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RESUMEN

La vitamina D; realiza sus funciones mediante la transformacion de su estructura quimica.
Gracias a las reacciones de hidroxilacién sucesivas. en el carbono 25, 24 y 1a, la vitamina
Ds se biotransforma en sus derivados activos y en otras formas quimicas cuyas funciones se
desconocen.

Estos compuestos participan principalmente en la regulacion del metabolismo del calcio y
en otros procesos igualmente importantes como en la diferenciacion y proliferacién celular.
La transformacion de la vitamina D; en su metabolito mas activo, también llamado
calcitriol, tequiere de la participacién de dos enzimas, que catalizan las reacciones de
hidroxilacién: la vitamina Dy-25hidroxilasa localizada en el higade y la 25-hidroxivitamina
D;-la hidroxilasa (lo-(OH)asa) en el rifién. Adicionalmente se ha informado de la
hidroxilacién en ta posicién 1o en macréfagos y keratinocitos.

Durante el embarazo surgen cambios fisiolégicos importantes sobre todo durante el ultimo
tri1:|1estre, tanto en el organismo materno como ¢l fetal, entre ellos esta el aumento de la
demanda del calcio, ya que este mineral es requerido para funciones vitales como: la
osificacion del feto y el transporte de mensajes intracelulares.

Adicionalmente, durante este periodo final del embarazo las concentraciones circulantes en
sangre materna de la 1,25-(OH)nD; aumentan considerablemente, ocasionando un
incremento en la absorcion de calcio en el intestino y un aumento en la movilizacion del
mismo mineral en el hueso.

En el embarazo se pueden presentar complicaciones relacionadas con el metabolismo del
calcio como la preeclampsia (PE), que es un sindrome del embarazo que consiste de
hipertension anerial, proteinuria y/o edema, ademas de alteraciones en el metabolismo del
calcio. A esta complicacion del embarazo se han asociado bajas concentraciones circulantes
de calcitriol. situacién que se normaliza en el postparto. Otras moléculas también se
encueniran alieradas durante la PE, tales como el factor de crecimiento similar a insulina I
(IGF-1) y la hormona paratiroidea (PTH}.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene como propdsito estudiar la produccion de la hormona
1.25-(0OH):D; en la placenta a término provenientes de embarazadas normales y
complicadas con preeclampsia. Para conserguirlo se realizaron cultivos primarios de

trofoblastos de placentas provenientes de ambos grupos (NT) v PE. los cuales fueron
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incubados en presencia de precursores de la sintesis del calcitriol. Los metabolitos
producidos contenidos en los medios cultivos fueron separados e identificados por medio
de cromatografia liquida de alia resolucidn. Por ultimo se estudié la presencia de productos
de transcripcion de la enzima |1a-(OH)asa en células trofoblasticas.

En el seguimiento del presente trabajo, se observé que de manera consistente se encuentra
disminuida la produccién de la 1,25-(OH);D; en los cultivos de placentas provenientes de
embarazos complicados con PE, reflejando una menor actividad de la enzima 1a-{OH)asa y
también una menor expresion del gen correspondiente a esta enzima. Aunado a esto se
encontrd menor concentraciéon de la Gonadotropina Coridnica humana (hCG) en los
cultivos PE en comparacion con el grupo control, aunque esta diferencia no es significativa.
Las determinaciones de la hCG se emplearon para analizar la capacidad de respuesta de los
trofoblastos mantenidos en cultivo 2 un estimulo con el 8-Bromo-adenosin monofosfato
ciclico (8-Br-AMPc). En los trofoblastos de placentas PE se observé una menor capacidad
de respuesta al estimulo en contraste con los de placentas NT.

Asi mismo, se observéd que las concentraciones de hCG alcanzan un maximo al tercer dia
de incubacidn, situacién que coincide con la citodiferenciacion de los trofoblastos a
sinciciotrofoblastos, observada durante el andlisis de! fenctipo celular.

Finalmente en este trabajo se concluye que: La actividad de la enzima la-(OH)asa asi
como su expresion génica se encuentran disminuidas significativamente en los trofoblastos
de placentas provenientes de embarazos que cursaron con preeclampsia mantenidos en

cultivo.



Introduccion 1

INTRODUCCION

VITAMINA D

E! nombre genérico de la vitamina D abarca dos grupos de esteroides que incluyen a la
vitamina D, de origen vegetal y la vitamina D, de origen animal (De Luca, 1997).

El ergosterol es convertido en la vitamina D; por via fotosintética, de igual manera que ¢l 7-

dehidrocolesterol es biotransformado en la vitamina D; en la piel humana (figura 1).

b)
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21 22 24 26
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- D

Figura L. Estructura quimica de la vitamina D, formada por dos partes: la formula
aromatica a) y el grupo alifitico (R-) b) que caracteriza a cada una de sus dos formas
), y D; (Tomado de: Glenville 1992 }.

Sintesis cutinea de 1a vitamina D; -

Durante Ja exposicion a la luz solar, las radiaciones ultravioleta (UV) inciden sobre los
depésitos cutaneos del precursor 7-dehidrocolesterol, ocasionando la ruptura en el anillo B
(figura 2) entre los carbonos 9 y 10, forméandosc el 6,7,19 cis-conjugado del trieno-9.10

secosteriode conocido como la vitamina Dj (Holick, 1986).
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Aproximadamente del 80 al 90% de la vitamina D3 es sintetizada en las capas de
crecimiento activo de la epidermis, es decir, el [lamado estrato basal y espinoso. el restante
20 % ocurre en la dermis (Holick, 1980).

Por otra parte, ademas de la sintesis endogena. la vitamina D3 puede oblenerse de la dieta.
ya que existen alimentos con cantidades considerables de ella como la yema de huevo y los
aceites de higado de pescado (Glowacki. 1982).

E! principal proceso de regulacion de las concentraciones circulantes de la vitamina Dj se
realiza mediante isomerizacién térmica. Una vez formada la vitamina Dj en la epidermis y
la detmis, se contintia una termoisemerizacion, generando productos biologicamente inertes

como el lumistero! y el taquisterol (figura 2).

T LD SR TA T ATe VATV VAT AR NP AU BN RALY

7-dehidrocolesterol Lurnisterol

| N

.
H:
PIEL .
H
Cil on
Taquisterol
HO
Vitamina D
PTVD Vaso sanguineo

PTVD-VD
——

Figura 2. Sintesis cutinea de la vitamina Dy y derivados inentes, propiciada por la
irradiacion con luz ultravioleta {UV). Esta es transportada en la circulacidn sanguinea por la
proteina transportadora de la vitamina D (PTVD) (Tomado de Morii, 1987).




Introduccion J

Existen otros procesos de regulacion de 12 vitamina D;, el i)orcemaje de conversion def 7-
dehidrocolesterol a 6,7,19 cis-conjugado del trien0-9.10 secosteroide esta influenciado por
el angulo del zenit que afecta la incidencia de los rayos solares v por olros cromoforos
presentes en ta pie) que también absorben las radiaciones UV como la melanina, ¢l acido
urocdnico, proteinas, icide ribonucleico (ARN) y el acido desoxirribonucleico (ADN). que
entran en competencia por dichas radiaciones (MacLaughlin, 1983).

La funcién de la vitamina D; es la de ser el sustrato para la obtencion del subproducto
activo, al cual se le atribuye la cura y prevencion del raquitismo (Sniadecki, 1982). la
osteoporosis (Lips, 1995) entre otras enfermedades.

La cuantificacién de la vitamina D; y sus metabolitos provee un importante conocimiento
sobre la etiologia, patogenia Yy wratamiento de las enfermedades relacionadas con el
metabolismo del caleio y fosforo {Bouillon, 1995).

METABOLISMO DE LA VITAMINA D;

La vitamina D; adquiere su funcionalidad biologica después de haber transformado su
estructura quimica. La principal transformacién constituye la hidroxilacién en diferentes
posiciones de la molécula, asi existen metabolitos hidroxilados preferentemente en los
carbonos 24. 25,26 y 27 de su cadena alifatica (Wichman. 1981).
25-HIDROXIVITAMINA D3

La vitamina D; sintetizada en la piel, es llevada a la circulacién sanguinea por la proteina
transportadora de la vitamina D3 (PTVD). En el higado se hidroxila en el carbono 25,
penerando la forma mas abundante de la vitamina Ds. la 25-hidroxivitamina Ds (25-
(OH)D;). ya que s¢ encuentra presente €n a circulacion sanguinea en una concentracion de

30 a 50 ng por mL de sangre (Napoli, 1984).
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La 25-(OH)D; es conocida como prehormona. ya que es el precursor de la forma hormonal
mds activa de la vitamina D;, conocido como calcitriol. La reaccion de hidroxilacion en e
carbono 25 es catalizada por la vitamina D;-25 hidroxilasa (25-(OH)asa). la cual se localiza
en los microsomas y mitocondrias de los hepatocitos (Sareem, 1984).

La enzima microsomal fue deserita como una enzima de baja capacidad y alta afinidad; es
por eflo que se le considera de gran importancia fisiologica. Ademds. la actividad de esta
enzima es regulada por las concentraciones del sustrato (Horst, 1997).

Por otro lado, su homologa mitocondrial, es una enzima de alta capacidad y baja afinidad.
por lo que toma importancia en cuadros clinicos de intoxicacién por vitamina Dj
(Bjorkhem, 1980).

La hidroxilacion del carbono 25 de la vitamina D5 constituye el primer paso de la ruta de
activacién de la vitamina Dj; ademas las evaluaciones en sangre de las concentraciones de
la 25-(OH)D; son de gran importancia ya que se usan cOmo indicador del grado de
desnutricién general de la vitamina D3 (Okuda, 1994).

24,25-DIHIDROXIVITAMINA D;

La 25-(OH)D; sintetizada en el higado es transportada por la PTVD en la circulacion: al
Ilegar al rifin es hidroxilada en el carbono 24 convirtiéndose en la 24.25-dihidroxivitamina
D3 (24,25-(0OH)D3). Este es el metabolito dihidroxilado mas abundante en la circulacion y
se encuentra en concentraciones de 2 a 4 ng/mL de sangre (Glowacki, 1982).

La reaccion de hidroxilacién en el carbono 24 de la 25-(OH)D; es catalizada por la 25-
hidroxivitamina D3-24 hidroxitasa (24-(OH)asa), la cual se encuentra principalmente en la
membrana mitocondrial interna de los fubulos renales (Iwata, 1995), y puede estar presente
en todas las células que contengan e! receptor de la vitamina D; (RVD). como el intestino y

el hueso.
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En la rata, el gen que expresa la 24-(OH)asa ha sido iliSlE;dO (Ohvama. 1991) y clonado
(Chen, 1995), su estructura primaria muestra un 90 % de homologia con la enzima humana.
Presenta 12 exones distribuidos en un espacio de 15 kilobases (kb) (Chyama. 1993).

Los principales reguladores de la actividad de Ja 24-(OH)asa son la hormona paratiroidea
{PTH por sus siglas en inglés) y la 1,25-dihidroxivitamina Dj {1,25-(0H):D; o calcitriol)
(Reinhardt, 1990). La PTH bloquea total o parcialmente la expresion del mensaje
codificado en el ARN (ARNm) de la enzima, asi como su actividad. En el intestino su
principal regulador es la 1,25-(OH)D;. La administracion in vive del calcitriol induce la
actividad de ésta enzima (Goff, 1992).

Los animales con dieta deficiente en calcio presentan concentraciones elevadas de la
1,25(OH)2D3. acompaiiadas de una actividad suprimida o no detectable de la 24-(OH)asa
(Shinki, 1992), asi como de la disminucion en el namero del receptor de la vitamina D
(RVD). Et ARNm y la actividad de la 24-(OH)asa cambian con la edad, aumentando su
expresion en edades avanzadas (Jhonson, 1993).

La calcitonina es capaz de suprimir la expresién de dicha enzima, Beckman y
colaboradores (Beckman, 1994) encontraron que esta hormona suprime la sintesis de la 24-
(OH)asa en el intestino de la rata. Por otro lado, este mismo grupo (Beckman. 1994},
demostraron que la intoxicacién con vitamina Dy provoca la induccion de la expresion de
su ARNm en ¢l intestino y el rifién.

Las funciones biologicas de la 24,25-(OH);D; han generado controversias, por un lado. este
metabolito estimula la mineralizacion de! hueso. suprime la secrecion de la PTH y participa
en el mantenimiento de! desarrollo fetal (Yamamoto, 1998). ya que se ha informado gue la
capacidad mineralizante tanto del calcitriol como de este metabolito de 1a vitamina Dj se

optimiza cuando se encuentran juntos y no asi cuando esta presente solo algune de los dos.
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optimiza cuando se encuentran juntos y no asi cuando esta presente solo alguno de los dos.
Por otro lado, se considera a esta dihidroxivitamina como ¢l primer paso hacia la cascada
catabélica del metabolismo de la vitamina D; (Horst. 1997).

