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RESUMEN

Las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2 y
MMP-9) y el inhibidor-1 de MMP
(TIMP-1) podrian contribuir a la regula-
cioén del comportamiento invasivo de las
células trofoblasticas, efecto que podria
ser mediado por el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo II (IGF-II), el
cual regula el desarrollo y la funcién del
trofoblasto en la interfase materno-fetal.
El objetivo de este estudio fue investigar
el rol de la via de sefializacion PI3K/AKT
activada por IGF-II en la expresion de
MMP-2 y MMP-9 involucradas en el pro-

ceso de invasion en la linea celular
JEG-3, de coriocarcinoma humano. La
expresion del mARN de MMP-2,
MMP-9 y TIMP-1 fue evaluada, en di-
chas células, por la técnica de RT-PCR
empleando diferentes dosis de IGF-II y
diferentes condiciones, mientras que la
via de sefializacion fue evaluada usando
la técnica de Western blot. Se encontrd
que el IGF-II no contribuye a la prolifera-
cion de las células trofoblasticas; sin em-
bargo, este promueve la expresion del
mARN de MMP-9 y TIMP-1 pero no de
MMP-2, de forma dependiente de la do-
sis. El efecto en la expresion de MMP-9
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es mediado a través de IGF-II por la acti-
vacién de la via de sefializacion PI3K/
AKT después de la fosforilacion del re-
ceptor de IGF-I (IGF-IR). De acuerdo
con los resultados, se propone un modelo
en el cual Ia interaccion de IGF-II con
IGF-IR conduce a la activacion de
PI3K/AKT vy la subsecuente expresion y
activacion de MMP-9. Esta activacion es
un requisito esencial para el proceso
invasivo.

Palabras clave: PI3K/AKT, metalo-
proteinasas, invasion, trofoblasto.

ABSTRACT

Metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and
MMP-9) and Tissue Inhibitor-1 of MMPs
(TIMP-1) could contribute to regulate the
invasive behaviour of trophoblastic cells,
effect which could be mediated by Insu-
lin-like growth factor type II (IGF-II),
which regulates the development and
function of trophoblast at the foetal-ma-
ternal interface. The aim of this study was
to investigate the role of the PI3K/AKT
signalling pathway activated by IGF-II in
the expression of MMP-2 and MMP-9 in-
volved in the invasion process in the hu-
man choriocarcinoma cell line JEG-3.
MMP-2, MMP-9 and TIMP-1 mARN ex-
pression in those cells were evaluated by
RT-PCR using different IGF-II doses and
conditions while signalling pathway was
evaluated using Western blot. It was
found that IGF-II does not contribute to
trophoblastic cells proliferation, howe-
ver, it promotes mARN expression of
MMP-9 and TIMP-1, but not of MMP-2,
in a dose-dependent way. The effect on
MMP-9 expression is mediated through
IGF-II activation of PI3K/AKT signalling
pathway after phosphorylation of the
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IGF-Ireceptor (IGF-IR). According with
the results a model is proposed in which
the interaction of IGF-II with IGF-IR
leads to PI3K/AKT activation and subse-
quent expression and activation of MMP-
9. This activation is an essential require-
ment for the invasive process.

Key words: PI3K/AKT, metallopro-
teinases, trophoblast, invasion.

RESUMO

As metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2 y
MMP-9) e o inibidor-1 de MMPs (TIMP-
1) poderiam contribuir a regulacdao do
comportamento invasivo das células tro-
foblasticas, efeito que poderia ser media-
do pelo Factor de Crescimento Similar a
Insulina tipo II (IGF-II), o qual regula o
desenvolvimento e func¢io do trofoblasto
na interface materno-fetal. O objectivo
deste estudo foi investigar o papel da via
de sinalizacdo PI3K/AKT activada por
IGF-II na expressao de MMP-2 e MMP-9
envolvidos no processo de invasao na lin-
ha celular JEG-3, de coriocarcinoma hu-
mano. A expressio do mARN de MMP-
2, MMP-9y TIMP-1, foi avaliada, em di-
tas células, pela técnica de RT-PCR utili-
zando diferentes doses de IGF-II e dife-
rentes condi¢des, enquanto que a via de
sinalizacdo foi avaliada usando a técnica
de Western-blot. Foi encontrado que o
IGF-II ndo contribui a proliferacao das
células trofoblasticas, no entanto, este
promoveu a expressio do mARN de
MMP-9 e TIMP-1 mas nio de MMP-2,
de forma dependente da dose. O efeito na
expressao de MMP-9 é mediado através
de IGF-II pela activacao da via de sinali-
zagdo PI3K/AKT depois da fosforilagao
do receptor de IGF-I (IGF-IR). De acor-
do aos resultados € proposto um modelo,
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no qual a interaccdo de IGF-II com
IGF-IR conduz a activacio de PI3K/AKT
e a subsequente expressao e activacdo de
MMP-9. Esta activacao é um requisito es-
sencial para o processo invasivo.

Palavras-chave: PI3K/AKT, metalo-
proteinasas, invasdo, trofoblasto.

