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Efecto de los retinoides en la diferenciacidn del trofoblasto humano en cultivo
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RESUMEN

Objetivo: El presente estudio analiza el efecto de diferentes retinoides sobre la funcion y
diferenciacion celular del trofoblasto humano en cultivo.

Material y métodos: Se realizdé un estudio experimental in vitro, en donde se utilizaron
vellosidades coridnicas y células de citotrofoblasto obtenidas de placentas de término de
embarazos normales, que fueron cultivadas y estimuladas con concentraciones fisiolégicas
diferenciales de retinol (ROL), acido 9-cis retinoico (CRET) y acido all-trans retinoico (TRET).
Se analizaron los cambios en la actividad de la metaloproteinasa-9 (MMP-9) y la
metaloproteinasa-2 (MMP-2), ademas de documentar las condiciones éptimas para el cultivo.
En una segunda fase, se estimularon células de citotrofoblasto (CTB) aisladas y se
documentaron los cambios morfolégicos de formacién de sincicio in vitro al ser estimulados
con los retinoides mencionados.

Resultados: Los explantes de placenta respondieron en forma dosis dependiente, en la
actividad de MMP-2 y MMP-9 cuando fueron incubados en presencia de ROL y en menor
proporcion cuando se incubaron con CRET y TRET. ElI CTB aislado y estimulado con ROL y
CRET formo sincicio en un lapso de 48 horas, en tanto que los estimulados con TRET lo
hicieron hasta el 40. dia de incubacién.

Conclusiones: La placenta y el trofoblasto aislado responden a los diferentes retinoides. La
respuesta del CTB al ROL indica que el CTB cuenta con la maquinaria metabdlica para
transformar el retinol en CRET y TRET que tienen actividad biolégica. El efecto de estos
compuestos se pudiera expresar en la funcién de implantacién y en la placenta en desarrollo.

PALABRAS GUIA: Explantes de placenta, retinoides, citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto,
metaloproteinasa 9, metaloproteinasa 2.

aaDireccion de Investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia “Dr. Isidro Espinosa INTRODUCCI O N
de los Reyes” (INPer). o R i |
bDepartamento de Salud, Universidad Iberoamericana. La familia de la vitamina A esta conformada

°Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, INPer.

“YDepartamento de Tococirugiay Urgencias, INPer. por sus metabolitos llamados de manera
*Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina, UNAM. conjunta retinoides (retinol, retinal, acido 9-
Correspondencia: cis retinoico y acido all-trans retinoico). Los
Dr. Felipe Vadillo-Ortega retinoides son nutrimentos indispensables en
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes - . ..

Direcci6n de Investigacion el crecimiento y participan en la modulacion
Montes Urales 800, Lomas de Virreyes de la morfogénesis y diferenciacién celular
C.P. 11000, México, D.F. . . , .

Tel.: 5202-9381 durante el desarrollo embrionario.? El acido
Fax: 5520-0034 retinoico (RA), principal retinoide con
Correo electronico: felipe.vadillo@uia.mx; fvadillo@servidor.inper.edu.mx actividad bioldgica, interactia en la regulacion
Recibido: 23 de junio de 2005, de la expresidon de genes d_e protelnas como
Aceptado: 17 de agosto de 2005. hormonas y factores de crecimiento (hormona

VOL. 19 No. 2; ABRIL-JUNIO 2005 Perinatol Reprod Hum 77

Version completa de este articulo disponible en internet: www.imbiomed.com.mx


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Alfonso Martinez Flores y cols.

de crecimiento y factor de crecimiento
transformante-B2), receptores/factores nuclea-
res (RARpB, c-fos, AP-2), receptores de
interleucinas (IL-2 y IL-6) y de enzimas como
algunas metaloproteasas de matriz extrace-
lular.®

El desarrollo de la placenta humana depende
que el trofoblasto, que rodea al blastocisto, se
adhiera e invada la pared uterina y progrese
hasta llegar a las capas mas profundas del
endometrio donde establece comunicacién
con la circulacion materna.* La invasion
termina al alcanzar la zona en que se
encuentran las arterias espirales, que son
remodeladas,® de esta manera, se establece el
intercambio de nutrimentos entre la madre y
el producto.® La progresion de estos eventos
depende de fenémenos sucesivos de diferen-
ciacion del trofoblasto, que debe manifestar
fenotipos funcionales compatibles con cada
etapa.

