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RESUMEN

Objetivos: desarrollar un método para aislar células de citotrofoblasto humano y evaluar su capacidad invasora y de diferenciacion.
Tipo de estudio: biomédico experimental.

Material y método: se aislaron citotrofoblastos de placentas sanas de embarazos a término por digestion con dispasa y purificacion en
gradiente de densidad. Se evalué la pureza por inmunorreactividad a la citoqueratina 7 y la invasividad de las células del citotrofoblasto
en Matrigel. La actividad enzimatica se determind por medio de zimografia y la hCG secretada se cuantificé por ELISA. La expresion de
integrinas alfa 1 y alfa 5 se evalud por inmunohistoquimica.

Resultados: se obtuvieron citotrofoblastos con pureza del 97%, que se diferenciaron, de manera espontanea, a un sincitio después de cuatro
dias; se acomparié de produccion creciente de hCG. La invasividad de los citotrofoblastos fue maxima los primeros dos dias, cuando su fenotipo
fue mononuclear y coincidié con la secrecion de pro-MMP-9, y disminuy6 con el tiempo de cultivo. La inmunorreactividad a las integrinas alfa 1
y alfa 5 se observo en las células del citotrofoblasto con el fenotipo mononuclear y fue menor en células con fenotipo de sincitio.
Conclusiones: se desarroll6 un modelo in vitro que replica eventos del desarrollo temprano de la placenta, que emulan la etapa de invasion y
de diferenciacion del citotrofoblasto. Este modelo tiene utilidad potencial en el estudio de los mecanismos de dafio en la preeclampsia.
Palabras clave: trofoblasto humano, diferenciacion.

ABSTRACT

Objectives: To develop a method to isolate cells of human citotrophoblast and to assess its invading and differentiation capacity.

Type of study: Experimental biomedical.

Materials and method: Citotrophoblasts of healthy placentas of full-term pregnancies were isolated by digestion with dispase and purifi-
cation in a density gradient. The purity by immunoreactivity to citokeratin 7 and the invasiveness of the cells of citotrophoblast in Matrigel
were evaluated. The enzymatic activity was determined through zimography and hCG secreted was quantified by means of ELISA. The
expression of alpha 1 and alpha 5 integrins was evaluated by immunohistochemistry.

Results: Citotrophoblasts with a purity of 97% were obtained; they differentiated themselves, in a spontaneous way, to a syncytium after four
days. There was a growing production of hCG. Maximum invasiveness of citotrophoblasts ocurred the first two days, when their phenotype
was mononuclear and coincided with the secretion of pro-MMP-9, and then it diminished according with the culture time. Immunoreactivity
to the alpha 1 and alpha 5 integrins was observed in citotrophoblast cells with mononuclear phenotype. This immunoreactivity was lower
in cells with phenotype of syncytium.

Conclusions: It was created an in vitro model that replicates events of the early development of the placenta. These events resemble the invasion
and differentiation phase of the citotrophoblast. This model has potential utility in the study of the mechanisms of damage in preeclampsia.
Keywords: human trophoblast, differentiation.

RESUME

Objectif : la compréhension des mécanismes physiopathogéniques de la préeclampsie est devenue difficile du fait du manque de modeles
expérimentaux disponibles pour son étude. Dans ce travail on développe une méthode pour isoler des cellules de cytotrophoblaste humain
et on évalue leur capacité envahisseuse et de différentiation.

Type d’étude : biomédical expérimental.

Matériels et méthode : on a isolé des cytotrophoblastes de placentas sains de grossesses a terme par digestion avec dispase et puri-
fication sur gradient de densité. On a évalué la pureté par immunoréactivité de la cytokératine 7 et la capacité invasive des cellules du
cytotrophoblaste en Matrigel. L'activité enzymatique a été déterminée au moyen de zymographie et la hCG ségrégée a été quantifiée par
ELISA. L'expression d’intégrines alpha 1 et alpha 5 a été évaluée par immunohistochimie.

Résultats : on a obtenu des cytotrophoblastes avec pureté de 97%, qui se sont différenciés, de maniére spontanée, dans un syncitium
aprés quatre jours ; il a été accompagné de la production croissante de hCG. La capacité invasive des cytotrophoblastes a été maximale
les deux premiers jours, lorsque leur phénotype a été mononucléaire et a coincidé avec la sécrétion de pro-MMP-9, et a diminué avec
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le temps de culture. Limmunoréactivité des intégrines alpha 1 et alpha 5 a été observée dans les cellules du cytotrophoblaste avec le
phénotype mononucléaire et a été inférieure dans les cellules avec phénotype de syncitium.