INTRODUCCION

Durante el embarazo, el proceso de inva-
sion de las células trofoblésticas involu-
cra la degradacion y remodelacion de la
matriz extracelular, principalmente debi-
do a las metaloproteinasas (MMP), una
familia de enzimas proteoliticas depen-
dientes de zinc. Las gelatinasas A/MMP-
2 (metaloproteinasa 2) y B/MMP-9 (me-
taloproteinasa 9) degradan especialmente
colageno IV, el componente mayoritario
de la matriz extracelular. Durante el pri-
mer trimestre, MMP-2 es expresada en
las células del trofoblasto extravelloso,
mientras MMP-9 es expresada principal-
mente en las células del citotrofoblasto
velloso. Se ha establecido, in vitro, que
las células citotrofoblésticas secretan
MMP-2 y MMP-9, asi como los inhibido-
res de metaloproteinasas TIMP-1 (Tissue
Inhibitor of Metalloproteinase type 1) y
TIMP-2 (Tissue Inhibitor of Metallopro-
teinase type 2) (1, 2). Estas secreciones
son necesarias para la invasion del trofo-
blasto (3); sin embargo existe controver-
sia en cuanto a cudl de las dos MMP es
mas importante en la invasion trofoblasti-
ca. Librach y cols. aducen un papel mas
significativo de la MMP-9 frente a la
MMP-2 en la invasion del trofoblasto (4),
mientras que Staun-Ram y cols. sugieren
que MMP-2 representa la principal gela-
tinasa en el trofoblasto temprano, y que
podria ser la enzima clave de su invasion

(5). La 6ptima migracién y funcién inva-
siva de las células trofoblasticas son
esenciales para el normal desarrollo de la
placenta, asegurando un eficiente inter-
cambio de moléculas clave entre la madre
y el feto; de no ser asi, es posible que se
presente el desarreglo molecular que con-
duce a desdrdenes hipoinvasivos del tro-
foblasto, tales como preclampsia, o a de-
sérdenes hiperinvasivos, tal como ocurre
en la enfermedad trofoblastica gestacio-
nal (ETG) que comprende, entre otros, a
la mola hidatidiforme, la mola invasiva y
el coriocarcinoma. Este tltimo es un can-
cer Unico en cuanto a que representa una
transformacion maligna de un tejido que
tiene propiedades invasivas y metastasi-
cas inherentes (6). Por esto es importante
establecer los mecanismos que regulan la
expresion de las metaloproteinasas como
mediadores del proceso invasivo en la
ETG, proceso complejo similar a la inva-
sion tumoral que involucra la protedlisis
local de la matriz extracelular, el ataque
celular, la migracion, y también la inhibi-
cion de estos procesos. Los trofoblastos,
durante el proceso de implantacion, deri-
van en varios tipos celulares: las células
citotrofoblasticas, que se localizan en la
zona mas externa del vello de anclaje, o
células del trofoblasto extravelloso que
presentan propiedades invasivas, y las cé-
lulas citotrofoblésticas que fusionan para
generar el sincitiotrofoblasto (7). La dife-
renciacion del trofoblasto extravelloso es
regulada por numerosos factores de cre-
cimiento, asi como también por proteinas
de la matriz extracelular y moléculas de
adhesion expresadas en la interfase ma-
terno-fetal. Estas moléculas regulatorias
controlan la invasion celular a través de
diferentes vias de sefializacién, modulan-
do la actividad del sistema de proteasas
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que se adhieren y degradan la matriz ex-
tracelular. Mientras que un nimero cre-
ciente de vias de sefializacion est4 siendo
estudiado, los efectores corriente abajo,
tales como factores de transcripcion, atin
se desconocen (8). Muchos factores esti-
mulan la proliferacion de las células tro-
foblasticas sin influir en su invasividad;
no obstante, se ha demostrado que existen
dos factores que estimulan sus funciones
migratorias e invasivas, sin ningtn efecto
en la proliferacion. El factor de creci-
miento similar a la insulina tipo II
(IGF-1I), producido por el trofoblasto, y
la proteina de unién a IGF (IGFBP-1),
producida por la decidua, independiente-
mente, estimulan la migracién de estas
células, como también la invasion (9). El
IGF-II regula el desarrollo y la funcién
del trofoblasto en la interfase materno-fe-
tal. Durante el comienzo de la gestacion,
el IGF-II se expresa abundantemente en la
placenta, y podria regular el comporta-
miento invasivo de las células trofoblasti-
cas (10). Esta habilidad invasiva de las
células citotrofoblésticas radica en su ca-
pacidad de secretar metaloproteinasas
(MMP), e inhibidores de metaloproteina-
sas (TIMP). La expresion anormal de es-
tas metaloproteinasas parece contribuir a
varios procesos patologicos que incluyen
el crecimiento tumoral, la invasién y la
metastasis (11). Diferentes estudios han
demostrado que los factores de creci-
miento similares a la insulina (IGF), asi
como sus receptores, tienen un papel sig-
nificativo en la promocion, progresion y
recurrencia de varios tipos de cancer (12,
13), y estas actividades pueden involucrar
diversas vias de sefializacién activadas
por los IGF. La sefializacion celular es
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controlada por proteinas tipo quinasas a
través de pasos secuenciales de fosforila-
cion. Entre estas proteinas, la subunidad
regulatoria p85 de la fosfatidilinosi-
tol-3-quinasa (PI3K), predominantemen-
te activada por receptores tirosina quina-
sa, regula funciones celulares impor-
tantes para la célula, tales como creci-
miento, supervivencia y migracion; la ac-
tivacion irregular de esta via ha sido aso-
ciada con el desarrollo de enfermedades
como el cancer. El blanco corriente abajo
més importante para PI3K es la proteina
quinasa B (PKB o AKT) (serina/treoni-
na-quinasa), la cual fosforila proteinas in-
volucradas en supervivencia celular. La
activacion de AKT ha sido detectada en
diferentes canceres humanos, y su so-
breexpresién ha sido descrita en cancer
de seno, colon, ovario, pAncreas y prosta-
ta (14). En lineas celulares derivadas de
coriocarcinoma estan presentes recepto-
res de IGF-I de alta afinidad, por lo cual
se sugiere que IGF-1 e IGF-II estarian in-
volucrados en el crecimiento desmedido
de estas células (15).