Existen otros metabolitos hidroxilados en el carbono 24 como son la 23.24.25
trihidroxivitamina Dy (23,24,25-(OH);D;3), la 24235 26-trihidroxivitamina Dy (24.25,26-
(OH);D;3) ¥ la 24-hidroxivitamina Ds (24-(OH)D;) cuyas funciones biologicas permanecen
aun desconocidas (Tanaka, 1981).

1,25 DIHIDROXIVITAMINA D;

La 25-(OH)D; en el rifion es también hidroxilada en la posicién alfa del carbono 1
convirtiéndose en la 1o.25-dihidroxivitamina D; (1.25-(OH);D3) conacida como la forma
hormonal mas activa de la vitamina D3 y como calcitriol (Suda, 1993; Tilyard, 1992). Las
concentraciones circulantes de este metabolito son mil veces menores a las de la 25-
(OH)D; y se deben a que la prehormona puede ser metabolizada en una variedad de
productos. cuyas funciones se desconoce todavia (Holick, 1980).

La sintesis de la 1.25-(OH);D; es catalizada por la enzima 25-hidroxivitamina D3 la
hidroxilasa (1a-(OH)asa).

La transformacion de la 25-(OH)D; a 1,25-(OH):D; ocurre principalmente en el rifidn,
adicionalmente en la piel, macrofagos y en la placenta (Delvin, 1987). Al principio de la
década de los 80’s se informé que preparados de células deciduales placentarias producian
1.23-(OH)2D;3 (Delvin, 1987; Glorieux, 1993); sin embargo, la produccion trofoblastica ain
esta en discusién (Hollis, 1989).

1 a biotranstormacion a calcitriol también se realiza en los nédulos alveolares pulmonares

en pacientes con sarcordosis (Adams, 1985; Mason. 1983). Por otro Jado se sabe que ciertos
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tipos de linfomas inductores de calcemia son capaces de sintetizar ta 1.25-(OH):D;
(Reichel, 1985).

25- Hidroxivitamina D;-1 aifa hidroxilasa

La lo-(OH)asa es miembro de la superfamilia de enzimas conocidas como citocromos Pysg
y se localiza principalmente en las mitocondrias de las células renales (Armbrech, 1984;
Henry, 1989; Omdhal, 1983).

Monkawa y colaboradores (Monkawa, 1997) identificaron y clonaron el gen de esta enzima
obtenida de rifion humano. El codigo contenido en el ADN consiste de 2469 pares de bases
y codifica para una proteina de 508 aminoécidos, que muestra un 82.5 % de homologia con
la secuencia de la 1a-{OH)asa de rata.

El gen humano de la enzima consiste de 6 kilobases aproximadamente, esta compuesto de 9
exones y presenta una sola copia, la cual se localiza en el cromosoma 12 (Fu. 1997).

Se ha demostrado que un gran nimero de factores ibnicos y endocrinos regulan la actividad
de la la-(OH)asa y por lo tanto en la produccion de la 1,25-(0OH):D;. Estos factores
incluyen a la PTH, prolactina, hormona de crecimiento (GH), glucocorticoides, esteroides
sexuales, latdgeno placentario (Kumar, 1980), factor de crecimiento similar a insulina 1
(IGF-1) (Halhali, 1999), calcio. fésforo, jones hidrogeno, potasic y el mismo calcitriol
(Frasser, 1980). La expresion génica de la 1a-(OH)asa es modulada por su propio producto,
ya que a partir de ciertas concentraciones (10'7 M) la 1,25-¢(OH);D; suprime la expresién
de esta enzima (Horst. 1997).

Como se puede ver en la figura 3, la PTH es el factor regulador mas importante en la
formacion de la 1,25-(OH)D; en el rifidn (Wasserman, 1997). Estas hormonas y la

calcitonina median la homeostasis del calcio (Justin, 1997). Cuando las concentraciones
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extracelulares de calcio disminuyen, hay un incremento en la secrecion de la PTH, la cual
cteva las concentraciones de la 1,25-{OH)D; activando la produccion renal de ia enzima
la-(OH)asa y asi se inicia un circulo de regulacién, ya que si bien la §,25-(OH);D;
producida por el efecto de la PTH aumenta la absorcién del calcio en el intestino, también

es capaz de suprimir la expresion del gen de la PTH (Pols, 1988).

vitamina D
g 25-(OH)asa
pg,

4 + )

@\ @ 1a,25-(OH),D,

1a,25-(OH),D, 25-(CH)D,1¢(CH)asa

+

12,25-(OH).D,

Q0

Figura 3. Regulacién del metabolismo de la 1a,25 dihidroxivitamina [y (1,25-(0H),D;) En la
biotransformacion de la vitamina Dy a su forma activa la 1e,25(OH)D; participan la enzima
vitamina D;-25 hidroxitasa (25-(OH)asa) situada en el higado y 'a 25 hidroxivitamina Dy jalfa-
hidroxilasa (1o (QFDasa) en el rifion. La funcién clasica de la 1@,25-(OH)D; es la fijacion y
movilizacién del calcio cn el intestino y la mineralizacion del hueso con la participacion de la PTH.

{Tomado de Holick, 1930).
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Caniley v colaboradores (Cantley, 1985) correlacionaron ¢l efecto del calcitriol con la
secrecion de la PTH y los niveles de ARNm de. la misma. en cultivos de células
paratiroideas de borrego. En este estudio las concentraciones de la PTH v 1a expresion del
ARNm disminuyen de forma dosis dependiente con respecto al calcitriol.

El calcio participa en muchos procesos fisiolégicos como: la funcién muscular y nerviosa,
ja coagulacion de la sangre, como segundo y tercer mensajero en la accion bioldgica de
hormonas y neurotransmisores y en la mineralizacién de huesos y dientes. Aunque el calcio
se moviliza principalmente a través de un transporte pasivo, las hormonas calciotropicas,
PTH, calcitonina y 1,25-(OH);D; se encargan de optimizar la fijacion y movilizacion de
este importante mineral (Frasser, 1993).

E fésforo participa activamente en reacciones anabolicas y catabélicas, en la formacion de
trifosfato de adenosina y sirve de precursor en la sintesis de importantes méleculas como
los fosfolipidos, el ARN y ADN, ademés contribuye a la capacidad amortiguadora de) pH
en los fluidos corporales y junto con el calcio representa el principal constituyente de los
huesos y dientes (Harrison, 1961).

Harrison y Harrison (Harrison, 1963) demostraron que la 1,25-(OH),D; participa en el
transporte de! fosforo a través del intestino, ;:slé incrementa la transferencia del fosforo y
dicho incremento es dependiente de energia. El efecto de ésta hormona sobre ¢l fosforo es
dual, por un lado fija el mineral en las mucosas intestinales y por otro lo transporta dentro
del mismo y a otros tejidos. Otros autores sugieren que la forma activa de la vitamina D;.
incrementa la expresion intestinal de los cotransportadores del sodio y fésforo y que
ademas in vivo(Harrison, 1963; Henry, 1984) e in vitro (Pols, 1988; Lohncls. 1987) el

fosforo repula directamente 1a produccion de la 1.25-(0H); D,
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El factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-1} es el unico factor de crecimiento que
estimula la produccion de la 1,25{OH»D; ¥y dicho proceso es dependiente de calcio
(Menna, 1995). Asi mismo se sefiala que el IGF-1 puede tener una doble funcion durante el
crecimiento, no solo acelerandolo, sino también incrementando ]a mineralizacion del hueso
a través de la regulacion en la produccion del calcitriol (Miyuara, 1981).

Este metabotito dihidroxilado de la vitamina D; participa en la homeostasis del calcio y del
fosforo. asi como en la resorcion del calcio en el hueso e induce la maduracion y
diferenciacion de los monocitos a osteoclastos. El efecto de diferenciacion celular se probé
en monocitos de médula dsea humana, los que se diferenciaron in vitro hacia macréfagos
multinucleados en presencia de la 1,25-(OH);D; (Miyuara. 1981).

La capacidad antiproliferativa del calcitriol se ha probado en todos los animales
experimentales y en el hombre, en células malignas y sanas. Homna y colaboradores
(Homna, 1983) reportaron que el tiempo de vida de ratas inoculadas con células leucémicas
se puede prolongar si se les administra 1,25-(OH);D;. Ademds ésta dihidroxivitamina
inhibe la proliferacion celular en tumores y promueve \a diferenciacion celular.

Se ha encontrado que este metabolito de la vitamina Dj tiene efectos inmunoinhibidores,
aunque no se han examinado cuidadosamente (Adams, 1986).

Finalmente es importante destacar el efecto terapéutico del calcitriol en padecimicntos
. como la psoriasis y otras enfermedades hiperproliferativas de la epidermis, ademas del

raquitismo y la osteoporosis {Hotick, 1986).
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METABOLISMO DE LA VITAMINA D; EN EL EMBARAZO

Durante la pestacion, el metabolismo de la madre cambia para satisfacer las demandas
fetales y de ella misma; uno de los ajustes mas importantes es el relacionado con la
homeostasis del calcio (Gray, 1981). que incluye su balance positivo, el incremento en su
absorcidn intestinal. asi como la elevacion de laPTH y 1.25-(OH)=D; en suero. sobre todo
en las altimas etapas del embarazo (Care. 1997). como respuesta a la demanda de calcio
para la osificacion.

En el feto humano ocurren cambios considerables en eI. esqueleto entre el segundo y tercer
trimestre de gestacion. cuando el crecimiento alcanza su maxima aceleracion. en este
periodo el feto acopia un total de 25 2 30 g de calcio, con una tasa de acurnulacién de 150
mg-/kg de peso fetal total por dia (Gray, 1983). El incremento de calcio fetal de 100 mg en
los primeros cuatro meses hasta los 30 g en el embarazo a término indica un mayor
transporte placentario de calcio en el tltimo trimestre de gestacion.

Fl calcio total en el suero de la madre s menor que en el feto, este gradiente de talcio total
y ionizado del feto a la madre es atribuido al transporte placentario de calcio. La 1,25-
(OH):D; esté considerada como factor regulador en el transporte placentario de caicio en
presencia de la proteina ligadora de calcio dependiente de la vitamina D; (PLCa) y de los
receptores citoplasmaticos de la misma (Gray, 1983).

En el embarazo la vitamina D3 juega un papel muy imporiante en et desarrollo del feto. En
Ja mujer embarazada la sintesis del calcitriol se realiza en el rifion ¥ alternativamente en la
placenta. En el feto se sintctiza en los riftones (Tynarayama. 1983).

Es generalmente accptado que las concentraciones circulantes de la 25-(OH)D; en el

plasma fetal son mds bajos con respecto a las concentraciones circulantes de la madre
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(Haddad. 1991). ya que los componentes del citocromo Pas microsomal hepatico aparecen
solo después del nacimiento. '

Las concentraciones de la 24.25-(0H),2D; en suero. no presentan cambios sighificativos en
las primeras 28 semanas de embarazo en comparacion con mujeres no gestanies. pere
durante las Gltimas 8 semanas éstas son menores que en las mujeres no gestantes. debido al
mayor crecimiento fetal. Ya que, la 24.25-(OH):D; medula la funcion calcificante del
calcitriol (Tynarayama, 1983} y hacia Ja duodécima semana de desarrollo del feto existen
centros de calcificacion en los huesos largos de Ja extremidades.

El metabolito dihidroxilado de la vitamina D; mds abundante en la madre es la 1.25-
(OH);D; vy en el feto es ta 24.25-(0OH):D; (Lester, 1988). debido a que el proceso
dominante en el feto es la osificacion.

Las concentraciones elevadas de 1a vitamina D; estdn relacionadas con el sindrome infantil
de hipercalcemia (Heany, 1997). Ya que estudios en animales experimentates se demostrd
1a existencia de una asociacién entre lesiones cardiovasculares fetales y la ingesta excesiva
materna de vilamina Dj; probablemente por esta razén ia 24,25-(0OH):D; sea el metabolito
mas importante de la vitamina D; en el feto.

La 1,25-(0OH);D; aumenta gradualmente durante el embarazo como respuesta a la demanda
adiciional de calcio del feto, esto significa un incremento en la conversion de 25-(OHYD: a
1.25-(OH);D; para responder a la tendencia hipocalcémica e hipofostiémica. asociada con
la transferencia de estos iones, calcio y fosforo, al feto. Este incremento en la conéenlracién
de 1,25-(OH);D; provoca ¢l aumento de la PTVD y un incremento en la eﬁtiencia de la
absorcién intestinal de calcio y fosforo (Friedman, 1986).

Por otro lado, la PTH es un regulador de ta produccién de 1.25-(0OH)D; y su concentracion

sanguinea materna es nids baja en el primer trimestre de embarazo en comparacion con ¢l



Introduccion 13

posparto; en ¢} segundo trimestre las congcentraciones de la PTH son similares a las del
posparto. Las concentraciones circulantes de la PTH son mas alas durante el lercer
wrimestre cuando se compara con el puerperio. en embarazadas en otros periodos ¥ no
gestantes (Gray. 1981).