Conclusions : on a développé un modeéle in vitro qui reproduit des événements du développement précoce du placenta, qui émulent
I’étape d’invasion et de différentiation du cytotrophoblaste. Ce modele a une utilité potentielle dans I'étude des mécanismes de dommage
dans la préeclampsie.

Mots-clé : trophoblaste humain, différentiation.

RESUMO

Objetivo: a compreensao dos mecanismos fisiopatogénicos da pré-eclampsia tem se complicado por causa da falta de modelos experi-
mentais disponiveis para seu estudo. Neste trabalho desenvolve-se um método para isolar células de citotrofoblasto humano e avalia.-se
a sua capacidade de invasao e de diferenciagéo.

Tipo de estudo: biomédico experimental.

Materiais e método: Isolaram-se citotrofoblastos de placentas saudaveis de gravidezes a término por digestdo com dispara e purificagdo
em gradiente de densidade. Avaliou-se a pureza por imunoreatividade a citoqueratina 7 e a invasividade das células do citotrofoblasto
em Matrigel. A atividade enzimatica se determinou mediante zimografia e a hCG secretada quantificou-se por ELISA. A expresséao de
integrinas alfa 1 e alfa 5 foi avaliada por imuno histoquimica

Resultados: obtiveram-se citotrofoblastos com pureza do 97%, que se diferenciaram, de maneira espontanea, a um sincicio ap6s quatro
dias; se acompanhou com a produgéo crescente de hCG. A invasividade dos citotrofoblastos foi maxima os primeiros dois dias, quando
seu fenotipo foi mono-celular e coincidiu com a secregao de pro-MMP9 e diminuiu com o tempo de cultivo. Aimunoreatividade as integrinas
alfa 1 e alfa 5 observou-se nas células do citotrofoblasto com o fenotipo mono-celular e foi menor nas células com fenotipo de sincicio
Conclusdes: desenvolviu-se um modelo in vitro que replica acontecimentos do desenvolvimento primeiro da placenta que emulam a
etapa de invasao e de diferensac0Oo do citotrofoblasto. Este modelo tem utilidade potencial no estudo dos mecanismos de dano na

pré-eclampsia.
Palavras chave: trofoblasto humano, diferenciagao.

aimplantacion es el proceso a través del cual el

huevo fertilizado o cigoto se adhiere e invade

el endometrio. Esto le garantiza acceso a la
circulacién materna que lo sostendra desde las etapas
tempranas de su desarrollo hasta su nacimiento.! La
implantacion suele dividirse en tres fases: transporte
del cigoto, interaccién con el epitelio y fase invasora.
La fase de transporte comprende el desplazamiento
del cigoto al sitio de anidamiento o implantacién
dentro de la cavidad uterina. La fase de interaccién
involucra una etapa de adhesién inestable conocida
como aposicién y otra estable conocida como adhe-
sion. A partir de este punto de contacto, el cigoto inicia
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la invasioén y avanza hacia regiones mas profundas o
subyacentes al epitelio uterino.” El cigoto, que en esta
etapa de desarrollo se encuentra en estadio de blasto-
cisto, desarrolla una linea celular periférica llamada
trofoectodermo, el cual da origen a un tipo celular
conocido como citotrofoblasto. Durante la fase de in-
vasion, las células del citotrofoblasto se alteran en dos
destinos diferentes, que dan origen al citotrofoblasto
velloso y al citotrofoblasto extravelloso.** El velloso es
una célula de naturaleza no invasora que se diferencia
a sinciciotrofoblasto, el cual es una célula multinuclear
no proliferativa localizada en la parte mas externa del
blastocisto. El sinciciotrofoblasto esta en contacto con
la circulacién materna, por lo tanto, tiene un papel
importante como barrera de intercambio de gases y
nutrimentos en la remocién de productos de desecho
del feto; proporciona proteccién inmunolégica y tiene
la capacidad de secretar hormonas.® El citotrofoblasto
extravelloso es una célula proliferativa de naturaleza
invasora. Durante la fase invasora migra a través del
epitelio uterino con direccién a la lamina basal en
la que descansa. Invade el estroma uterino hasta el
nivel superficial del miometrio en busqueda de las
arterias espirales, hace contacto con ellas, las invade e
induce cambios estructurales y fisiol6gicos, los cuales
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permiten la comunicacioén entre el sistema circulatorio
materno y el fetal.®

