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ARTICULO ORIGINAL

Estudio inmunocitoquimico y molecular de
cultivo primario de tejido molar
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Stella Carrasco-Rodriguez *, Antonio José Bermudez 3, Myriam Sanchez-Gomez *

! Laboratorio de Hormonas, Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia, Bogot4, D.C.,
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2 Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C.,
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3 Laboratorio de Genética, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia.

Introduccién. La enfermedad trofobléstica gestacional comprende un conjunto de patologias
caracterizadas por crecimiento e invasion anoémalos del trofoblasto. Las bases moleculares de
esta patologia son desconocidas, en parte por la dificultad para disponer de modelos biolégicos
adecuados. Se plantea que el sistema de factores de crecimiento similares a la insulina puede
tener un papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad.

Objetivo. Caracterizar cultivos primarios de placentas de primer trimestre provenientes de
pacientes con mola hidatidiforme completa y aborto espontadneo no molar mediante morfologia,
inmunocitoquimica y expresion diferencial de algunos genes del sistema de factores de
crecimiento similares a la insulina.

Materiales y métodos. Se emple6 inmunocitoquimica para determinar células trofoblasticas y
deteccidn por transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa de genes del
sistema de factores de crecimiento similares a la insulina asociados al tipo celular.
Resultados. La morfologia evidencié heterogeneidad de los cultivos, incluidas células
mesenquimales, trofoblasticas y de decidua. El contenido de células de trofoblasto con
citoqueratina-7 (marcador especifico) estuvo entre 16 y 37%. La expresiéon de genes corroboré
la presencia de trofoblasto por medio del ARNm del factor Il de crecimiento similar a la insulina,
en tanto que los transcritos de la hormona de crecimiento variante evidenciaron la presencia
de sincitiotrofoblasto. El factor | de crecimiento similar a la insulina y la proteina de union tipo
1 se relacionaron con células mesenquimales y de decidua. Se observd una mayor expresion
del factor Il de crecimiento similar a la insulina en tejidos molares en comparacion con aborto
no molar.

Conclusiones. Los resultados mostraron la utilidad de combinar tres metodologias, morfologia,
inmunocitoquimica y expresién de genes, como herramientas para la caracterizacion y
seguimiento de cultivos placentarios a partir de muestras de tejidos an6malos complejos,
facilitando asi el diagnostico.

Palabras Clave: mola hidatiforme invasiva, factor | de crecimiento similar a la insulina, factor
Il de crecimiento similar a la insulina, proteina 1 de unién a factor de crecimiento similar a la
insulina.

Immunocytochemical and molecular studies with primary cultures of molar tissue

Introduction. Gestational trophoblastic disease includes a group of pathologies characterized
by abnormal trophoblast growth and invasion. The molecular bases of the disease are largely
unknown, due in part to the lack of appropriate biological models. The insulin-like growth factor
(IGF) system plays a fundamental role in the growth and development of many tissues and is
involved in the progression of several diseases.

Objectives. Primary cell cultures derived from first trimester placenta were characterized from
patients with complete hydatidiform mole and spontaneous non molar abortion by
immunocytochemical and molecular methods.
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Materials and Methods. The immunocytochemical method used specific markers for
trophoblastic cells, whereas RT-PCR was used to identify insulin-like growth factor gene
expression.

Results . Histochemical staining with hematoxilin-eosin revealed that the cultures contained
heterogeneous cell types, including trophoblast and endometrial decidual cells. The ratio of
trophoblast cells in the cultures varied between 16% and 37%, as detected by cytokeratine-7
as the specific trophoblast marker. Gene expression analysis corroborated the presence of
trophoblasts by detecting insulin-like growth factor Il mMRNA, whereas GH-V transcripts were
correlated with the presence of syncitiotrophoblasts. Insulin-like growth factor | and insulin-like
growth factor binding protein 1 mRNAs were related to mesenchyimal and decidual cells,
respectively. Higher insulin-like growth factor Il expression levels were found in molar tissues
in comparison with non-molar abortions.