La calcitonina, un factor regulador de la 1.25-(OH);:D;. se encuentra elevada en el
embarazo en fa sangre materna y en el cordon umbilical.

Sintesis placentaria de la 1,25-(OH):Ds

La placenta es un érgano feto-materno cuyos componenies son: 1a porcion fetal que se
desarrolla a partir del saco coridnico y la porcion materna que deriva del endometrto
(Moore, 1995). En clia se realizan las funciones de proteccién, respiracion. excrecion ¥
préduccién de hormonas necesarias para el embarazo.

Las partes constitutivas de la placenta son: la decidua y el trofoblasto. Las células
deciduales partic':ipan en la nutricién fetal v en la proteccion del tejido matermo ante la
invasion del sinciciotrofoblasto. asi como en la produccion de hormonas.

Los elementos fetales de la placenta son: el amnios. el corion liso y rugoso, fos cuales son
membranas placentarias de importancia por la secrecién de hormonas (Sadler. 1993).

Las células que forman el trofoblasto dan origen a tipos celulares con funciones diversas.
algunas células por su capacidad invasora determinan la fijacion del blastociste al ntero.
otras alimentan al ovulo fecundado mediando el transporie de nutrimentos enire i
circulacion sanguinea materno-fetal y finalmente las eélutas que funcionan como Organo
endocrino.

Morfologicamente. el trofoblasto puede ser mononuclear o polinuclear en forma de
sincicio. En los tofoblastos se sintetizan diversas hormonas, en donde participan

precursorcs tanto de la madre como del feto. Algunas de estas hormonas son: la
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somatotropina corionica conocida también como laciogeno placentario. fa hormona de
crecimiento (GH). la tirotropina coriénica (TCH). la adrenocorticotropina coridnica
{ACTH). ademas de progesterona. estradiol y la misma 1.25-(OH) D (Moore. 1995).

El sitio especifico de la biotransformacion del calcitriol en la placenta es controversial,
Existen informes que indican la incapacidad de la placenta para sintetizar esta hormona
(Glorieux, 1995). Sin embargo estudios recienies afirman que el origen de la 1.25-(OH), D
estd en la porcién decidual de la placenta {Whitseit. 1981). Por otro lado. Zerwekh
(Zerwekh, 1986} y Holtis (Hollis, 1989) seflalan que de igual manera, la biotranstormacién
ocurre en el trofoblasto. aunque este ultimo sugiere que es a través de un procesos quimico.
Finalmente en 1999 Hathali y colaboradores (Halhati. 1999). demostraron que en la porcion
fetal de la placenta se produce esta hormona y no obstante. esle €s un proceso que involucra
la sintesis de proteinas.

PREECLAMPSIA

La preeclampsia (PE) es una enfermedad hipertensiva que puede presentarse en el
embarazo y ademas una de las causas més significativas de retraso en el crecimiento fetal,
parto prematuro, morbilidad y mortalidad materno-fetal (Pritchard. 1990). Esta enfermedad
ocurre en 6-8 % de todos los embarazos. 14-20 % de las gestaciones multiples. 30 % en
pacientes con anormalidades uterinas y el 25 % en pacientes con hipertension v daﬁt;
cronico renal (Burrow, 1996).

Esta es una afeccion muy frecuente en la mujer primigesta y afecta con mayor frecuencia a
madres adolescentes y mayores de 35 afios de edad: sin embargo. también se presenta en
mujeres multiparas con: gestacién maltiple ¢ hidropesia fetal. afecciones vasculares.
incluidas la hipertension cronica. la diabetes mellitus y afecciones renales coexistentes

(Pritchard, 1990).
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La PE es un sindrome complejo que afecta muchos 6rgano;. incluvendo al rifidn. el sistema
cardiovascular materno, la placenta e indirectamente al feto.

La sintomatologia clinica consiste en hipertension. proteinuria y/o edema. definidas estas
como 2140 y/o 290 mm Hg y proteinuria por 2100 mg/dL 6 3000 mg de proteina urinaria
en una sola prueba en 24 h (Pritchard, 1990).

Una de las consecuencias de este padecimiento es la mortalidad fetal. la cual se incrementa
en los casos donde solo se presenta hipertensidn y no asi con Gnicamente proteinuria.

El edema gestacional consiste en la acumulacién generalizada de liquido que se origina
después de 12 horas de reposo en cama. Ademas de otras caracteristicas patolégicas, como
incremento en la resistencia vascular, hipertension matema, disminucion en el riego
saz;guineo utero-placentario, anormalidades de la coagulacion, como el aumento en la
agregacion de plaquetas, generacion de trombina y formacién de trombos (Pritchard. 1990).
Otras caracteristicas que cabe destacar son: la ganancia de peso acelerado (2 900 g en una
sola semana o bien 2700 g al mes), cefaleas que pueden ser en la parte frontal u occipital de
la cabeza. aunque éste es un indicativo de una situacion agravada, ya que en los inicios de
la enfermedad no es muy frecuente; dolor epigastrico o en el cuadrante superior derecho.
éste es otro signo tardio de la enfermedad y al parecer causa de edema hepitico (Burrow.
1996).

Adicionalmente se pueden presentar convulsiones no causadas por entermedad neurologica,
aungue éstas son una condicion extrema. En este padecimiento se encuentran alierada la
produccion de muchos compuestos con efectos potenciales en las funciones vasculares

maternas. como la trombina. tromboxanos y angiotensina entre otras.
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Aunque la causa de 1a PE se desconoce. se seiialan la obesidad. la hiperiension congénita v
a menudo la altitud geogréfica como factores de riesgo.

Paradéjicamente, la posibilidad de padecer esta alteracidn aumenta con embarazos
subsecuentes con diferentes padres, lo que sugiere un- pape! del sistema inmune en la
patogénesis de esta enfermedad (Pritchard. 1990).

En un estudio se analizd el estado de mujeres adultas cuyas madres habian presentado
embarazos complicados con PE y eclampsia; de 187 mujeres estudiadas que lograron
embarazos viables, el 26% presenté esta complicacién en el primer embarazo, ademas 1 de
47 mujeres de la segunda generacién igualmente ta padecieron. por lo que se puede
adicionar el factor genético a la incidencia del padecimiento de €sta (Duran. 1999).
Cambios en la placenta preeclimptica

Aunque la placenta de embarazos complicados con preeclampsia al término no difiere
sigriiﬁcalivamcnte en peso y apariencia con respecto a las normales, existen marcados
cambios morfolégicos tanto en los trofoblastos como en los sinciciotrofoblastos.

E! sinciciotrofoblasto presenta 4reas de necrosis localizada y una disminucion en las
microvellosidades, lo cual se traduce como reduccién de la invasion a la decidua y al
miometrio, gencrando problemas de implantacion del feto y esto a su vez, esta relacionado
con el bajo fluje sanguineo uterino {Tabla 1). La invasidn trofoblastica en las arterias no es
uniforme, en general el reacomodo de los segmentos de! miometrio en las arterias uterinas
¢s inadecuado, esto se relaciona con et desarrollo anormal de las arterias uterinas (Cress.
1996).

La falla en la invasion de las extravellosidades citotrofoblisticas al miometrio y la
remodelacién deficiente de las arterias placentarias trae como consecuencia un decremento

en el riego sanguineo ltero-placentario. dicha reduccion pucde causar hipdxia placentaria
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con la resultante produccion de factores que activan a las céjulas endoteliales. De esta
forma el desarrollo anormal de la placenta inicia una cascada de eventos que llevan 2 la
hipoxia y contribuyen al desarrollo de enfermedades endoteliales (Genbacev, 1996).

Tabla 1. Resumen de anormalidades histologicas de los trofoblastos en el padecimiento
de la preeclampsia. (Adaptado de Cress CJ. 1996).

TIPO CELULAR ANORMALIDAD _CONSECUENCIAS
Sinciciotrofoblasto | Necrosis local, disminucion | Insuficiencia placenturia.
en las microvellosidades
Citotrofoblasto Mitosis incrementada - | Inmadurez celular.

Extravellosidades | Invasion reducida de lo | Disminucion en el riego
citotrofoblasticas | decidua y miometrio utero-placentario.

Determinaciones directas han demostrado que las concentraciones de oxigeno son mucho
mds bajas en la placenta en comparacién con el endometrio. El oxigeno es una factor que
regula la diferenciacién y los patrones de invasion de los sinciciotrofoblastos (Cress, 1996).
Los signos clinicos de Ia PE desaparecen répidamente después de remover la placenta, esto
apoya la idea de que la placenta juega un papel imporiante en la patogénesis del
padecimiento, por lo tanto el estudio de la placenta es critico en el entendimiento de todas
las fases de esta complicacion del embarazo.

Preeclampsia y vitamina D;

En el embarazo complicado con preeclampsia existen anormalidades en las congcentraciones
circulantes de algunas hormonas, citocinas, factores paracrinos y autocrinos (Seely. 1992).
Algunos estudios indican bajas concentraciones en suero del IGF-1 ¥ de la 1.25-(OH):D;
(August, 1992) en comparacién con mujeres embarazadas normales. Yo que ocasiona una
anormalidad en el metabolismo del calcio, (Yumping. 1997).

Las concentraciones del calcitriol libre y PTVD maternos incrementan durante el tercer

irimestre del embarazo normal, situacién que es inversa en la PE. Esta hormona se
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encuentra en una concentracion en suero de 37.8=13.5 pp/mL en embarazos complicados.
en los respectivos controles normotensos de 63=10 pg/ml y en las embarazadas con
hipertensién 75%15 pg/mL. De manera similar, las concentraciones de IGF-1 en mujeres
con PE fueron significativamente menores a las normotensas (NT). Ademis se sabe que
existe una correlacion significativa entre el IGF-1 v la 1,25-(OH);D; (Halhali, 1995).

La terapia con sulfato de magnesio es ampliamente usada en la clinica, ya que ¢l magnesio
es un importanie componente en la homeostasis del calcio junto con el calcitriol, la PTH, la
calcitonina y el fésforo (Cruiskshank, 1993).

La causa de la reduccion de la 1,25-(OH)D; en la PE es desconocidd y puede ser
adjudicada a un daflo renal y/o placentario en la produccién de la hormona (Cruiskshank,
1993).

Las concentraciones subnormales de esta hormona en sangre fetal humana estan asociadas
con una bajo peso del producto al nacer y bajo contenido mineral en los huesos, también
con disminucién en la fertilidad del recién nacido .

El estudio de la vitamina D; se encuentra en auge, ahora s¢ sabe que la biotransformacién
de los precursores al calcitriol en el trofoblasto se ve incrementada significativamente con
el estimulo del IGF-1 y que esta produccion es un proceso que requiere de la sintesis de
proteinas; sin embargo, resta conocer la importancia de la sintesis de' esta hormona en la
placenta y especificamente en el trofoblasto.

El conocimiento del papel que juega el calcitriol en la placenta es de gran importancia para
el estudio del padecimiento de la PE, complicacién del embarazo en la que posiblemente

este comprometido el metabolismo de la vitamina Dj.
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JUSTIFICACION

La preeclampsia es una enfermedad hipertensiva que afecta al 10 % de las mujeres

embarazadas en el mundo (Burrow. 1996) y el 1.3 % en México (Duran. 1999). Es la

principat causa de talla baja en el recién nacido, !a que estd refacionada con el

padecimiento de enfermedades cronico degenerativas ademas de ser una de las primeras

causas de mortalidad y morbilidad tanto materna como fetal, asi comno de parte prematuro

{Pritchard. 1990).

Ln este padecimiento se encuentra alterado el metabotismo del calcio v los factores de su

regulacion. destacando ¢! papel de la 1.25(0H)2D;3, cuya concentracion en el suero

matemno es significativamente menor que en las madres gestantes normales.

La enzima la-(QH)asa. responsable de la sintesis de la forma hormonal mas activa de la

vitamina D; en el rifidon, ha sido caracterizada a nivel bioquimico y molecular; sin
.

embargo. los estudios realizados para demostrar la presencia de la enzima en los

trofoblastos placentarios han producido resultados controversiales,

l.a contribucién en el conocimiento sobre dicha enzima en el trofoblasto placentario es

importante para el entendimiento de la regulacion del calcio tanto en el embarazo normal

como en ¢l complicado con PE.

El presente trabajo contribuird en el conocimiento por una parle. de la capacidad dei

trofoblasto proveniente de placentas de embarazadas sanas para producir la forma

hormonal activa de la vitamina D y por otro’lado, la alteracion de dicha sintesis en la PE.
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OBJETIVOS

General
Evaluar la actividad y expresion génica de la la-(OH)asa en trofoblastos humanos in

vitro provenientes de placentas normales y de embarazos complicados con preeclampsia.