A pesar de que se ha establecido que los
retinoides son indispensables durante estas
fases tempranas del embarazo humano, se ha
estudiado de modo muy preliminar el papel
que juegan en el desarrollo y funcién de
la placenta. Se han reportado cambios en la
distribucion espacial de los receptores de
retinoides durante el proceso de diferenciacion
del citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto al ser
estimulado con acido retinoico y algunos de
sus isomeros. Los resultados de estos estudios
sugieren que el acido retinoico y algunos
de sus isGmeros participan en este proceso de
diferenciacion y modulan la expresiéon de los
receptores RAR y RXR en el sinciciotrofo-
blasto. Asimismo, se ha demostrado que el
efecto de los retinoides sobre la diferenciacion
del trofoblasto puede estar mediado a través
de la induccién de hormonas, como la
gonadotropina coridnica humana y la leptina,
que son producidas de manera creciente du-
rante la diferenciacion del trofoblasto a
sinciciotrofoblasto.”® Por otro lado, se ha visto
que el acido retinoico y algunos de sus isdmeros
son capaces de modular al elemento de
transcripcion AP-1 presentes en algunos genes
de metaloproteasas, como la MMP-1 (colage-
nasa intersticial), MMP-3 (estromelisina 1),
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MMP-9 (colagenasa tipo 1V-92 kD, gelatinasa
B), MMP-10 (estromelisina 2).1° Este grupo de
enzimas son indispensables para el proceso
de invasién.

En la preeclampsia la invasividad del
trofoblasto esta alterada, lo que ocasiona que
las arterias espirales uterinas no sean
alcanzadas por el trofoblasto invasor y en
consecuencia no experimenten los cambios
que las convierten en arterias con capacidad
de flujo sanguineo alto, con lo cual se
compromete el suministro sanguineo al feto
en crecimiento. De este modo, la preeclamp-
sia es un modelo biolégico en el que la funcion
de invasion del trofoblasto se encuentra
dafiada y en el que de manera potencial se
podrian ver involucrados los retinoides.

El estudio de la modulacién de la diferen-
ciacion del trofoblasto humano se ha visto
obstaculizada por la imposibilidad de estudiar
tejidos humanos de las etapas tempranas del
desarrollo normal. Por esta razén, se ha
propuesto el uso de diferentes modelos
experimentales, tales como el cultivo in vitro
de vellosidades coriénicas humanas, que
permite duplicar dos importantes eventos
secuénciales del desarrollo de la placenta. Se
ha demostrado que los explantes de placenta
en cultivo muestran crecimiento in vitro,
duplicando el fenémeno de invasion de la
matriz extracelular y que este fendmeno se
asocia a cambios en la diferenciaciéon del
trofoblasto, con modulacién de la transforma-
cion del citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto.

Aunque no lo sabemos de manera directa,
lo anterior podria ser similar a lo que sucede
en la situaciéon in vivo, durante la implantacién,
dado lo que sabemos de otros modelos
animales de este fendmeno. La conducta
invasiva del trofoblasto se manifiesta cuando las
células del citotrofoblasto migran fuera de
las vellosidades coriénicas y forman columnas
de células (trofoblasto columnar), a partir de
las cuales invaden la superficie del cultivo.!!
También se ha demostrado que este proceso
de diferenciacion hacia un fenotipo invasor es
dependiente de la expresion de marcadores
moleculares como las metaloproteasas de
matriz extracelular 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) y
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que son utilizadas como las herramientas
moleculares del citotrofoblasto para el proceso
de invasion, que depende de la degradacion de
la matriz extracelular circundante. Al terminar
el proceso de invasién, las células de
citotrofoblasto se transforman progresi-
vamente en sinciciotrofoblasto, producen
gonadotropina coriénica humana (hCG)' e
inician sus funciones de intercambio con el
ambiente materno, apagando la expresion de
las enzimas liticas mencionadas anteriormente.

Por lo anterior, y dado que no contamos con
otros modelos para su estudio, el cultivo de
vellosidades coriénicas humanas representa
un modelo in vitro para el estudio de factores
que pudieran estar implicados en la modula-
cion de la implantacion y desarrollo placentario
durante el embarazo, como seria el caso de los
retinoides.

