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I. RESUMEN 

El riñón es el sitio principal de. conversión de la 25-hldroxlvltamlna 03 

(25-(0H)03) en calcitrlol (1,2S-(OH);o3)1•2 • 'esta reacción es catallzada por una 

enzima perteneciente a la famlHa.de las oxidasas mltocondriales, la 25-(0H)D3-la

hldroxllasa (la-(OH)asa,· CYP27B°i)3•
4I DÚrante la gestación las células declduales 

sintetizan a la la-(OH)asa, la :cual es funcionalmente activa y proviene del mismo 

gen qué la del rlñón 5• Sin embargo, en la parte fetal de la placenta la hldroxllación 

del' precursor de la 1,25-(0H)2D3 es controversia! y la Información en la literatura 

Indica que el calcltrlol placentario es producto de una reacción químlca6
• En este 

trabajo se reporta por primera vez la expresión de la la-(OH)asa en 

slnclclotrofoblastos humanos en cultivo. Además, se describe la clonación y 

expresión del ONA complementarlo (DNAc) de la la-(OH)asa de placenta en una 

línea celular eucarlonte, lo cual resultó en la síntesis constitutiva de la enzima 

catalítlcamente activa. Estos resultados demostraron que el trofoblasto de la 

placenta humana contiene la maquinaria enzimática necesaria para llevar a cabo la 

producción del metabollto activo de la vitamina 0 3 • Adicionalmente se determinó 

que la síntesis de calcitrlol en la placenta es regulada por el factor de crecimiento 

relacionado con la Insulina (IGF-I). Se observó que la expresión de IGF-I se 

incrementa progresivamente conforme la célula adopta el fenotipo endocrino, y este 

proceso fue similar tanto en cultivos de slnclclotrofoblastos normales como en los 

de placentas de embarazos complicados con preeclampsla (PE). Finalmente, se 

estudió la síntesis y expresión de la la-(OH)asa en las placentas PE. A este 

respecto la capacidad de los s.inclciotrofoblastos de placentas PE para 

biotransformar 25-(0H)03 en 1,25-(0H}203 fue significativamente menor que la 

observada en cultivos de placentas normales. Resultados similares se obtuvieron 

cuando se analizó el RNA mensajero de CYP27Bl. Estos datos sugieren que las 

anormalidades del calcio y de la vitamina O observadas en la preeclampsla tienen 

relación con la baja expresión y actividad de la la-(OH)asa de las placentas PE. 
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II. ABSTRACT 

The llmltlng step In the blosynthesls of/the:,acti~~ :fo~;r, of vlt~nÍln'. 0:1s .. • si 
hydroxylatlon at posltlon 1-alpha of •· 25-oH:ó. 'Ttils reaci:ioíí •·· 1s · C:Clt:aiy:i:éci ilv:'a'.:J)C'.~ 

' ··-«'.~- ,·:_·.:·,_ ... ~,~:, ':.,~ ··: .:.· . . ·.·."':··_._:··:.,;·_.·,,:'.},:;:)~·. 
member of the mltochondrl~1 ..• 1nnerrner11brane oxydases: 25-(0H)D3-la~;:;~,;~.•: 

hydroxylase (1a-(OH)ase; CYP27e1):~'.T~~'i<1d~ey'.1s · the maln slte of i::onver~1okoi}(tii~~Y 
25-hydroxyvltamln D~ .éi'S-COH)03) 'lnto calcltrlol {1,25-(0HhD3), but dufl;ig J4:11ü 

. - -.; '··' ·._ ... <~.,~-- :;,,, \-:;<:._''..:~.:;'.. H>:> --~·.>, . . ·· . ·>-~." -:!¡-1:Jt:'.';.~ 

gestationdecld.ualc:ells ~lso synth~size 1a-(OH)ase, which is a product of the sam~ '.·i·~;fl'.~ 

gene·. ;th~ñ· :kid~;Y'.~~::l:l.'~'~(o'i:i)a.se, and is functionally active. Neverthel~~~. :/: ::; 
. 1,25-(0H)~D~·~~6cidctí:6h 'by th'e fetal portien of the placenta has been controversial, 
. :·· .• :•: ··i:;i:>::.,¡,; .• ., •••. "<•·:· .• · .... 
since !;Orne.data lri theJiterature have shown that placenta! calcitriol is the product 