Empleando la linea celular JEG-3
como modelo celular de trofoblasto hu-
mano, este estudio tuvo como objetivo
determinar si la via de sefalizacion
PI3K/AKT media la regulacién de la ex-
presion de las metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y MMP-9) por efecto del factor
de crecimiento similar a la insulina tipo II
(IGF-II) en células de coriocarcinoma.
De esta manera se espera aportar al estu-
dio de la ETG, a la vez que contribuir a
ampliar el conocimiento de los factores
que favorecen la invasividad celular, es-
trechamente relacionada con la agresivi-
dad del céancer.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Se empled la linea celular de coriocarci-
noma JEG-3, procedente de la ATCC
(American Type Cell Collection) y dona-
da por el Instituto Karolinska (Suecia). La
linea celular de coriocarcinoma humano
JEG-3 fue establecida en cultivo en 1966
de un coriocarcinoma posparto, el cual ha
sido trasplantado en forma seriada en
hamsters. En cultivos continuados, estas
células han mantenido varias caracteristi-
cas del trofoblasto normal, han sido am-
pliamente utilizadas como modelo de tro-
foblasto de placenta y 80-90% de ellas
son citotrofoblasto (16).

La linea celular fue cultivada en medio
DMEM (Dulbeco’s Eagle Medium)
(SIGMA) suplementado con suero fetal
bovino al 10% (GIBCO), 2 mM L-gluta-
mina, 1% aminoécidos esenciales, 50
UI/mL de penicilina, 50 ug/mL de estrep-
tomicina y 25 ng/mL de anfotericina),
mantenida a 37 °C en atmdsfera himeda
y CO,al 5%.

Ensayo de proliferaciéon celular por
efecto del IGF-II

Con el propésito de determinar el efecto
del IGF-II sobre la proliferacion de las cé-
lulas JEG-3, fue necesario eliminar el
efecto propio de este factor contenido en
el suero fetal bovino, el cual puede inter-
ferir. Se establecieron entonces las condi-
ciones més favorables para que el proceso
ocurriera sin que hubiese un estimulo di-
ferente al ejercido por IGF-II. Con el fin
de descartar efectos positivos sobre la
proliferacion celular, se realizé un ensa-
yo de proliferacion en ausencia y en pre-
sencia de los siguientes mitogenos: suero

fetal bovino (SFB 0,1 y 10%), albimina
sérica bovina (BSA 0,5%) e IGF-II (10
nM). Se empled la técnica del MTT (sales
de tetrazolium), que consiste en la cuanti-
ficacion de células vivas que son clivadas
para generar sales de formazin que ab-
sorben a una longitud de onda de 550 y
600 nm. El ensayo se hizo sembrando
20.000 células en cajas de 96 pozos que,
llevadas a un volumen final de 100 uL
con medio de cultivo, se incubaron a 37
°Cy 5% CO,. Las células fueron depriva-
das de suero durante 12 horas y luego se
incubaron por periodos de 24, 48 y 72 ho-
ras. Después de cada periodo de incuba-
cion, se afiadieron 10 uL. de MTT a cada
pozo y se incubd por 4 horas en las mis-
mas condiciones. Al cabo de este tiempo
se adicionaron 100 uL de dimetil sulf6xi-
do (DMSO) (ALDRICH) en cada pozo
para solubilizar los cristales. Se revisd
que hubiera una solubilizacién completa
y se midi6 la absorbancia a 550 y 600 nm
en un lector de Elisa. Los ensayos se hi-
cieron por triplicado.

Para determinar el efecto del estimulo
con IGF-II sobre la proliferacion celular,
se sembraron 20.000 células en cajas de 96
pozos en medio DMEM suplementado con
SFB al 10%. Las células fueron depriva-
das de SFB durante 12 horas, y posterior-
mente se adiciond IGF-II (0, 1, 10 y 100
nM), incubando por periodos de 24, 48 y
72 horas. Se utiliz6 la técnica del MTT, y
los ensayos se hicieron por triplicado.

Efecto del IGF-II sobre la expresion
de receptores IGF, MMP y TIMP-1

Se determin el efecto del estimulo con
IGF-II sobre la linea celular JEG-3 a dife-
rentes concentraciones de IGF-II (0, 1,
10y 100 nM) y a las 24 horas, sobre la ex-
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presion de los receptores del sistema IGF,
de las metaloproteinasas 2 y 9 y de
TIMP-1, por la técnica RT-PCR (Trans-
cripcion reversa-Reaccién en cadena de
la polimerasa). Inicialmente se hizo una
extraccion del ARN total proveniente de
las células estimuladas empleando el
reactivo Trizol (Invitrogen), segin ins-
trucciones de la casa productora. A partir
del ARN total extraido se realiz0 la sinte-
sis del cADN empleando el kit de
RT-PCR SuperScript II (Invitrogen).
Posteriormente se hizo la amplificacién
de los genes correspondientes a partir del
cADN, empleando “iniciadores” especi-

ficos (Invitrogen). Como control se
coamplificé un gen de expresion casero,
como es el gen de la gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa (GAPDH). Las con-
diciones de amplificacion de cada uno de
los genes por PCR se estandarizaron pre-
viamente. Los resultados se analizaron
por densitometria empleando el progra-
ma de Biorad (Quantity One V. 4.1.1).
Los programas para la PCR de cada geny
los iniciadores especificos seleccionados
para la amplificacion se muestran en la
Tabla 1 (17-20).

Tabla 1. “Iniciadores” usados en la técnica de RT-PCR para la evaluacion del mARN de los dife-