El objetivo de este estudio es conocer el
efecto de diferentes retinoides (retinol, acido
9-cis retinoico, acido all-trans retinoico) sobre
la secreciobn de MMP-2 y MMP-9, que se
utilizan como marcadores del proceso de
adquisicion de fenotipo invasor del
citotrofoblasto presente en vellosidades
coriénicas humanas y el efecto sobre Ila
diferenciacion de células de citotrofoblasto
aisladas, en un modelo in vitro.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo de vellosidades coridnicas

Se utilizaron placentas de mujeres programa-
das para la resolucion del embarazo por
cesarea, con los siguientes criterios de
inclusién: entre 18 y 35 afios, embarazo sin
patologia, con edad gestacional entre 38 y 40
semanas, con producto Unico. La placenta se
lavé cinco veces con 500 mL de solucién
salinafria amortiguada con fosfatos (PBS;
Sigma, USA). Bajo condiciones de esterilidad
se eliminaron las membranas corioamnidticas,
el tejido decidual y vasos sanguineos. Se
obtuvieron fragmentos pequefios (3 a 5 mm)
de vellosidades coriénicas de aproxima-
damente 0.5 g de peso humedo, que fueron
separados manualmente de las placentas bajo
observacion al microscopio. Las vellosidades
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se cultivaron en cajas de cultivo de seis pozos
(Falcon, USA) en 1 mL de medio Eagle de
Dulbecco (Gibco BRL Bethesda, USA),
suplementado con 1 mM de hidrolizado de
lactoalbumina, 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina, 10 pg/mL de
anfotericina y 1 mM de piruvato de sodio
(Gibco BRL, Bethesda, USA), durante uno a
cuatro dias a 37 °C en una atmoésfera de 5% de
CO,. El medio de cultivo se sustituyo cada 24
horas por medio fresco.

Ensayos de viabilidad (XTT)

La viabilidad de las vellosidades coridnicas
se evalué mediante un ensayo colorimétrico
que tiene como fundamento la transformacion
de sales de tetrazolio (XTT, Boehringer,
Mannheim Germany), de color amarillo a sales
de formazan de color naranja, por las células
con metabolismo activo.?!®

Estimulacion a vellosidades

coridnicas con retinoides

Se estimularon las vellosidades coriénicas
con concentraciones fisioldgicas diferenciales
de retinoides (Sigma, USA). Para el Retinol
se utilizé 2.5 a 40 uM; para el acido 9-cis
retinoico y el &cido all-trans retinoico se
utilizaron 0.25 a 4.0 pM. En todos los
experimentos se incluyeron explantes que no
fueron estimulados con los retinoides. ElI
retinoide disuelto en dimetil sulféxido
(DMSO, Sigma, USA), se agreg6 directamente
al medio de cultivo y al cabo de un dia se retir6
una alicuota del medio condicionado y se
agreg6é un volumen proporcional que contenia
la misma concentracion del retinoide. La
estimulacién se mantuvo por cuatro dias para
todas las concentraciones utilizadas. Los
medios condicionados se capturaron cada 24
horas.

Zimografia en gelatina

Se cuantificé la actividad gelatinolitica del
medio condicionado por los retinoides. Se
aplicé un volumen equivalente a 10 pg de
proteina de los medios condicionados a un gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(Amresco, USA) al 8% copolimerizado con
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gelatina porcina (Sigma, USA).** La actividad
gelatinolitica debida a MMP-2 y MMP-9
observada en los zimogramas se cuantifico
por densitometria en un analizador de
imagenes con el empleo del software NIH-
Image V1.6 (NIH, Bethesda, USA). La
concentracién de proteina en los medios
condicionados se cuantific6 con el método de
Bradford,!® empleando como referencia una
curva estdndar de albimina sérica de bovino
(Sigma, USA).

Cultivo celular

Como complemento al cultivo de explantes,
se aislaron y purificaron células de citotrofo-
blasto de las mismas placentas de donde se
obtuvieron los explantes. Se utilizé la técnica
de Kliman,'®* que emplea DNAsa (Sigma,
USA) vy tripsina (Difco, France) para separar
las células de placenta y purificacion del
citotrofoblasto con un gradiente de Percoll
(Pharmacia, Suiza). Las células de citotrofo-
blasto fueron sembradas por triplicado en
placas de cultivo de seis pozos a una densidad
1 X 10° células/pozo a 37 °C, en una atmosfera
de 5% de CO,. EIl cultivo se desarrollé por un
periodo de cuatro dias, tiempo en el cual el
citotrofoblasto se diferencia a sinciciotro-
foblasto.

