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Abreviaturas

ML microlitros

24(OH)asa 24 hidroxilasa

8-Br AMPc 8- Bromo AMP ciclico

ABS absorbancia

aG acido graso

AMPc adenosin 3’-5’-monofosfato ciclico
ATP adenosin-5'-trifosfato

BHT butirilhidroxitolueno

BSA albumina bovina en suero

Ca calcio

CaBP calbindina

CaBP-28k calbindina 28 kilodaltones
CaBP-9k calbindina 9 kilodaltones

CO; diéxido de carbono

CRE elemento de respuesta al AMPc
1 gen de la 1a-hidroxilasa

DBP proteina transportadora

DE desviacién estandar

DEPC agua libre de RNAsas

DMEM medio de Tagle Modificado por Dulbecco
DMEM-HG medio de Tagle Modificado por Dulbecco con L-alanil-L glutamina
DNA acido desoxirribonucleico

DNAc DNA complementario

EGF-R factor de crecimiento epidermal
EIA ensayo Inmuno Enzimatico
GLUT transportador de glucosa

g. gramos

h. horas

H89 inhibidor de la proteina cinasa A
HBSS solucion salina balanceada de Hank'’s
hCG hormona gonadotrofica humana
IL interleucina

LogM logaritmo de la molaridad
MAPcinasas cinasas de proteinas

MDA malondialdehido

min minutos

mL mililitro

mM mili molar

Mr masa molecular relativa

muUl mili unidades internacionales
mVDR receptor de membrana

n numero de muestras

Na sodio

NaCl cloruro de sodio



nicotiamida adenina dinucleotido fosfato

hidroxido de sodio
nano molar
receptor nuclear
oxigeno

pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa

preeclampsia

potencial hidrogeno
proteincinasa

hormona paratiroidea
solucion de lisis

acido ribonucléico

RNA mensajero

especies reactivas de nitrégeno
especies reactivas de oxigeno
revoluciones por minuto
transciptasa reversa

receptor retinoico X

suero fetal de ternera
temperatura ambiente

acido tiobarbiturico
tetrametoxipropano

receptor de potencial transitorio
receptor

elemento de respuesta
vehiculo

micromol
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1. RESUMEN

El embarazo implica ajustes fisiolégicos tales como aumento en el paso
transplacentario de calcio para responder a las necesidades de mineralizacion del
esqueleto fetal. Las calbindinas 9k y 28k (CaBP-9k y -28k) forman parte de los
factores involucrados en el transporte activo de calcio y tanto la expresion de sus
genes como la sintesis de estas proteinas son dependientes del calcitriol. Debido
a que ambos factores son considerados como antioxidantes, el objetivo fue
estudiar el efecto del calcitriol sobre la expresién génica de las CaBP-9k y -28k y
la peroxidacion de lipidos en células sinciciotrofoblasticas en cultivo. Para el
cultivo se utilizaron placentas a término de mujeres sanas. Los aspectos
morfologico y funcional del cultivo fueron evaluados mediante observacion
microscopica y determinacién de las concentraciones de la hormona gonadotrofica
humana (hCG), respectivamente. La peroxidacion de lipidos fue estimada a través
de la concentracion de malondialdehido (MDA). La expresion de las CaBPs se
realizdé por transcripcion reversa (RT) y reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real. La maxima secrecion de hCG se observé a las 72 horas de
cultivo, por lo que los experimentos se llevaron a cabo al tercer dia del cultivo. El
presente estudio mostré que los sinciciotrofoblastos en cultivo expresan los RNAm
de las CaBP-9k y -28k. Ademas, el calcitriol estimuld la expresion de estos genes
de manera dosis-dependiente. Cantidades bajas 6 fisioldgicas (10" y 10° M) no
se asociaron con cambios significativos en las concentraciones de MDA. Los
estudios de regresion mostraron asociacion positiva y significativa entre la
peroxidacion de lipidos con calcitriol y con CaBP-9k, pero no con CaBP-28k. Estas
observaciones sugieren la participacion del calcitriol y de las CaBPs en el aumento

del paso transplacentario de calcio durante el embarazo.

Palabras clave: placenta, citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, expresion génica, CaBP-9k y -28k,
calcitriol, peroxidacién de lipidos.



2. ABSTRACT

Pregnancy is associated with physiological adjustments such as increased
transplacental calcium transfer for fetal skeletal mineralization needs. Calbindins
9k and 28k (CaBP-9k and -28k) are members of the factors involved in active
calcium transport and the expression of their genes as well as the synthesis of
these proteins are dependent of calcitriol. Due to the fact both factors are
considered as antioxidant, the following objective was formulated to study the
effect of calcitriol on CaBP-9k and -28k gene expression and lipid peroxidation in
cultured syncytiotrophoblast cells. Placentas from healthy women were used for
the obtainment of cultured syncytiotrophoblast cells. The morphologic and
functional aspects were evaluated by microscopy examination and human
chorionic gonadotrophin hormone (hCG) secretion, respectively. Malondialdehyde
(MDA) concentration was used as lipid peroxidation marker. Reverse transcription
(RT) and real time polymerase chain reaction (PCR) techniques were used for the
determination of CaBPs gene expression. Maximal hCG secretion was observed at
72 hours of culture, reason why the experiments performed at day 3 of culture.
This study showed that syncytiotrophoblast cells in culture express the mRNAs of
CaBP-9k and -28k. In addition, calcitriol stimulated the expression of these genes
in a dose-dependent manner. Low or physiological amounts (107" and 10°M) of
calcitriol were not associated with significant changes in MDA concentrations.
However, regression analysis showed that lipid peroxidation were positively and
significantly associated with calcitriol and CaBP-9k, but not with CaBP-28k. These
observations suggest that calcitriol and the CaBPs are involved in the increase of

the transplacental calcium transfer during the pregnancy.

Key words: placenta, cytotrophoblast, syncytiotrophoblast, gene expression, CaBP-9k and -28k,
calcitriol, lipid peroxidation.



3. MARCO TEORICO

3.1. Embarazo

En condiciones normales, el embarazo se asocia con cambios fisioldgicos
que permiten el crecimiento fetal. Durante esta etapa se presenta un incremento
del 50% en el volumen del plasma materno y estimulo de la produccion de
eritrocitos cuya masa aumenta un 33%. En cambio, el hematocrito y la
concentracion de proteinas disminuyen como consecuencia del incremento del
volumen extracelular. Debido al aumento en las necesidades de oxigeno, se
presentan incrementos del 40% en el gasto cardiaco y del 12% en el tamafio del
corazén asi como un aumento en el metabolismo basal del 20%. A nivel renal, se
presentan aumentos de la filtracion glomerular en un 50% y del flujo plasmatico
renal del 25 al 50%. Por otra parte, la motilidad intestinal disminuye a
consecuencia del incremento en la concentracién de progesterona, lo cual resulta
en mayor tiempo de permanencia de los nutrimentos en el intestino o que conlleva
a mayor absorcion. La energia necesaria para el crecimiento fetal es aportada por
la glucosa en un 50-70% y por los aminoacidos en un 20%. El resto de la energia

(10-30%) proviene de los lipidos ".

3.2. Crecimiento fetal
El crecimiento fetal es un fenébmeno continuo que inicia a partir de la
concepcion y es dependiente de la unidad madre-placenta-feto. A partir de las 12-
13 semanas, la talla del feto aumenta de manera proporcional a la edad
gestacional: 10, 25 y 50 cm. en las semanas de gestacion 12, 20 y 40,
respectivamente. A las 7 semanas, el peso es de 10 g. y se multiplica por 10 cada
vez que la edad gestacional se duplica siendo de 100 g. a las 14 semanas y de
1000 g. a las 28 semanas de gestacion. De este tiempo a término, el peso del
recién nacido alcanza entre los 2500 a 3500 g 2.
Durante las dos primeras semanas de gestacion los nutrimentos provienen
de las células endometriales y deciduales por lo que se habla de nutricién

histotrofica. A partir de esta etapa y hasta término, la nutricion es de tipo



hemotréfica ya que el aporte de nutrimentos es garantizado por la circulacion

materna a través de la placenta®.

3.3. Placenta humana

La placenta humana es un 6rgano de tipo hemocorial y su contacto con el
utero es discoidal. La placenta a término pesa en promedio 500 g. su grosor es de
3 cm. y posee un diametro de 25 cm?®.

La placenta esta conformada por dos partes, la materna y la fetal (figura 1).
La decidua representa la parte materna y es producto de la diferenciacion de las
células endometriales en células deciduales. La parte fetal estd compuesta por el
corion frondoso y por las membranas fetales, amnios y corion liso, que abrigan al
feto. El corion frondoso estd compuesto por varios cotiledones, unidades
conformadas por vellosidades coridnicas que nacen desde la placa coridnica en
forma de tronco con ramificaciones. Como se aprecia en la figura 2, el espacio
intervelloso esta delimitado por los tabiques placentarios, proyecciones de la
decidua y las vellosidades. Los tabiques placentarios son remanentes de la
erosion de la decidua por parte de los sinciciotrofoblastos. Existe una
intercomunicacion entre los espacios intervellosos ya que los tabiques placentarios
no llegan a unirse con la placa coriénica®.

Los espacios intervellosos son reservorios en los cuales se vierten las
sustancias provenientes de los compartimentos materno y fetal. De la madre hacia
el feto, los nutrimentos, las inmunoglobulinas y el oxigeno transitan a través de lo
siguiente: arterias espirales maternas, espacios intervellosos placentarios, vasos
de las vellosidades, vasos de la placa coridnica, vena umbilical y feto (figura 3).
Los productos de desecho y el CO, (didéxido de carbono) llegan a la placenta a
través de dos arterias umbilicales y toman el camino contrario para verterse en el
espacio intervelloso y de éste pasan al compartimiento materno a través de las

venas endometriales® (Figura 4).
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hacia el feto y viceversa °'.



3.4. Intercambio de gases y transporte de nutrimentos en la placenta
Ademas de ser considerada como érgano endocrino, trofico e inmunolégico, la

placenta garantiza el intercambio de gases y el aporte de nutrimentos para su propio

desarrollo y el del feto.

3.4.1. Intercambio de O,y CO,

A pesar de que la superficie de intercambio de la placenta a término es menor a
la del pulmdén de un recién nacido y de que su membrana es mas espesa que la
membrana alveolo-capilar, el feto no sufre deficiencia de oxigenacion. Lo anterior se
debe a que:

e La hemoglobina fetal presenta mayor afinidad para el oxigeno que la
hemoglobina del adulto.

e La concentracion de hemoglobina es mayor del lado fetal que del materno?.