El estudio de la modulacién de la diferenciacién
del citotrofoblasto humano se ha obstaculizado por
la imposibilidad de estudiar tejidos humanos de las
etapas tempranas del desarrollo normal. Por ello, se ha
propuesto el uso de diferentes modelos experimenta-
les como el cultivo in vitro de células de citotrofoblasto
humano.” El modelo permite duplicar dos importantes
sucesos secuenciales del desarrollo de la placenta, que
se refieren a la capacidad de invasién de la matriz
extracelular y la diferenciacion a sinciciotrofoblasto.
Cada uno de estos fendmenos esta acompariado por
la expresién de moléculas que se consideran marca-
dores moleculares, que distinguen a la adquisicién de
la capacidad invasora (MMP-9) y a la diferenciacién
a sinciciotrofoblasto (hCG). Al respecto, se ha demos-
trado que, en las condiciones del modelo de cultivo in
vitro, las células del citotrofoblasto humano aisladas
de placentas, durante el primer trimestre o al término
del embarazo, tienen la capacidad de invadir una
matriz extracelular. Este fendmeno es esencialmente
dependiente de la produccién de MMPs, en especial
de MMP-9.8° Las células del citotrofoblasto en cultivo
expresan una variedad de moléculas de adhesién ce-
lular, conocidas como integrinas, similarmente como
la hacen in vivo® y facilita la invasion y migracién de
células de citotrofoblasto.! En condiciones in vitro, el
citotrofoblasto tiene la capacidad de diferenciarse a
un sinciciotrofoblasto de manera espontinea.? Este
fenémeno estd acompafiado por la produccién de
hormonas como la hCG, entre otras.”

Un ejemplo de una aplicacién potencial del mo-
delo de cultivo de células del citotrofoblasto es que
en la preeclampsia la invasividad del trofoblasto
estd alterada, lo que provoca que las arterias espi-
rales uterinas no sean alcanzadas por el trofoblasto
invasor y, en consecuencia, no tengan los cambios
que las convierten en arterias con capacidad de flujo
sanguineo alto y se altera el suministro sanguineo del
feto en crecimiento.'** La preeclampsia es un modelo
bioldgico en el cual la funcién de invasién del trofo-
blasto estd dafiada y puede ser estudiada al utilizar
el modelo de cultivo que se propone en este trabajo.
El desarrollo de los propésitos de esta investigacion
pretende establecer un modelo para el estudio de fac-

tores que pueden estar implicados en la modulacién de
la diferenciacién del trofoblasto durante el embarazo.
Uno de ellos es el sistema inmunolégico materno y
sus posibles efectos en la modulacién de la funcién
de implantacién del trofoblasto durante el embarazo
normal y la preeclampsia.

MATERIAL Y METODO

Aislamiento y cultivo del trofoblasto de la placenta
humana

El trofoblasto se aisl6 de acuerdo con una modificacién
del método de Kliman (1986), en el cual a porciones tisu-
lares seleccionadas de la placenta se les aplicé la técnica
de la digestion enzimatica con dispasa al 0.25% y des-
oxirribonucleasa al 0.01%. El sobrenadante recuperado
se centrifugé en un gradiente de densidad con Percoll y
las bandas de células separadas se colectaron con pipeta
Pasteur. Se resuspendieron en medio de cultivo Eagle
de Dulbecco (DMEM) y se cultivaron en placas de seis
pozos, a 37°C, en una atmésfera del 5% de CO,. Como
marcador de confirmacién de identidad del trofoblasto
se utiliz6 citoqueratina 7. El trofoblasto se aislé de las
placentas normales de embarazo a término.

Desarrollo y validacién del modelo de invasion
Elmodelo consiste en placas de cultivo que contienen un
inserto Transwell precubierto con Matrigel. El trofoblasto
se precultivé en medio de cultivo DMEM durante 12
horas, con 10 pCi de ***UTP, antes de ser colocado en la
cubierta de Matrigel. Para evaluar la capacidad invasora
del trofoblasto las células se cultivaron en tiempos deter-
minados y la cantidad de marca radioactiva incorporada
en el matrigel se certificé en el contador de centelleo liqui-
do. La marca radioactiva incorporada se transformé en
numero de células por 1 x 10* células totales sembradas.
Elensayo de invasién se vigil durante tres dias, a 37°C,
en una atmosfera del 5% de CO,.