Estimulacion celular

Con el fin de identificar el efecto de la
vitamina A y sus metabolitos en la diferencia-
cion del citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto,
se agregaron al cultivo primario los mismos
retinoides utilizados en los explantes de pla-
centa y con las mismas condiciones. Las células
en cultivo fueron observadas por microscopia
Optica y se documentaron los cambios en la
diferenciacion inducidos por los retinoides a
lo largo uno a cuatro dias de cultivo.

Anéalisis estadistico

La comparacion de los diferentes grupos se
realiz6 mediante un analisis tipo Mann-
Whitney, en la que una p < 0.05 fue considerada
como significativa. Todos los experimentos se
realizaron tres veces con muestras por
triplicado.
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RESULTADOS

Ensayos de viabilidad con XTT

Las células de las vellosidades coridnicas
estuvieron metabdlicamente activas (demos-
trado por la reducciéon de XTT) durante once
dias de cultivo (Figura 1). Durante el periodo
experimental empleado en este estudio (cuatro
dias), la reduccion de XTT se incrementd de
manera proporcional con el tiempo de cultivo
(Figura 1). La reduccién de XTT permanecio
sin cambio del dia 7 al 9 y se incrementé de
manera proporcional con el tiempo de cultivo
hasta el dia 11 del mismo.

Efecto de retinoides
sobre la actividad gelatinolitica de
MMP-2 y MMP-9

Se observd una respuesta clara de estimula-
cion en la actividad gelatinolitica de las meta-
loproteasas 2 y 9 por efecto de todas las
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Figura 1
Viabilidad de las vellosidades
coriénicas. Las células de las
vellosidades cultivadas se
mantuvieron viables durante once dias y su
actividad metabélica
(demostrada por la reduccion de XTT) se
incremento
proporcionalmente con el tiempo de cultivo
durante los dias del 1 al 6 y del 9 al 11. Cada
barra muestra el valor promedio =+
desviacion estandar de tres experimentos
independientes con muestras por triplicado
(n = 3 = DE).
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concentraciones de retinol, al cuarto dia de
estimulacion del cultivo (Figura 2). La misma
respuesta se pudo documentar con las
diferentes concentraciones de A&cido 9-cis
retinoico, aunque la respuesta fue obtenida a
concentraciones menores que las necesarias
para la estimulaciéon con retinol y el efecto se
observé mejor al segundo dia de estimulacién
del cultivo (Figura 3). En cambio, no se pudo
estimular la actividad de MMP-2 y MMP-9
al estimular los explantes con acido all-trans
retinoico, en ningun momento del cultivo, ni
con las dosis mas altas (datos no mostrados).

Efecto de retinoides
sobre la diferenciacion
del citotrofoblasto aislado
Después de ensayar diferentes concen-
traciones de los retinoides en los cultivos con
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Figura 2
Efecto de retinol sobre la actividad
de metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, al cuarto dia de cultivo.

La estimulacion a vellosidades

coridnicas con retinol induce un
incremento dosis dependiente en la
actividad gelatinolitica de las
enzimas MMP-2 y MMP-9
producidas durante el cultivo.
Cada barra muestra el valor
promedio + desviacién estandar de
tres experimentos independientes
con muestras por triplicado
(n = 3 =+ DE).

Mann-Whitney; p < 0.05.
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vellosidades coridnicas; las células de citotrofo-
blasto en cultivo, fueron estimuladas con reti-
nol 20 uM, acido 9 cis retinoico 2.0 uM, y é&cido
all-trans retinoico 2.0 uM, para documentar los
cambios de morfologia hacia sinciciotrofoblasto.
El sinciciotrofoblasto se formdé de manera
espontanea en los cultivos no estimulados con
retinoides, al cabo de cuatro dias de cultivo
(Figura 4). En presencia de retinol o 4cido 9-cis
retinoico, la formacién de los sincicios se inicio
desde el dia 2 de cultivo (datos no mostrados) y
al tercer dia todas las células se habian fusionado
(Figuras 5a y 5b) de manera similar a como
sucedioé en los cultivos control (Figuras 4d y 5d).
En el caso de las células estimuladas con acido
all-trans retinoico, la fusion ocurrié hasta el
cuarto dia de cultivo (Figura 5c), momento en el
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Figura 3
Efecto de acido 9 «cis retinoico
sobre la actividad de
metaloproteasas MMP-2 y MMP-9,
al segundo dia de cultivo.
La estimulacion a explantes con
concentraciones crecientes de
acido 9 cis retinoico induce un
incremento en la actividad
gelatinolitica de las enzimas
MMP-2 'y MMP-9 producidas du-
rante el cultivo. Cada barra
muestra el valor promedio =+
desviacion estandar de tres
experimentos independientes con
muestras por triplicado
(n = 3 #+= DE).