3.4.2. Transporte transplacentario de nutrimentos

El paso transplacentario de los nutrimentos, el oxigeno y las inmunoglobulinas
hacia el feto se lleva a cabo por difusién pasiva, difusion facilitada, transporte activo y
endocitosis. En cambio, los productos de excrecién incluyendo al CO, pasan del feto
a la madre a través de la placenta por difusién pasiva®®.

El oxigeno, gases de anestesia, agua, acidos grasos e iones de sodio; de cloro
y de potasio cruzan la placenta por difusién pasiva. Debido a que el agua representa
del 75 al 80% del peso fetal, su transferencia neta sobrepasa cualquier otra sustancia
incluyendo al oxigeno.

La concentracion de glucosa en la circulacion fetal representa al 80% de la
glucemia materna, por lo que el transporte de este nutrimento a favor del gradiente
se lleva a cabo por difusién simple y por difusién facilitada a través de canales
proteinicos conocidos como GLUT-1 (transportador de glucosa). Hacia el final de la
gestacion, el feto utiliza mayor cantidad de glucosa que el conjunto de todos los

tejidos maternos.



La placenta es metabdlicamente muy activa. Por kilogramo y por minuto, el
consumo de oxigeno es mayor en la placenta que en el feto siendo de 4 a 6 mL de
oxigeno. El ATP (adenosin 3’-5’-monofosfato ciclico) producido en la placenta se
utiiza para el transporte activo de sustancias en contra del gradiente de
concentracion tales como los aminoacidos y calcio.

El transporte de macromoléculas tales como inmunoglobulinas G se realiza
mediante endocitosis. En este proceso, las macromoléculas se unen a sus
receptores de membrana lo que induce la formaciéon de vesiculas a partir de la
membrana plasmatica. Una vez llenas, las vesiculas se separan de la membrana
trofoblastica, se dirigen hacia la membrana basal y vierten su contenido en la sangre
fetal por exocitosis 2°.

Ademas del CO,, el feto excreta por difusion pasiva hacia la madre otros
compuestos tales como la urea, el acido Urico y la creatinina 2.

Debido a que el objetivo principal del presente estudio fue investigar a las
calbindinas, proteinas que participan en el metabolismo del calcio, se describen a

continuacién algunos aspectos sobre el transporte del calcio.

3.4.3. Transporte placentario de calcio

El recién nacido a término contiene 28 g. de calcio de los cuales las dos
terceras partes se acumulan en el tercer trimestre del embarazo. El calcio pasa de la
circulacion materna al feto en contra de un gradiente de concentracion lo que implica

la participacion de un transporte activo.

3.4.4. Transporte activo de calcio
A partir de las semanas 20 a 26 de gestacion se instala el gradiente de calcio a
favor del feto por lo que la placenta utiliza el transporte activo a través de la via
transcelular. Como se muestra en la figura 5, el transporte activo de calcio se lleva a
cabo en tres etapas:
- Entrada de calcio de la circulacion materna a través de la membrana

placentaria apical. En esta etapa el calcio entra de mayor a menor concentracion a



través de canales conocidos como receptores de potencial transitorio (TRPVS y
TRPVG).

- Transporte intracelular de calcio citosolico en el cual el calcio es transportado
por proteinas conocidas como calbindinas.

- Salida del calcio del citosol hacia la circulacion a través de la membrana
basolateral. El calcio pasa en contra de un gradiente de concentracion por transporte
activo mediado por la ATPasa dependiente de calcio. Ademas, el contratransportador

3Na*/Ca?* ayuda a extraer el calcio desde el trofoblasto hacia la circulacién fetal *’.

=

R 1.25(0H),04

Figura 5. Transporte activo de calcio. Efecto estimulador del calcitriol (1,25(OH),D3;) sobre la
expresion génica de los canales TRPV5 y TRPV6 que facilitan la entrada de calcio a través de la
membrana apical, de la calbindina-D, proteina transportadora de calcio citosélico, de la ATPasa
(PMCA1b) y del contratransportador 3Na*/Ca®* involucrados en la extraccion de calcio en contra del
gradiente de concentracion a través de la membrana basolateral ’.

Cada una de estas etapas es estimulada por el calcitriol, forma hormonal y
mas activa de la vitamina D. Durante el embarazo, la absorcion intestinal en el
compartimiento materno y el paso transplacentario de calcio aumentan
significativamente para responder a las demandas fetales, durante esta etapa
fisioldgica, las concentraciones de calcitriol aumentan también a consecuencia del

incremento en la sintesis renal y/o placentaria de esta hormona 2. Debido a su



importancia en la homeostasis del calcio, se describen a continuacion la sintesis y el

metabolismo de la vitamina D.

3.5. Vitamina D

La vitamina D fue identificada como un factor nutricional liposoluble que
protege del raquitismo °. Estudios epidemiolégicos demuestran que esta enfermedad
Osea se presenta en latitudes geograficas con poca exposicion a la luz solar.
Posteriormente, se descubrid que la piel de los animales tiene la capacidad de

sintetizar vitamina D en presencia de radiacién solar'.

La figura 6 resume la sintesis y metabolismo de la vitamina D. La vitamina D no
es una vitamina en el sentido estricto de la palabra, ya que gran parte de ella se
sintetiza en la piel de manera enddégena a partir de su precursor, el 7
dehidrocolesterol. El 7 dehidrocolesterol se biotransforma en colecalciferol bajo la
accion de la luz UV a una longitud de onda de 290-315 nm. Las dos formas
circulantes de la vitamina D, D, (de origen vegetal) y D3 (de origen animal), se unen a
una proteina transportadora en la sangre DBP (del inglés, Vitamin D Binding Protein)
y tienen como destino al higado, en el cual se obtiene a la 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] gracias a la accion de la vitamina D 25-hidroxilasa. La 25(OH)D es la
principal forma circulante y el mejor indicador del estado nutricio de la vitamina D del
organismo. Posteriormente, la 25(OH)D unida a DBP es transportada hacia los
rinones, y en este sitio es biotransformada entre otros en calcitriol o 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25(OH);D), forma hormonal mas activa de la vitamina D,

sintesis mediada por la 25-hidroxivitamina D 1a-hidroxilasa, cuyo gen es el CYP27B1
11,12
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Figura 6. Metabolismo de la vitamina D. El organismo recibe la vitamina D por sintesis endégena en
forma de vitamina D3 o colecalciferol o a partir de la dieta la cual aporta vitamina D3 de origen animal y
ergocalciferol o vitamina D, de origen vegetal. En el higado la vitamina D es hidroxilada para dar lugar
a la 25(OH)D la cual llega al rifion para formar al calcitriol, la 1,25(0OH),D, forma hormonal y mas activa
de la vitamina D °.

3.6. Calcitriol

El calcitriol de origen renal presenta efectos endocrinos, el mas conocido es el
de la regulacion de la homeostasis del calcio. Los efectos paracrinos y autocrinos
han sido también descritos, promueven la inhibicion de la proliferacién y la
estimulacién de la diferenciacion celular °. Interesantemente, se considera a esta
hormona como posible tratamiento clave contra el cancer ° y se habla también de su

capacidad para modular al sistema inmune '°.

3.6.1. Efectos y mecanismos de accion del calcitriol

Los mecanismos a través de los cuales el calcitriol presenta sus efectos
involucran a la via gendmica que se presenta después de horas 6 dias y la no
genomica la cual se observa en minutos 6 segundos. Como muestra la figura 7, en la
via genodmica, la mas estudiada, el calcitriol se une a su receptor nuclear nVDR (del

inglés, Vitamin D nuclear) receptor que a su vez se une al receptor retinoico X (RXR)

11



formando asi un heterodimero capaz de unirse a los elementos de respuesta de la
vitamina D, VDREs (Vitamin D Response Elements), localizados en la region
promotora de los genes blanco de la vitamina D tales como las calbindinas. El
calcitriol puede también unirse a receptores de membrana, mVDR (del inglés Vitamin
D membranal receptor), para presentar efectos no gendmicos mediados por la via del
AMPc y/o de la fosfolipasa C. Sin embargo, la unién del calcitriol a los mVDR puede
presentar efectos gendmicos mediados por el AMPc en los genes que presentan
elementos de respuesta al AMPc, CRE (del inglés Cyclic AMPc Response Elements),
y/o por la activacion de la proteina cinasa C inducida por diacilglicerol, la cual
estimula la via de las MAP cinasas (cinasas de proteinas) cuyo efecto es gendmico
para regular principalmente a la mitogénesis.

Los efectos gendmicos del calcitriol pueden ser directos, a través de los
nVDRs que juegan un papel de factores de transcripcion, o indirectos a través de la
induccion de la sintesis de otros factores que regulan la transcripcién de genes. Los
efectos gendmicos del calcitriol pueden ser estimuladores o inhibidores. Como
efectos estimuladores, el calcitriol aumenta la expresiéon de genes involucrados en el
metabolismo del calcio y remodelamiento del hueso tales como calbindinas,
osteocalcina, osteopontina. En cambio, el calcitriol reprime la transcripcion de los
genes de la hormona paratiroidea (PTH) cuando la concentracién de calcio se
encuentra en los limites superiores normales. Ademas, el calcitriol inhibe también a
genes involucrados en la inflamacion y en la proliferacion tales como los genes de
interleucinas (IL) y del receptor del factor de crecimiento epidermal, EGF-R (del

inglés, Factor Epidermal Growth), respectivamente *'4.

3.7. Calcitriol y calbindinas

Uno de los efectos mas importantes del calcitriol consiste en el estimulo de la
sintesis de calbindina (CaBP), proteina involucrada en el control de la homeostasis
del calcio y que pertenece a la gran familia de proteinas transportadoras de calcio.
Las dos principales CaBPs incluyen a la CaBP-9k (9000 Mr) que se encuentra en el

rindn de raton e intestino de mamiferos y a la CaBP-28k (28000 Mr) que se localiza

12



en el rindn, pancreas y cerebro de mamiferos y en rifidn, intestino y pancreas de
aves. Los primeros estudios sobre CaBPs en el intestino y rindén han mostrado que
esta proteina es responsable del transporte de calcio intracelular desde el lado apical
hacia el basolateral donde el calcio es exportado al medio extracelular por la accidon

de bombas de calcio localizadas en la membrana citoplasmatica '*'®.