Conclusion. By combining three methodologies—morphology, immunocytochemistry and gene
expression, characterization and follow-up of placenta cultures from abnormal tissues is found
to facilitate diagnosis.

Key words: Hydatidiform mole, invasive, insulin-like growth factor I, insulin-like growth factor I,
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insulin-like growth factor binding protein 1.

La placenta es un 6rgano transitorio que permite
el intercambio de gases y productos metabdlicos
entre el feto y lamadre y constituye la Gnica barrera
fisica entre la sangre materna y la sangre fetal
(1). Para que la placenta pueda cumplir sus
funciones y se de el correcto desarrollo del
embrion, es necesario que ocurra el proceso de
implantacion por la interaccion inicial del
blastocisto con el epitelio endometrial y posterior
proliferacion e invasion del trofoblasto (2). La
desregulacion de este proceso conlleva al
desarrollo de enfermedades trofoblasticas
gestacionales que se caracterizan por la
proliferacion e invasion incontrolada del
trofoblasto. Esta enfermedad comprende: mola
hidatidiforme completa y parcial, tumores
trofoblasticos y coriocarcinoma (3).

Existen pocos estudios acerca del papel que
pueden desempefiar los factores de crecimiento
en el desarrollo de esta enfermedad. Entre ellos
se ha demostrado que los factores de crecimiento
transformante (TGF) y epidérmico (EGF)
desempefian una acciéon autocrina en la
proliferacion de células trofoblasticas provenientes
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de mola (4). Labiologiay el papel que juegan los
factores de crecimiento similares a la insulina
(IGFs) no se ha evaluado en cultivo de tejido
molar. Los factores de crecimiento similares a la
insulina IGF-1 e IGF-1l y sus receptores son
sintetizados y secretados por células del
citotrofoblasto, lo que plantea un posible
mecanismo de accion autocrino/paracrino. Su
expresién comienza después de la implantacion
del embridén con niveles detectables de los
mensajeros a partir de la sexta semana de
gestacion (5). Se ha establecido que los IGFs son
reguladores importantes de la supervivencia y
migracién de muchos tipos celulares y se han
asociado con el desarrollo de tumores y cancer.
Estudios previos han demostrado por medio de
hibridizacion in situ, que la familia de IGFs posee
una distribucién espacial en la interfase materno-
fetal (decidua-placenta-embrion) y algunos de
ellos son caracteristicos de ciertos tipos celulares
(6). Las células mesenquimales producen IGF-I,
factor de crecimiento necesario para la
proliferacion e invasién del trofoblasto en la de-
cidua (7), mientras que se ha encontrado que la
proteina de unién tipo 1 (IGFBP-1) es expresada
exclusivamente por la decidua, esta en la interfase
feto-maternal y ha sido postulada como un
mediador y regulador de las acciones de los IGFs
(8). La hormona de crecimiento variante (GH-V),
se expresa exclusivamente en el
sincitiotrofoblasto, indicando la diferenciacion ter-
minal de las vellosidades coridonicas. Los
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mecanismos que regulan la expresion espacial
de IGFs e IGFBPs en la placenta aun no son
claros en estados normales y mucho menos se
conoce cédmo se podrian ver afectados en un
estado patolégico.