:,, ·: .. :.;:':.~,··:-:·:F~ ,: ·."·,·~o:i_., ·: .;:,-,_ ·. • _;_ 
of:a chemicaF,re.action rather than an enzymatic process. In the present work 

CYP27sl. ~~P~~ssf~n in syncytiotrophoblast maintained In culture is reported for the 

. flrsl: 'i'11"íie'.'tc'1~B.i~g and expression of placenta! 1a-(OH)ase complementary DNA 

(cÓNA).into an 'eukaryotic cell line Is also descrlbed. Thls resuited In the constitutive 

synthesis'of a fUlly active la-(OH)ase. Addltlonally, we demonstrated that calcltrloi 

·synthesis In placenta! cultures is up-regulated by insulln like growth factor-! (IGF

I). Placentas from preeciamptlc compllcated pregnancies (PE) were also studled. 

The PE syncytiotrophoblasts syntheslzed slgnlflcantly less 1,25-(0H),03 than control 

trophoblasts when incubated in the presence of equlmolar concentratlons of 

[3H]25-(0H)D3. CYP27Bl expresslon was also found to be reduced In PE 

syncytiotrophobiasts. On the other hand, IGF-I expression in PE syncytiotrophoblast 

cultures was not different from normal syncytlotrophoblasts; and increased ilneariy 

as differentiation occurred. Taken together these results suggest that low 

expression and activlty of 1a-(OH)ase in PE placentas might be reiated to calcium 

abnormalities that are characteristic of PE. 
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III. INTRODUCCIÓN 

1. Generalidades 

El nombre genérico de la vitamina O (VD) abarca un grupo de esteroldes 

íntimamente relacionados y que se caracterizan por presentar abierto el anillo B de 

su núcleo esterolde. La VD se encuentra en dos formas diferentes en la sangre: la 

vitamina D2 o ergocalclferol de origen vegetal y la vitamina D3 o colecalclferol que 

se sintetiza en la piel gracias a la acción de la luz ultravioleta. Esta última también 

se puede obtener de la dieta a partir del aceite de hígado de pescado y del huevo. 

La VD (VD sin subíndice se refiere a ambas formas D2 y D3) presenta en su 

estructura el núcleo del clclopentanoperhldrofenantreno; sin embargo, el anillo B se 

encuentra abierto entre los carbonos 9 y 10 lo que permite Identificarla como un 

secoesterolde. Adicionalmente, a diferencia de otras hormonas como el estradlol o 

la testosterona, la VD conserva 8 carbonos de la cadena lateral del colesterol. La 

diferencia estructural entre la VD2 y la VD3 es que la primera presenta un grupo 

metilo en el carbono 24 y un doble enlace entre el carbono 22 y 23. {Flg. 1) 

2. Síntesis de la vitamina 0 3 

En la piel la VD3 se sintetiza a partir del 7-dehldrocolesterol. La radiación 

ultravioleta rompe el anillo B dando lugar a la formación de un Intermediario 

Inestable (prevltamina O), que a través de un proceso fototérmlco se blotransforma 

en colecalclferol. Este metabollto circula en la sangre unido a su proteína 

transportadora hasta el hígado, en donde es hidroxllado en el carbono 25 para 

convertirse en 25-hldroxlvltamlna D3 (25-(0H)D3)7. Este metabollto, si bien es el 

más abundante en el plasma, no representa la forma activa. En el riñón la 

25-(0H)03 es hldroxllada en el carbono 1 para obtener la 1,25-dlhldroxlvitamlna D3 

(1,25-(0H),03) también conocida como calcltriol. (Flg. 2) 

9 



R b) " 
JI.~~ ~U· 

)1ií D r~ D2 
¡¡¡ 27 

Figura 1. a) Estructura química de la vitamina O. b) Grupo allfá~lco (R) que 

caracteriza a cada una de sus dos formas 0 2 y 0 3 

-~ ~ .. r. 
7-dehldrocolesterol 

~OH 

&CH, --;:¡¡¡-ón 

HO 

25-(0H)D3 

Vitamina D 

higa do 

1,25-(0H),03 

Figura 2. Síntesis de 1,25-(0H)203 a partir del 7-dehldrocolesterol. La luz solar rompe el anillo 

B para formar la vitamina 03 que al hldroxllarse en el hígado por la acción de la enzima 

vitamina D 25-hldroxllasa se convierte en 25-(0H)03• La forma activa se obtiene tras una 

segunda hldroxllación en el riñón por efecto de la la-(OH)asa. 
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3. Mecanismo de acción y funciones de la vitamina D 