1,25(0H),D

Nucleus

Coactivator Initiation

Translatien
Start Site

ATG

Protein

Figura 7. Mecanismo general de la regulacion de la transcripcién de genes blanco del calcitriol &4,

3.8. Placenta, vitamina D y calbindinas

La placenta tiene un papel primordial en el transporte de nutrimentos e
inmunoglobulinas y es considerada como un 6rgano endocrino y transitorio.

Aunque la expresion y la actividad del gen CYP27B1, ocurre principalmente en
el riAdn, su presencia en sitios extrarrenales ha sido demostrada. Las células del
trofoblasto (parte fetal de la placenta) aisladas de la placenta sintetizan el calcitriol.
Este sitio extrarrenal de sintesis de calcitriol se encuentra relacionado con la
regulaciéon de la proliferacion y diferenciacion celular, en la modulacién de la
respuesta inmune y en la homeostasis del calcio a nivel materno, fetal y/o local.

En la placenta humana, se ha demostrado la presencia de productos de
transcripcion del gen CYP27B1 de talla y secuencia de bases idénticas a los
descritos para el gen que codifica a la enzima renal, asi como la presencia del
receptor del calcitriol (VDR) "2, Por lo tanto, la presencia simultanea del calcitriol y

VDR indica que la vitamina D presenta efectos biolodgicos en la placenta. Como se
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menciond anteriormente, uno de los efectos mas reconocidos del calcitriol consiste
en estimular la sintesis de la CaBP-28k, cuyo RNA mensajero ha sido demostrado

recientemente en la placenta humana %'

3.9. Peroxidacion de lipidos durante el embarazo

Ademas de los leucocitos y el endotelio maternos, la placenta representa una
fuente importante de ROS y RNS %.

En efecto, se ha mostrado la presencia en la placenta de las enzimas xantina
oxidasa y de la NADPH oxidasa (Nicotiamida Adenina Dinucleétido Fosfato), enzimas
generadoras del anidon superoxido asi como de la nitrotirosina, metabolito del anion
peroxinitrito, especies reactivas que tienen efecto en los compartimientos materno y
placentario alterando la funcidén endotelial y por ende la circulacion materna y el flujo
utero placentario. Sin embargo, el estrés oxidativo que se genera es contrarestado
por el adecuado estado nutricio materno a través de las vitaminas E y C, 3-carotenos
y selenio. Ademas, la placenta contiene las enzimas antioxidantes; superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Estudios recientes incluyen a la vitamina
D y a la CaBP-28k, proteina transportadora del calcio intracelular, como substancias
antioxidante '©%%.

Con la finalidad de tener mayor conocimiento sobre el estrés oxidativo, a
continuacién se abre un paréntesis sobre las especies reactivas y las etapas de la
peroxidacion de lipidos.

La peroxidacion de lipidos es el resultado de reacciones entre especies
reactivas de oxigeno, ROS (del inglés, Reactive Oxygen Species), y de nitrégeno,
RNS (del inglés, Reactive Nitrogen Species), particularmente, con acidos grasos
poliinsaturados que se encuentran en forma de fosfolipidos en las membranas
citoplasmicas de las células.

Las siguientes reacciones estan involucradas en la generacion de las ROS:

- O, +e-, lareduccion del oxigeno da lugar al anién superoxido, O,"

-2 0, + 2H" produce al peroxido de hidrogeno, H,O, + O,
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- H.O, + O, genera los radicales hidroxilos, HO"y HO + O,

Las RNS comprenden al 6xido nitrico (NO') y al peroxinitrito (ONOO™). El

ONOO™ se genera a través de la reaccion NO* + O, %,

3.9.1. Etapas de la peroxidacion de lipidos
Tal como se muestra en la tabla 1 la peroxidacion de lipidos se lleva a cabo en

tres etapas: la iniciacién, la propagacion y la terminacion.

Etapa Reacciones

Iniciacién RH (AG poliinsaturado) + iniciador (HO) — R (radical alilo) + H20

Propagacion R+ 02 — ROO' (radical peroxilo)

ROO" + RH — ROOH (hidroperoéxido) + R
ROOH — RO (radical alcoxilo) + HOr
2RO0OH — ROO + RO + H20

Terminacion ROO + ROO — 02 + productos no radicales

Tabla 1. Etapas de la peroxidacién de lipidos °’.

Durante la iniciacion cualquier especie ROS o RNS oxida un lipido generando
asi una especie reactiva conocida como radical alilo (R), el cual es el propagador de
la peroxidacién de lipidos. En la propagacion se pueden generar hasta seis radicales.
Los productos finales que se generan durante la terminacién de la peroxidacion de
lipidos comprenden a los hidrocarburos volatiles, los alcoholes, los aldehidos y el
malondialdehido (MDA), los cuales se difunden en el organismo alterando la
permeabilidad vascular, provocando inflamacién, edema, entre otros efectos. La
determinacién de la concentracion del MDA sirve como indicador de la peroxidacion
de lipidos %28,

Cabe mencionar que la generacion de ROS y RNS ocurre normalmente en las
células y no presenta efectos dafinos siempre y cuando el sistema antioxidante se

encuentre en equilibrio con estas especies reactivas 2.
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3.10. Vitamina D, calbindina y estrés oxidativo

La vitamina D se asocia de manera directa o a través de la CaBP-28k con el
estrés oxidativo. En la experimentacion animal, la presencia de vitamina D revierte la
peroxidacion de lipidos en homogenados de cerebro de rata, efecto antioxidante
mayor a lo observado con el trolox, analogo de la vitamina E ?*. La ausencia del
receptor intracelular de la vitamina D en el ratén se asocia con el incremento en la
expresion del 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, indicador del dafio del DNA por estrés
oxidativo, lo que indica que la accidn gendmica de la vitamina D es necesaria para
prevenirlo ?*. Ademas, la presencia de calcitriol en cultivos celulares de cerebro de
rata revierte el aumento en la concentracion intracelular de especies reactivas de
oxigeno inducida por el H,O, . Como se menciond anteriormente, la expresion y
sintesis de la CaBP-28k es inducida principalmente por el calcitriol '*'®. De esta
manera, los efectos antioxidantes de la vitamina D pueden estar asociados a esta
proteina transportadora de calcio intracelular. Interesantemente, la CaBP-28k
disminuye significativamente la concentracion de la nitrotirosina, indicador de

peroxinitritos, en linea celular de islotes de pancreas %°.

3.11. Calcio, vitamina D, estrés oxidativo y preeclampsia

El calcio se obtiene a través de la ingesta y precisa de la vitamina D para su
absorcion intestinal. El calcio participa en la mineralizacion del hueso y en funciones
vitales, como la transmision nerviosa, la contraccion muscular, la coagulacion
sanguinea, las secreciones hormonales y digestivas, la diferenciacién, la unién y la

proliferacion celulares %°.

La preeclampsia (PE) es un sindrome que se diagnostica por la presencia
simultanea de hipertension y proteinuria con 6 sin edema *. La PE es mas frecuente
en jovenes durante el primer embarazo y en nuliparas de mayor edad. Por falta de
control prenatal, la PE puede complicarse en eclampsia (forma convulsiva de la PE)
0 en sindrome de HELLP (H del inglés, hemolysis), (EL del inglés, elevated liver
enzymes) (LP del inglés, low platelet counten), los sintomas son: enzimas hepaticas

elevadas, desintegracion de gldbulos rojos y bajo numero de plaquetas, lo que hace
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de la PE la principal causa de muerte materna en el mundo 'y en México ®*°¢ . En

estas condiciones, la interrupcion del embarazo es imperativa para evitar la muerte
y/o del feto. Ademas de la hipertensién, la PE se asocia con retraso del crecimiento
fetal a consecuencia de la reduccidn en el flujo Uteroplacentario *°, lo que hace de los
recién nacidos de mujeres PE como sujetos de riesgo para alteraciones metabdlicas
en su vida adulta *2. La etiologia de la PE es seguramente multifactorial incluyendo al
calcio como factor nutricional. En efecto, se ha observado una relacion inversa entre
la ingestion de calcio y la incidencia de la eclampsia *. Ademas, estudios de
suplementacion con calcio a mujeres embarazadas han mostrado una reduccion en
la presentacion de PE, particularmente en mujeres cuya ingestidon de calcio se
encontraba por debajo de las recomendaciones *. La PE se asocia con alteraciones
en el metabolismo de calcio y de la vitamina D. Las mujeres con PE presentan
hipocalciuria *°, bajas concentraciones de calcio y de calcitriol * y disminucién en la
actividad y expresion de la enzima involucrada en la sintesis de esta hormona '°. Por

otra parte, la PE se asocia con aumento en la peroxidacion de lipidos *’.
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El embarazo es una condicién fisiolégica que implica readaptaciones del
sistema endocrino de la vitamina D necesarias para que se presente un incremento
en el paso transplacentario de calcio hacia el feto *. En el embarazo normal, la
concentracion de calcitriol, forma hormonal de la vitamina D, en la sangre materna
aumenta desde el primer trimestre hasta alcanzar valores mayores al doble en la
gestacion a término 8. Estas elevadas concentraciones de calcitriol tienen como
finalidad aumentar la absorcidn intestinal de calcio en la madre para asi cumplir el
requerimiento nutricional de 7 mmol/dia al final del embarazo®. En la placenta se
expresan las calbindinas 9k y 28k, proteinas que participan en la transferencia de
calcio hacia el feto 2°, cuya expresion génica y sintesis son dependientes del calcitriol

65,66
y

, €s una enfermedad hipertensiva inducida por el embarazo que
2

% La preeclampsia representa la principal causa de muerte materna en México
en el mundo *’
presenta una disminucién en la capacidad antioxidante 2 y un aumento en la
peroxidacion de lipidos en el organismo *’, ocasionando dafios en la permeabilidad
vascular, inflamacién, edema, mutaciones en el DNA y apoptosis 22 Debido a que la
placenta sintetiza al calcitriol y a las calbindinas y a que autores han propuesto a

ambos como factores antioxidantes '°2%%

, el problema de nuestra investigacion
consistid en establecer la existencia de un posible efecto del calcitriol sobre la
expresion génica de las calbindinas asi como su relacién con la peroxidacion de

lipidos en la placenta de mujeres embarazadas sanas.