Muy pocos estudios se han realizado con el fin
de establecer el papel de los IGFs en el desarrollo
de la ETG y su transformacion maligna en
coriocarcinoma. En un trabajo anterior de nuestro
grupo se determinaron los niveles de expresion
de algunos genes del sistema IGF en muestras
de tejidos molares, en los que se pudo establecer
la sobre expresién de IGF-1l en molas
hidatidiformes en comparacion con abortos
espontaneos no molares de primer trimestre (Diaz
E, Cantero M, Carrasco-Rodriguez S, Sanchez-
Gomez M. IGF-I, IGF-1l and IGF-IR mARN ex-
pression in Colombian women with hydatidiform
mole and spontaneous abortion. Placenta
2006;27:A63. Joint Meeting: Il Latinamerican Sym-
posium on Fetal-Maternal Interaction and Placenta
and XIX Annual Meeting of the Chilean Society of
Physiological Sciences, 2005, Santiago). Se
conoce que el gen Igf-2 se expresa sélo a partir
del alelo paterno con silenciamiento del materno,
por lo tanto, su elevada expresion en mola
completa, donde hay ausencia de genoma
materno, podria ser un factor importante en el
desarrollo de la enfermedad.

Si bien los estudios in situ son una herramienta
muy valiosa para avanzar en la biologia de esta
enfermedad, son deseables los ensayos in vitro
para complementar el papel de dichos factores y
contribuir al conocimiento de la enfermedad. El
objetivo del presente trabajo fue hacer un estudio
comparativo de la expresion de genes del sistema
IGF en cultivos primarios obtenidos a partir de
explantes de placenta molar y no molar como base
para la identificacion de posibles genes (tiles
como marcadores moleculares de esta patologia
del embarazo.

Materiales y métodos
Pacientes

Las pacientes que ingresaron con diagnéstico
probable de mola hidatidiforme fueron captadas
en el marco del plan de vigilancia centinela de la

CARACTERIZACION DE CULTIVO PRIMARIO DE TEJIDO MOLAR

enfermedad trofoblastica en instituciones de la red
hospitalaria del Distrito Capital y el Hospital de
Zipaquira. Las pacientes fueron informadas sobre
los objetivos del estudio y posteriormente se firmé
un consentimiento informado en todos los casos.
El protocolo fue avalado por los comités de ética
de las instituciones participantes en el estudio.

Muestras

Los tejidos obtenidos mediante curetaje de
succidn, legrado o histerectomia, fueron lavados
con solucidn salina y recolectados en condiciones
de asepsia en medio de cultivo L15 (Leibovitz),
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 20%
y posteriormente divididos bajo estereoscopio o
microscopio de contraste de fase por un patélogo:
una parte para estudio patolégico, otra para cultivo
celular y estudio de cariotipos y microsatélites
(STR) y otra parte para estudio de expresion de
genes. Esta ultima porcién fue congelada
inmediatamente en nitrdgeno liquido. La muestra
de estudio quedd conformada por cinco casos de
mola completay tres abortos no molares de primer
trimestre clasificadas con base en ecografia,
niveles de gonadotropina coriénica (hGC) en suero
e histopatologia combinada con anélisis de
cariotipo y marcadores microsatélites tipo STRs
de las muestras de tejido (manuscrito en
preparacion).

Cultivo celular

El tejido se lavd en solucion salina y se corto
para obtener explantes de un tamafio de 1 mms3;
después de sembrarlos y de permitir su adherencia
por una hora a los frascos de cultivo de 25 cm? se
adiciond el medio de cultivo L15 y se mantuvo a
37 °C y 5% de CO,. Después de tres dias, las
células no adheridas fueron removidas y el cultivo
se mantuvo por tres a cuatro semanas antes de
realizar el primer pase. Se utilizé 1 ml de tripsina
por cada 25 cm? de superficie. Se realizaron tres
pases en total.

Inmunocitoquimica

Se emple6 como marcador especifico de células
trofoblasticas la proteina de membrana
citoqueratina 7 (9). Las células (3 a 6x10°) de
cultivo de mola en pase uno fueron centrifugadas
en medio L15 a 500 x g por 10 minutos, el bloque
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celular obtenido fue embebido en parafina. Se
obtuvieron cortes de 4 um de espesor y fueron
fijados en lAminas tratadas con poli-L-lisina.