rentes genes

GEN TAMANODEL Secuencia de los iniciadores 5’-3’ Ciclos de
AMPLIFICADO amplifica-
Pares cién
de bases (pb)
IGF-IR 557 Directo GCCCGTGCGCTGGATGTCTC 94 °CX1
60 °CX I’
Reverso GCAAGGCCCGCTCGTTCTTG 72°CX 1
30 ciclos
IGF-IIR 487 Directo TCAACCATCTGTGGAAGTGTG 94 °C X 30”
58 °C X 30”
Reverso GAATAGAGAAGTGTCCGGATCGGAGTC | 72 °C X 90’
40 ciclos
MMP-2 199 Directo CACAGCCAACTACGATGACG 94 °CX1
60 °CX I’
Reverso CTCCTGAATGCCCTTGATGT 72°CX 1
35 ciclos
MMP-9 478 Directo GGATGGGAAGTACTGGCGATTC 94 °CX1
54°CX 1’
Reverso CACTTGGTCCACCTGGTTCAAC 72°CX 1
40 ciclos
TIMP-1 431 Directo CGCTGACATCCGGTTCGTCTAC 94 °CXr
54°CX1
Reverso GTGGACACTGTGCAGGCTTCAG 72°CX 1
25 ciclos
GAPDH 310 Directo GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 94 °CX1
58°CX 1’
Reverso GAAGATGGTGATGGGATTC 72°CX 1
30 ciclos
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Igualmente, se hizo la determinacién
de la expresion de los receptores del siste-
ma IGF, como también de las metalopro-
teinasas 2 'y 9 y de TIMP-1, estimulando
las células con IGF-II en una concentra-
cién de 10 nM a diferentes tiempos (0, 3,
6,9, 12 y 24 horas), tomando como con-
trol las células sin estimulo a los diferen-
tes tiempos. Estos ensayos se hicieron por
triplicado.

Para evaluar si la regulacion de la ex-
presion del mARN de las metaloproteina-
sas 2y 9 involucra la via PI3K, las células
fueron tratadas con LY294002 (inhibidor
especifico de esta via) en una concentra-
cioén de 20 umol/L y con IGF-II 10 nM.
En platos de 60 mm que contenian
500.000 células, se adiciond el inhibidor
disuelto en DMSO una hora antes de la
adicion del estimulo de IGF-II (10 nM, 24
horas) y como controles se tomd un plato
con DMSO, uno con IGF-II y uno con el
inhibidor. Posteriormente se hizo la ex-
traccion del mARN y se obtuvo el cADN
para hacer la amplificaciéon de las MMP
de interés utilizando la técnica de
RT-PCR.

Determinacién de proteinas
involucradas en la senalizacién celular
por efecto del IGF-II

Se empled la técnica del Western blot
para determinar la actividad de las protei-
nas IGF-IR y PI3K. Se tomaron extractos
de proteina total de células estimuladas
con IGF-II 10 nM a diferentes tiempos (0,
5, 15, 30 y 60 minutos), empleando para
ello buffer RIPA (Tris-HCI 20 mM, pH
7,5, NaCl 150 mM, Igepal NP-40 1%,
EDTA 5 mM, pirofosfato de sodio 10
mM, con 1 mM de ortovanadato de sodio,

2 ug/mL leupeptina, 2 ug/mL pepstatina
y 2 ug/mL aprotinina).

La inmunoprecipitacion de proteinas
fosforiladas se realiz6 partiendo de 0,5
mg de proteina obtenida de las células en
cultivo, y se cuantificd por el método de
Bradford (21). A esta proteina se le adi-
ciono el anticuerpo primario, y se incub6
toda la noche con rotacion constante a 4
°C. Posteriormente, se le adiciond protei-
na-A-agarosa, dejando nuevamente en in-
cubacioén por una hora a 4 °C. El inmuno
complejo se lavo tres veces en buffer
Tris-C1 50 mM, pH 8,0, se le adicion6 30
uL de buffer carga 2x y se hirvi6 por 5
minutos. Los extractos proteicos se sepa-
raron por electroforesis en geles de polia-
crilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa. Los anali-
sis de Western blot se realizaron inicial-
mente bloqueando las membranas duran-
te toda la noche, con leche descremada al
5% o con BSA al 5% (para anilisis con
antifosfotirosina PY-20) en TBS. Luego
las membranas fueron incubadas con los
respectivos anticuerpos primarios por
una hora a temperatura ambiente, segui-
do de la incubacion con anticuerpo secun-
dario acoplado a peroxidasa. La detec-
cion de las proteinas se realiz6 utilizando
el kit ECL (Amershan Pharmacia Bio-
tech). En este caso se utilizaron anticuer-
pos contra el receptor de IGF-I (anti-
IGFIR monoclonal 3B7), y contra la enzi-
ma PI3K (anti-PI3K monoclonal B-9 con-
tra la subunidad p85), provenientes de
Santacruz Biotechnologies. La fosforila-
cion de cada una de estas proteinas se ve-
rific usando los anticuerpos antifosfoti-
rosina de cada una de las proteinas antes
mencionadas. Con el fin de determinar la
inhibicion de la via PI3K/AKT, esta fue
bloqueada con el inhibidor de PI3K
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(LY294002 20 uM) durante una hora, y
posteriormente se adiciond el estimulo con
IGF-II 10 nM, durante 15 minutos (22).

Analisis estadistico

Los ensayos fueron hechos por triplicado
en todos los casos. Los datos se reportan
como el promedio +/- SEM. Los grupos
experimentales se compararon por anali-
sis de varianza (ANOVA). Las diferen-
cias se consideraron significativas a partir
de P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se buscd establecer la rele-
vancia que tiene el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo II (IGF-II) en los
procesos de proliferacion, invasion y ex-
presion de las metaloproteinasas 2 y 9 in-
volucradas en el proceso invasivo, en cé-
lulas de citotrofoblasto. Inicialmente se
evalud la proliferacion celular del trofo-

blasto por efecto del IGF-II de acuerdo
con la Figura 1, comparando con la adi-
cion al medio de otros mitogenos (Figura
1A), y se encontré que la proliferacion de
las células trofoblasticas por efecto del
factor de crecimiento tipo II, a diferentes
tiempos, no se ve afectada. Sin embargo,
se quiso considerar si variando la concen-
tracion de IGF-II, la proliferacion varia-
ba con el tiempo (24, 48 y 72 horas) (Fi-
gura 1B). Se encontr6 que a los diferentes
tiempos no hubo un aumento importante
en la proliferacién comparando entre gru-
pos. Estos resultados estdn de acuerdo
con lo reportado por Hamilton y colabo-
radores, quienes evaluando la prolifera-
cion por el método de incorporacion de
[*H]timidina (*H-TdR) demostraron
igualmente que el IGF-II no altera la pro-
liferacion celular del trofoblasto (23).