5. JUSTIFICACION

La preeclampsia se asocia con bajas concentraciones de calcitriol '°%°.
Ademas, la actividad y expresion de la enzima involucrada en la sintesis de calcitriol
estda disminuida en placentas de mujeres preeclampticas . Tedricamente estas
alteraciones darian lugar a una reducciéon en la expresion de las calbindinas,
proteinas transportadoras de calcio, lo que explicaria un incremento en la
peroxidacion de lipidos en la placenta de mujeres PE, relaciones que no han sido

estudiadas. Por lo anterior, el estudio del efecto del calcitriol sobre la expresion
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génica de las CaBPs y su asociacion con la peroxidacion de lipidos en placentas

obtenidas de mujeres normotensas representa una primera etapa para aportar

informacién sobre algunos componentes que conllevan al estrés oxidativo que se

presenta en la PE %%,

6. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del calcitriol sobre la expresion de las CaBPs 9k y 28k y su

relacion con la peroxidacion de lipidos en células sinciciotrofoblasticas en cultivo

obtenidas de placentas humanas.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si los sinciciotrofoblastos en cultivo expresan los genes de las
CaBPs -9k y -28k.

Evaluar el efecto del calcitriol sobre la expresion génica de las CaBPs -9k y -
28k en células sinciciotrofoblasticas en cultivo.

Evaluar el efecto del calcitriol sobre la concentraciéon de malondialdehido.
Observar la existencia de asociacion entre el calcitriol y las CaBPs -9k y -28k

con la peroxidacién de lipidos en células sinciciotrofoblasticas en cultivo.

8. HIPOTESIS

Debido a que el calcitriol estimula la expresion de las CaBPs y estos

presentan efectos antioxidantes, entonces se esperaria una relacién inversa entre el

calcitriol y las CaBPs con la peroxidacion de lipidos.

19



9. METODOLOGIA

Para la realizaciéon del presente trabajo se llevaron a cabo los siguientes pasos
metodologicos:

Aislamiento
¥ cultivo de células

citotrofoblasticas )
Metodologia

de Kliman 1986

Determinacion de la
hormona gonadotrofica
humana (hCG)

Extraccion de
RHA

Ensayo
inmunoenzimatico (EA),
Immunometrics (UK) Lid. )

ol

Determinacion de P
la concentracion Er[l;l:ﬂn e
de MDA C

Método de un
=0lo paso, 1987

T Transcripcidn
Reaccion del Inversa,
TEBA con el MDA, Invitrogen, EEUU
1996

Extraccion y

cuantificacisn de Expresion genica

de las CaBP*

Método
de Bradford, 1976

Reaccion en cadena
de la polmerasa (PCR)
en tiempo real, Roche,
Alemania

9.1. Muestra

Se identifico a pacientes programadas a operacion cesarea. En el momento de
la admisién se registraron los datos clinicos de las pacientes: nombre, edad,
bioldgica, edad gestacional y numero de gestas. En el parto, una vez expulsada la

placenta se traslad6 inmediatamente al laboratorio para realizar el cultivo celular.
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Tamafo de la muestra
Se colectaron en total 8 placentas, 3 para determinar el tiempo de experimentacién y

5 parar realizar los experimentos.

9.2. Placentas

Las placentas fueron obtenidas por donacion de mujeres embarazadas a
término sometidas a operacion cesarea. La realizacion del presente estudio fue
aprobada por los Comités de Etica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran, institucion en la cual se efectud el estudio experimental. El
Hospital General Manuel Gea Gonzalez y la Clinica 4 de Ginecobstreticia Luis
Castelazo Ayala fueron las instituciones en las cuales se invitd a participar a las
mujeres con embarazo a término. Durante la invitacion se les informé del contenido
del estudio y las que accedieron a participar se les solicitd firmar una carta de
consentimiento informado, en la cual se especificé la naturaleza del estudio, los
riesgos y beneficios del mismo, asi como la donacidon de su placenta una vez
expulsada (anexo ).

Los siguientes criterios se aplicaron durante la realizacién del estudio:
- Criterios de Inclusion: Mujeres con edad biolégica de 18 a 35 afios y embarazos a
término (edad gestacional = 37 semanas). Que tuvieron un solo recién nacido con
Apgar de 7-10. Se incluyeron unicamente a mujeres normotensas, presion arterial
sistdlica <140 mm Hg y/o presion arterial diastolica < 90 mm Hg en por lo menos dos
ocasiones. Ademas, la proteinuria de las participantes debia ser negativa o
encontrarse en forma de trazas.
- Criterios de Exclusion: Antecedentes de hipertension o preeclampsia. Mujeres
embarazadas con enfermedades endocrinas, renales, hepaticas 6 cardiovasculares.
- Criterios de Eliminacion: Mujeres que decidieron abandonar voluntariamente el

estudio.
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Pacientes Edad Gestas Semanas
1 34 2 38
2 28 3 38
3 26 2 38
4 32 2 38.5
5 28 3 39
6 19 2 39
7 27 2 39
8 24 3 40
9 24 3 39
10 33 2 39
9.3. Métodos

La descripcion detallada de la preparacion de reactivos se muestra en la parte
de anexos. A continuacion se describen las partes fundamentales de la metodologia

aplicada.

9.3.1. Cultivo de trofoblastos de placentas humanas a término

Con la finalidad de obtener y -cultivar citotrofoblastos provenientes de
placentas humanas a término, capaces de crecer y diferenciarse a
sinciciotrofoblastos endocrinolégicamente funcionales se realizaron las siguientes
actividades.

El aislamiento de citotrofoblastos se basé en el método Kliman y col “° con
algunas modificaciones reportadas en trabajos previos publicados por el
Departamento de Biologia de la Reproduccion '""°.

De las placentas recién colectadas, se tomaron muestras de los cotiledones, a
las cuales se les eliminaron las membranas corioamnitticas y el tejido decidual.
Posteriormente, las muestras se cortaron en pequefas porciones que fueron
sometidas a lavado con solucion salina para quitar el exceso de sangre. Finalmente,
los vasos sanguineos y la decidua remanente se eliminaron de las muestras. Lo que

resultd, dos submuestras de 50 g. cada una fueron colocadas en un matraz

22



Erlenmeyer de 2 L, reducidas en pequefios fragmentos y sometidas a tres

digestiones enzimaticas (tabla 2).

Digestiones HBSS 1x Tripsina (0.5 mg/mL) | DNAsa | (0.1 pg/mL)
(mL) (mL) (mL)
12 280 1.400 0.280
2@ 150 1.260 0.100
32 100 0.980 0.075

Tabla 2. Serie de digestiones con los reactivos que aparecen en la tabla.
* HBSS 1x: Solucion salina balanceada de Hanks’ 1x (anexo lll). Las enzimas se disolvieron en HBSS
1x. Desoxirribonucleasa | (DNAsa I) de pancreas bovino. (Reactivos de Sigma, Aldrich, EEUU)

Debido a que el método para las tres digestiones fue similar, a continuacion se
describe el procedimiento aplicado a una de ellas. La muestra contenida en la
solucion de digestion se incubd en bano Maria durante 20 min. con agitacion
constante. El sobrenadante se aspird y se coloco en un vaso de precipitado de 500
mL a cuyo cuello se le dispuso una red de pecera para evitar el paso de fragmentos
de tejido. Posteriormente, el sobrenadante se colocd a razéon de 45 mL en tubos
Falcon de 50 mL. En la parte inferior de cada tubo Falcon se colocaron 5 mL de
suero fetal de ternera (SFT, previamente inactivado vy filtrado, (anexo Il) (Invitrogen,
EEUU) evitando mezclarlo con el sobrenadante. Los tubos se centrifugaron a 3,000
rpom (revoluciones por minuto) (centrifuga Sorvall RT7, USA) durante 10 minutos a
temperatura ambiente (TA) y el sobrenadante se aspird y se descartd. El pellet
obtenido se resuspendié con 0.6 mL de Medio de Tagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con L-alanil-L-glutamina, glucosa y piruvato de sodio (DMEM-HG)
previamente mantenido a 37°C. Con este procedimiento se logré recuperar a los
precipitados en un volumen total de 17 mL aproximadamente, provenientes de la
suma de los 6 precipitados de las tres digestiones de cada submuestra de 50 g. los
cuales fueron repartidos sobre los gradientes de Percoll previamente preparados

como lo muestra la tabla 3.
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No. de tubo % de Percoll mL de Percoll 90 %* HBSS 1x
1 70 2.33 0.67
2 65 217 0.83
3 60 2.00 1.00
4 55 1.83 1.17
5 50 1.67 1.33
6 45 1.50 1.50
7 40 1.33 1.67
8 35 1.17 1.83
9 30 1.00 2.00
10 25 0.83 217
11 20 0.67 2.33
12 15 0.50 2.50
13 10 0.33 2.67
14 5 0.17 2.83

Tabla 3. Preparacién de los tubos a diferentes porcentajes de Percoll para la preparacion del
gradiente de 70 a 5% equivalente a densidades que van desde los tubos 1 al 14 de 1.017 a 1.075
g/mL. Percoll al 90%: 18 mL de Percoll al 100% + 2 mL de HBSS 10x.

La preparacion del gradiente se realizé como sigue. Después de mezclar con
vortex, el contenido de cada tubo se aspir6 y se coloco con la ayuda de una bomba
peristaltica en un tubo Falcon de 50 mL, iniciando con el tubo 1 (70% de Percoll) y
terminando con el 14 (5% de Percoll). Fue importante fijar la velocidad del flujo de la
bomba para permitir que las gotas del liquido resbalaran suavemente por la pared del
tubo Falcon formando asi capas sucesivas del gradiente. Después de colocar la
muestra, los tubos del gradiente se centrifugaron a 3,000 rpm durante 20 min. a TA
(Sorvall RT7, USA). Como resultado de la centrifugacién, la muestra se distribuy6 en
3 bandas tal como se muestra en la figura 8. La banda superior (5-30% de
gradiente), contiene elementos de tejido conectivo, pequefios vasos y fragmentos de
tejido velloso, se elimind. La banda inferior (> 50% de gradiente) conformada por
eritrocitos, linfocitos, neutrofilos y macrofagos no se tomoé en cuenta. La banda
intermedia; (40-50% de gradiente), fue la fase de interés en la cual estaban
presentes las células citotrofoblasticas que se aspiraron, se colocaron en un tubo

Falcon y se llevdo lavaron con DMEM-HG previamente mantenido a 37°C.
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Inmediatamente se centrifugaron a 3,000 rpm (Sorvall RT7, USA) durante 10 min. a
TA, el sobrenadante se descart6 y al precipitado se le agregaron 5 mL de medio
DMEM-HG suplementado con SFT y antibiéticos. Finalmente, se mezclaron las fases
de interés de los tubos en uno solo obteniendo un volumen de 15 mL y se tomd una
alicuota de 10 yL como muestra, la cual se diluyé con 90 yL de solucion de azul de
tripan (dilucion 1:10). De esta dilucion se tomaron 10 pyL que fueron depositados
sobre en un hemocitometro (Boeco, Germany), figura 9, para el conteo celular con la

ayuda de un microscopio 6ptico (Olympus CK2, Japdn).
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Figura 8. Bandas del gradiente de Percoll