Las laminas se desparafinizaron a 60°C por 12
horas, se trataron con xilol y se hidrataron pasan-
dolas a través de un gradiente de etanol (100, 95
y 70%). Se realizé digestion con tripsina al 0,083%
y se hizo reaccionar toda la noche a 5°C con
anticitoqueratina 7 (anticuerpo primario) (M7018
Dako), posteriormente se adiciond el anticuerpo
secundario acoplado a biotina y a los 30 minutos
se agreg0l estreptoavidina marcada con
peroxidasa por 30 minutos (estuche Dako LSAB
+ System HRP). Se revel6 con diaminobencidina
(DAB Sigma) al 70%y H,0, al 0,07%, se contrastd
con hematoxilina por 10 minutos y solucién de
amoniaco al 5% por un minuto. Las laminas fueron
montadas, examinadas y fotografiadas en
microscopio. Como control positivo se utilizé la
linea celular de cancer de cérvix HeLa (10) y como
control negativo se usaron las mismas células,
pero sin la adicion del primer anticuerpo.

RT-PCR en cultivos celulares

La extraccion de ARN total se realizé con el
reactivo de Trizol (Invitrogen) a partir de 1x10°
células; la reaccidn de transcripcion reversa se
realiz6 con 3 ug de ARN total; el ARN se denaturé
y se sometié a 50°C durante una hora con previa
adicién de hexadmeros al azar 50 ng/uL, dNTPs
0,5mM, DDT 5mM , ARNasa OUT 40 U, Tris HCI
(pH 8,3) 50 mM, KCI 70 mM, MgCl,3mM y Super
Script 11l (Invitrogen) 200 U.

Biomédica 2006;26:509-16

Se realiz6 PCR duplex para los genes IGF-I, IGF-
Il, IGFBP-1 y GH-V (cuadro 1). Con tal fin se
utilizaron 2 pL de la reaccion de transcripcion
reversa, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 uM, Tris-HCI
(pH 8,0) 10 mM, KCI 50 mM y Tag Polimerasa 1U
en un volumen final de 25 pL. Las relaciones de
iniciadores respecto al gen casero (GAPDH)
utilizada para cada una de las PCR duplex fueron
las siguientes: IGF-I1 0,3 pM Vs GAPDH 0,4 puM;
IGF-II 0,3 uM Vs GAPDH 0,4 pM; IGFBP-1 0,4
UM Vs GAPDH 0,4 pM; GH-V 0,12 pM Vs.
GAPDH 0,1 pM.

El programa utilizado fue el siguiente: 5 minutos
a 95°C para denaturar, 30 ciclos de 1 minuto a
90°C, 1 minuto a 56 - 60°C y 1 minuto a 72°C. El
programa finalizé con una incubacion a 72°C du-
rante 10 minutos para llevar a cabo la extensién
final de los productos de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR).

Cada muestra se analiz6 por triplicado en cada
pase del cultivo y se visualizé mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida usando
tincion de plata. Las concentraciones se
determinaron por densitometria y analizados
utilizando el programa Quantity One 4.1.

Resultados
Cultivo celular

El crecimiento de las células se observé
aproximadamente después de cinco dias de la
adhesion de los explantes a los frascos de cultivo.
Unavez el cultivo lleg6 a una confluencia del 90%,

Cuadro 1. Secuencias de los oligonucleétidos iniciadores utilizados para PCR diplex de los genes estudiados. D (directo),

R(reverso).