Particulares

© Valorar las concentraciones de la 1,25-(OH),D; en cultivos primarios de trofoblastos
humanos normales y de embarazos complicados con preeclampsia.

© Evaluar la expresion del ARNm de la la-(OH)asa en cultivos de trofoblastos

humanos normales y de mujeres con preeclampsia.
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HIPOTESIS

Las céhulas del trofoblasto mantenidas en cultivo, provenientes de mujeres preeclampticas
biotransforman la 25-(OH)D; a 1,25-(0H): D; en menor proporcion que los trotoblasios
de mujeres con embarazos norma_les.

La disminucion en Ia sintesis de ésta hormona es secundaria a la menor expresion del gen
de la la-(OH)asa en las placentas provenientes de embarazos complicudos con

preeclampsia.
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MATERIALES Y METODOS

a) Materiales

Las piacentas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por e! Hospital General
Manual Gea Gonzalez y el Hospital Angeles del Pedregal. previa autorizacién del
protocolo por los comités de ética e investigaciones en humanos correspondientes. La
linea celular de rifion humane HEK 293, (ATCC CRL-1573) se compré de Microbix
Biosystems, Ontario, Canada.

La solucién salina de HANK, suero fetal de ternera (SFT) y el medio de cultivo
Dulbecco-Eagle modificado F-12 (DMEM-F12) empleados en la realizacién del cultivo
se obtuvieron de Gibco brl (Grand Island, NY, EUA), de SIGMA Chemical Co. (St Louis
MO, EUA) se utilizaron: Percoll, tripsina y enzima degradadora del ADN (por sus siglas
en inglés DNasa), el 8-Bromo-adenosin trifosfasto ciclico (8-Br-AMPc), el sephadex
G100 y la mezcla antibibtica penicilina-estreptomicina-fungizone. De In Vitro (México,
D. F.) se obtuvo ¢ medio de cultivo Dulbecco-Eagle modificado (DMEM). La
gonadotropina coriénica humana (hCG), asi como el anticuerpo anti-hCG utilizados en
los radioinmunoensayos fueron donados por ¢l National Institute of Diabetes and
Digestive and kidney diseases (Rockville, MD. EUA). El sustrato, [3H}25~(0H)Ds, se
compré de Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghameshire. Inglaterra). finalmente los
estandares de 25-(OH)D;, 1,25-(0H);D; y 24.25-(CH);Dy empleados en las separaciones
cromatogrificas de los metabolitos fueron donados por Hoffman La Roche (Basel,
Suiza). Los disolventes utilizados en este estudio se obtuvieron de Mallinckrodt Baker,

INC (Kentucky, EUA).
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En el estudio de la expresion del gen de la enzima l.a-(OH)asa se usaron de Gibco
(Grand Island, NY, EUA) los siguientes reactivos: trizo! {tiocianato de guanidina), dcido-
3-[N-morfoline}propancsulfonico (MOPS). sulfate dodecilico de sodio (SDS). ¢l sistema
de marcaje por hexanucledtidos al azar (The random primer DNA labbeling system), los
iniciadores, transcriptasa reversa (ampliTag DNA polimerase) utilizada en las
amplificaciones mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La membrana de
nylon de Bio Rad (Richmend, California, EUA). las placas de rayos X y el material
fotografico de Kodak. Finalmente el equipo utilizado en el presente estudio fue:
Incubador Steri cult 200, Forma Scientific (Chio. EUA). equipo de cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) Beckman 110 (Ohio,EUA). contador de centelleo liquide Wallac
l;Hl (Finlandia, EUA), espectrofotémetro Beckman DU 600 (EUA), entrecruzador
ultravioleta, (EUA), termociclador Perkin-Elmer 9600, (EUA), analizador de imdigenes
Eagle Eye Stratagrene (EUA), centrifuga Sorvall TC. (Pupont, EUA) y microscopio
Olympus CK2 (Stratagene, Japon).

b) Cultivos celulares

Las placentas se colectaron al momento del parto, se lransportaron a lemperaiura
ambiente ¢ inmediatamente fueron procesadas de acue_rdo a 1a metodologia descrita por
Kliman y colaboradores (Kliman, 1986).

Se disccaron 30 g de cada placenta correspondiente a los cotiledones, separando las
membranas y conductos vasculares. El tejido se sometid a dos Javados con solucion
salina y posteriormente se retiré el exceso de liquido sobre pasas para obtener el peso

hamedo exacto. El tejido se cortd en pequeiios fragmentos y se procedio a fa primera




Mareriales y Métodos 24

digestion (ver rabfu 2), al finalizar, se colectd el sobrenadante en 6 tubos de 15 mL con
1.5 mL de SFT.

El tejido restante se sometid a la segunda digestion (ver fabla 2). El sobrenadante se
colectd de igual manera que en la primera digestion y el tejido restante se sometié a la
tercera y Gltima digestion (ver tabla 2). Al finalizar, el sobrenadante se colectd en 10
tubos de 15 mL sobre 1.5 mL de SFT.

Tabla 2. Condiciones de las digestiones enzimaticas en e! cullivo primario de
trofoblastos.

B!geslléﬁ Sol HANk'SlX (IEL) Tripsina .(mg) Bnasa (mg) | Tiempo (min} | Agitaciso
i 150 190 30 30 Suave
2" 100 125 20 30 Suave
3 75 100 15 30 Suave

Al término de cada digestion, los tubos con el sobrenadante se centrifugaron durante 10
minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm), e! sobrenadante se elimind por
aspiracion. El botdn celular se suspendié en 0.1 mL de medio DMEM con la ayuda de
una pipeta de transferencia. Las células en suspensién se concentraron en un tubo
mantenido en un bafo a 37°C. Una vez que se obtuvieron las células de las tres
digestiones. se procedit a la separacion de los tipos celulares.

El medio con las células en suspension se depositd suavemente sobre el gradiente de
Percoll (ver anexe 1}y se centrifugd a 3000 rpm por 20 minutﬁs.

Las capas superiores del gradiente que contenia los detritos celulares de color blanco. se
removieron por succion, la regidn clara del gradiente cbrrespondieme a los trofoblastos
fue removida cuidadosamente con pipeta Pasteur en un tubo de 50 mL, y la parte inferior

del gradiente gue contenia a los eritrocitos se desecho.
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Los trofoblastos colectados se lavaron con 40 mL de medio DMEM y se concentraron
por centrifugacion durante 10 minutos a 3000 rpm, posteriormente se desechd el
sobrenadante y ¢l botén celular se resuspendio en 4 mL de medic DMEM y se procedid
al conteo de tas células. Finalmente las células fueron cultiva;ias a razon de 2 x 10° por
pozo en 2 mL de medio DMEM suplementado en cajas de cultivo de 6 pozos e
incubadas a 37°C en atmésfera humidificada y 5 % de CO,.

Los medios de cultivo fueron reemplazados por 2 mL de medio fresco cada 24 h. Las
células destinadas al estudio de la vitamina D se mantuvieron en medio de cultivo F12,
24 h antes de la aplicacion del sustrato. A las 72 h se adicionaron 0.020 mL de [’H)
25(0M)D; 3 nM como sustrato a los pozos asignados al estudio de la enzima y se incubd
por una hora, posteriormente se realizo la separacién con cleroformo del medio de cultivo
y la fraccion celular. En los pozos controles al término de las incubaciones se separaro el
medio de cultivo de los trofoblastos.

Los medios de cultivo de los diferentes dias fueron colectados para analizarlos en
estudios posteriores.

A los cultivos realizados se les cuantificé de la gonadotropina coriénica humana (hCG)
por radioinmunoandlisis, bajo condiciones normales y de estimulo con e} 8-Br-AMPc.
Las céiulas HEK 293 fueron descongeladas y mantenidas en cultivo con medio DMEM
con 5 % de SFT, de igual manera los medios de cultivo fueron cambiados cada 24 h por
la misma cantidad de medio fresco. Estas células fueron procesadas en el momento en el

que presentaron un 80-90 % de confluencia.
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¢) Cuantificacion de 1,25-(OH):D;

Extraccion cleroférmica

La extraccidn en cloroformo se llevé a cabo segin el método de Bligh y Dyer (Bligh.
1959).

Los medio incubados con el sustrato se transfirieron a tubos de vidrio de 20 x 150 mm
con la avuda de una pipeta Pasteur. Cada pozo fue enjuagado con 1 mL de metanol
mismo que fue transferido al tubo inicial. Se adicionaron 0.5 mL de NaOH IN a cada
pozo y se despegaron las células con un raspador estéril, se separaron 0.1 mL de la
suspension para la cuantificacion de proteinas. El resto se transfirio al tbo inicial al cual
se le agregaron 3 mL de metanol y 4 mL de cloroformo, se agitaron vigorosamente y se
dejaron separar las fases acuosa y orgdnica por 24 h, finalmente se transfirié la fase
acuosa a tubos de 12 x 75 mm.

Cromatografis de Liquidos de alta presién

La cromatografia liquida de alta presién (HPLC) es una técnica util para separar.
identificar y cuantificar moléculas en una mezcia dada. 1.a HPLC se fundamenta en una
caracteristica importante de las moléculas: la polaridad. En la HPLC de fase normal los
grupos hidrofilicos fijos en la superficic de la silica atrapan a los componenles
hidrofilicos de la mezcla dejando pasar a los hidrofobicos, como los metabolitos de la
vitamina D.

Para el presente trabajo. la fase cloroformica proveniente de ia extraccion se evapor con

flujo de nitrdgeno y se procedié a la separacion cromatografica.
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1* HPLC

A cada tubo se le adicioné 500 ng de cada estandar de 1.25-(OH);D;. 24,25-(OH hD: v
23(0OH)D;. .085 mi de fase movil [ (hexano 92:isopropanol 8) y se homogenizo. S¢
tomaron 0.01 mL en un vial como control y el volumen restante se inyectd al
cromatégrafo con la ayuda de una jeringa Hamilton.

En la primera HPLC todas las muestras s¢ analizaron a un flujo de 1.6 mL/minuto. Se
colectd cada minuto ¢l eluyente de la columna durante 25 minutos. y se registré el tiempo
de retencion para cada estandar.

Se recuperd 1.2 mL del volumen de cada vial que correspondiera al tiempo donde aparece
el pico de absorbancia dei estandar 1,25(OH),D; para someter a la segunda HPLC.

El eluyente colectado se evaporé a temperatura ambiente y se adicionaron 4 ml de
liquido de centelleo (liquido de centelleo Liquidfluor Dupont 4.4 %, alcohaol etilico 2.1 %
y tolueno 93.5 %) y se cuantificd las radiactividad en un contador de radiaciones beta
{Wiacale, EUA).

2" HPLC

El volumen recuperado de la primera HPLC correspondiente a los minutos de clucion del
estandar 1.25-(OH);D; se evapord con un ﬂL_ljo de nitrégeno.

A cada tubo se les adicionaron 500 ng del estandar de 1.25-(OH);D; y 0.095 mL de fase
mévil I. de igual manera, se tomaron 0.01 mL de la mezcla como control y el velumen
restante se inyectd6 al cromatografo.

El flujo de 1a segunda corrida cromatografica fue de 1 mL/minuto con una fase movil I}
(diclorometano 95:isopropanol 5). colectando durante 20 minutos a razon de un vial por

minuto.
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Los eluyentes colectados se evaporaron a temperatura ambiente v se adicionaron 4 mL de
liquido de centelleo. Finalmente se determind la radiactividad en el espectrofotometro de
radiaciones beta.

d) Cuantificacién de proteinas

Las proteinas en el cultivo se cuantificaron por ¢l método de Bradford (Bradford. 1976).
La curva de calibracion (ver anexo 2) y 0.03 mL de cada una de las muestras (solucidn de
NaOH 1IN con células que se tomaron en el momento de a extraccion con cloroformo) se
dispensaron en tubos de 12 x 75 mm por duplicado. se adiciond cloruro de sodio 0.15 M
de tal forma que resultara un volumen total de 0.1 mL, se adiciond | mL de la solucién
azu! brillante de Coomassie y se agitd. Finalmente se incubé a temperatura ambiente por
1 minuto y se leyé la absorbancia en un espectrofotémetro (Beckman DU 600, EUA) a un
longitud de onda de 595 nm.

¢) Determinacién de la hormona gonadotropina coriénica (hCG)

Las determinaciones de hCG en los medios de cultivo se realizaron mediante
radioinmunoanalisis (RIA} (Queipo, 1998).

Se marcd radiactivamente a la hormona por et método de la cloramina T:

Preparacién de la columna: 24 h previas a la preparacion de la columna se dejé hidratar
lg de sephadex G-100 en 15 mL de 0.01M PBS (0.3 mM fosfato de sodio monobasico
0.002 M fosfato de sodio dibasico 0.03 M de cloruro de sodio).