Actualmente se sabe que el calcltrlol no se limita a mantener la homeostasls del 

calcio. De hecho es una hormona muy versátil capaz de generar respuestas 

biológicas por la vía genómlca a través de receptores intracelulares (IVDR), o por la 

vía no genómlca a través de receptores membranales (mVDR). En la primera vía 

participan receptores nucleares o cltoplásmlcos. El IVDR activado por la hormona se 

dlmerlza con otro receptor nuclear conocido como el receptor retlnoide X (RXR) y el 

heterodímero así formado se une a elementos de respuesta para la vitamina D 

(VDRE) en la ~eglón PÍ()motora de los genes blanco. El heterodímero puede reclutar 

coactlvadcir~s;y componentes del complejo de Iniciación de la transcripción con la 

finalidad de.iTiodular la transcripción de genes y provocar respuestas biológicasª. 

Los •9e~~s :•d~~ la osteocalclna, osteopontlna, hormona paratiroldea (PTH) y 

25-(0H)D 24,~hldroxllasa (CYP24) contienen VDREs en sus reglones promotoras9 • 

La:: s~gund~ vía para generar efectos biológicos es a través de receptores 

membranáles. Se ha sugerido a la anexlna 2 (36 kDa) como posible candidato para 

el nivoR; sin embargo, es factible que exista más de un solo receptor membrana1•. 

La unión del calcltrlol a su mVDR provoca la activación de la proteína cinasa e 
(PKC), de la fosfolipasa C, de la adenllato clclasa y/o la apertura de canales de 

calcio mediados por voltaje'º. Esta vía de acción rápida se relaciona con los efectos 

no genómlcos, e Involucra cambios en las concentraciones de segundos 

mensajeros. Algunos ejemplos de este sistema de señalización son el del transporte 

rápido de calcio en el duodeno" también conocido como transcaltaquia 

(estlmulaclón del transporte de calcio en 2-3 mlnutos)12 y la estimulaclón de la 

síntesis y secreción de la insulina en los Islotes pancreátlcos13
• En ambos modelos 

participan canales de calcio sensibles al voltaje que se activan una vez que el 

ligando Interactúa con el mVDR. De manera general, las funciones que se atribuyen 

a la 1,25-(0HhD3 son: mantener la homeostasls del calcio y fósforo, regular la 

transcripción de ciertos genes, promover la diferenciación celular, regular la 

proliferación de células normales y malignas, regular el sistema inmunológico así 

como los procesos relacionados con el transporte de calcio. Además, se han 

localizado receptores para esta hormona en tejidos tan diversos como la placenta, 

cerebro, músculo, Intestino y muchos sitios más9
• 
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4. Estructura, regulación y distribución de la la-(OH}asa 

El paso llmitante en la biosíntesls de la forma activa de la vitamina D es la 

hidroxllaclón en la posición 1 alfa de la 25-(0H)D3 • Esta reacción es catalizada por 

una enzima perteneciente a la familia de las oxidasas de la membrana Interna 

mltocondrlal: la 25-(0H)D3 la-hidroxilasa (la-(OH)asa) o CYP27Bl. La la-(OH)asa, 

que pertenece a la superfamllia de los cltocromos P450 se acopla a dos 

transportadores de electrones para hidroxllar al carbono 1 del sustrato en la 

orientación a. Las proteínas acopladas son una flavoprotelna (NADPH-ferredoxlna 

reductasa) y una ferredoxlna. Cada hldroxllación catallzada por un cltocromo P450 

se lleva a cabo mediante la siguiente reacción general: 

esterolde-H + NADPH + H+ + 02 => esteroide-OH + NADP+ + H20 

Esta reacción consume dos electrones, un protón y una molécula de oxigeno. 

Uno de los átomos del oxígeno es Incorporado al sustrato, mientras que el otro es 

reducido hasta agua14
• Los electrones son transferidos del NADPH al cltocromo P450 

por la NADPH-ferredoxlna reductasa y la ferredoxlna. 

Regulación de la la-(OH)asa 

La la-(OH)asa renal es regulada por diversos factores tales como el fósforo, el 

factor de crecimiento similar a la Insulina (IGF-I), el calcio, la PTH, la calcitonlna y 

la misma 1,25-(0HhD3
15

•
16

•17• La proteína transportadora de la vitamina D (DBP) 

también regula a la la-(OH)asa limitando la disponibilidad del sustrato. 