Gen Secuencia Amplimero tamafio (pb)
GAPDH D:5’GTGAAGGTCGGAGTCAACG3' 310
R:5’GGTGGAGACGCCAGTGGAC3'

GH-V D:5’AGTGCCTTCCCCAACCATTCC3' 211
R:5’GCTGCGTTTTCACCCTGTTG3'

IGFBP-1 D:5’GGCACAGGAGACATCAGGAG3' 135
R:5’CAAGGGTAGACGCACCAGCA3'

IGF-I D:5’CCACCACCTCCCTTCATAAC3' 77
R:5TGCTTCTTGACGACTTGCTGC3'

IGF-I1I D:5’CGAGGCAGAGAGACACCAAT3Z' 187

R:5TTGCGGGCCTGCTGAAGTAGS'
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se realizo el primer pase, en el cual las células se
dispersaron y formaron una monocapa que
permitié observar la morfologia celular que poseia
el cultivo como una apreciacién general de los
posibles tipos celulares existentes. Algunos
cultivos de mola presentaron células con
morfologia alargada tipica de fibroblastos y células
mesenquimales, mientras que otros resultaron
mas heterogéneos y en ellos se observaron
ademas células con morfologia redondeada tipica
de decidua y trofoblasto. No se establecieron
diferencias morfolégicas entre los cultivos de mola
y de aborto no molar. Los dos tipos de cultivo
presentaron el mismo grado de heterogeneidad,
la cual se atribuye a la naturaleza misma del tejido
evacuado.

Estos hallazgos morfoldgicos celulares se
valoraron con hematoxilina-eosina, lo que permitio
diferenciar el nucleo del citoplasma. Interpretados
en conjunto, se pudo concluir que alrededor del
70% de los cultivos, tanto de aborto como de mola,
presentaban una morfologia muy heterogéneay
solo el 30% estaba enriquecido de una
determinada poblacién correspondiente a cultivo
de mola (caso M1) en pase tres con morfologia
de células de trofoblasto y decidua.

Inmunocitoquimica

Con el fin de determinar el porcentaje de células
de trofoblasto en el cultivo celular, se realizé
inmunocitoquimica utilizando anticitoqueratina 7
como anticuerpo primario, ya que es un marcador
caracteristico de este tipo celular (9). En los
cultivos se obtuvo una poblacién de trofoblasto
que varié de 16 a 37%, aunque la mayoria de
ellos estuvo alrededor de 30%. Las células
positivas a citoqueratina-7 presentaron tincion a
nivel citoplasmatico y mostraron una morfologia
redondeada que confirma lo descrito con la tincién
hematoxilina-eosina. Como control positivo se
utilizé la linea celular de cancer de cérvix HeLay
como control negativo se incubaron las mismas
células, pero sin adicion del anticuerpo primario
(anti-citoqueratina 7).

Medida de la expresién de genes por RT-PCR

A partir de ARN total de las células en cultivo de
aborto y de mola se realizé la sintesis de ADNc

CARACTERIZACION DE CULTIVO PRIMARIO DE TEJIDO MOLAR

para efectuar la PCR con el fin de detectar la
presencia de transcritos de IGF-I, IGFBP-1y GH-
V como marcadores moleculares de la presencia
de células mesenquimales, decidua y sincitio-
trofoblasto, respectivamente (figura 1). Los
resultados mostraron la presencia de mensajeros
para los tres genes, lo cual confirma la naturaleza
celular compleja de los cultivos, que ya habia sido
evidenciada por morfologia e inmunocitoquimica.
Cabe la penaresaltar que en los cultivos de molas,
y en menor grado en los de abortos, se observo
un incremento en la expresion del ARNm de GH-
V a través de los diferentes pases.