Figura 9. Hemocitdmetro o camara de Neubauer. Se obtuvo el promedio de células presentes en las 4
areas sombreadas (L), se multiplicaron por el factor de diluciéon (en este caso 10) y por 10,000
(constante) dando el nimero de células/mL.
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La siembra se realizé en cajas de cultivo de 25 cm? a razén de 3'500,000 de
células en 5 mL de medio DMEM-HG suplementado con SFT y antibioticos. A las 24
horas (h), se retird el medio, se lavaron con 3 mL de HBSS 1x y se agregdé 5 mL de
medio DMEM-HG suplementado con SFT y antibidticos. A las 72 h. del cultivo se
cambiod por 5 mL de DMEM libre de SFT y suplementado con antibioticos (anexo IlI).
La incubacion se llevo a cabo en atmésfera humeda con CO;, 5% vy aire 95% a 37° C
durante 72 h. observando en microscopio 6ptico la evolucion de las células cada 24
h. En el tercer dia (72 h. de cultivo), se llevaron a cabo los diferentes estudios. Lo
cual consistié en determinar la secreciéon de hCG (hormona gonadotréfica humana),
la peroxidacion de lipidos, la expresion de las calbindinas 9k y 28k y de la 25-
hidroxivitamina D-24 hidroxilasa, enzima que se consideré como control positivo de la
accion del calcitriol. La evaluacion de estas variables se realizd6 en presencia de

diferentes concentraciones de calcitriol comparadas contra el vehiculo.

9.3.2. Analisis morfologico

Como se menciond anteriormente, la observacion del aspecto morfolégico se
realizd posterior a la siembra de las células y en cada dia del cultivo, esto para
determinar la adherencia, el grado de fusion y diferenciacion de los citotrofoblastos.
Lo anterior se realizé con la ayuda de un microscopio 6ptico marca Olympus CK2,

Japon.

9.3.3. Determinacion de la concentracion de hCG por ensayo inmunoenzimatico.
La determinacion de la concentracion de hCG en el medio de cultivo se realizé
mediante un ensayo inmunoenzimatico (EIA) tipo “sandwich” utilizando un kit
comercial (Inmunometrics, Inglaterra). La cantidad de hCG en la muestra se determiné
mediante dos anticuerpos monoclonales anti-hCG. Las particulas magnéticas del
primer anticuerpo se unen a la region ‘C-terminal de la cadena B de la hCG. Después
mediante dos lavados se eliminaron los excesos de particulas libres y otros
compuestos de la muestra, el segundo anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa

alcalina se une a las particulas magnéticas unidas a la hCG y el exceso del segundo
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anticuerpo es eliminado por dos lavados sucesivos. Finalmente se agrega un
substrato cuya reaccion con la enzima desarrolla un cambio de color (de amarillo a
rosa) como consecuencia de la desfosforilacién del substrato. EI cambio de color es

proporcional a la cantidad de hCG presente en la muestra.

Este ensayo consistié como sigue. Los tubos de plastico conteniendo 100 uL de
muestra 6 de estandar hCG (0, 8, 14, 65, 250 y 900 UI/L) y 100 pL del primer
anticuerpo se sometieron a incubacién a 37°C por 15 min. en bafio Maria. Al finalizar
la incubacién, los tubos se colocaron en una gradilla cuya base es magnética durante
10 min., lo que atrae de manera firme hacia el fondo al complejo anticuerpo-particulas
magnéticas-hCG, dejando por encima a los demas componentes de la muestra y al
exceso de anticuerpo libre, los cuales se eliminaron mediante dos lavados vy
decantacion con 500 pyL de amortiguador. Los tubos conteniendo al complejo primer
anticuerpo-hCG se incubaron en bafo Maria durante 1 h. a 37°C en presencia de 250
WL del segundo anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina. De esta manera se formé
otro complejo conformado por primer anticuerpo-hCG-segundo anticuerpo que se
mantiene al fondo de los tubos, y el exceso del segundo anticuerpo se elimind
mediante dos lavados y decantacion con 500 pL de amortiguador. Al complejo primer
anticuerpo-hCG-segundo anticuerpo contenido en los tubos se le agregaron 500 pL de
sustrato de la enzima y se dejo incubar en bafio maria por 30 min. a 37° C, lo que
resulté en un cambio de color debido a la desfosforilacion del sustrato. Al cabo de la
incubacion se agregd 1 mL de solucién de paro para detener la reaccion, lo que
permitio leer las densidades Opticas de la curva estandar y de las muestras a 550 nm.
en un espectrofotometro (Clima Plus 1093, Europa) previamente calibrado. La

concentracion de hCG fue expresada como Ul/mg de proteina.

9.3.4. Peroxidacién de lipidos
El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales y estables de la
peroxidacion de lipidos, razén por la cual su determinacion es utilizada como

indicador de la lipoperoxidacion. La determinacién de la concentracion del MDA se
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realizé segun el método conocido como agentes reactivos con el acido tiobarbiturico
(TBA) *'. El procedimiento para la determinacién del MDA se llevé a cabo tal como se
describe a continuacién. A un volumen de 900 uL de medio de cultivo se les
agregaron 90 uL de butirilhidroxitolueno (BHT) 2 mM para detener la peroxidacion
endogena de lipidos en las muestras. Para la preparacion de la curva estandar de
MDA se utilizo el 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). EI TMP es el MDA bis dimetil
acetato: (CH30),CHCH2CH(OCH?3), A partir de la solucién de trabajo de TMP 0.2 mM
se realizaron 5 diluciones con agua desionizada para obtener las concentraciones de

MDA que se muestran a la tabla 4.

TMP Agua Volumen | Concentracion
Tubo (0.2 mM) | desionizada final de
ML ML ML MDA (uM)
0 0.00 400.0 400 0.00
1 0.50 399.5 400 0.01
2 1.00 399.0 400 0.02
3 1.50 398.5 400 0.03
4 2.00 398.0 400 0.04
5 3.00 397.0 400 0.06

Tabla 4. Curva estandar de MDA a partir de TMP.

El ensayo se llevo a cabo como sigue. A cada tubo de la curva y muestras se
le agregaron 50 uyl de BHT 12.6 mM para detener cualquier peroxidacion residual,
400 pl de acido ortofosférico para catalizar la reaccion y 50 yl de TBA 0.11 M. Los
tubos fueron cerrados con tapén de rosca y se procedié a incubarlos en bafo Maria a
90°C durante 45 min., se enfriaron en hielo y se agregd 1 mL de n-butanol, solvente
en el cual se recupero la fase lipidica y 100 ul de solucion saturada de NaCl para
separar las fases, inferior acuosa y superior lipidica. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 3 min. (centrifuga Beckman J-6B, USA). La fase

lipidica se transfirié a tubos de vidrio y se procedio a la lectura de su absorbancia a
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535 nm y 572 nm en el espectrofotdmetro (Beckman DU-6, USA), tomando en cuenta
la absorbancia (ABS) que resulté de la diferencia entre ABS a 572 nm — ABS a 535
nm. En nuestro experimento, las absorbancias a 535 nm. fueron generalmente
equivalentes a 0 6 cercanas a este valor. Los resultados de MDA fueron expresados

como um/mg de proteina.

9.3.5. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Con la finalidad de cuantificar la cantidad de proteinas totales obtenidas de las
células en cultivo se utilizd el método de Bradford “?. El principio de éste método
consiste en que el azul brillante de Coomassie en solucion acida (conocido como
reactivo de Bradford de coloracion café cuando no reacciona con proteinas) forma
uniones con los aminoacidos basicos y aromaticos, particularmente arginina,
produciendo color azul cuya intensidad es proporcional a la concentracién de
proteinas. A las células se les retir6 el medio de cultivo, se les agregaron 500 pL de
solucion de lisis (RIPA), se rasparon y se homogenizaron en la solucion de lisis. La
albumina bovina en suero (BSA) se utilizé para preparar la curva estandar (0.0, 0.4,
0.6, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL) a partir de una solucién de trabajo de 0.2 mg/mL.
En placas de 96 pozos se colocaron por duplicado los estandares y 8 uL de muestras
diluidas 1:3, seguido de lo cual se agregaron 200 pL del reactivo de Bradford diluido
1:5. Después de 5 min. de incubacion, se procedi6 a la lectura de la absorbancia a la
longitud de onda de 595 nm. en un espectrofotdmetro (Labsystems 352, USA) en un

lapso de tiempo no mayor a 30 min.

9.3.6. Purificacion de RNA total por el método de un solo paso

La extraccion del RNA total de las células se llevo a cabo por el método de un
solo paso **. A las cajas de cultivo de 25 cm? se les retirdé el medio de cultivo y se
agregod a cada una 1 mL de TRIzol. Las células fueron raspadas y colectadas en
tubos Eppendorf, a los cuales se les adicionaron 200 puL de cloroformo frio para
favorecer la formacion de fases. Después se centrifugaron a 12,000 rpm. durante 20

min. a 4° C (microcentrifuga Eppendorf 5417R, USA), obteniendo una fase superior
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acuosa que contenia los RNAs, la cual fue transferida a otro tubo Eppendorf evitando
arrastrar proteinas de la interfase. Para precipitar el RNA, se agregaron 500 L de
isopropanol a los tubos que fueron centrifugados a 12,000 rpm. durante 10 min. a 4°
C. El sobrenadante se descarto y el precipitado conteniendo el RNA fue lavado con 1
mL de etanol (75% en agua libre de RNAsas DEPC). Posteriormente se centrifugaron
a 12,000 rpm por 5 min. a 4°C, el sobrenadante se elimind y se invirtieron los tubos
para evaporar cualquier gota de etanol dejando unicamente el precipitado, el cual fue
disuelto agregando 20 uL de agua DEPC.