(Serd mas significativo entonces el
efecto del IGF-II para la invasiéon que
para la proliferacién de las células trofo-
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Figura 1. Evaluacion de la proliferaciéon. A. Usan
IGF-I1 10nM, BSA 0.5%, SFB 1%, SFB 10%), *P

do diferentes suplementos en el medio (Medio DMEM,
< 0,05, comparando con SFB 1y 10%. B. Usando dife-

rentes concentraciones de IGF-II (0, 1, 10 y 100 nM.), a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). P > 0,05 al

comparar entre muestras y grupos.

blasticas? ;Cudl es la importancia del
IGF-II para el proceso de implantacion?
Han y colaboradores expresan que el
IGF-II es mas abundante que el IGF-I en
todo el periodo gestacional. IGF-II
mARN se expresa en el citotrofoblasto
velloso, en el trofobasto intermedio, mas
no en el sincitiotrofoblasto durante el pri-
mer trimestre; la expresion de IGF-II en
las células invasivas de citotrofoblasto su-
giere que el IGF-II puede tener un papel
significativo en el proceso invasivo de es-
tas células. El hecho de que la linea celu-
lar de coriocarcinoma JEG-3 exprese
mARN de IGF-II pero no mARN de
IGF-I seria una evidencia adicional (24).
Los distintos patrones espaciales de ex-
presion tanto de IGF-II como de IGFBP-1
en la interfase materno-fetal sugieren una
interaccion paracrina entre el IGF-II ex-
presado en las células citotrofoblasicas
invasoras y la IGFBP-1 derivada de la de-
cidua de la madre. Asi es como la exitosa

implantacion, el desarrollo de la placenta
y el crecimiento fetal dependeran de una
adecuada invasion del trofoblasto inter-
medio del vello de anclaje en la decidua
materna para tener acceso a los vasos san-
guineos de la madre (25). La invasion del
trofoblasto en la pared uterina es contro-
lada por muchos factores. El efecto del
IGF-II en la invasion de las células trofo-
blésticas usando la técnica de matrigel ha
sido demostrado (24, 26). Tomando
como referencia los resultados obtenidos
en estos estudios, el tiempo maximo de
invasion se encontro a las 24 horas des-
pués de haber aplicado el estimulo con
IGF-II 10 nM. Posteriormente, variando
las dosis de IGF-II, se hall6 que hay un
efecto del IGF-II en la invasion trofoblas-
tica, tal como fue reportado por Hamilton
y cols., quienes emplearon trofoblasto
extravelloso extraido de placentas de pri-
mer trimestre. El efecto del IGF-II sobre
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el proceso invasivo es depen-
diente de la dosis (23).

Se ha demostrado la expre-
sién de receptores del sistema
IGF en el trofoblasto extrave-
lloso (27), asi como en lineas
celulares de coriocarcinoma.
En este estudio, utilizando la
linea celular JEG-3, se evalud
la expresion del receptor de
IGF-I (IGF-IR) y del receptor
de IGF-II (IGF-IIR), a dife-
rentes concentraciones de
IGF-II y a diferentes tiempos
de estimulo, encontrando que
no hay diferencias significati-
vas en ninguno de los casos
(Figura 2). En estudios para-
lelos se demostrd que la via de
sefalizacion PI3K estaria im-
plicada en el proceso invasivo
de las células JEG-3, pues al
inhibir la via, la invasion se
reduce considerablemente. Se
demostré también que al inhi-
bir la via de sefalizacion
MAPK, la invasion se reduce
de forma notoria (26). Estos
resultados demuestran que
debe haber una regulacién
coordinada de estas vias en la
invasion trofoblastica induci-
da por IGF-II, tal como ocu-
rre con el factor de crecimien-
to epidermal, de acuerdo con
Qing Qiu y cols. (20, 8).
Igualmente Mckinnon T. y
cols. (9) demostraron la im-
portancia de la participacion
de la via MAPK en la migra-
cién trofoblastica inducida
por IGF-II. En otros tipos de
cancer, la via de senalizacion
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Figura 2. Efecto de la concentracion de IGF-II a diferentes tiempos
en la expresién del mARN de los receptores de IGF. A. IGF-IR vs.
GAPDH. B. IGF-IIR vs. GAPDH a diferentes concentraciones de
IGF-I1(0, 1, 10, 100 nM) incubados 24 horas. C. Representacion gra-
fica de la densitometria de bandas relativas de mARN. D. IGF-IR vs.
GAPDH. E. IGF-IIR vs. GAPDH a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9, 12,
24 horas) usando 10 nM IGF-II. F. Representacion grafica de la den-
sitometria de bandas relativas de mARN. No hay diferencias signifi-
cativas (P > 0,05), al comparar con el control y entre muestras, ni
por cambios en las concentraciones de IGF-II, ni por el tiempo de in-
cubacién.
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PI3K ha mostrado ser la méas relevante en
la migracion celular, como es el caso de
las células de melanoma (28). Otros fac-
tores que afectan la invasion de las células
trofoblasticas son el factor de crecimiento
epidermal (EGF), que acttia a través de su
propio receptor, asi como también la hor-
mona gonadotropina coriénica (hCG), la
cual tiene receptores en el trofoblasto in-
vasivo (20, 29).