En una columna de separacién de 1 x 20 cm (Bio-Rad) sujeta a un soporte universal
lavada cuatro veces con 0.01M PBS se empaquelo el sephadex G-100 antes hidratado.
con 12 ayuda de una pipeta Pasteur hasta una altura de 15 cm, depositando la suspencién

del sephadex G-100 uniformemente y cuidando que todas las soluciones utilizadas
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a temperatura ambicnlte para evitar la formacion de burbu}'as durante ¢l empaquetamiento.
Una vez que la columna de sephadex G-100 alcanzo la altura de 15 cm esta se lavd cuatro
veces con 0.01M PBS y una vez con 1% albimina. al iniciar la efucion de esta se cerr6 la
columna v se almacend a 4°C hasta ¢l momento del marcaje de la hormona.

El método de yodacion usando es eficiente y rdpido para la unidn covalente del ' a
residuos de tirosina de una proteina. El I'* no unido es separado de la fraccion unida a
través de la columna de sephadex.

El procedimiento de marcaje de la hCG utilizada en el presente wrabajo se realizd en la
unidad de Medicina Nuclear del Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran™ y
bajo la direccion de la Bidloga Lorenza Diaz Nieto quien pertenence al Personal
Ocupacionalmente Expuesto del mencionado nstituto.

Procedimiento de marcaje de la hCG: Se prepararon {a solucion de Yoduro de potasio
(K1)/ sacarosa ( 0.1g 'de Kl y 1.6 g de sacarosa en 10 mL de 0.01 M PBS ). la solucion de
cloramina T (10 mg de cloramina T en 10 mL de 0.01M PBS) y la solucién de
metabisulfito de sodio (20 mg de metabisulfito de sodio en 10 mL de 0.01M PBS); estas
soluciones se hicieron momentos antes del marcaje y fueron protegidas de la luz.
Reaccidn de marcaje : A 2.5 pg de hCG en 0.025 mL de 0.01M carbonato acido de sodio
se¢ adicionaron 0.025mL de PB 0.5M (0.004. M fosfato dibasico dc sodio y 0.005 M

fosfato de sodio monobasico pH 7.4). 0.01 mL de '

y 0.025 mL de la solucion de
cloramina T. se agité vigorosamente con un homogenizador mecanico durante 30 seg. se
detuvo la reaccion con 0.025 mL de metabisulfito de sodio. La mezcla resultanie de la

reaccion se colocd sobre la columna de scphadex G-100. asi como 0.2 ml de las

soluciones de 0.01 M PBS/K I/sacarosa con las que fue lavado el recipiente de la reaccion.
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Se colecto el eluyente de la columna en 20 fracciones de 10 gotas cada uno en tubos de

12 x 75 mm. Se determiné la radiacion de cada una de las fracciones colectadas en un

contador de radionaciones gama, se eligieron los tubos con la hormona marcada (ver

anexo 3) y ésta se almacené a ~20°C hasta el momento de la determinacion. Finalmente

se dispusieron los residuos radiactivos conforme al reglamento para ello establecido.

Inicialmente se elabord un protocolo para la determinacion de hCG por cada placenta

evaluada. El protocolo general se disefi de la siguiente manera:

Tabla 3. Protocolo general de las determinaciones de hCG.

g L :%& r;;%f'ﬁ:io de t“bo . . 1 “anticuerpo T?Ct:zlgl‘%m? anticuerpo
1y2 |Cuentas totales (CT) v
3y 4 [Uniones no especificas (UNES) v
5y6& ]Cero uniones (Bo) v v v
7y8 |1 punto de la curva (0.15 ng hCG) ' v v
Sy 10 |2° punto de la curva (0.31 ng hCG) v v v
11y 12 |3° punto de la curva (0.625 ng hCG) v v v
13y 14 [4° punto de la curva (1.25 ng hCG) v v v
15y 16 |5° punto de la curva (2.5 ng hCG) v v v
17 y 18 |6° punto de la curva (5.0 ng hCG) v v v
19y 20 | 7° punto de lacurva 10.0 ng hCG) v v v
21y 22 |[8° punto de la curva 20 ng hCG) v v v
23- (n-2) | Muestras ‘ v v v
{n-1} y n | Cero uniones {Bo) v v v
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Determinacion de la hCG en los medios de cultivo: Se ‘iispensaron 0.1 mL de medio de
culiivo proveniente de los trofoblastos incubados en los diferentes dias y 0.1 mL de cada
uno de los puntos de la curva estandar de la hCG fver anexo 4). Se adicionaron 0.1 mL
del primer anticuerpo anti-hCG a una concentracion final de 1:150000 con PBS-Gel en
los tubos marcados en el protocolo. Posteriormente se ajusto la concentracion de la hCG-
1'** con PBS-Gel (1500- 20000 cpm/0.1 mL). una vez preparada la concentracion de la
marca se adiciend 1% de suero de conejo, s¢ homogenizé y se adicionaron 0.1 ml. de [a
mezcla a los tubos marcados en ¢l protocolo.

Se dejo incubando por espacio de 18 a 24 h a temperatura ambiente y protegido de la luz.
Al términe de la incubacién se adiciond el 2° anticuerpo anti-lgG (para conejo hecha en
borrego) 1:5 con 0.5 M PBS y 8 % de PEG (polietilenglicol). Se dej6 incubar por 2 h a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Al finalizar el tiempo de incubacion. se
precipitaron los complejos quimicos con 2 mL de agua fria. Se separd el precipitado por
centrifugacion a 3000 rpm durante 30 minutos, posteriormente el sobrenadante se retird
por decantacién, los tubos fueron secados con un isopo de papel absorbente y finaimente
se determind la radiactividad de Jas pastilla de cada tubo con un contador de radiaciones
gama. La radiactividad medida es inversamente proporcional a la concentracion de la
hormona.

f) Extraccion de ARN total

Se extrajo ¢l ARN total por el método del trizol: se homogenizaron de 50 a 100 mg de
tejido placentario correspondiente a los cotitedones. del cual se retird cuidadosamente la
porcién decidual. Para la extraccion del ARN se adicionaron 0.2 ml. de clorofermo por

cada mL de trizol. se¢ agité vigorosamente y s¢ dejo incubar durante 3 minutos a
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temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos. Al
finalizar. se separd cuidadosamente la fasc acuosa. en la que se realizo la precipilacion
del ARN con 0.5 mL de isopropanol frio durante 30 minutos a -20°C; la fase roja
restante se desecho. El precipitado se concentré por centrifugacion durante 15 minutos a
12000 rpm. £l boton de ARN se separd por decantacidn y se dejé secar a temperatura
ambiente. El extracto se lavd dos veces con 1 mL de alcoho! etilico al 73 % en agua libre
de ARNasa (tratado con dietilpirocarbonate (DEPC) al 0.2 %). El extracto final se
resuspendid en agua libre de ARNasas y el contenido de ARN se¢ determind por
espectrofotomelria a una Jongitud de onda de 260 nm.

Este método también se utilizé para aislar et ARN total a partir de células HEK 293 en la
adaptacion del método para células en monocapa. Se desnaturalizaron las células con
trizol a tazén de 1 mL por 10 cm?, posteriormente se procedio a la separacion como
arriba se indica.

g) Sintesis de 1a sonda e identificacién de la sonda molecular

La tanscriptasa reversa es una enzima multifuncional, que generalmente es utilizada para
dirigir la sintesis ADN a partir de cadenas de ARN. Especificamente se emplean un
conjunto de desoxioligonucledtidos (oligo d-T) como inciadores de transcripcion de las
secuencias de ARNm. EI ADN sintetizado a partir de cadenas de ARN es referido como
ADN complementario (ADNc).

F! ARN total de las células HEK 293 extraido como se describio previamente {(0.00! g)
fue wlilizado como templado para la sintesis de ADNc, medi_ame una reaccion de
transcripcion reversa (RT) en la que se utilizaron 200 unidades (U) de la enzima

SuperScript 1l Reverse transcriptase (Gibco). 0.001 g de olige dT como iniciador y
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0.5mM de la mezcla de nucledtidos (dNTP's): guanina trifostato {GTP). timina trifosfato
{TTP). citocina wifosfato (CTP) v adenina trifosfato (ATP).
.a reaccion de transcriptasa reversa permitio obtener la copia de ADN (ADNc) de todos
los mensajes de wranscripeion contenidos en el ARNm.
Amplificacién del ADNc
La enzima Tag-polimerasa, extraida del organismo Thermus acuaticus (Lawyer. 1089). es
una polimerasa de la doble cadena del ADN. Su temperatura optima de accionesde 75 a
80 °C y al parecer solo presenta actividad exonuclasa del extremo 5'—3". En la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) se logra la sintesis de cadenas de ADN de manera
exponencial. a partir de una secuencia de ADN que sirve como modelo (templado).
Et ADN obtenido de la reaccién de RT se amplificé mediante PCR wiilizando 2.5 U de
enzima taq DNA polimerase (Perkin Elmer), 200 ng de ADNc proveniente de la reaccion
de reversa tanscritasa (RT) y (1.0 uM) los iniciadores de la ja-(OH)asa, un volumen
final de 0.025 mL.
Los iniciadores utilizados fueron los siguientes:

OHI1:5'G TTG CTA TTG GCG GGA GTG GAC 3' (sentido)™*

OH2: §' TA TAC GAC CAG TGA GAC ACA GTG 3’ (antisentido)™
Con estas amplificaciones se obtuvo un producto de RT-PCR de 298 pb del gen de la ta-
(OH)asa. Esle producto se separd en geles de agarosa 1.2 %. se putificaron en columnas
de Centricon-30 (Amicon, Beverly, EUA) y finalmente s¢ reamplifico.

La seccion del ARNm utilizada como sonda molecular se presenta en la figura 4.
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Identificacion de la sonda

Para saber si la sonda sintetizada realmente corresponde a la porcidn esperada del gen
estructural de la 1a~(OH}asa, se procedié a determinar la secuencia de nucleotidos para
compararla con las secuencias citadas para la enzima 1a-(OH)asa en ¢l banco de genes
GeneBank. Los productos de RT-PCR fueron reamplificados con nucledtidos marcados
con compuestos gue dan una coloracién diferente a cada uno de ellos. utilizando el
estuche comercial AB] PRISM Dye terminator cycle sequencing kit (Perkin Elmer Co.
Foster city. CA), utilizando 500 ng de ADNc y 2.5 U de Tug DNA polimerasa (Perkin
Elmer) v siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizé un programa de
amplificacién de 25 ciclos de: 96°C durante 10 segundos. 50°C por 5 segundos y 60 °C
d.urame 4 minutos; en un termociclador Perkin Elmer Cetus 9600 (Norwall. CT). A
continuacion se separaron los nucledtidos no incorporados con columnas Centricon-30 v
las muestras se secaron en un concentrador (Eppendorf 5310, EUA). Las muestras se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos y finalmente se separaron en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 4.75 % bajo las siguientes condiciones: 2500
voltios, 40 miliamperes, 32 watts por un tiempo de 16 h, El analisis de la secuencia de
bases se levd a cabo en un secuenciador automdtico modelo 373-01 (Applied
Biosyvstems- Perkin Elmer Co.)

h) Hibridacién ARN:ADN (Northern Blot)

E! ARN 101zl de las placentas y células HEK 293 se separéd en geles desnaturalizantes de
agarosa 1.2 %, se le determind la densidad dptica de las bandas ribosomales tedidas con
bromuro de etidio con un analizador de imagenes Eagle Eye (Stratagene) y se procedio a

su transferencia en membranas de nylon (Zeta-probe. Bio-Rad).
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Transferencia de ARN a membranas de nylon

La transferencia de! ARN total a la membrana se realizé por capilaridad con soluciones
salinas.

El gel de aparosa con el ARN separado electroforéticamente fue lavado con agua
desionizada por espacio de 30 minutos, Posteriormente se instalé el aparato de
transferencia: en una camara de transferencia (Gibeco BRL) se dispuso un puente de papel
filtro de manera que cruzara la plataforma elevada y tocara el fondo del contenedor de la
solucion de transferencia SSC 10X (0.3 M citrato de sodio y 3 M clorure de sodio} por
ambos extremos, despuds se colocd el gel en posicion invertida. de tal forma que el frente
del gel estuviera en contacto con el puente de papel; posteriormente se procedio a colocar
la membrana de nylon del mismo tamafo del gel (estabilizado por 10 minutos con SSC
10X). encima de ésta se pusieron cuidadosamente tres cuadros de igual tamafo de papel
filtro, evitando las formacién de burbujas de aire, finalmente se colocéd una torre de 5 cm
de altura aproximadamente de papel secante al cual se presioné con un peso de 500 g,
finalmente se llené el contenedor con 200 mL de SSC 10X,

Se dejé ransferir por espacio de 18 h y al término se desecharon la torre de papel secante
y los cuadros de papel filtro, se verifico que Ia'membrana contuviera el ARN por medio
de luz UV, finalmente el ARN en la membrana se fij¢ covalentemenie con un
entrecruzador ultravioleta (Stratagene). Las membranas preparadas se almacenaron a 4°C

para su posterior tratamiento.
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Marcaje de la sonda

E! marcaje de la sonda se realizé con el sistema de hexdmeros al azar v el fragmento
Klenow de la polimerasa | de £ Coli wiilizando ¢l estuche comercial de Random Primer
ADN labelling system Kit (Gibco BRL).