Para la cuantificacion de RNA, 2 uL de la muestra se colocaron en tubos
conteniendo 1 mL de agua desionizada estéril. Las absorbancias de las muestras y
del blanco (agua desionizada estéril) fueron leidas a 260 y 280 nm. en un
espectrofotometro (Beckman DU-6, USA) y se procedio a calcular la concentraciéon
de RNA de la siguiente manera. Tomando en cuenta que una absorbancia con valor
de 1 equivale a 40 pg/mL y que se utilizaron 2 pL de muestra de RNA diluida en 1

mL, la concentracion de RNA seria:

Concentracion de RNA (en pg/pL) = A260 nm X 40/2 = A260 nm X 20

Como indicador de la pureza del RNA se dividié la absorbancia a 260 nm.
entre la absorbancia a 280 nm., y se tomaron en cuenta unicamente las muestras
que presentaron valores entre 1.8 y 2, rango que indica pureza aceptable de RNA.
Por ejemplo para un valor de 0.57, la muestra contiene 0% de RNA y 100% de
proteinas. En cambio cuando el valor es de 2, la muestra contiene 100% de RNA y

0% de proteinas.

9.3.7. Transcripcion inversa (RT)

Para los estudios de RT y de PCR en tiempo real se utilizaron los estuches
comerciales Transcriptor First Strand cDNA Synthesis y Light Cycler Tagman Master
asi como sondas marcadas de Roche (Mannheim, Alemania). Para la obtencion del

DNAc, se utilizé 1 ug de RNA, al cual se le agregé 1 pL de iniciador oligo (dT) y se
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llevé a un volumen final de 15 uL con agua grado PCR y se dejo incubar por 10 min. a
65°C en el termociclador (Perkin-Elmer 9600, EEUU). Durante el tiempo de incubacién
se preparo la mezcla RT. En un tubo Eppendorf se preparé un volumen de mezcla RT
suficiente para el numero total de muestras + 2. Para cada muestra, se agregaron 4 pL
de amortiguador 5x, 0.5 uL de inhibidor de RNAsa, 2 uL de una mezcla de los cuatro
desoxiribonucleétidos (dNTPs) y 0.5 uL de transcriptasa reversa. Al finalizar la
incubacién con los oligos (dT), los tubos se colocaron en hielo durante 1 min., se
agrego 7 uL de la mezcla RT previamente preparada y se procedidé a la reaccion RT
en el termociclador incubando a 55° C por 30 min. seguido de otra incubacién a 85° C
por 5 min. y finalmente se dejo enfriar a 4° C. Debido a la presencia de los iniciadores
oligo (dT), la enzima transcriptasa reversa tomo como moldes de lectura unicamente
los RNAs mensajeros los cuales presentan una cola poli A en su extremo 3’ tal como

se observa en la figura 10.

Feaccion en presencia de Oligo dT + BT
5! —'I—I—I—I—r3! DNAC
5’ r_________________________________________________________________________| 3’ DNAC

Figura 10. Sintesis de DNA complementario (DNAc) a partir del RNA mensajero (RNAm)

9.3.8. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
La PCR en tiempo real involucra a los procesos de amplificacion y

cuantificacion del gen de interés de manera simultanea (figura 11).
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Figura 11. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Las sondas de hidrdlisis consisten en secuencias complementarias a un
segmento del gen de interés y marcadas con un fluorocromo donador localizado en
el extremo 5’ y de un aceptor ubicado en el extremo 3’ de la sonda. Cuando la sonda
se encuentra integra, el donador no emite fluorescencia que pueda ser detectada.
Durante la PCR el desplazamiento de la DNA polimerasa que tiene actividad 5’
exonucleasa la sonda se hidroliza a partir del extremo 5’ liberando al donador, los
nucleédtidos y el aceptador. De esta manera, el donador libre emite fluorescencia que
es captada por un lector con una intensidad de emision proporcional a la cantidad de
amplicones generados en cada ciclo y de manera indirecta a la cantidad inicial del
RNAm extraido de la muestra. En el presente estudio la expresion génica de la
CaBP-28k y la 24 hidroxilasa fue normalizada con la expresion de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GADPH), gen constitutivo cuya expresion es independiente
de cualquier estimulo o inhibicion, pero refleja la cantidad de RNA colocada de cada
muestra. Por lo anterior, su expresiéon es muy importante cuando hay riesgo de no
reproducibilidad en la carga de las muestras. Para la amplificacion del DNAc y
cuantificacion de la expresion génica se utilizo el equipo LightCycler 2.0 de Roche
(Mannheim, Alemania). Tomando en cuenta el numero de muestras (n) se preparo
una mezcla PCR cuyo volumen fue equivalente a (n + 2) (2.5 yL de agua grado PCR,
0.1 yL de sonda + 0.2 pL de iniciador (primer) sentido + 0.2 uL de iniciador
antisentido + 2 yL de DNA polimerasa Tagman).En tubos capilares se agregaron 5

WL de la mezcla PCR y 5 uL de DNAc, se procedio a su centrifugacion a 1,000 rpm a
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4°C durante 1 min., tiempo después del cual los capilares se colocaron en el carrusel
el cual se coloco dentro del equipo previamente progre amado para realizar la PCR
segun las caracteristicas siguientes:

- Preincubacion a 95 °C por 10 min.

- Desnaturalizacion a 95°C por 10 s.

- Alineacién a 60°C por 20-40 s.

- Extensién a 72°C por 1 s.

- Enfriamiento a 40°C por 30 s.

Las sondas de hidrdlisis utilizadas para la CaBP28k y la GADPH fueron las
etiquetadas con los numeros 40 y 60, respectivamente. Ademas la secuencia de los

iniciadores sentido y antisentido utilizados se muestra en la tabla 6.

Producto Secuencia Orientacion
CaBP28k 5GGAGCTGCAGAACTTGATCC? Sentido
5S5TTTTCATTTCAGGTGATAACTCCA3 Antisentido
GADPH 5AGCCACATCGCTGAGACAC3 Sentido
5GCCCAATACGACCAAATCC3 Antisentido

Tabla 5. Secuencia de los iniciadores utilizados %.

Con estos iniciadores se produjeron amplicones de 77 pb y de 66 pb para
CaBP-28k y GADPH, respectivamente.

9.4. Presentacion y anélisis estadistico de los resultados

Para realizar la estadistica se utilizo el software StatView para Macintosh,
Abacus Concept, version 4.02, 1992. Los datos se expresaron como la media + DE
(desviacidon estandar). Fueron obtenidos del analisis de varianza (ANOVA) y se
sometieron a la prueba de Fisher para establecer diferencias estadisticas entre
grupos. Las posibles asociaciones entre variables han sido analizadas mediante la
prueba de regresion simple. En ambas pruebas utilizadas la significancia estadistica

se establecié a un valor de p < 0.05.
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10. Resultados

Cabe mencionar que calcitriol utilizado durante la experimentacion fue disuelto
en etanol al 0.1%. Como control o testigo se utilizo al vehiculo (vh) etanol al 0.1%. En
las figuras las concentraciones de calcitriol estan expresadas como logaritmo de la

molaridad (LogM).
10.1. Aspectos morfologicos

Como se observa en la figura 12, las células citotrofoblasticas aparecen en forma
circular y son mononucleares al dia 1 (figura 13a). A partir del dia 2 (figura 13b) se
observan proyecciones celulares para iniciar su fusién en el dia 3 (figura 13c)
formando los sinciciotrofoblastos que se caracterizan por ser multinucleares. En la
figura 13d, se muestra un acercamiento para observar de manera detallada la
morfologia de un sinciciotrofoblasto del dia 3. Cabe mencionar que los resultados
que a continuacién se describen fueron obtenidos de experimentos llevados a cabo

durante el dia 3 de los cultivos.
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Figura 13. Se observo la caracterizacion morfoldgica y funcional de los trofoblastos en cultivo a través
de un microscopio 6ptico, con objetivo 10x. Las células mononucleares (4 x 10 6 células/mL) se
sembraron en cajas de RNA y se cultivaron durante 3 dias. En la figura se observa la diferenciacion
del trofoblastos in vitro durante los dias 1 (a), 2 (b), 3 (c) y acercamiento del dia 3 (d) del cultivo.
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10.2. Secrecién de hCG en diferentes dias del cultivo

La secrecion de hCG fue detectable desde el dia 1 del cultivo (figura 13). Aun
en ausencia de estimulo por el 8 Bromo AMP ciclico (8-Br AMPc), analogo estable
del AMPc que actia en la activaciéon de la PKA para la sintesis de la hCG *. La
concentracion de hCG fue de 31 £ 4 mUI/mg proteina al dia 1 y aument6 a 80 + 10
mUI/mg proteina al dia 3, presentando un aumento en cada dia pero sin observarse
diferencias significativas entre los dias de cultivo. La presencia de 8-Br AMPc
estimulé de manera significativa (p < 0.0001) la secrecion de hCG en cada uno de los
dias del cultivo. Ademas, el estimulo de la secrecion de hCG inducido por el 8-Br
AMPc aument6 de manera significativa en los dias 2 y 3. Comparando al dia 1 en el
cual la concentracion de hCG fue de 210 + 36 mUI/mg proteina, con los dias 2y 3 la

concentracion aumentd a 308 + 38 mUl/mg proteina y 925 + 66 mUI/mg proteina, p

< 0.001.
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Figura 13. Figura representativa de la secrecion de hCG a diferentes dias de cultivo en ausencia
(barra clara) y en presencia de 8-Br AMPc (0.6 mM) (barra oscura). Los valores fueron normalizados
con la cantidad de proteinas extraidas en cada caja. Los datos representan la media + DE del
promedio de duplicados de 3 placentas. Caracteres diferentes muestran significancia estadistica, p <
0.05.
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10.3. Efecto del calcitriol sobre la expresion placentaria de la CaBP-9k y
asociacion entre el efecto del calcitriol y la expresidon placentaria de la CaBP-
ok.

RNAm CaBPSk/RNAm GADPH

Figura 14. Efecto del calcitriol sobre la expresién placentaria de la CaBP-9k. Datos obtenidos por PCR
en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresion del gen constitutivo GADPH. Los
datos representan la media £ DE del promedio de duplicados de 5 placentas. Caracteres diferentes
muestran significancia estadistica, p < 0.05.

La figura 14 muestra los efectos del calcitriol sobre la expresion placentaria de
la CaBP-9k. En comparacién al vh, la expresion de la CaBP-9k no fue
significativamente mayor a la concentraciéon 10"'M (p = 0.28), pero aumentd
significativamente a las concentraciones 10°M (p < 0.001) y 10'M (p < 0.0001), sin
presentarse cambios significativos entre los valores a éstas ultimas concentraciones
(p = 0.25).