Utilizando diferentes lineas celulares
de trofoblasto extravelloso, Lala y cols.
(30) encontraron que los

conocidas como elementos importantes
de la invasion placental (3). Esto da lugar
a la pregunta: ;El efecto del IGF-II sobre
el proceso invasivo se deberd a un incre-
mento en la migracion celular o a un in-
cremento en la secrecién de las metalo-
proteinasas 2 y 9? Esto dltimo fue lo que
se quiso demostrar evaluando el efecto
del IGF-II sobre la expresion de mARN
de MMP-2 y MMP-9 variando la concen-
tracion de IGF-II (Figura 3) y variando el
tiempo de estimulo (Figura 4), emplean-
do las condiciones a las cuales se dio una

mecanismos molecula-
res responsables por su
invasividad son idénti-
cos a aquellos que utili-
zan las células de can-
cer; sin embargo, en la
placenta este mecanis-

MMP-2 197 pbs
MMP-9 478 pbs
TIMP-1 431 pbs —

—_————

mo es controlado espa-
cial y temporalmente.
Es asi como la expre-
sién de las metalopro-
teinasas que degradan la
matriz extracelular es
regulada de forma pre-
cisa en la placenta, re-
gulando a su vez la inva-
sién trofoblastica. La
actividad de las MMP es
regulada a diferentes ni-
veles por mecanismos
tales como transcrip-

—_ i

Expresion relativa del gen/GAPDH
S

<

GAPDH 310 pbs

b“--
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cién génica, secrecion,
activacion, inhibicién y
glicosilacion. De esta

0 1 10 100 nM

Concentracion

manera varias hormo- Figura 3. Efecto de la concentracién de IGF-II sobre la expresion de mARN

nas, como también al-
gunos factores de creci-

DE MMP-2, MMP-9 y TIMP-1 vs. GAPDH. A. mARN de MMP-2,
MMP-9 y TIMP-1 vs. GAPDH usando diferentes concentraciones de IGF-II
(0, 1, 10, 100 nM) e incubando por 24 horas. B. Representacion grafica de la

miento, regulan esta gensitometria de mARN de las bandas relativas. Barras con diferentes letras
actividad. Las metalo- sonsignificativamente diferentes (P < 0,05) comparadas con el control y en-

proteinasas han sido re- tre ellas.
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ralmente en las dife-
rentes investigaciones
ya mencionadas.

. En este estudio se
encontré que hubo un
incremento en la ex-
presion  de  estas
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—= MMP, lo cual sugiere
una regulacion tempo-

Figura 4. Efecto de IGF-II a diferentes tiempos sobre la expresion de mARN T al de la invasién y de
de MMP-2, MMP-9 y TIMP-1 vs. GAPDH. A. mARN de MMP-2, MMP-9y la expresion de MMP
TIMP-1 vs. GAPDH usando diferentes tiempos (0, 3, 6, 9, 12, 24 horas) usan- por IGF en estas célu-

do una concentracion de IGF-II 10 nM. B. Representacion grafica de la densi-
tometria de mARN de las bandas relativas. Barras con diferentes letras son sig-

las. Se ha visto que
IGFBP-1 no modifica

nificativamente diferentes (P < 0,05) comparadas con el control y entre ellas.

invasion 6ptima (IGF-II 10 nM y 24 ho-
ras). Se demostrd que se aumenta la ex-
presion de mARN de la MMP-9, mas no
la de MMP-2 por efecto del IGF-1I, y que
este aumento es dependiente de la dosis
(Figura 3). Aunque MMP-2 y MMP-9
tienen similar especificidad por su sustra-
to, existen diferencias en su expresion en
respuesta a IGF-II. Algunos reportes de-
muestran que esto ocurre igualmente por
efecto de EGF en diferentes lineas celula-
res (31, 32). Por otra parte, se ha demos-
trado que interleukina-1(IL-1), leptina y
el factor alfa de necrosis tumoral
(TNF-¢) incrementan la expresion de
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los efectos de IGF-II

en el nimero de célu-
las o en la produccién de MMP (3). De
acuerdo con algunos autores, la expre-
sion de mARN se correlaciona con la se-
crecion de la enzima (34), lo cual permiti-
ria correlacionar este resultado con el
efecto de IGF-II en la invasion. De esta
manera se puede concluir que la metalo-
proteinasa 9 es la que desempeiia un papel
mas importante en el proceso de invasién
de las células trofoblasticas derivadas de
coriocarcinoma por efecto del IGF-IL.
Esto estaria més acorde con lo reportado
por Librach y cols., quienes aducen un
papel maés significativo de la MMP-9
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frente a la MMP-2 en la invasion del tro-
foblasto (4); sin embargo, Staun-Ram y
cols. sugieren que MMP-2 representa la
principal gelatinasa en el trofoblasto tem-
prano, y que podria ser la enzima clave de
la invasion tanto para células de trofoblas-
to de 6 a 8 semanas, como para células de
trofoblasto de la linea celular de coriocar-
cinoma JAR (5). En estudios realizados
por Isaka y cols. utilizando células de ci-
totrofoblasto de placenta normal, encuen-
tran por inmunohistoquimica que hay ex-
presion, principalmente, de MMP-2 en el
trofoblasto extravelloso y de MMP-9 en
el citotrofoblasto velloso, e inhibiendo
con anticuerpo contra MMP-2 la invasion
se redujo de forma dependiente de la do-
sis. Asi, ellos sugieren que la habilidad
invasiva de las células trofoblasticas esta-
ria regulada por la actividad de la MMP-2
principalmente (1). Morgan y cols. han
sugerido que la metaloproteinasa clave en
el proceso invasivo es la MMP-9. Ellos
comparan la linea celular de trofoblasto
ED;; y la linea celular de coriocarcinoma
BeWo, las cuales tienen un patron de ex-
presion de metaloproteinasas muy dife-
rente, siendo la mas representativa para
ED;; la MMP-9 y para la BeWo la
MMP-2. Los ensayos de invasién en ma-
trigel demuestran que la linea celular
ED;; tiene un indice de invasiéon mucho
mas alto que la linea celular BeWo, la
cual por si misma no invade (2). Esto de-
muestra igualmente que la metaloprotei-
nasa clave en este proceso es la MMP-9.