La sonda (25 ng en 0.025 mL), se desnaturalizo a 94°C durante 5 minutos, al término de
lo cual se incub6 con los nucledtidos (dATP, dGTP, dTTP) 0.02 mM. solucion
amortiguadora y aproximadamente 50 pCi de, [**P}ACTP v el fragmento Klenow (1U). se
agilé suavemente para homogenizar y se incubo a 37°C durante 1 h. Al finalizar se
adicionaron 0.005 mL de la solucién de paro (0.5M EDTA pH 8). La sonda marcada se
separd de los nucleotidos restantes no incorporados a las cadenas del nuevo ADNc con
una columna de sephadex G-50.

Prehibridacién

La membrana con el ARN se prehibrido como se indica en el protocolo estdndar de la
membrana de nylon Zeta-Probe (BIO-RAD). En una bolsa de hibridacién (BIQO-RAD) se
inirodujo la membrana y se depositaron 20 mL de solucion de prehibridacion (0.25 M
Na;HPO,. pH 7.2 y 7.0 % SDS). La bolsa de hibridacién se sellé con calor cuidando que
no quedaran burbujas de aire dentro de ella. El tiempo de prehibridacion fue de 2 h. en un
horno a 65°C con agitacion suave.

Hibridacion

Se incubo la membrana con la solucion de hibridacion (0.25 M Na;HPO, pH 7.0, 7.2 %

SDS y la sonda marcada) durante 18 h a 65°C en un horno con agitacidon suave.
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Al finalizar la hibridacion la membrana se sometid a lavados de astringencia. ¢l primero
con 200 mL de Na,HPO, 20 mM pH 7.2 y SDS 5% durante 15 minutos a 65°C con
agitacion suave y el segundo con 200 mL de 20 mM Na;HPO4 pH 7.2 y 1% SDS durante
15 minutos a 65°C con agitacién suave. A continuacion las membranas se expusieron en
una placa de rayos X y finalmente se determind la densidad éptica de las bandas
reveladas que resultaron de la hibridaciéon en un analizador de imagenes Eagle Eye
(Stratagene, EUA).
1) Hibridacion ADN:ADN (Southern Blot)
Al ARN total extraido de las placentas inicialmente utilizado en los anilisis de
hibridacion ARN:.ARN fue sometido a una reaccion de transcripcibn reversa como se
indicé en la obtencidn de la sonda molecular. Posterioremente se amplificd el ADNc con
fos iniciadores de la la-(OH)asa y como control de la ciclofilina, un gen constitutivo
cuyos iniciadores fueron:

CF1: 5CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT3'(sentido)

CF2:8'AGG TCC TTA CCG TTC TGG TCG3'(antisentido)
Todos las amplificaciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
alineacidn de las cadenas de ADN a 94°C durante 1 minuto. posteriormente 30 ciclos de
94 °b durante 50 seéundos; 60 °C durante 50 segundos y 72 °C durante 1 minulto.
Finalmente se di6 un periodo de extension de 7 minutos a 72 °C. Se realizaron
incubaciones en ausencia de RT como control negativo del analisis de RT-PCR,
Los productos de RT-PCR de las placentas con los iniciadores de las la-(OH)asa .y
ciclofilina, se separaron en geles de agarosa 1.2 % y se procedié a la transferencia en

membranas de nylon (Zcta-probe. Bio-Rad).
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Transferencia de ADN a membranas de nylon

La transferencia de ADN en geles de agarosa a membranas de nylon es en esencia la
misma que la empleada para la transferencia de ARN., sin embargo este proceso requiere
de tres pasos iniciales adicionales. Se sumergid el gel de agarosa con el ADN en una
solucion de 0.25 M HCI por 15 minutos. para eliminar las purinas de las cadenas del
ADN, con !a finalidad de facilitar la transferencia, posteriormente el gel se embebié en
una solucion desnaturalizante (0.5 N NaOH vy 1M NaCl) durante 30 minutos a
temperalura ambiente con agitacion suave para alinear las hebras del ADN, finalmente el
gel fue sumergido en una solucién neutralizante (3M NaCl, 0.5 M Tris-HCl) con la
finalidad de regresar a las condiciones de pH iniciales a continuacién se procedié como
se describe para la transferencia de ARN

Prehibridacion

La membrana con el ARN se prehibridé como se indica en el protecolo estindar que
acompaia a la membrana de nylon. En una bolsa de hibridacién se introdujeron las
membranas y se depositaron 20 ml de solucion de prehibridacion, el tiempo de
prehibridacion fue de 2 h, en un homno a 68°C con agitacion suave.

La sonda marcada y el broceso de hidridacion empleados en este método. {ueron
descritos previamente. Al finalizar la hibridacién la membrana se someti¢ a cuatro
lavados de astringencia, los primeros dos con 500 mL de 20mM Na;HPO, y 5% SDS
durante 15 minutos a 65°C con agitacion suave v los altimes con 500 mL de 20mM
Na:HPQ, y 1% SDS durante 15 minutos a 65°C con agilacién suave. Finalmente se
expusicron las membranas a placas de rayos X y se analizo la densidad optica de las

bandas de hibridacion como previamente se describe.
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i) Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos en el presente trabajo. tanto de actividad de la enzima como de
expresion del gen, asi como de los parametros clinicos y Ja Gonadotropina Coridnica
humana (hCG), fueron analizados estadisticamente mediante una prueba de “t" de

Student pareada, con un nivel de significancia de P< 0.001.
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RESULTADOS

1. Estudio clinico.

En ¢! presente estudio se colectaron placentas de 15 mujeres con preeclampsia v de 17
mujeres embarazadas normotensas. Las caracteristicas clinicas generales de la poblacién
estudiada se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de la poblacion.

i ¢ ..Grupo NT " Grupo PE p
. ‘ ‘ S (m=1T) (n=15)

Tension arterial diastdlica 726 103 £ 12 < 0.0001
{mmHg)
Tension arterial sistdlica 117+ 10 15114 <0.0001
(mm Hg)
Proteinuria {+) t R B
Edema (+} Ausente A s
Edad de la madre (afios) 251158 232+8 0.261
Edad gestacional (semanas) 394114 38+2 0.090
Peso del recién nacido (Kg) 3.260+ 0.390 2.771 £ 0.441 0.010
Niumero de gesta 2111 2112 0.86

NT= grupo normotenso PE = grupo preeclimptico

- Proteinuria; trazas {10mg/dL) £
30 mg/dL +

100 mg/dL ++
300 mgfdL +++
1000 mg/dl. ++++

Considerando los criterios de clasificacion establecidos para la PE, todas las pacientes del
grupo problema pertenecen al rango de precclampsia severa, ya que la tension arterial tanto
istélica como diastolica, la proteinuria y el edema, son significiativamente mayores en las
mujeres del grupo PE en relacién con el grupo controi.

Por otro lado la edad gestacional y el peso del re;ién nacido en el grupo en estudio es
menor en relacion con el control, sin embargo, la edad de ta madre y el nimero de gésla son

similares en ambos grupos.
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2.Caracterizacién det cultivo primario de trofoblastos )

Con el objeto de caracterizar el cultivo de trofoblasios se di¢ seguimiento a las
incubaciones. llevindose a cabo el analisis de los aspecios morfologicos de las células
trofoblasticas y de la secrecion de la hCG. Se analizé la viabilidad de los cultivos de
trofoblastos mediante la evaluacion por RIA de las concentraciones de hCG en los medios
de cultivo en presencia v ausencia de un andlogo del AMPc.

Aspecto morfolégico

Se analizé el aspecto morfolégico de las células mediante microscopia dptica. En la figura
5. se muestran los fenotipos de los trofoblastos normotensos separados por el gradiente de
percoll a). los cuales se presentan como células aisladas. pequeiias, esféricas v
mononucleadas, caracteristicas de los citotrofoblastos. A las 24 h de cultivo b), las células
muestran su adherencia a la placa de cultivo y ademds poseen pequeflas proyecciones
ciloplasmaticas, que reflejan el inicio de la movilizacion de los trofoblastos para realizar la
fusion de su citoplasma con otras células. Adicionalmente. a las 24 h aiin conservan su
caracteristica de ser mononucleares. En contraste, a las 48 h de cultivo ¢) y en particular a
las 72 h @). se pueden obsetvar ya sinciciotrofoblastos, células plurinucleadas que contiene
grandes vacuolas; los siciciotrofoblastos son producto de la fuston y diferenciacion de los
citotrofoblastos, tal come lo ha descrito Kliman y cols™.

En la figura 6. se muestra el aspecto morfologico de las células del trofoblasio provenientes
de placentas de mujeres que cursaron embarazos complicados con PE. En estos cultivos se
presentaron los esladios de diferenciacién del citotrofoblasto al sinciciotrofoblasto de

manera similiar al grupo control.
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3. Secrecion de hCG en cultivos de trofoblastos

El monitoreo del cultive mediante el andlisis de las concentraciones de hCG en los medios,
demostré que todos los cultivos realizados en el presente trabajo fueron capaces de
sintetizar esta hormona y de responder al estimulo con 8-Br-AMPc. La respuesta se
manifestd por el aumento en fa secrecion de la misma.

Al comparar la secrecién de dicha hormona a las 72 h de incubacién en ambos grupo, se

observd que no existe diferencia significativa. (grupo control 1350 % 343 y grupo

preeciamptico 872 + 120 ng/mg proteina p<0.612) (figura 7).

800
1800 - a
mm NT
—1 PE
’t-u‘ 1400 -
c
T a
o
(e N
o 1000 -
£
[}
£
o ] : .
O 600 ;
£
200 - T ;
B basal 8-Br-AMPc (1.5 mM)

Figura 7. Sccrecion de la Gonadotropina Corionica humana (hCG) en trofoblastos provenientes de
placentas normotensas (NT) y preclampticas (PE). Se muestra la produccion de esta hormona en el
tercer dia de cultivo en condiciones basates y bajo el estimulo de 8-Bromo-Adenosin monofosfato
ciclico (8-Br-AMPc). Los datos represetan la media £ desviacién estindar. °p (n.s.) vs basal. n=6.
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Sin embargo. analizando con detalle la secrecion de la hCG en los diferentes dias de
incubacion. se encontré que los trofoblastos cultivados provenientes de placentas
normotensas secretaron esta hormona desde el primero hasta el octavo dia, ullimo periodo
de incubacion.

Por otro lado las determinaciones de la hCG en los medios de cultivo reflejan de manera
interesante un maximo estadisticamente significativo a las 48 y 72 h (870 + 150 y 1350 ¢
345 ng/mg proteina respectivamente, p<0.0001). cuando se compara con los dias restantes

tanto en presencia de! andlogo de AMPc como en ausencia, (figura 8).
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—&— basal

~ 1400
(]
£
b
=]
[
a 1000
(=]
E
[#)]
£
0} 600
Q
=

200

1 2 3 4 5 8 7 8
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Figura 8. Secrecion de la Gonadotropina Coridnica humana (hCG) en trofoblastos de
placentas normotensas. Se presentan [as curvas de secrecidn de hCG basal y bajo el
estimulo del 8-Bromo-Adenosin monofosfato cilico (8-Br-AMPc). Los datos representan la
media t desviacion estandar. *p< 0.0001 vs 8-Br-AMPc, ®p< 0.005 vs basal, n= 6.
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Cabe mencionar que en el curso del cullivo se observa una disminucion gradual en la
secrecion de hCG. sin embargo. la secrecion de ésta se mentiene por encima de los valores
basales encontrados al inicio del cultivo.

Secrecion de hCG en cultivos de placentas con preeclampsia

De manera simitar al grupo control, los cultives de placentas con PE presentaron una
respuesta positiva al ser estimuladas con el 8-Br-AMPc, resultando un aumento en la
secrecion de la hCG.