Una vez establecida la presencia de tres tipos
celulares en los cultivos, se examiné la expresién
del gen Igf-2 en los mismos. Como ya se menciond
en un estudio previo, en los tejidos molares se
encontrd que este gen estd altamente expresado
en comparacion con placentas provenientes de
abortos espontaneos no molares (Diaz E, Cantero
M, Carrasco-Rodriguez S, Sanchez-Gémez M.
IGF-1, IGF-Il and IGF-IR mARN expression in
Colombian women with hydatidiform mole and
spontaneous abortion. Placenta 2006;27:A63.
Joint Meeting: Il Latinamerican Symposium on
Fetal-Maternal Interaction and Placenta and XIX
Annual Meeting of the Chilean Society of
Physiological Sciences, 2005, Santiago). Los
resultados obtenidos en los cultivos corroboran
la sobreexpresion de IGF-11 en mola hidatidiforme
(figura 1). Los resultados mostraron que tanto IGF-
| como IGF-Il son expresados por las células en
cultivo, pero comparativamente se aprecian
diferencias. En primer lugar, el IGF-1 es mayor en
aborto en comparacién con molay su transcripcion
tiende a disminuir con la edad del cultivo, tanto
en aborto como en mola (figura 1). En contraste,
IGF-1l muestra una alta expresion en cultivo de
mola respecto del de aborto (figura 1) y disminuye
con el numero de pases. Por otra parte, la
transcripcion de la hormona de crecimiento
variante GH-V mostré una tendencia a aumentar
con el nimero de pases del cultivo, tanto para
mola como aborto, lo que se puede interpretar
como resultado de la presencia de mas sincitiotro-
foblasto productor de la hormona. Los niveles de
ARNmM de IGFBP-1 fueron comparativamente
mayores en mola que en aborto al iniciar el cultivo
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(figura 1), y con los pases consecutivos se obtuvo
un comportamiento opuesto, incrementandose en
los abortos mientras que en los cultivos de mola
disminuya.

Discusion

Las células trofoblasticas son las encargadas de
lainvasion en la decidua maternay el anclaje de
la placenta al tero. Conociendo que es precisa-
mente este tipo celular el que prolifera e invade
de una manera anormal cuando se desarrolla la
enfermedad trofoblastica gestacional, se propone

que los IGFs pueden tener un papel critico en
este proceso.

Las vellosidades coridnicas constituyen la unidad
estructural minima de la placenta, cuyo tamafio y
caracteristicas histologicas varian dependiendo
de la edad gestacional. Poseen componentes
mesenquimales vasculares y trofoblasticos (11).
Esto significa que tratar de aislar micros-
cdpicamente un tipo celular especifico es dificil y
por ello es necesario conocer los tipos celulares
presentes en cultivo celular de placenta cuando
se realiza a partir de explantes. La citoqueratina
7 y la vimentina han sido los marcadores mas
conocidos y recomendados para la caracterizacion
de cultivos celulares de placenta, ya que
respectivamente permiten la deteccién de células
trofoblasticas y mesenquimales por medio de
inmunohistoquimica (12), aunque no permiten
conocer el estado de diferenciacion de las células
ni alteraciones en el mismo.

En la literatura se describen varios métodos para
la obtencion de cultivos primarios de trofoblasto.
En primer lugar figura la digestion enzimatica con
la cual se obtienen preparaciones que contienen
alrededor de 45% de trofoblasto, con la desventaja
de que se diferencia a sincitiotrofoblasto en un
término de 48 horas (13). Por otra parte, existe el
método de inmunoseleccion positiva utilizando
esferas magnéticas recubiertas con anticuerpo
especifico (anti-citoqueratina 7), el cual secuestra
las células trofoblésticas. A pesar de su gran
especificidad, este método presenta limitaciones
en cuanto a la obtencién de un buen niumero de
células para un estudio como el presente, sumado
al elevado costo que implica la utilizacion de las
esferas. Otra técnica usada ha sido la
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cromatografia de afinidad (14), que permite la
purificacion de las células mediante seleccién
negativa utilizando columnas cuya matriz es
recubierta con anticuerpo anti-CD?9, ya que este
marcador es expresado por los diferentes tipos
celulares presentes en la placenta con excepcién
del trofoblasto. Aunque esta metodologia da
buenos resultados, no esta disponible comercial-
mente y su implementacién es costosa y
dispendiosa.