Tal como se observa en la figura 15, el analisis de regresion simple mostré
una asociacion significativa entre la expresion placentaria de la CaBP-9k y el efecto
del calcitriol (R = 0.83, p < 0.0001).
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Figura 15. Asociacion entre el efecto del calcitriol y la expresion placentaria de la CaBP-9k. Datos
obtenidos por PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresiéon del gen
constitutivo GADPH. Cada punto representa la media del promedio de duplicados de 5 placentas.

10.4. Efecto del calcitriol sobre la expresién placentaria de la CaBP-28k y
asociacion entre el efecto del calcitriol y la expresion placentaria de la CaBP-
28k.
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Figura 16. Efecto del calcitriol sobre la expresion placentaria de la CaBP-28k. Datos obtenidos por
PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresion del gen constitutivo GADPH.
Los datos representan la media + DE del promedio de duplicados de 5 placentas. Caracteres
diferentes muestran significancia estadistica, p < 0.05.
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De manera similar a lo observado en la expresion de la CaBP-9k, el efecto del
calcitriol comparado con el del vh mostré que la expresion placentaria de la CaBP-
28k fue 2.89 y 2.27 veces mayor a las concentraciones 10°M (p < 0.001) y 10"M (p
< 0.01) (figura 16).

La expresion placentaria de la CaBP-28k fue dependiente de la concentracidon
de calcitriol ya que se observd una asociacion significativa entre estas dos variables
(R =0.64, p = 0.003) como se ilustra en la figura 17.
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Figura 17. Asociacion entre el efecto del calcitriol sobre la expresion placentaria de la CaBP-28k.
Datos obtenidos por PCR tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresion del gen
constitutivo GADPH. Cada punto representa la media del promedio de duplicados de 5 placentas.

Ademas de sus efectos a través de receptores nucleares, el calcitriol actiua a
través de receptores de membrana que conllevan a la acumulacion de AMPc *° por lo
que a continuacién se presentan resultados sobre el efecto del 8 Br-AMPc, analogo

que activa a la via AMPc y del inhibidor selectivo de la proteina cinasa A (H89) *°.

10.5. Efecto del 8-Br AMPc y del H89 sobre la expresion placentaria de las
CaBPs-9k y-28k

Tal como se observa en las figuras 18 y 19, la expresion placentaria de las

CaBPs-9k y-28k fue de 3.27 y 2.64 veces mayor, respectivamente, en presencia del
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8-Br AMPc con respecto al vh (p < 0.01). ElI H89 revertid el estimulo inducido por el
8-Br AMPc ya que las expresiones placentarias de las CaBPs -9k y-28k
representaron el 57% y el 16%, respectivamente, de las observadas con el 8-Br
AMPc (p < 0.0001).
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RNAm CaBPBk /RNAmM GADPH

Figura 18. Efecto del 8-Br AMPc (0.6 mM) y del H89 (5 uM) sobre la expresion placentaria de la
CaBP-9k obtenida por PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresion del gen
constitutivo GADPH. Los datos representan la media £+ DE del promedio de duplicados de 3
placentas. Caracteres diferentes muestran significancia estadistica, p < 0.05.
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Figura 19. Efecto del 8-Br AMPc (0.6 mM) y del H89 (5 uM) sobre la expresion placentaria de la
CaBP-D28k obtenida por PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la expresién del
gen constitutivo GADPH. Los datos representan la media + DE del promedio de duplicados de 3
placentas. Caracteres diferentes muestran significancia estadistica, p < 0.05.
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10.6. Efectos del calcitriol sobre la concentracion placentaria de MDA

Como se observa en la figura 20, la concentracion de MDA fue de 0.23 £ 0.05
nmoles/mg proteina en las células tratadas con vehiculo y no se observaron cambios
significativos en presencia de calcitriol a las concentraciones de 10" y 10°M. Sin
embargo, a la concentracion mas alta 107M, el calcitriol presentd un efecto
estimulador ya que con este tratamiento la concentracién de MDA fue 30% mayor a

la observada con el vh (p = 0.03).
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Figura 20. Efecto del calcitriol sobre la concentracion de MDA. Los valores fueron normalizados con la
cantidad de proteinas extraidas de las células en cada caja. Los datos representan la media + DE del
promedio de duplicados de 5 placentas. Caracteres diferentes muestran significancia estadistica, p <
0.05.

10.6.1. Asociacion entre las concentraciones de MDA y el calcitriol

Las concentraciones de MDA y de calcitriol presentaron una asociacion significativa
(R=0.57, p=0.008, figura 21).
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Figura 21. Asociacion entre la concentracion de MDA vy los efectos de calcitriol. Los valores fueron
normalizados con la cantidad de proteinas extraidas en cada caja. Cada punto representa la media del
promedio de duplicados de 5 placentas.

10.6.2. Asociacion entre las concentraciones de MDA y las CaBPs-9k y-28k
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Figura 22. Asociacion entre la concentracion de MDA vy la expresion placentaria de la CaBP-9k
obtenida por PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la cantidad de proteinas
extraidas en cada caja y los valores de la CaBP-9k con la expresion del gen constitutivo GADPH.
Cada punto representa la media del promedio de duplicados de 5 placentas.
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Figura 23. Asociaciéon entre la concentracion de MDA vy la expresion placentaria de la CaBP-28k
obtenida por PCR en tiempo real. Los valores fueron normalizados con la cantidad de proteinas
extraidas en cada caja y los valores de la CaBP-28k con la expresion del gen constitutivo GADPH.
Cada punto representa la media del promedio de duplicados de 5 placentas.

Las figuras siguientes muestran la asociacién entre las concentraciones de
MDA con las expresiones placentarias de las CaBPs-9k y-28k. Las concentraciones
de MDA se asociaron de manera significativa con la expresion de CaBP-9k (R = 0.58,
p = 0.007) pero no con la CaBP -28k (R = 0.37, p = 0.11), figuras 22 y 23,

respectivamente.
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11. DISCUSION
El embarazo es una condicion fisiolégica que implica cambios morfoldgicos,
metabdlicos y endocrinoldgicos cuya finalidad es responder a las demandas feto-

placentarias '

. Durante esta etapa la placenta juega un papel primordial para el
intercambio de O,y CO, asi como el transporte de nutrimentos. Ademas, la placenta
es un sitio de sintesis de hormonas peptidicas, esteroideas y de factores de
crecimiento, sustancias que favorecen el desarrollo de la propia placenta y del feto *’.

El objetivo del presente estudio consistid en estudiar los efectos del calcitriol,
forma hormonal de la vitamina D sobre la expresion placentaria de las calbindinas 9k
y 28k asi como la relacidon entre estas proteinas transportadoras de calcio citosadlico
con la concentracion de malondialdehido (MDA), indicador de la peroxidacion de
lipidos en un modelo de células de placenta humana en cultivo.

La metodologia utilizada nos permitié observar la diferenciacion y fusion de los
citotrofoblastos lo que resulté en la obtencion de células sinciciotrofoblasticas cuyas
caracteristicas morfolégicas (células multinucleadas) correspondieron a las descritas
por otros autores 2°*®, Como indicador bioquimico de la funcion placentaria, se
evalué la capacidad de los sinciciotrofoblastos en secretar a la hormona
gonadotréfica coridnica (hCG) *°. La capacidad de sintesis y secrecion de hCG es
caracteristica de las células placentarias. En el embarazo, la secrecion de hCG se
observa a partir de la implantacion del trofoblasto en el utero, la cual se presenta a
los 6-7 dias post-concepcion. La importancia de esta secrecion radica en que la hCG
estimula la sintesis y secrecion de la progesterona por parte del cuerpo amarillo,
hormona que garantiza el mantenimiento del embarazo hasta que la placenta inicie la
sintesis y secrecién de este esteroide *’. La secreciéon de hCG se observé desde el
primer dia del cultivo sin cambios significativos en los demas dias, lo que indica que
la funcion endocrina de la placenta esta presente tanto en los citotrofoblastos como
en los sinciciotrofoblastos. Ademas, la secrecién de hCG por los citotrofoblastos
demuestra la importancia de esta hormona desde etapas tempranas del embarazo.
Es bien conocido que el AMP ciclico (AMPc) estimula la sintesis de hCG *°. La

presencia de 8 Br-AMPc, analogo estable del AMPc, aumenté significativamente las
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concentraciones de hCG alcanzando un maximo al tercer dia de cultivo, dia que
correspondié a la completa formacién de los sinciciotrofoblastos. Esta observacion
concuerda con los resultados obtenidos en estudios previos *°.

Como se menciond en el marco tedrico el calcio citosélico es transportado por
proteinas que presentan alta afinidad por este nutrimento y que son conocidas como
calbindinas (CaBPs). La calbindina 9k (CaBP-9k) esta involucrada en la absorciéon
intestinal de calcio mientras que la calbindina 28k (CaBP-28k) participa en la
reabsorcién renal de este ion ', En el presente estudio, los sinciciotrofoblastos
expresaron el RNAm de las dos formas de CaBPs lo que confirma los resultados

2151 Belkacemi y col. 2! han observado

previamente publicados por otros autores
mayor expresion de los RNAm de las dos formas de CaBPs en los
sinciciotrofoblastos que en los citotrofoblastos lo que indica su importancia en el
incremento del paso transplacentario de calcio durante el tercer trimestre del
embarazo.

El calcitriol es el principal factor que regula la homeostasis del calcio ya que
estimula la sintesis de los canales que favorecen la entrada de calcio, de las CaBPs
para fomentar su transporte intracelular y de la ATPasa dependiente de este i6n asi
como del contratransportador Na*/Ca*™* para sacarlo de la célula ’.

Durante el embarazo, la concentracién del calcitriol aumenta lo que favorece el
incremento en la absorcion intestinal de calcio y el paso transplacentario de éste
nutrimento 2. Ademas del rifion, la placenta representa un sitio adicional de sintesis
de calcitriol. En efecto, se ha demostrado que la placenta presenta capacidad de
sintetizar el calcitriol . Ademas, la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa, enzima
responsable de sintetizar esta hormona a partir de su sustrato, la 25-hidroxivitamina
D, ha sido identificada en la placenta humana ™. Por otra parte, la placenta humana
presenta el receptor de la vitamina D, el VDR ?°. Lo anterior hace de la placenta un
sitio de sintesis y de accion del calcitriol.