En otros casos de cancer se ha demos-
trado el efecto del IGF-II sobre la expre-
si6n de las metaloproteinasas 2 y 9, por
ejemplo en células de cancer de pulmén
donde el estimulo con IGF II demostré un
aumento en la expresion y en la actividad
de la forma latente de MMP-2 y MMP-9

(35). De otro lado, la alta expresion de la
MMP-9 ha sido encontrada en diferentes
tipos de cancer; de alli el interés en el es-
tudio de la regulacién del gen de MMP-9,
el cual se ha propuesto como un blanco
contra el cancer y contra enfermedades
inflamatorias (36).

La coexpresion de MMP y TIMP ha
sido demostrada en trofoblasto, sugirien-
do que la propiedad invasiva de las célu-
las citotrofoblasticas depende de un ade-
cuado balance entre MMP y TIMP (3).
Es asi como se evalu6 la expresion de
mARN de TIMP-1 en las células de co-
riocarcinoma JEG-3 por efecto del esti-
mulo con IGF-II (Figura 3). TIMP-1 inhi-
be la forma activa de todas las MMP y la
forma latente de MMP-9 (pro-MMP-9),
y es el inhibidor mas ampliamente distri-
buido. La expresion de mARN de
TIMP-1 ha sido observada en embriones
en todos los estados de desarrollo preim-
plantacién (37). De acuerdo con la Figura
3, se observa un incremento en la expre-
sion de TIMP-1 a medida que aumenta la
concentracion de IGF-II, y por efecto del
tiempo; sin embargo, al mantener cons-
tante la concentracién de IGF-II (10 nM),
también se presenta aumento. Este incre-
mento, en ambos casos, es inferior al au-
mento de la MMP-9, pero con una ten-
dencia muy parecida. La expresion
simultinea de MMP-9 y TIMP-1 por
efecto de IGF-II podria tener explicacion
en las diferentes funciones de TIMP-1; en
principio este podria estar generandose
como respuesta a una alta invasion, indu-
cida por efecto del IGF-II. TIMP-1 tiene
otras funciones celulares adicionales a la
regulacion de MMP-9, que incluyen el
control del crecimiento y diferenciacién
celular y la apoptosis. Estas actividades
son distintas a la inhibicién de MMP, y su
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mecanismo aun no ha sido esclarecido
(37). Asimismo, estos resultados podrian
explicarse por el hecho de que el promotor
de MMP-9 y TIMP-1 contiene AP-1 y si-
tios de unién para Ets (38, 39), y estos sitios
de unién podrian ser activados por IGF-II,
tal como ocurre con EGF (40, 41). Tanto
Ets como AP-1 se requieren para el control
de la expresion génica de TIMP-1 y
MMP-9; asi mismo se ha demostrado que
la activacion del factor NF«B, activado por
proteina quinasas, es necesario en la regu-
lacion de MMP-9 (36).

En este estudio se demostrd que la ge-
latinasa B (MMP-9), inducida por IGF-
II, media la invasion de células trofoblas-
ticas, asi como también la expresion de
TIMP-1; es decir, la regulaciéon temporal
y espacial de la invasion no sélo parece
estar mediada por factores uterinos, via
paracrina, sino por factores trofoblasticos
via autocrina, como es el caso del IGF-II,
confirmando con ello que los productos
deciduales y trofoblasticos son regulado-
res autocrinos y paracrinos del proceso de
invasion. Pero, ;cOmo actdan estos regu-
ladores?

El objetivo general del presente estu-
dio fue establecer el posible papel de la
via de senalizacion PI3K/AKT, activada
por IGF-II, en la expresion de las metalo-
proteinasas 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) in-
volucradas en el proceso de invasion en la
linea celular de coriocarcinoma humano
JEG-3. La via de sefializacion PI3K se
origina con una activacion del receptor ti-
rosina quinasa, el cual una vez recibe a su
ligando, se fosforila desencadenando una
serie de fosforilaciones de proteinas co-
rriente abajo, entre otras la PI3K y poste-
riormente la AKT. En algunos casos de
cancer se ha demostrado que esta via con-
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duce a la activacion de efectores
transcripcionales que se dirigen hacia el
nucleo y que conducen a favorecer la ex-
presion de las metaloproteinasas 2 y 9
(42, 43). En células de coriocarcinoma se
ha demostrado la expresion de los recep-
tores tirosina quinasa del sistema IGF, lo
cual igualmente se ve en la Figura 2, sugi-
riéndose que por efecto del estimulo con
IGF-II esta via seria activada, lo cual se
demuestra en este estudio. Se evalud, por
Western blot, el efecto del IGF-II sobre la
expresion del receptor IGF-IR y de la
proteina PI3K fosforilada y total, encon-
trando que la fosforilacion del IGF-IR de-
sencadenada por IGF-II estimula a su vez
la activacion de PI3K (Figura 5). Asi mis-
mo, al evaluar el efecto del inhibidor
LY294002, se mostr6 que la expresion de
PI3K inducida por IGF-II se bloquea.

La evaluaciéon de la expresion de
mARN de MMP-9 y de TIMP-1 utilizan-
do el inhibidor L.Y294002 especifico para
PI3K, demostr6 que la expresion de
MMP-9 y TIMP-1 se redujo notoriamen-
te (Figura 6). Segtn la densitometria, la
reduccion en la expresion de mARN para
MMP-9 es de 45% y para TIMP-1 es de
alrededor de 40%. Se ha demostrado que
NF«B es un elemento critico en la regula-
cion de MMP-9 (36). La via de sefializa-
cién PI3K/AKT conduce a la activacion,
corriente abajo, del factor NF«B, el cual
se activa por fosforilacion/degradacion
de IxB, proteina inhibitoria de NFxB. De
esta manera, NF«B migra al niicleo don-
de ejerce su actividad transcripcional. Es
decir, que de acuerdo con nuestros resul-
tados, la activacion de esta via estaria in-
volucrada en el proceso de invasion de las
células citotrofoblasticas por efecto del
IGF-11, y a su vez en la induccion de la ex-
presion de la metaloproteinasa 9 como
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Figura 5. Activacion de la via de sefializacion PI3K/AKT por efecto del estimulo con IGF-II. A. Western blot
para determinar la expresion del IGF-IR y de la proteina PI3K fosforilados como iniciadores de la via de sefia-
lizaciéon PI3K/AKT. Se us6 una concentracion de IGF-II 10 nM, y se hizo la determinaciénalos 0, 5, 15,30y
60 minutos, y se comparé con la proteina total en cada caso. Se emple6 el inhibidor LY294002 (20 gmol/L)
una hora antes al tratamiento con IGF-II (10 nM). B. Densitometria de las bandas de P-IGF-IR y C. P-PI3K,

donde se demuestra su activacion por efecto del IGF-II.