Otra similitud que presenta el perfit de secrecion de hCG en los trofoblastos con PE
comparado con el perfil de los trofoblastos de! grupo control. es que los maximos
significativos de secrecion son a las 48 y 72 h. (466 + 152 y 872 £ 120, p< 0.0001) (figura
9),' momentos en los que la pablacién mayoritaria son sinciciotrofoblastos. Sin embargo,
cabe mencionar la marcada disminucién en la secrecion de esta hormona en el perfil
preeclamptico. ya que a partir del séptimo dia de incubacion las concentraciones de hCG
son cercanos a los valores de la secrecion basal en los mismos dias (33 £ 9 vs basal 22 £ 4,
p (n.s.)). En el presente trabajo se dié seguimiento a las incubaciones hasta el octavo dia.
sin embargo como lo muestra la figura 9, la secrecion de hCG por lo trofoblastos de
placentas PE mantenido en cultivo deja de ser consistente a partir del séptimo dia. en
comparacion con la secrecion basal al primer dia de cultivo (p< 0.0001). Adicionaimente,
fas determinaciones de hCG en los medios de cultivo permitieron establecer que los
trofoblastos de placentas normales en promedio incrementaron la sintesis y secrecidn de
hCG cince veces can respecto al valor basal registrado a las 72 h de cultivo, mientras que
los cultivos de trofoblastos prectampticos solo incrementaron tres veces las concentraciones

de hCG.
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Figura 9. Secrecién de la Gonadotropina Coridnica humana (hCG) en trofoblastos de
placentas preeclampticas. Se presentan las curvas de secrecion de hCG basal y bajo el
estimulo de 8-Bromo-Adenosin monofosfato ciclico (8-Br-AMPc). Los datos representan la
media £ desviacion estdndar. p<0.0001 vs 8-Br-AMPe, "p<0.005 vs basal, n=6.

4.Produccién de metabolitos de la [*H] 25-(OH)D; en cultivos de trofoblastos.

Los trofoblastos cultivados en las condiciones antes mencionadas fueron capaces de
metabolizar la [JH]ZS-(OH)D3 en compuestos mas polares. Como se muestra en la figura
10, los metabolitos sintetizados en los cultivos eluyeron durante las separaciones
cromatograficas al mismo tiempo y en un irea radiactiva junto con cada uno de los
estandares de la 25-(QH)Ds, 1a 24,25-(OH);D; y 1,25-(0H)D; en 1a primera HPLC. En el
panel A se muestran los tiempos de retencion de los principales metabolitos de la vitamina
Ds, los que correspondieron a fa 25-(OH)D; eluyeron durante los minutos 4.5-5.5, para la

24,25-(0H),D; del minuto 7.5-8.5 y la 1,25-(0H);D; del minuto 15-i6. La segunda HPLC
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(panel B) permitio obtencr una separacion correspondiente a la 1.25-(OH)j:1: més efectiva:

con un tiempo de retencion de! minuto 14 af 15.
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Figura 10. Perfiles de clucidn de los metabolitos de la vitamina Dy separados mediante |1PLC. En
¢l pancl A se presenta el perhit de elucién del primer corrimiento v en ¢l panel B del segundo. Las
lineas continuas representan la absorbancia (ABS) registrada a lo largo de los mismaos y las barras
muestran las cuentas de radioactividad dadas en desintegraciones por minuta (DPM).




Resultados 50

Al comparar las concentraciones de la 24.23-(OH).D; ( figura 11} entre los grupos
estudiados. se observo una menor sintesis de este metabolito en el grupo PE con respecto al
grupo NT, (10,5 £ 3,49 vs 0.52 £ 0.081 nmol/mg proteina, p<0.008).

Finalmente en relacion al metabolito activo de la vitamina D; (figura 12), en el grupo PE
lambién se observo disminucion en la produccion de la 1.25-(OH):D; en comparacion con

el grupo control (157 £72 vs 17.5 £10.4. p<0.0001)
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Figura 11. Produccion de 24,25-(OH);D; en los trofoblastos normotensos (NT) y preecldmpticos
{PE). Los datos representan la media + desviacion estandar. *p<0.008, n=35.
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Figura 12. Produccion de 1,25-(OH):D; en los trofoblastos notmotensos (NT) y preclampticos (PE).
Los datos representan la media + desviacion estandar. *p<0.0001, n=5.

5.Estudio de la expresién del gen de la 1a(OH)asa en los trofoblastos.
Con la finalidad de comptementar los estudios de la actividad de la 1o-(OH)asa, se

procedio al anilisis de los productos de expresion de la enzima mediante el método de

Northern Blot.

Obtencion de la sonda de ADNc de la la-{OH)asa
Se logré la amplificacién de un fragmento del gen de la la-(OH)asa mediante andlisis de
RT-PCR con el ARN total extraido de los Lejidos placentarios y de las células HEK 293 con

los iniciadores especificos. El producto de la amptificacion se separ® en geles de agarosa y

s¢ 16 con bromuro de etidio. Como se muestra ¢n la figura 13. el producto de la
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amplificacién corresponde al tamafio esperado de 298 pb. El fragmento sintetizado a partir
de células HEK 293, se utilizé como sonda en las hibridaciones del ARN total de los tejidos

placentarios.

300 pb _—

Figura 13. Sonda de la 1a{OH)asa amplifiada por RT-PCR a partir de células HEK 293.

Identida.d de 1a sonda obtenida.

Con la finalidad de confirmar la identidad de los productos amplificados se analizd su
secuencia primaria, encontrando una homologia del 100 % con la secuencia de la la-
(OH)asa de rifion humano citada en el banco de genes con las claves de acceso AB005038,
AF020192 y AB005989. La secuencia completa del ARNm de la 1a-(OH)asa abarca 2469
pb y los fragmentos amplilicados en el presente trabajo se localizan entre las bases 951-

1248 (figura 14).
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951 g ttg cta ttg gcg gga gtg gac acg gtg tcc aac acg cte tet tgg get
ctg tat gag ctc tec cgg cac ccc gaa gtc cag aca gcea ctc cac tca gag
atc aca gct gec ctg age cct gge tec agt gee tac coc tea gec act gtt ctg
tcc cag ctg ccc ¢tg ctg aag gcg gtg gtc aag gaa gtg cta aga cig tac
cct gtg gta cct gga aat tet cgt gtc cca gac aaa gac att cat gtg ggt gac

tat att atc ccc aaa aat acg ctg gtc act ctg tgt cac-1248

Figura 14. Secuencia de nucledtidos de los productos de RT-PCR provenientes de las células
HEK 293.

Northern Blot

Los analisis de Northern Blot realizados con la sonda especifica de la lu-(OH)asa no
consiguieron mostrar evidencia de la transcripcion de dicho gen, por lo que se procedi6 a
amplificar ¢l ARN de las muestras de tejido placentario por medio de RT-PCR para
incrementa la schat de transcripeién de la enzima y asi poder realizar el analisis de los
ADNc mediante Southern Blot.

Southern Blot

Los productos de RT-PCR obtenidos de placentas controles, preeclampticas
sinciciotrofoblastos fueron amplificados con los iniciadores de la 1a-{OH)asa y ciclofilina
¢ hibridados con el fragmento del ADNc de la la-{OH)asa y del gen constitutivo de la
ciclofilina. como control en el proceso de amplificacion, adicionalmente se hibridaron las
muestras sometidas a amplificacién en ausencia de RT, las cuales fueron tomadas como

control de dicha reaccién.
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La hibridacion de los productos de RT-PCR provenientes de los tejidos placentarios.
(amplificados con los iniciadores antes mencionados) con la sonda especifica para la la-
{OH)asa resulté en la identificacion positiva de los mismos. La figura 15. muestra las
bandas correspondientes a la talla esperada de 298 pb, para la ta-(OH)asa y de 453 pb para
la ciclofilina, de acuerdo con los iniciadores utilizados. adicionalmente, se puede observar
las bandas de hibridacién con la sonda molecular del gen de la ciclofilina. asi como los
controles de la reaccién de RT, en los que no se muestra banda de hibridacion, ya que al no

existir reaccion de transcripcion no procede la amplificacion correspondiente.

NT PE
[ o | i i
o s v la-(OH)asa
858 &+
1 a2 b 3 c¢c 4d S5 e 1 a2 b3 c4d4d 5¢6
CF

Figura 15. Southern blot de los productos de RT-PCR obtenidos de placentas normales (NT),
preeciampticas (PE} y células del trofoblasio diferenciadas (6). hibridados con un fragmento
del ADNc¢ de la la-(OH)asa y ciclefilina (CF). EI ARN fue extraido de tejido placentario
normal y preeciamptico (lineas | a 5) e incubado en ausencia (lineas a-¢) de RT.

En la figura 16. se muestra el andlisis de la relacion entre las densidades relativas de las
bandas de hibridacion con ciclofilina y la-(OHasa en ios dos grupos de estudio. La
expresion de! gen de la lo-(OH)asa resultd significativamente menor en ef grupo PE en

comparacion con el grupo control (0.24 + 0.30 vs 0.84 + 0.50 respectivamente, p<0.03).
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Figura 16. Expresion relativa de la la-(OH)asa en tejido placentario normotenso (NT) y
preeclamptico (PE). Los datos representan la media * desviacion estandar. "p<0.05. n=10.



Discusidn 56

DISCUSION

E! proposito de este trabajo fue determinar la actividad de la la-(OH)asa, asi como su
expresion génica en irofoblastos humanos mantenidos en cultivo. para analizar la fisiologia
de la placentas de mujeres con embarazos normotensos y complicados con preeclampsia.
En los trofoblastos en cultivos se determind la capacidad de respuesta al estimuto con 8-Br-
AMPe, adicionalmente se examiné el fenotipo celular de estos en los diferentes dias de
incubacion.

Todos los cultivos realizados presentaron viabilidad positiva, ya que las determinaciones de
la gonadotropina coriénica humana (hCG) en ambos grupos estudiados presentaron
incremento en la secrecion de hCG, al estimularlos con el 8-Bromo AMPc,

El seguimiento de los cultivos permiti6é determinar por primera vez que los trofoblastos de
placentas normotensas son capaces de mantener la sintesis y secrecién de hCG desde el
primer dia de cultivo hasta el octavo dia, manteniendo los niveles por encima de los 100
ng/mg proteina.

Por otro lado, los trofoblastos de placentas con PE mostraron una disminucion en la
secrecion de esta hormona en el séptimo dia de cultivo, llegando a los valores basales. lo
cual probablemente esta relacionado con la disminucién del riego sanguineo utero-
placentario, observado in vivo (Cress, 1996). Adicionalmente este agotamiento en la
secrecion y sintesis de hCG pueda ser otra de las consecuencias de la insuficiencia
placentaria, sin embargo no existen reportes que apoyen esta sugerencia.

Se ha demostrado que la sintesis y secrecion de esta hormona es independiente del estadio
de diferenciacion de los trofoblastos (Kliman, 1986). ya que son capaces de producir hCG

desde el primer dia de cultivo; sin embargo. también se ha conflirmado que ésta aumenta
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hasta 14 veces las concentraciones promedio observadas desde el primer dia de cultivo. en
condiciones basales. En el presente trabajo se observo que la secrecion de hCG aumenta
cuando se estimula con 8-Bromo-AMPc y en menor grado en el control sin estimulo a
medida que avanza ¢l tiempo de incubacion. Los cambios en las concentraciones de hCG a
las 48, 72 y 96 horas de cultivo son acompafados de la citodiferenciacion de los
trofoblastos. cambios que se relacionan con las funciones bioldgicas del sinciciotrofoblasto,
pues como se ha mostrado la célula multinucleada es la'unidad enddcrina en el trofoblasto
(Kliman, 1986).

Las evaluaciones de las concentraciones circulantes de hCG durante el embaraze han
generado controversia. Algunos autores indican que las concentraciones de esta hormona
son significativamente mayores en las embarazadas que cursan con preeclampsia
comparadas con los controles normotensos (Raty, 1999; Myatt, 1999; Lui, 1999), Estos
estudios sugieren que dichas determinaciones puedan ser utiles en el prondstico de esta
importante alteracién del embarazo. Sin embargo, existen datos que indican que tal
diferencia entre las producciones de hCG tanto en el embarazo normotenso como en el
complicado con PE no alcanzan significancia estadistica (Moodley, 1995; Pouta, 1998) y
por tal motivo el uso de los niveles circulantes de hCG como indicador de la posibilidad de
desarrollar PE seria inapropiado.

Los resuliados obtenidos en el presente trabajo apoyan a los reportes de Moodley
(Moodley. 1995) ¥ Poﬁla (Pouta, 1998). quienes sefialan como impreciso el uso de las
determinaciones circulantes de hCG como elemento de prediccion en el padecimiento de la
PE. Cabe mencionar que las delerminaciones obtenidas en este trabajo fueron hechas en
medios de¢ cultivo de trofoblastos por lo que habria que tomar con reserva tales

comparaciones sobre todo por las condiciones experimentales entre un sistema in vive ¢ in
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vitro. Probablemente estas afirmaciones puedan ser confirmadas con estudios de
inmunohistoquimica de tejidos placentarios de ambos grupos.

Sin duda las bajas concentraciones de hCG en los cultivos de trofoblastos provenientes de
embarazos complicados con PE, son consecuencia del estado patologico de €stos. aunque la
causa de esta alteracion sigue en estudio. Como se menciond anteriormente la placenta
puede estar comprometida en el padecimicnto de la PE ya que al ser ésta removida. los
sintomas desaparecen {Pritchard, 1990).