Desarrollo del modelo de diferenciacion del trofoblasto

El ensayo est4 basado en la diferenciacién de células
del trofoblasto mononuclear en células multinucleadas
o sinciciotrofoblasto. Por lo tanto, el trofoblasto se cul-
tivé en placas de seis pozos, en un tiempo equivalente
al de su diferenciacién in vitro. Durante el cultivo,
se registraron cambios que indican diferenciacién
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morfolégica y adquisicién de fenotipo invasor del
trofoblasto. La cinética de diferenciacion en el cultivo
del trofoblasto se vigilé durante cuatro dias, a 37°C,
en una atmésfera del 5% de CO,.

Marcadores de diferenciacion e invasividad y del
trofoblasto

Como marcadores de estas propiedades del trofoblasto
en cultivo se utilizo lo siguiente:

1. Microscopia de luz y ELISA. La diferenciacion del
trofoblasto fue evaluada con: microscopia de luz para
registrar los cambios morfolégicos en la diferenciacién
y ELISA para cuantificar las concentraciones de gona-
dotropina coriénica humana (hCG) secretada por el
trofoblasto al medio de cultivo.

2. Deteccion inmunocitoquimica de marcadores de iden-
tidad del trofoblasto. Para corroborar la identidad de las
células aisladas en el gradiente de Percoll, el cultivo de
células del trofoblasto se distinguié por inmunohisto-
quimica mediante el uso de un anticuerpo monoclonal
anti-citoqueratina 7. Para ello, el cultivo del trofoblasto
se fij6 en acetona/metanol 1:1 a tiempos determinados.
Se permeabiliz6 con tritén X 100 y se incubé con un
anticuerpo especifico anti-citoqueratina 7. La sefial de
este anticuerpo fue inmunolocalizada con un anticuer-
po secundario marcado con enzima.

3. Deteccién de enzimas por zimografia, Western blot
y ELISA. Se evalué la actividad gelatinolitica del
cultivo del trofoblasto por medio de zimografia en
gelatina, con geles de poliacrilamida-dodecil y sulfato
de sodio al 8%, copolimerizados con gelatina al 1%.
La identidad de las bandas de lisis producidas en el
gel por las gelatinasas se evalué mediante Western
blot al utilizar un anticuerpo especifico anti-MMP-9
(Ab-1) que fue inmunolocalizado con un anticuerpo
secundario marcado con enzima. La cuantificacién de
las concentraciones de enzima MMP-9 secretada por
el trofoblasto al medio de cultivo se realizé por medio
de un ensayo de ELISA especifico.

RESULTADOS

Aislamiento y purificacion del trofoblasto en gradiente
de Percoll

La dispasa permiti6 la disgregacién de una cantidad
significativa de células a partir de las vellosidades

coriales placentarias que se les aplicé la técnica de
la digestién. La centrifugacion de estas células en
gradiente de Percoll permitio la separacion de cuatro
bandas distintas distribuidas por todo el gradiente
(figura 1). En la base del gradiente se observé pobla-
cién de células rojas o eritrocitos, seguida por una
banda de células leucocitarias. En la parte superior
del gradiente se observaron porciones pequefias de
vasos sanguineos, vellosidades coriales y una capa
de material blanquecino. En el centro del gradiente,
en la region correspondiente a la banda del 40% de
Percoll 0 1,048 g/mL de densidad, se encontré una
banda que contenia una poblacién enriquecida de
células del trofoblasto (figura 1). La viabilidad de
estas células purificadas, medida por exclusién con
azul de tripano, fue superior al 95%. El aislamiento
y purificacién del trofoblasto, a partir de la placenta
normal de un embarazo a término con las condiciones
descritas en la metodologia, produjo promedio de 4.5
X 10° células por gramo de peso hiimedo de tejido
placentario (n = 10).

1.033
1.048

1.062

1.075

Figura 1. Purificacion de células del trofoblasto en gradiente de
Percoll. Una suspension celular obtenida por digestion de vellosi-
dades coriales placentarias con dispasa se centrifugd en gradiente
discontinuo de Percoll. La banda correspondiente al 40% de Percoll,
0 1,048 g/mL de densidad, corresponde a una poblacién enriquecida
del trofoblasto.