En este trabajo se adapté un método de obtencién
de cultivos de trofoblasto (15) a partir de explantes
y su propagacion en cultivo tomando muestras
de abortos no molares y tejido molar. EI método

3,0
25| ]
2,0 1
15
10
D b
o0 A(1) ‘ AR AB3)
Muestras

||:| IGF-| O IGFBP-1 M GH-V B IGF-I |
30
25
2,0
151
1,04
05
0,0 : :

M() M(2) M (3)

Muestras
‘DIGF-I OIGFBP-1 m GH-V IIGF-II‘

Figura 1. RT-PCR de genes marcadores de cultivo celular
de placenta. Niveles de expresion de ARNm de IGF-I
(blanco), IGFBP-1 (Gris), GH-V (negro) e IGF-II (cuadricula)
con relacion al gen casero GAPDH. a) Abortos (n = 3) en
pases 1, 2y 3. b) Molas completas (n =5) en pases 1, 2y 3.
Las barras corresponden al promedio y las cotas muestran
la desviaci6n estandar. En paréntesis se indica el nimero
de pase.
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resulté simple, econémico y ademas permitié
obtener subcultivos. Mediante inmunocitoquimica,
usando citoqueratina 7, se pudo establecer que
los cultivos tenian un contenido de trofoblasto
entre 16 y 37%, resultado que corresponde con la
diversidad celular encontrada a partir de explantes
de vellosidades coriénicas (15). Ademas de la
diversidad en composicion celular, los cultivos
también mostraron diversidad morfolégica con
base en la tincién con hematoxilina-eosina, que
sugiere la presencia de células mesenquimales,
trofoblasticas y de decidua.

Por medio de la amplificacién por PCR de IGFBP-
1 e IGF-I, en este trabajo se pudo corroborar la
presencia de decidua y células mesenquimales
en los cultivos analizados. La abundancia relativa
del ARNm de cada uno de estos genes estuvo de
acuerdo con la morfologia observada, siendo la
PCR una alternativa rapida y sencilla para la
caracterizacion del cultivo celular de placenta.

Un aporte valioso del estudio de la expresion de
genes en los cultivos fue la posibilidad de observar
diferenciacion de citotrofoblasto a sincitio-
trofoblasto. Se conoce que la diferenciacion va
acomparfiada del aumento en la expresion de la
GH-V y nuestros resultados adicionalmente
mostraron una disminucién en los niveles de
ARNmM de IGF-Il, lo que confirma la disminucion
del citotrofoblasto. Por lo tanto, los cambios en
los perfiles de expresién de estos dos genes
podrian tener utilidad como marcadores
moleculares del proceso de sincitializacién en la
placenta. Esta mejora en la caracterizacion del
tipo celular en cultivo repercute en que los analisis
realizados a partir de los cultivos de los tejidos
complejos, evacuados bien sea por aborto o por
mola, tengan a su vez mas certeza para el médico.
Un ejemplo es el estudio de cariotipo que se hace
en las células cultivadas, pero es frecuente que
el resultado no sea confiable, pues no se tiene la
seguridad del tipo celular del cual se obtuvo el
genoma. Igual aplica para cualquiera de los genes
cuya expresion se quiera estudiar.

En conclusion, los resultados obtenidos sugieren
que la caracterizacién de cultivos de células
trofoblasticas humanas a partir de explantes
puede hacerse mediante la combinacion de la
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expresion de genes del sistema IGF, inmuno-
citoquimica y morfologia. De la misma manera,
las diferencias en los perfiles de expresion del
IGF-11 en mola y aborto no molar plantean el valor
potencial de este marcador molecular para el
diagnostico diferencial de patologias del
embarazo. Creemos que tanto la caracterizacion
de las células cultivadas como el posible marcador
genético tendrian impacto en la salud publica en
la medida en que contribuirian a la reduccion de
la morbilidad materna si se aplican para mejorar
el diagndstico. La posibilidad de implementar una
metodologia que permita la purificacion de los
distintos tipos celulares provenientes de los tejidos
mejorara la precisién de los estudios de expresion,
lo que redundara en beneficios para el diagndstico
de esta patologia.
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