Recientemente se descubrió otra proteína Involucrada en la homeostasls de la 

vitamina D: Ja megallna. La megallna es una proteína localizada en los túbulos 

proximales del riñón y es considerada de vital Importancia para mantener 

concentraciones adecuadas de 25-(0H)D3 en la sangre, constituyendo por Jo tanto 

un eslabón Importante en la vía de activación de la 25-(0H)D 3 en el riñónª. 

Adicionalmente, Ja enzima CYP24 también regula la síntesis del calcitriol al 

competir por la 25-(0H)D3 y al lnactlvar al 1,25-(0H)2D3 mediante la hldroxllación 

de su cadena lateral en el C-24. De hecho, CYP24 es muy importante pues al haber 

un exceso de calcio en suero esta enzima es activada y constituye la vía metabólica 

más Importante de depuración del calcltrlol 18
• Cabe señalar que los estudios de 
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regulación de la la-(OH)asa han sido realizados sólo en términos de su actividad, 

pues la clonación de su DNA complementarlo (DNAc) es reclente'9
•
2º•21 , Sin 

embargo, actualmente se han llevado a cabo diversos trabajos que toman en 

consideración la estructura recientemente descrita del gen de la la-(OH)asa22 • A 

este gen se le ha asignado el nombre oficial de CYP27Bl 23
• 

Distribución de la 1a-(OH)asa 

Durante mucho tiempo la la-(OH)asa se detectó exclusivamente en Jos túbulos 

proximales del riñón 1•
2 y este órgano fue considerado el único sitio de conversión de 

la 25-(0H)D3 en l,25-(0HhD3 • Sin embargo, estudios posteriores demostraron la 

conversión extrarrenal de 25-(0H)D3 a su forma hormonal en otros tejidos tales 

como el hueso24
•
2s, la próstata 26

, los queratlnocltos27 y en células del sistema 

lnmunológJco8
• La síntesis de calcltrlol en la placenta ha sido demostrada,28•29•3º•31 

sin embargo, no ha sido posible aún esclarecer de manera clara y específica si se 

trata de un proceso enzimático o de otro tlpo6
• 

5. La vitamina D y el embarazo 

El embarazo plantea grandes retos al organismo materno, y uno de ellos es el 

de proveer de calcio al feto sin alterar la homeostasls de dicho mineral. Al término 

del embarazo el feto llega a acumular hasta 30 gramos de calcio, y para satisfacer 

esta demanda el metabolismo de la vitamina D sufre ajustes que se traducen en el 

aumento de las concentraciones de 1,25-(0H)2D3 en el suero de la madre, 

favoreciendo así un Incremento en la absorción Intestinal de calcio32 • 

Además del riñón, la placenta contribuye de manera Importante en mantener la 

homeostasis del calcio durante la gestación, metabolizando 25-(0H)D3 en 

1,25-(0H)iD,28
•
29

•
30

• La primera evidencia que se tuvo de la síntesis extrarrenal de 

calcltrlol fue en ratas preñadas, en donde la nefrectomía bilateral reducía, mas no 

eliminaba, la conversión de 25-(0H)D3 en calcitriol 33
• La producción placentaria de 

esta hormona se localiza en mayor proporción en las células declduales, donde se 

ha corroborado la existencia de la maquinaria enzimática necesaria para dicha 

síntesis, y más aún, se ha determinado que la la-(OH)asa renal y la decldual 

provienen del mismo gens. Por otro lado, estudios in vitro han mostrado evidencias 

de que la decldua humanas y el tejido placentario de roedores31 producen 
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1,25-(0H)2D3 ; sin embargo, hasta antes del presente trabajo no se había 

demostrado una producción consistente de dicho metabolito por parte de los 

trofoblastos34•35, A este respecto, Hollis6 sugirió que la 1,25-(0H),03 producida in 

vitro por la placenta humana era el resultado de un proceso mediado por radicales 

libres y no una hldroxilaclón enzimática. En contraste, otros estudios sugieren que 

existe actividad de la-(OH)asa en los trofoblastos y que las propiedades 

bioquímicas de esta hidroxllasa placentaria la señalan como una enzima de origen 

mltocondrial, muy similar a la renal28
•
29

, 

6. El calcitriol en la placenta y el feto 

Las concentraciones de calcltriol en el suero del feto son más bajas que en el 

suero de la madre, lo que probablemente se explique por el hecho de que el feto es 

hlpercalcémico cuando se le compara con la madre. Esta situación demanda la 

presencia de mecanismos que permitan el transporte de calcio madre-feto en 

contra de un gradiente de concentración. La placenta es el órgano encargado de 

transportar el calcio de la madre al feto, y si bien este sistema no está aún bien 

caracterizado, diversos mecanismos que dan cuenta del transporte activo requerido 