Distincién inmunohistoquimica del trofoblasto
aislado

Para corroborar la identidad y pureza de las células
obtenidas en el gradiente de Percoll, una porcién
de ellas se analizé mediante inmunohistoquimica
al utilizar un anticuerpo monoclonal que reconoce
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un marcador especifico del trofoblasto. Las células
incubadas con el anticuerpo anti-CK-07 (clona OVTL
12/30) mostraron inmunorreactividad a la citoquera-
tina 7, que es la tinica isoforma no mesenquimatosa
de citoqueratina que se expresa exclusivamente por
células del trofoblasto (figura 2A). Debido a su na-
turaleza epitelial, cuando se incubé el trofoblasto,
con anticuerpo anti-Vim (clona V9, sc-6260), no se
detect6é inmunorreactividad a la proteina filamentosa
intermediaria vimentina (figura 2C). Esto demuestra
que las células no son de origen mesenquimatoso
(fibroblastos o endoteliales). La pureza de los cultivos
se determiné mediante el conteo, en cuatro campos al
azar, de cinco preparaciones diferentes, del nimero
de células inmunopositivas a la citoqueratina 7 en
cada preparacion de células del trofoblasto. Mediante
este procedimiento, la pureza del cultivo se estimé en
aproximadamente 97% (n = 10).
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Figura 2. Inmunorreactividad de las células del trofoblasto aisladas
en gradiente de Percoll. Inmunohistoquimica: A) anticuerpo anti-
citoqueratina 7, B) control sin anticuerpo primario y C) anticuerpo
anti-vimentina.

Diferenciacién morfolégica del trofoblasto cultivado

Cuando las células del trofoblasto se cultivaron tuvie-
ron cambios secuenciales en su morfologia. Después
de dos horas del cultivo se observé una poblacién de
células mononucleares distribuidas uniformemente
en la superficie del cultivo (figura 3). Estas células
estaban adheridas y mostraron un citoplasma poco
desarrollado. Después de 24 horas de cultivo (dia
uno), las células crecieron en extension, formaron
proyecciones mayores de su citoplasma y comenzaron
a interaccionar con células vecinas (figura 4-1). Estas
interacciones llevaron a la formacién de estructuras
similares a sincicios después de 48 horas de cultivo

Figura 3. Morfologia de las células del trofoblasto a dos horas de
cultivo. Se observa una poblacién de células del trofoblasto mo-
nonuclear distribuida uniformemente en la superficie del cultivo. El
citoplasma esta poco desarrollado.

(dia dos), donde se observaron células gigantes con
niimeros variables de nticleos dispersos delimitados
por un citoplasma aparente (figura 4-2 y 4-2). Después
de 72 horas de cultivo (dia tres), la apariencia de estas
estructuras no fue diferente de la que se observé el
dia anterior, pero existié incremento en el ntimero y
tamafio de las estructuras (figura 4-3). En el cuarto
dia de cultivo (96 horas) el sinciciotrofoblasto mostré
mayor grado de compactacién de sus nticleos (figura 4,
4"y 4”) y no estaban dispersos dentro del citoplasma
que los contenia, como se observé en los dias dos y
tres de cultivo (figura 4-2" y 4-3).

Secrecién de gonadotropina coriénica humana (hCG)
durante la diferenciacion del trofoblasto

La diferenciacién del trofoblasto a sinciciotrofoblasto
es dependiente de otros factores de la gonadotropina
coriénica humana. Por lo tanto, las concentraciones de
esta hormona se cuantificaron durante la diferenciacién
del trofoblasto en cultivo. Después de las primeras 24
horas de cultivo (dia uno), las células de trofoblasto co-
menzaron a producir gonadotropina coriénica humana
y lohicieron de manera proporcional al tiempo del cul-
tivo (hasta 72 horas, dia tres) (figura 5). No se observé
produccién de gonadotropina coridnica humana entre
dos horas y el primer dia de cultivo, cuando el fenotipo
del trofoblasto fue de predominio mononuclear (figura
3y4-1). Sin embargo, la aparicion de estructuras simila-
res al sinciciotrofoblasto a partir del dia dos de cultivo
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Figura 4. Diferenciacion in vitro de células del trofoblasto aisladas
de placentas normales de embarazo a término. Las células del
trofoblasto purificado en gradiente de Percoll se cultivaron a una
densidad de 2.5 X 10 células/mL entre 2 y 96 horas de cultivo. Se
fijaron en acetona/metanol (1:1) y se tifieron con hematoxilina de
Harris.

