4. Tomando en cuenta
los resultados encontrados para los tres genes, se puede
plantear que bajo las condiciones del estudio, las células
HTR-8/SVneo realizan procesos de fusion para dar lugar a
células gigantes multinucleadas que corresponden a sincitio
no proliferativo (Figura 4).

Conclusiones

Los resultados aqui presentados representan un importante
cuerpo de evidencia experimental que relacionan a los miembros
del sistema IGF en la regulacion de la proliferacion, invasion
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Figura 4. Esquema de la diferenciacion trofoblastica.

del lecho placentario

Se muestran la via de fusion o del citotrofoblasto velloso (vCT) y la via invasiva o del citotrofoblasto extra-velloso (evCT). La linea celular

HTRS8/SVneo corresponde al fenotipo de citotrofoblasto invasivo.

125



Sanchez-Gomez M

y diferenciacion del trofoblasto humano. Aunque se conocia
con anterioridad que los ligandos y receptores eran expresados
en varios tipos celulares de la placenta, solo recientemente
se ha empezado a entender su mecanismo de accién a nivel
molecular y su compleja red de sefializacion regulada espacial
y temporalmente. Varias patologias de la gestacion se asocian
con perturbaciones en el modo de accion de esta familia de
factores de crecimiento. En el caso de la mola hidatidiforme y
el coriocarcinoma, los cambios en los perfiles de expresion de
IGF-II y del receptor IGF-IIR, pueden ser la base para explorar
nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de estas
patologias, asi como para refinar su diagnostico encontrando
moléculas candidatas a marcadores mas confiables. Por tltimo,
el hecho de que el trofoblasto comparte muchas caracteristicas
con células tumorales, lo hacen un modelo de investigacion
unico donde es posible encontrar claves para comprender el
origen y desarrollo del crecimiento maligno.
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