, han sido localizados en la placenta. Tal es el caso de Jos canales de calcio 36 y las 

proteínas acarreadoras de este nutrimento, como la calblndlna D9K37 y la ATPasa 

, del calclo38
• El calcltriol tiene un papel Importante en este sistema de transporte 

estimulando el paso transplacentarlo del calcio a manera dosis-dependiente39 y 

promoviendo la producción del RNAm de las proteínas acarreadoras de calclo40
•
41

, 

así como favoreciendo el transporte activo de este mineral. 

7. La placenta 

La placenta es un órgano transitorio que media el Intercambio fisiológico entre Ja 

madre y el feto y modula el metabolismo materno mediante la secreción hormonal 

en diferentes etapas de la gestación. Al término del embarazo la placenta pesa 

entre 300 y 500 g, tiene forma de disco y deriva de las células del blastoclsto que 

no formaron embrión. La placenta se compone de una cara materna y una fetal y 

por lo tanto presenta células de distinto genotipo. Las células declduales son de 

genotipo materno y las trofoblástlcas de genotipo fetal. La cara materna se 

caracteriza por presentar de 12-20 subdivisiones llamadas cotiledones, altamente 
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vascularlzados. La placenta provee una amplia superficie para el intercambio de 

gases y el paso de nutrimentos y funciona como órgano endocrino complejo. De su 

adecuado funcionamiento depende el proceso de implantación, mantenimiento del 

embarazo, protección inmunológica del feto y parto. Las vellosidades corlónlcas 

representan la unidad funcional de la placenta y están compuestas de una matriz 

laxa que contiene flbroblastos, macrófagos y múltiples vasos y capilares fetales, 

rodeados de una capa de cltotrofoblastos interna y una de slnclclotrofoblastos 

externa. 

El trofoblasto es el precursor de todas las células placentarias y de acuerdo a un 

gradiente de la hormona gonadotroplna corlónica humana (hCG) éstas se 

diferenciarán en: 1) slnclclotrofoblasto, cuya función principal es secretar la 

mayoría de las hormonas placentarias; 2) trofoblasto invasivo, encargado de la 

penetración de las arterias espirales maternas en el útero, y 3) trofoblasto de 

anclaje, que secreta fibronectina para promover la sujeción de la placenta al 

útero42
• 

La placenta sintetiza principalmente hCG, lactógeno placentario (hPL), 

progesterona, estradlol, prolactina, hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) 

y hormona liberadora de cortlcotroplna (CRH), entre otras43
• La hormona hCG es 

secretada desde el cuarto día posterior a la fertilización y prepara al endometrlo 

para que sea receptivo al embrión, asegurando así la implantación. La hCG rescata 

al cuerpo lúteo de la involución manteniendo la secreción de progesterona por las 

células lúteas43
• El cuerpo lúteo es el responsable de la producción temprana de 

estrógenos y progesterona, pero posteriormente la placenta asume su biosíntesls 

utilizando precursores de origen materno y fetal ya que los trofoblastos carecen de 

la 17 a-hidroxilasa y no sintetizan colesterol de novo44
• 

8. El factor de crecimiento similar a la insulina 

La diferenciación adecuada y el buen funcionamiento de la placenta es vital para 

el correcto desarrollo fetal. La placenta sintetiza factores de crecimiento similares a 

la Insulina, así como sus proteínas transportadoras y el receptor para IGF-145
• La 

expresión del RNAm del IGF-I ha sido demostrada en el sinciciotrofoblasto, decldua, 

amnios y el corion46
• Los IGFs son polipéptidos secretados preferenclalmente por el 
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hígado, y la regulación de: s·u ·producción se encuentra bajo la Influencia de la 

hormona de crecimiento (GH) :y factores nutricios tales como el aporte proteínico, 

energético y el zinc; mientras q'ue la regulación de la Interacción con sus receptores 

específicos esta mod.Úl.ada'.:. po; ~na familia de seis proteínas transportadoras 