(figura 4-2 y 4-2"), marco el inicio de la produccién de
gonadotropina coriénica humana (figura 5) y la dife-
renciacion del trofoblasto a sinciciotrofoblasto.

Actividad gelatinolitica durante la diferenciacion del
trofoblasto

El anélisis por zimograffa del medio de cultivo del
trofoblasto revelé que durante su diferenciacién se-
creta una gelatinasa en la regién de los 92 kDa. De
acuerdo con el estandar de actividad de este trabajo,
esta proteina es la enzima proMMP-9 de 92 kDa. En
el zimograma de la figura 6 A se muestran las zonas
de degradacion de la gelatina provocadas por la
proMMP-9. Estos resultados indican que la actividad
de la enzima disminuy6 con el tiempo de cultivo y,
por lo tanto, durante la diferenciacién del trofoblasto
a sinciciotrofoblasto. La actividad mayor gelatinolitica
se observo en el dia uno y dos del cultivo, cuando el fe-
notipo del trofoblasto fue de predominio mononuclear
(figura 4-1y 4-2). La actividad menor gelatinolitica se
observo los dias tres y cuatro del cultivo, cuando el
fenotipo del trofoblasto fue de predominio multinu-
clear o sinciciotrofoblasto (figura 4-3 y 4-4). El analisis
por Western blot del medio de cultivo, que se utilizé
para zimografia, revel6 la expresiéon de la proteina
proMMP-9 durante el cultivo del trofoblasto (figura
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Figura 5. Produccion de hCG por células del trofoblasto aisladas de
placenta sana de embarazo a término. Las células del trofoblasto
(2.5 X 108 células/mL) se cultivaron durante un tiempo equivalen-
te al de su diferenciacion in vitro y las concentraciones de hCG
secretada cada 24 horas se cuantificaron mediante un ensayo
de ELISA. Cada barra muestra el valor promedio + desviacion
estandar de 10 experimentos independientes con muestras por
duplicado (n =5 + DE).

Dias de cultivo
i 1 3 ] EA kI
Al
Pra MMF-3 et
e
- rMIMP-S
Pro MMP-9 3 Khs

Figura 6. Zimografia en gelatina del medio de cultivo del trofoblasto
(0.5 pg de proteinalcarril). A) En los carriles del uno al cuatro se
muestran bandas de gelatinasas contenidas en el medio de cultivo
del trofoblasto obtenido en cada uno de los cuatro dias de cultivo.
B) Expresion de la proteina proMMP-9 durante la diferenciacion
del trofoblasto. EA: estandar de actividad. kDa: peso molecular en
kDa. rMMP-9: control positivo o MMP-9 recombinante.

6B). De acuerdo con estos resultados, la disminucién
de la actividad enzimatica de proMMP-9, observada
en el zimograma, correlaciona con la disminucién de
la sintesis de la proteina proMMP-9 durante la dife-
renciacion del trofoblasto.

Invasién del trofoblasto en Matrigel
Lainvasividad del trofoblasto, debido a su capacidad
de secretar enzimas que degradan la matriz extracelu-
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lar, se evalu6 en un sistema de invasion en Matrigel.
La cantidad de marca radioactiva incorporada, o el
namero de células en la cubierta de Matrigel, revel6
que el proceso de invasiéon se mostrd en mayor es-
cala durante el primer dia de cultivo y se mantuvo
constante después (figura 7). La mayor capacidad
invasora del trofoblasto, observada el dia uno del
ensayo, estuvo relacionada con dos resultados expe-
rimentales observados previamente: el predominio
del fenotipo de trofoblasto mononuclear y la mayor
actividad gelatinolitica debida a MMP-9, los cuales se
observaron el dia uno del cultivo. Todos estos resul-
tados indican que el trofoblasto en cultivo adquiere
invasividad durante un tiempo cuando su fenotipo es
de predominio mononuclear, debido a su capacidad
para secretar enzimas degradadoras de proteinas de
la matriz extracelular, como la MMDP-9.