Mann-Whitney; p < 0.05.
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Figura 4
Diferenciacion in vitro de células de citotrofoblasto aisladas de placenta
humana de gestacion a término. Las células de trofoblasto purificado
fueron cultivadas a wuna densidad de 1.0 X 10% células/pozo durante cuatro
dias, fijadas en acetona/metanol (1:1) y tefiidas con hematoxilina de Harris.
a) Dia 1, crecimiento en extension e interaccion del citotrofoblasto con
células vecinas. Las flechas, sefialan zonas de interaccién entre las células
de citotrofoblasto y crecimiento en extension de las mismas. b) Dia 2,
formacién de agregados de dos, tres o mas células de citotrofoblasto.
c) Dia 3, formaci6on de estructuras similares a sinciciotrofoblasto con
nucleos dispersos contenidos en un citoplasma aparente.
d) Dia 4, sinciciotrofoblasto con numeros variables de nucleos.

que se observé un ndmero y tamafo de
sinciciotrofoblastos reducidos.

DISCUSION

Los modelos de cultivo in vitro de vellosida-
des coridnicas y de células de citotrofoblasto
aisladas, son las Unicas metodologias disponi-
bles y de potencialidad utilizable para entender
el efecto de diferentes compuestos contenidos
en el microambiente en el que se desarrollan
los procesos iniciales del desarrollo embriona-
rio humano. De esta manera, hemos utilizado
estos modelos para iniciar la caracterizacion

82
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del efecto de diferentes retinoides en los eventos
de invasion y diferenciacion del trofoblasto.
A pesar de que éstos son modelos experi-
mentales son utilizados por varios grupos en
distintas partes del mundo, se realizé la
validacién de la viabilidad de las vellosidades
coriéonicas bajo las condiciones de cultivo
utilizadas. Las vellosidades mantienen su
metabolismo activo hasta por 11 dias de cultivo
y el incremento en la reduccion de XTT,
observado en los primeros dias, confirma la
proliferacion de las células del citotrofoblasto,
lo que coincide con su diferenciacion a
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Figura 5
Efecto de los retinoides sobre la diferenciacion del citotrofoblasto. Las
células de trofoblasto purificado fueron cultivadas a una densidad de 2.5 x
10 células/pozo de uno a cuatro dias, fijadas en acetona/metanol (1:1) vy
teAlidas con hematoxilina de Harris. a) y b) En presencia de retinol vy
acido 9 cis retinoico se observé formacion de sinciciotrofoblasto, desde el
dia tres de cultivo. c¢) En presencia de acido all-trans retinoico Ila
formacién de sinciciotrofoblasto se observé hasta el dia 4 del cultivo. d)
Control al dia cuatro, células de citotrofoblasto cultivadas en ausencia de
retinoides.
sinciciotrofoblasto, tal y como ha sido trofoblasto a sinciciotrofoblasto (ya que en

reportado en forma previa.?? También se ha
demostrado que el crecimiento del tejido es
dependiente de la produccion del factor de
crecimiento similar a insulina tipo I y en menor
grado del tipo Il y activina, que son producidos
por el mesenquima velloso.'” Los tiempos pos-
teriores de cultivo mostraron disminucién
progresiva de la viabilidad del tejido, razén
por la que se limité el tiempo de cultivo dentro
de los primeros dias del cultivo.

Se ha demostrado que el efecto de los
retinoides sobre la diferenciaciéon del trofoblas-
to esta mediado, en parte, a través de la
induccién de hormonas como la hCG vy leptina,
que son marcadores de la diferenciacion del
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presencia del retinol y el acido 9-cis retinoico,
la produccién de tales hormonas se incre-
menta y esto favorece la formacién del
sinciciotrofoblasto).