La regulacion de las CaBPs representa una de las acciones del calcitriol. El
calcitriol aumentd la expresion de la CaBP-9k y de la CaBP-28k de manera

dependiente de la dosis, observacion apoyada por la presencia de una asociacion
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positiva y significativa entre las concentraciones del calcitriol y la expresiéon
placentaria de cada una de estas proteinas transportadoras de calcio. El efecto
estimulador del calcitriol puede ser mediado por su receptor, el VDR, ya que los
genes blanco de esta hormona tales como los de la hormona paratiroidea (PTH), de
la osteocalcina y de las CaBPs entre otros presentan elementos de respuesta a la
vitamina D, VDREs, dentro de las 1000 bases de su promotor localizado antes del
sitio de inicio de la transcripcion. Los VDREs de estos genes presentan una cierta
homologia y estan conformados por una secuencia de 15 bases. La CaBP-9k de rata
presenta un VDRE localizado entre las bases -488 a -474 y su secuencia esta
compuesta por GGGTGT CGG AAGCCC, mientras que los VDREs de la CaBP-28k
de raton presentan la siguiente secuencia GGGGAT GTG AGGAGA localizada entre
las bases -197 a -182 3. En la literatura disponible actualmente no se encontrd
informacién acerca de los VDREs de las CaBPs en la placenta humana, lo que hace
de este punto un tema que merece ser investigado.

Estudios han demostrado que el calcitriol aumenta la sintesis de AMPc en la
placenta humana *° lo que confirma los efectos rapidos del calcitriol. Debido a esta
observacion, en el presente estudio se valor6 el efecto del 8-bromo AMPc, analogo
estable del AMPc, sobre la expresion placentaria de las CaBPs. Interesantemente, el
tratamiento de los sinciciotrofoblastos con el analogo del AMPc estimuld
significativamente la expresion placentaria de las dos formas de CaBPs. En cambio,
cuando las células placentarias fueron tratadas con el inhibidor de la proteina cinasa
A, el H89, las expresiones placentarias de la CaBP-9k y de la CaBP-28k no
presentaron cambios significativos al ser comparadas con las del vehiculo, lo que
indica que las CaBPs responden al AMPc a través de sus elementos de respuesta a
este segundo mensajero, CRE *' que merecen ser identificados en el promotor de
los genes de estas proteinas transportadoras de calcio.

Resultados previos han mostrado que la CaBP-28k presenta un efecto
antioxidante en lineas de células B del pancreas ?°. Por lo que toca al calcitriol,
principal estimulador de la sintesis de las CaBPs, los estudios han sugerido a esta

hormona como antioxidante **, prooxidante *°> 6 sin efecto sobre la peroxidacion de
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lipidos *°. Estos antecedentes permitieron justificar la introduccion del estudio de la
concentracion del malondialdehido (MDA) en el medio de cultivo de las células
placentarias y valorar el efecto del calcitriol sobre este indicador de la peroxidacion
de lipidos. El tratamiento con calcitriol, a las concentraciones 10" y 10° M
consideradas dentro del rango fisioldégico, no se asocié con cambios significativos en
la concentracion de MDA, excepto con el uso de calcitriol a la concentracion de 107
M con la cual se observé un aumento significativo en la peroxidacién de lipidos.
Ademas, se observé una asociacion positiva y significativa entre el calcitriol y el MDA
lo que apoya el efecto prooxidante, particularmente con el uso de cantidades
farmacoldgicas de vitamina D, lo que concuerda con los resultados obtenidos por
autores que indican que la vitamina D es prooxidante °’. Cabe mencionar que el
efecto antioxidante de la CaBP-28k ha sido observado cuando las células
pancreaticas han sido transfectadas por el gen de la CaBP-28k lo que resultd
seguramente en la sintesis de una gran cantidad de esta proteina transportadora de
calcio y por ende en una disminucion significativa en la peroxidacién de lipidos %,
Ademas, la ausencia de una asociacion negativa entre CaBPs y MDA en el presente
estudio puede deberse a la baja expresién placentaria de los genes estudiados. La
25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24(OH)asa) es la enzima involucrada en el
catabolismo del calcitriol y su expresién es regulada a la alta por esta hormona *°. La
expresion placentaria de las CaBPs representa del 1 al 10% la de la 24(OH) asa en
condiciones basales y solamente el 1% cuando las células placentarias fueron
tratadas con calcitriol a concentracién de 10° M (resultados no mostrados en el
presente estudio). Ademas, la baja expresion de la CaBP-9k ha sido observada en la
placenta de ratas en la cual la expresion de este gen representd unicamente el 20%

de la que se observa en el intestino *°.

El estradiol y la progesterona cuya
concentracion aumenta durante el embarazo son estimuladores adicionales de la
expresion de CaBPs % lo que puede contribuir con el calcitriol al aumento en la
sintesis de estas proteinas transportadoras de calcio y por ende al paso

transplacentario de este nutrimento para la mineralizacion del feto. El efecto de estas
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hormonas esteroideas en la expresion placentaria de las CaBPs merece ser valorado

en otros estudios.

12. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten formular las

siguientes conclusiones:

- Las células citotrofoblasticas en cultivo se transforman en sinciciotrofoblastos,
modelo que permite el estudio de la fisiologia placentaria.

- La placenta humana expresa a las proteinas transportadoras de calcio, CaBP-
9k y CaBP-28k.

- El calcitriol estimula la expresion placentaria de las CaBP-9k y CaBP-28k.

- La placenta humana secreta el MDA, indicador de la peroxidacién de lipidos.

- Cantidades fisiolégicas de calcitriol no modifican la concentracién de MDA.

- La expresion de la CaBP-28k no se asocia con la peroxidacion de lipidos.

13. PERSPECTIVAS
La presencia de los genes de la CaBP-9k y de la CaBP-28k vy el estimulo de
su transcripcion por el calcitriol sugiere la participacion de estos factores en el

aumento del paso transplacentario de calcio durante el embarazo.
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ANEXO I.

Carta de consentimiento informado

Yo he sido informada de

los objetivos y procedimientos del estudio titulado: “Expresion de la calbindina D
28k y su relacion con la peroxidacion de lipidos en la placenta humana” y he
decidido participar en él de manera voluntaria. Es de mi conocimiento que las
placentas se colectaran de la Clinica #4 de Ginecobstreticia Luis Castelazo Ayala y
que el estudio se llevara a cabo en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. Mi participacion consistira Unicamente en donar mi
placenta y se que sera utilizada exclusivamente para los fines que me fueron
sefalados. Ademas, se me han aclarado las dudas acerca del proyecto y he sido
informada de que mi participacidon no traera riesgo ni beneficio alguno. En el caso de
que lo considere conveniente para mis intereses, puedo negar mi participacion en
este estudio, sin que esto afecte la atencion que recibimos mi bebé y yo en este

Hospital.

México, D.F. a de del ano

Nombre y firma de la voluntaria

Nombre y firma del testigo 1, y relacion con la voluntaria

Nombre y firma del testigo 2 y relacion con la voluntaria

Nombre y firma del Investigador
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Informacion a las voluntarias participantes en el proyecto:

“Expresién de la calbindina D 28k y su relacién con la peroxidacion de lipidos
en la placenta humana”

Estimada voluntaria:

El presente estudio para el cual le estamos solicitando su generosa participacion
tiene como finalidad conocer algunas de las funciones de la placenta. Se considera a
la placenta como un 6rgano muy importante para el mantenimiento del embarazo y la
nutricion del feto durante el desarrollo embrionario. Ademas, la placenta puede
producir hormonas que son importantes para mantener y asegurar el desarrollo del
feto durante la gestacién. Entre estas hormonas esta la vitamina D. El presente
trabajo consiste en estudiar la expresidon placentaria de la calbindina D 28k y su
relacion con la peroxidacion de lipidos. Con esta finalidad, se requiere la coleccion de
varias placentas que seran procesadas en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricién Salvador Zubiran. La participacion de usted en este estudio consistira
unicamente en aceptar la donacién voluntaria de su placenta ya expulsada. La
placenta se utilizara exclusivamente para fines de este estudio. Si usted no acepta
participar en este estudio, ello no afectara de ninguna manera la calidad y calidez de
la atencion para usted y su bebé en este Hospital.

La informacidén obtenida sera estrictamente confidencial. Los resultados que se

obtengan no implicaran riesgo o beneficio alguno para usted o para su bebé.

Para cualquier duda o pregunta que tenga sobre este estudio podra dirigirse al Dr. Ali
Halhali Baghdad, investigador responsable, tel.: 5487-0900 ext. 2418, Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, Depto. de Biologia de la

Reproduccidn.
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ANEXO 1.

Inactivacion del suero fetal de ternera (SFT)
e Colocar el SFT en bafo maria a 55 °C por 1 hora.
o Filtrar en papel filtro con poro de tamafo 0.22 pM.

ANEXO III.

Preparacion de reactivos del cultivo de trofoblastos de placentas humanas a

término

Solucion de Hanks’ 1x libre de Ca'y Mg.

e Disolver un sobre del polvo Hanks’ 1x en un litro de agua desionizada.
e Agregar 0.35g de bicarbonato de sodio.
e Ajustar pH entre 7y 7.5 y filtrar.

Preparacion de los medios de cultivo

e Medio de Tagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1mg/mL.

e Medio de Tagle modificado por Dulbecco (DMEM) con L-alanil-L-glutamina,
glucosa y piruvato de sodio (DMEM-HG) suplementado con penicilina 100
U/mL, estreptomicina 0.1mg/mL y SFT inactivado al 20%.

ANEXO V.

Preparacion de reactivos para peroxidacion de lipidos

Solucion madre de TMP a una concentracion de 1mM. Se prepara
disolviendo 17 [l de TMP en 100mL de agua deionizada.

Solucién de trabajo a una concentracion de 0.2mM. Se prepara
tomando 1mL de la solucion madre y diluirlo en 4mL de agua
deionizada (dilucion 1:5). Esta solucién se preparara cada vez que se
corra la curva.

Butiril-hidroxitolueno (BHT) a una concentracion de 12.6mM. Se
prepara disolviendo 0.278g de BHT en 100mL de etanol grado reactivo.
Butiril-hidroxitolueno (BHT) a una concentracion de 2mM. Se prepara
disolviendo 0.044g de BHT en 100mL de etanol grado reactivo.

Acido ortofosférico a una concentracién de 0.2M. Se prepara
diluyendo 1.369mL de acido ortofosforico en 100mL de agua
deionizada.

Acido tiobarbitarico a una concentracion de 0.11M. Disuelva 800mg
de TBA en 50mL de NaOH 0.1M.

Hidréxido de sodio 0.1M. Pesar 400mg de NaOH vy disolverlo en
100mL de agua deionizada.
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e Solucién saturada de Cloruro de Sodio (NaCl). Disolver cloruro de sodio
en agua deionizada en agitacién hasta que no se disuelva mas.
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