Cuantificacion de MMP-9 secretada durante la
diferenciacion del trofoblasto aislado de placenta
normal de un embarazo a término

La cantidad de enzima MMP-9 secretada al medio de
cultivo por el trofoblasto fue cuantificada a través de
un ensayo de ELISA especifico. El ensayo permitié
cuantificar la enzima en dos formas: cantidad total
(ET) de MMP-9 secretada y cantidad de MMP-9 en
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Figura 7. Invasion de células del trofoblasto sobre Matrigel. Células
de trofoblasto aisladas de placentas normales de embarazo a término
(0.5 X 108 células/mL) se cultivaron durante 12 horas en medio de
cultivo Eagle de Dulbecco con 10 pCi de **UTP antes de ser coloca-
das en una cubierta de Matrigel. El cultivo se mantuvo durante tres
dias y cada 24 horas se cuantificd la marca radioactiva incorporada.
Cada barra muestra el valor promedio de cinco experimentos inde-
pendientes con muestras por duplicado (n = 5 + DE).

forma activa (EA). La cantidad de MMP-9 latente se
estimé como la diferencia entre la cantidad total de
MMP-9 y la cantidad de MMP-9 en forma activa. En
la figura 8 se observa que la ET disminuy6 durante
el tiempo de cultivo y, por lo tanto, durante la dife-
renciacién del trofoblasto a sinciciotrofoblasto. La ET
fue mayor los dias uno y dos, y disminuyé los dias
tres y cuatro. El cambio en la cantidad de ET que se
observd, a partir del dia dos de cultivo, fue estadis-
ticamente significativa. La EA permanecié constante
durante el cultivo y el aumento del dia dos no fue
estadisticamente significativo. De la ET cuantificada,
16.3% correspondi6 a la forma activa de la enzima y
83.7% a la forma latente estimada. Por lo tanto, de la
cantidad total de enzima secretada por el trofoblasto
un porcentaje bajo se encontré en forma activa y un
porcentaje significativo estaba en forma latente.

DISCUSION

Aislamiento y purificacion de trofoblasto

El propésito de la primera fase de este trabajo fue aislar
y purificar el trofoblasto de la placenta humana de
un embarazo a término. Los métodos para obtener el
trofoblasto que se describen en la bibliografia tienen
variaciones y no hay uniformidad en cuanto al uso de
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Figura 8. Secrecion de MMP-9 por células del trofoblasto ais-
ladas de placenta sana de embarazo a término. Las células del
trofoblasto (2.5 X 10¢ células/mL) se cultivaron durante un tiempo
equivalente al de su diferenciacion in vitro y las concentraciones
de MMP-9 secretada cada 24 horas se cuantificaron mediante un
ensayo de ELISA. ET = cantidad total de MMP-9, EA = cantidad
de enzima activa, EL = cantidad de enzima latente. Cada barra
muestra el valor promedio: t desviacién estandar de 10 experi-
mentos independientes con muestras por duplicado (n = 10 £
DE). * p < 0.05.
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enzimas digestivas, concentracién, tiempo de diges-
tién y modo de purificacién. Por lo tanto, fue necesario
evaluar nuevas condiciones para el aislamiento y puri-
ficacién del trofoblasto. Un procedimiento basado en
el protocolo original de Kliman (1986), modificado en
el laboratorio, permiti6 la obtencién de una poblacién
enriquecida y homogénea de células de trofoblasto.
El rendimiento, viabilidad y pureza de las células
aisladas fue similar o superior a lo publicado en la bi-
bliografia. Las caracteristicas citoldgicas y funcionales
de estas células (linaje especifico, actividad metabo-
lica, capacidad invasora y de diferenciacién) fueron
las adecuadas para los propdsitos experimentales de
este estudio.

Capacidad invasoray de diferenciacion del
trofoblasto

El cultivo de las células aisladas en gradiente de Per-
coll, en las condiciones del modelo in vitro propuesto
en este trabajo, reveld que es posible replicar dos im-
portantes sucesos del desarrollo de la placenta y que
corresponden a la capacidad de invasién de la matriz
extracelular y a la diferenciacién del trofoblasto. Es
similar a lo que sucede en la situacion in vivo durante
la implantacién.