En nuestro estudio, la estimulacidon con re-
tinol, que es el retinoide precursor sin actividad
biolégica, resulté en el incremento en la
actividad de MMP-2 y MMP-9. Con ello se
demuestra que tanto las vellosidades cori6-
nicas, como las células de citotrofoblasto
aisladas, poseen la maquinaria enzimética
necesaria para transformar el retinol en sus
metabolitos, tales como el &cido 9-cis retinoico
y el acido all-trans retinoico y transducir las
sefiales intracelulares correspondientes que
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permitieron observar el efecto fisiolégico
esperado. En concordancia con estos resulta-
dos, se ha demostrado la expresion en células
de trofoblasto de enzimas implicadas (alcohol
deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa vy
proteina de unién al retinol celular) en la
transformacién del retinol y generacion de sus
metabolitos con actividad bioldgica, tal como
el &cido retinoico.?® Estos resultados sugieren
la existencia de un mecanismo de transporte
de retinol que permite su ingreso al citotrofo-
blasto y su posterior unién al receptor
intracelular, que es el responsable de transducir
la sefial al actuar como factor de transcripcion
y regular la iniciacion de la transcripcion en
las regiones promotoras que contienen las
secuencias conocidas con el nombre de
RARESs.?* Al ser ocupadas estas regiones del
DNA, se dara por consecuencia la expresion
observada de la MMP-2 y MMP-9, aunque en
estos ensayos no documentamos de manera
directa la expresién de éstos genes. El efecto
de estimulacién con retinol fue aparente desde
el primer dia de incubacién, pero se observé
mejor al cuarto dia de cultivo. En tanto que, al
agregar el acido 9-cis retinoico, la respuesta
6ptima se logré al segundo dia de cultivo.
Todo esto permite suponer que el efecto final
de induccidén del incremento de la actividad de
MMP-2 y MMP-9 es mediado por el acido 9-
cis retinoico, que aparece como metabolito
intracelular partiendo de retinol. En este
mismo sentido, el metabolito all-trans carece
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de efecto sobre esta ruta de transduccién, en
concordancia con el modelo propuesto por
Pan y Brinckerhoff.22 Estas autoras proponen
que las proteinas fos y jun no se unen a la zona
promotora AP-1 debido a que los retinoides
interactiuan con ellas y se produce la inactiva-
cion de la transcripcion y traduccién de los
genes de metaloproteasas que tienen estas
zonas promotoras. Por lo tanto, se sustenta
que el tejido placentario se comporta de
acuerdo al modelo de translocacion del retinol
clasico y no se ajusté al modelo de represién
de la expresiéon de metaloproteasas mediado
por fos y jun? que ha sido involucrado en la
inducciéon de otras metaloproteasas.

Uno de los objetivos mas importantes en este
estudio fue validar un método que nos
permitiera reproducir el modelo de formacion
de sinciciotrofoblasto in vitro. Los cambios en
la diferenciacion inducidos por los retinoides
retinol y 9-cis fueron documentados por cambios
morfolégicos de las células en cultivo vy
confirmaron los hallazgos de induccion de
marcadores de diferenciacion y que fueron
documentados en la placenta entera. No fue
posible realizar la mediciéon de la diferencia-
cion de citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto a
través de la MMP-2 y MMP-9, ya que la forma en
que se llevdé a cabo estos experimentos no lo
permitieron. El hecho de poder documentar un
efecto génico en el trofoblasto humano, abre la
posibilidad de explorar con mayor detenimiento
los mecanismos de accion de los retinoides.
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ABSTRACT

Objective: In the current study we investigate the effect of different retinoids on the function
and cellular differentiation of human cytotrophoblast (CTB) cells in culture.

Material and Methods: Experimental in vitro study that analyzed explants of placenta from
term pregnancy were cultured and stimulated with different physiological concentrations of
retinol (ROL), 9-cis retinoic acid (CRET) and all-trans retinoic acid (TRET). The optimal
conditions of CTB culture and changes in metalloproteinase-9 (MMP9) and metalloproteinase-
2 (MMP2) secretion stimulated by retinoids were analyzed by zymography. Isolated CTB
cells were stimulated with retinoids and morphological changes of in vitro syncytio formation
were observed by light microscopy.

Results: The explants of placenta had a dose-dependent increment in the activity of MMP-2
and MMP-9 when they were incubated in presence of ROL and in less proportion when they
were incubated with CRET and TRET. For isolated CTB cells, CRET stimulates the differen-
tiation to syncytio within 48 h of incubation, whereas in the absence of TRET differentiation
started after the fourth day incubation.

Conclusions: The placenta and isolated CTB cells have the capacity to respond to ROL, this
fact suggest the presence of a metabolic pathway necessary to transform retinol to the bio-
logical active retinoids like CRET and TRET. The effect of these retinoids might be expressed
in the function of implantation and developing placenta.

KEY WORDS: Explants of placenta, retinoids, cytotrophoblast, syncytiotrophoblast,
metalloproteinase 9, metalloproteinase 2.
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