En la PE el trofoblasto presenta ciertas caracteristicas patologicas como mitosis
incrementada (Cress, 1996), situacién que se contrapone a las bajas concentraciones de la
hCG encontradas en este trabajo, adicionaimente, si se considera que en la PE existen
anormalidades en la invasién de las vellosidades trofoblasticas a la decidua probablemente
la disminucién en tas concentraciones de hCG esta relacionada con esta caracteristica
patologica y sélo alcance a apreciarse un efecto en modetos de estudio in vivo. Finalmente,
la necrosis localizada en el sinciciotrofoblasto (Cress, 1996) durante la PE podria reforzar
las observaciones resultantes del presente trabajo.

Es importante mencionar que las determinaciones de la hCG en las dos condiciones
(presencia y ausencia de estimulo) hacen notar la menor capacidad de respuesta de los
trofoblastos PE ante el estimulo del 8-bromo-AMPe, destacando el estado patolégicé de
és10s; ya que la secrecion de hCG en los cultivos control se incremento cinco veces y en los
cultivos PE solamente tres veces en relacion al control basal.

Estudios realizados sobre el metabolismo de la vitamina D; indican que la porcidn materna
de la placenta (Kachkache, 1993; Rubin, 1993, Weisman,1979), es decir la decidua posee la
facultad de¢ metabolizarla y producir su forma hormonal, al mismo tiempo descartan a la

porcién fetal como origen de tal biotransformacion en compuestos mas polares (Delvin,
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1987 Glorieux. 1995; Hollis. 1989). Sin embargo, los datos obicnidos en este trabajo
apovan las evidencias que consideran a la region del trofoblaste como fuente extrarenal del
calcitriol.

Por lo anterior se puede decir que los trofoblastos mantenidos en cultivo son capaces de
transtormar a la 25-(OH)D; en metabolitos mis polares que comigran con los estandares de
la 24.25-(OH):D; y 1,25-(OH)QD;.

En la vida adulta del humano las concemra;iones circulantes de los metabolitos de la
vitamina Dj se encuentran en un gradiente decreciente: 25-(OH)D3 (30-50 ng/mL.)> 24,25-
(OH)2D3 (2-4 ng/mL.)} >1,25-(OH)2D3 (20-65 pg/mL.). En nuestros cullivos los
metabolitos radiactivos guardan este mismo gradiente de concentraciones, lo cual podria
indicar en primer lugar: que el ambiente del cultivo no altera la funcionalidad de Jas células
y en segundo: que si bien existe diferencia significativa en la produccién de estos entre los
grupos la homestasis de los derivados de la vitamina D; de alguna manera se conserva. Esta
observacion puede orientar la direccidn de futuras investigaciones.

Aunque la contribucién de la placenta en la sintesis de la 1,25-(OH),D; y 24,25-(OH)D;
con respecto a la produccién renal es minima, sin embargo su sintesis podria cobrar
importancia a nivel pardcrino. reprcsentando esta posibilidad un interesante campo de
estudio.

La 1.25-(OH):Ds, €l metabolito mas activo de la vitamina Dj, se encuentra nolablemente
disminuido (90 %) en los cultivos de trofoblastos de placentas preeclampticas con relacién
al grupo control. este hallazgo ¢s congruente con los estudios realizados en donde se
observé la disminucion en las concentraciones de IGF-f (Hathali. 1995). la misma 1.25-
(OH):D; (August, 1992) circulante y elevadas concentraciones de la PTH (Cruiskshank.

1993) los cuales son clementos reguladores de la sintesis del calcitriol en el rifion.
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En estudios con células cancerosas de colon (Zhao, 1993: Brehier. 1989: Harper, 1989) ¥
keratinocitos humanos (Pilla, 1988}, se encontro que la [,25-(OH);D; es por si misma un
agente poderoso que media la transicion de las células a una rapida proliferacién, no
diferenciacion del fenotipo, con concentraciones relativamente altas del receptor de la
vitamina D3 (RVD), y por otre lado, baja proliferacion, mayor diferenciacién. exhibiendo
una baja concentracién del RVD. En el presente trabajo se muestra la evidencia de la
diferenciaciéon en los cultivos de placentas PE y de una baja concentracién de 1,25-
(OH):D;, sin embargo las concentraciones del RVD no fueron evaluadas.

Posiblemente al analizar el receptor en diferentes estadios del embarazo sea posible
determinar el origen ctonoldgico de esta complicacion del embarazo. no obstante. este
analisis presenta limitantes de indole ético y legal.

Zhao y Feldman (Zhao, 1993) demostraron que en poblaciones més diferenciadas de HT-
24, células cancerosas de colon humano, {a abundancia del RVD esta disminuida en un
50%, en comparacién con las colonias con alta proliferacion y no presentan respuesta
biolégica a la 1,25-(OH);D;. Posiblemente en las placentas PE la respuesta bioldgica al
calcitriol se encuentre alterada, ya que al realizar las disecciones de las placentas en la
realizacién de los cultivos se observaron placas calcdreas, que al parecer podrian ser zonas
de acumulacién de calcio y otros minerales. situacién que evidencia la falla en el transporte
de calcio.

El mecanismo por el cual las células mds diferenciadas no responden biclogicamente a Ja
1,25-(OH);D; continua en estudio, sin embargo esto puede estar asociado con los procesos

de diferenciacion del fenotipo celular asi como la disminucién en el RVD.
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Con el presente trabajo se demuestra que la actividad de la ta-(OH)asa se encuentra
disminuida en Ia PE. asi como la expresion de sus transcritos observados en los analisis de
Southern blot. Cabe mencionar que los estudios del ARNm de la enzima realizados en este
trabajo mediante Northern blot, no mostraron alguna sefial de transcripcion, esta situacion
habia sido reportada previamente por otros investigadores (Monkawa, 1997), en donde no
se encuentra hibridacion entre €] ARNm extraido de placenta y la sonda especifica de la
la-(OH)asa, pero si en el rifién. Postblemente sea necesario adecuar la metodologia para el
estudio del ARNm de 1a la-(OH)asa, ya que al parecer la seifial de transcripcion de este gen
.no alcanza a ser detectada mediante el analisis del ARN total.

En este trabajo se muestra por primera vez la sefial de transcripcidn de esta enzima
médianle Southern blot de los productos de RT-PCR. El estudio de la enzima a nivel de
transcripcion apoya los datos de actividad de la enzima obtenidos durante 1a primera parte
de este trabajo, ya que el amilisi.s de las hibridaciones con la sonda especifica de la ta-
(OH)asa refleja una disminucitn en la expresion relativa del gen de la 1a-(OH)asa en el
grupo PE.

Aungue no se sabe con certeza la(s) causa(s) de la disminucién ¢n las concentraciones de la
1.25-(OH),D; circulante en el padecimiento de la PE. se han propuesto varias teorias: 1°) la
falla renal debida a la hipertensién, que puede reflejarse como una baja sintesis del
calcitriol. y 2°) la subdptima funcién placentaria como resultado de la deficiente irrigacion
sanguinea. A pesar de que estos argumentos suponen un funcionamiento general, ellos
pueden servir para iniciar ¢l estudio concerniente a la regulacién de la lu-(OH)asa

placentaria y llegar a la explicacion de la disminucion de esta en el padecimiento de la PE.
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En resumen la baja capacidad de respuesta al 8-Br-AMPc v la disminucion en la sintesis de
1,25-(OH);D;5 ¢ 17.5£10.4 fmol/mg proteina) es un reflejo del cuadro patologico de la PE,
que podrian estar asociadas con otros elementos como hormonas v factores de crecimiento
que participan en algunos de los problemas centrales de la PE a nivel placentario, el
metabolisme del calcie y/o el crecimiento y diferenciacion celular. La baja actividad de la
la-(OH)asa puede estar directamente relacionada con alteraciones a nivel transcripcional,
ya que su expresion génica también se encuentra disminuida. Finalmente {a baja respuesta
al 8-Br-AMPc¢ y la baja sintesis de 1,25-(OH);D; podrian servir para orientar futuras
investigaciones encaminadas a conocer la regulacién de la sintesis del calcitriol placentario
en condiciones normales y patoldgicas.

La 1,25-(OH):D; (Homna, 1983) y la hCG (Panesar, 1999; Petraglia, 1998; Alsat, 1998)
comparten funciones como diferenciacion y proliferacién celular, procesos que se
encuentran activos en el embarazo, probablemente al encontrarse disminuida fa 125,
{OH);D; por causas desconocidas hasta el momento, la baja capacidad de respuesta al 8-Br-

AMPc aumenten el desequilibri6 fisiologico, hormonal y metabélico presentes en la PE.
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CONCLUSIONES

Con base en Jos resultados obtenidos se puede concluir:

Se comprobd |a hipotesis planteada: La sintesis de la 1.25-(OH),D; en los trofoblastos de
placentas provenientes de embarazos que cursan con preeclampsia se encuentra disminuida
y esta alteracion es secundaria a la baja transcripcion del gen de la Ja-(OH)asa. ya que los
productos moleculares de su expresion génica, también se encuentran reducidos.

La sintesis de 24.25-(OH),D; en la placenta preecldmpticas es menor a la sintetizada en las
placentas normotensas.

La secrecion y sintesis de la hCG en las placentas provenientes de embarazos con
preeclampsia es similar a la encontrada en las placentas normotensas, sin embargo, su
res-puesta al 8-Bromo-AMPc es menor.

En los trofoblastos en cultivo de placentas preeclampticas el intervalo de sintesis y

secrecion de hCG es menor en comparacion con el control.
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ANEXOS

Anexo |
Gradiente de Percoll para la separacién de trofoblastos
En una gradilla se enumeran tubos de vidrio de 12x75 mm del 1 al 14. a cada tubo se le
adiciona la cantidad de percoll al 90 % (18 mL de percoll 100% con 2 mk. de solucidén

Hank's 10X) y solucién Hank’s 1X indicada en la 1abla.

Tubo % Percoll Percoll 90 % (m]) Sol. Hank’s 1X (ml)
1 70 2.33 0.67
2 65 2.17 0.83
3 60 200 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 3o 1.00 2.00
10 25 0.83 217
11 20 0.67 233
12 I5 0.50 2.50
13 10 033 2.67
14 5 0.17 2.83
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Una vez dispensados los tubos, se comprueba que todos tengan el mismo nivel. para
asegurar que la distribucion de las seluciones fue ta correcta. se homogenizan v se
depositan en un tubo de 50 mL a través de una bomba perisidltica con flujo lento,

cuidando que no se mueva bruscamente,

Anexo 2
Curva de calibracién de albimina de suero bovino (ASB)
En una gradilia se enumeran tubos de 12x75 mm del | al 10 y se dispensa la albumina
sérica bovina (0.75 nM) como se indica en la tabla, por duplicado, y posteriormente se

satura con NaCl (0.15 M) a un volumen de 100 pl..

Tubo ASB 0.750M (ul) NaCl 0.55M  (pl)
ly2 5 95

ly4 i0 90

5vy6 15 85

7y8 20 80
9y 10 0 100

Se homogentza y a cada tubo se adiciona | m] de colorante azul de Commasie.
= Limites de deteccién de la prueba: 2.5-10 pg /tubo.
=  Variabilidad: 7.3 %

s Sensibilidad: 1.91 pg fwbo.
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Anexo 3

Curva de lodacién
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tiempo de elucién (min)

Perfil de elucién de la hCG-1'¥

a} tiempo de retencion corresgondieme alahCG-1'%,
b) tiempo de retencion de! I'** no unido a la hormona.
(CPM = cuenta por minuto}
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Anexo 4

Curva de calibracion de la hCG para RIA

Tubo Dilucién Equivalencia

1 20 uL hCG + 480 pL PBS-Gel 100 pi. = 20 ng hCG

2 | 500 uL del tubo # 1 + 500 pL. PBS-Gel | 100 uL = 10 ng hCG

3 | 500 uL del tubo # 2 + 500 L. PBS-Gel | 100 pl = 5 ng hCG

4 1500 uL del tbo # 3 + 500 pL PBS-Gel | 100 pL = 2.5 ng hCG

5 | 500 L del tubo # 4 + 500 pL PBS-Gel | 100 uL = 1.25 ng hCG

6 | 500 pL del tubo # 5+ 500 uL PBS-Gel | 100 uL = 0.625 ng hCG

7 500 uL del tubo # 6 + 500 uL PBS-Gel | 100 uL = 0.31 ng hCG

8 | 500 uL del tubo # 7+ 500 pk PBS-Gel | 100 pL = 0.15 ng hCG

¢ Limites de deteccion de la prueba: 0.15-20 ng /tubo.
= Uniones totales: 57.5 %

= Uniones no especificas: 320 £ 128 CPM.

*  Uniones maximas: 17342 £ 3569 CPM.

=  Variabilidad: <8.9 %

»  Sensibilidad: 0.131 ng /tubo.

79