El potencial invasor del trofoblasto se relacion6 con el
fenotipo del trofoblasto mononuclear y con secrecién de
MMP-9; estas dos situaciones se observaron durante los
primeros dos dias de cultivo. Por lo tanto, y conforme
a la hipétesis general, éste es el tiempo adecuado para
estudiar los posibles efectos del sistema inmunolégico
en la capacidad invasora del trofoblasto en cultivo. El
cultivo in vitro del trofoblasto aislado, durante cuatro
dias, permitié observar los cambios morfolégicos y
funcionales que acompafian a la diferenciacién del tro-
foblasto durante la etapa de implantacién. Los cambios
funcionales se refieren a la secrecién de la hormona hCG
y a la secreciéon de MMP-9.

Durante las primeras 48 horas de cultivo, cuando el
fenotipo del trofoblasto fue de predominio mononu-
clear, y que coincidi6 con la etapa de invasién activa, se
demostroé que estas células secretan la mayor cantidad
de MMP-9, que es una enzima necesaria para degradar
la matriz extracelular circundante en condiciones in
vivo y que correlaciona directamente con el potencial
invasor que se observé en el modelo con Matrigel.

Al iniciarse el desarrollo del fenotipo sincicial, que
se aprecia desde las 48 horas de cultivo, también se
observé incremento de la secrecion de la hCG y dismi-
nucion en la secrecion de MMP-9, lo cual correlaciona
directamente con las funciones endocrinas del sinci-
ciotrofoblasto y con su fenotipo no invasor.

Cuantificacion de MMP-9 secretada por el trofoblasto
aislado de placenta normal de un embarazo a término
El cambio en la cantidad total de MMP-9 secretada
durante la diferenciacién del trofoblasto sugiere que
estos dos sucesos estan relacionados, como se sugiere
en la bibliografia. Por lo tanto, el contenido de MMP-9
fue mayor los dias uno y dos, cuando el fenotipo del
trofoblasto fue de predominio mononuclear, mien-
tras que el contenido disminuy® el dia tres y cuatro,
cuando el fenotipo del trofoblasto fue de predominio
multinuclear o de sinciciotrofoblasto. No hay antece-
dentes en la bibliografia que muestren la expresién
de esta enzima durante el proceso de diferenciacién
in vitro. Esta relacién es importante, ya que puede
explicar, en parte, el comportamiento invasor del
trofoblasto durante la implantacién. Por ejemplo, el
trofoblasto invade y remodela el tejido materno me-
diante la degradacion de su matriz extracelular. Para
ello utiliza su capacidad degradativa relacionada con
MMP-9 y este suceso se corresponde con su fenotipo
mononuclear de célula altamente invasora. La fase
invasora termina cuando el trofoblasto se localiza en
la superficie interna de las arteriolas invadidas y forma
una cubierta de sinciciotrofoblasto, de modo que se
convierte en una célula estacionaria no invasora y, en
consecuencia, su capacidad degradativa, influida por
MMP-9, disminuye.

Un dato importante para el analisis del significa-
do biolégico de este modelo fue que la cantidad de
enzima en forma activa fue siempre baja (16.4%) en
relacion con la cantidad de enzima total. Esto sugie-
re que con las condiciones de cultivo se activa una
porcién limitada del total de la enzima secretada, y
esta activacion es constitutiva, ya que la cantidad de
enzima activa se mantuvo constante y no se modificé
durante el cultivo. Este experimento demuestra que
el trofoblasto aislado es responsable de activar una
cantidad limitada de MMP-9 y no tiene la capacidad
de activar la mayor parte de la enzima que secreta
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durante el cultivo. En consecuencia, se puede sugerir
que el mecanismo o mecanismos que completan la
activacién de la enzima clave en el proceso de inva-
sién no se encuentran en el trofoblasto aislado. Para
poder entender su funcién in vivo son necesarios:
factores exdgenos que estimulen al trofoblasto para
activar la MMP-9 que secreta o factores que acttien
como activadores directos de la enzima secretada. Es
probable que los factores exdgenos responsables de la
activacion estén en el ambiente uterino que acomparfia
la implantacién del trofoblasto. Sin embargo, en las
condiciones experimentales que se utilizaron en este
trabajo es muy probable que la baja tasa de invasién
documentada en el sistema de Matrigel correlacione
con las cantidades referidas de enzima activa. Esto
es una limitante de este modelo experimental, pero
no impide la evaluacién del efecto de los mediadores
que potencialmete estdn implicados en condiciones
normales o patolégicas como en la preeclampsia.
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