encargada de la degradacion de la matriz
extracelular. La via fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K-AKT) se ha reconocido
como un nuevo blanco terapéutico (44),
ya que regula un espectro muy amplio de
procesos celulares, como son la prolifera-
cién, la supervivencia celular, la migra-
cién, la invasién, y, como también se ha
demostrado en los ultimos afios, la expre-
si6n de las metaloproteinasas 2 y 9 en di-
ferentes tipos de cancer. En este estudio
se demostr6 que en células de coriocarci-
noma humano esta via regula la expresién
de ARNm de MMP-9 por efecto del esti-
mulo con IGF-II. Factores transcripcio-

nales regulados por la via de sefializacion
MAPK, implicados en la regulacién de
MMP-9, han sido demostrados: es el caso
de Ets y AP-1 (39). Varios estudios han
demostrado la intervencion de esta via en
la regulacion de la expresion de MMP-9
activada por factores de crecimiento, mi-
togenos y hormonas, como también por
otros mecanismos (36, 45). Uno de los
primeros estudios que involucran a
MAPK en la expresion génica de MMP-9
fue reportado por Gum y cols. (46). De
acuerdo con los resultados obtenidos, en
la Figura 6 se demostro la inhibicién de la
expresion de mARN de MMP-9 y
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Figura 6. Influencia de inhibidores de la via PI3K en la expresion de mARN de MMP-9 y TIMP-1. Se us6 una
concentracion de IGF-II 10 nM, y se hizo la determinacion a las 24 horas, empleando el inhibidor L'Y294002
(20 umol/L) con el fin de verificar la variacién en la expresion del A. mARN de MMP-9, y B. mARN de
TIMP-1. C. Representacion grafica de la densitometria de las bandas de mARN relativas. Barras con letras di-
ferentes son significativamente diferentes (P < 0,05) al compararlas con el control y entre si.

TIMP-1 por efecto del inhibidor de la via
MAPK, PD98059, confirmando que esta
via también estaria involucrada en la re-
gulacién de la expresion de mARN de
MMP-9 y TIMP-1. Estos resultados no
serian atribuibles a efectos citotoxicos del
inhibidor o del vehiculo empleado, como
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es el DMSO, pues el control no se ve alte-
rado, ni tampoco hay alteraciéon en la
expresion del GAPDH. De esta manera
se sugiere que la expresion de TIMP-1 y
MMP-9 podria estar regulada por dife-
rentes vias de transduccion coordinadas.
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De acuerdo con la Figura 2, IGF-II no
altera la expresion de mARN de IGF-IR e
IGF-IIR; sin embargo, por el ensayo de
Western blot, en la Figura 5 se pudo ver
que IGF-IR como proteina se activa por
efecto del estimulo con IGF-II, demostra-
do en la fosforilacion del receptor, el cual
es la forma activa del mismo. Esto estaria
indicando que cambios en la expresion de
los receptores no es posible notarlos por
evaluacion de la expresion de mARN,
quizas porque la respuesta es muy rapida.
IGF-II puede estimular la activacion del
receptor tipo I, pero también del receptor
de insulina, isoforma A, el cual media
efectos mitogénicos (47). En las muestras
de tejido de mola hidatidiforme se demos-
tr6 que la expresion del receptor tipo Il no
se altera en esta patologia (17), situaciéon

que podria estar indicando que la accion
del IGF-II seria mediada a través del
IGF-IR o posiblemente a través del recep-
tor de insulina isoforma A, pues estos dos
receptores presentan alta homologia, e
incluso dan lugar a la formacion de recep-
tores hibridos entre ellos dos (48).

Este estudio, junto con los resultados
obtenidos en trabajos realizados previa-
mente (49) en los cuales se utiliz6 tejido
de molas hidatidiformes, encontré una
estrecha relacion entre el IGF-II, la ex-
presion de MMP y la respuesta invasiva,
a través de la via de sefializaciéon PI3K/
AKT; de ahi que se propone el siguiente
modelo para explicar la accion del IGF-II
en el tejido trofoblastico (Figura 7). El
factor de crecimiento similar a la insulina

Degradacion de la matriz
m extracelular

GEN MMP-9

TIMP-1

i |

Figura 7. Modelo propuesto. Via de sefializacion PI3K/AKT activada por el factor de crecimiento similar a la
Insulina tipo II (IGF-II) en la expresion de la metaloproteinasa 9 involucrada en el proceso de invasion en célu-

las de coriocarcinoma humano.
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tipo II (IGF-II) inicia su accién mitogéni-
ca por activacion del receptor IGF-IR, el
cual, una vez se fosforila, desencadena la
fosforilacion de PI3K y MEK, que a su
vez promueven la activacion de otras pro-
teinas como AKT; esta fosforila activado-
res transcripcionales de la metaloprotei-
nasa MMP-9 y del inhibidor de metalo-
proteinasa TIMP-1. La MMP-9, unida a
TIMP-1 por accion de otras MMP, se ac-
tiva y promueve finalmente la degrada-
cién de la matriz extracelular, paso nece-
sario para la invasion tumoral.
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