(IGFBPs)47• El IGF-1 . mÍ..;,etlza' las acciones de la Insulina y sus efectos más 

conocidos son la estl~.ulaclón de la síntesis de DNA y la replicación celular, la 

estlmulaclón del tránsporte de aminoácidos, la Inducción de la diferenciación celular 

y la regulación de la secreción hormonal. Estudios in vivo e In vitro han mostrado 

que el IGF-I es un regulador de la producción renal de l,25-(0H),03
15

•
16

; y en 

experimentos en ratones normales tratados con IGF-1 se observó un Incremento del 

calcltrlol en suero Independiente de las concentraciones de calcio, fósforo o 

glucosa15
• Estos estudios señalan al IGF-1 como un estimulador Importante de la 

producción de 1,25-(0HhD3 • 

Por otro lado, las concentraciones de IGF-1 en el suero de la mujer embarazada 

aumentan progresivamente conforme avanza la edad gestaclonai,48
•
49

•
50 lo cual 

sugiere un papel Importante de este factor en el crecimiento y el desarrollo 

Intrauterino. 

9. Preeclampsia 

Definición: La preeclampsla (PE) y la eclampsia son complicaciones del embarazo 

que se caracterizan por hipertensión, proteinuria, edema repentino generalizado y 

en los casos más graves, crisis convulsivas. Este cuadro clínico se hace evidente 

generalmente después de la semana 28 de la gestación. 

Etiología: Las causas de este padecimiento son desconocidas; sin embargo, la 

evidencia señala que se trata de una patología multifactorlal51
• Por otro lado se han 

Identificado varios elementos de susceptibilidad tales como los de carácter genético, 

Inmunológico, de tipo nutricional o disfunciones orgánicas previas en el sistema 

cardiovascular o renal. Los síntomas clínicos desaparecen rápidamente tras la 

remoción de la placenta, lo cual apoya la Idea de que este órgano juega un papel 

Importante en el desarrollo de la patogénesls de la PE. 

Fisiopatología y placenta PE: Diversos cambios morfológicos y funcionales han 

sido reportados en la placenta PE52
• Se han observado Infartos, hematomas y 
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proliferación del cltotrofoblasto entre otros53
• Como resultado de la sinergia de 

· varias .c~ncÚctones patogénlcas no bien Identificadas aún, se genera una situación 

de hlpoxla-lsquemla uteroplacentarla con daño trofoblástlco54
• El flujo sanguíneo se 

enéuentra disminuido en la placenta y la Invasión de las arteriolas maternas por el 

· trofoblasto Invasivo es Insuficiente o ausente55 • En la PE se ha reportado 

disminución de antioxidantes, aumento en el proceso de peroxidación lipídica, 

aumento en los tromboxanos, disminución de las prostacicllnas56
, disminución del 

.IGF~I y de su proteína transportadora 3 (IGFBP3)57 y aumento en la IGFBP158
, entre 

otras alteraciones. En relación con esto último, se ha demostrado que la IGFBPl 

Inhibe la Invasión trofoblástlca59
• Adicionalmente la PE se ha asociado con bajo peso 

del recién nacido, hlpocalclurla, bajas concentraciones plasmáticas de 1,25-(0H)2D3 

así como de IGF-160
•
61

•
62

•
57

• 

Todos estos datos señalan a la placenta como un órgano involucrado en el 

desarrollo de la PE y hacen factible que existan alteraciones en la función endocrina 

de la placenta que expliquen la reducción en las concentraciones de IGF-I y de 

1,25-(0H),DJ en el suero de la mujer con preeciampsla. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

La placenta sintetiza calcitrlol durante la gestación6•28•
29

•
3º•31 y su contribución se 

presume lmportante29
•
33

• Sin embargo, se ha generado controversia en lo que 

respecta a la síntesis de 1,25-(0HhD3 en la parte fetal de la placenta y existen 

datos contradictorios en la literatura. Durante el embarazo se duplican las 

concentraciones de 1,25-(0HhD3 en el suero materno, 32
•
63 sin asociarse con 

hlpocalcemla, hlpofosfatemla o Incremento en las concentraciones circulantes de la 

PTH64
, por lo que se supone la participación de otros factores que regulen su 

síntesis. El IGF-1 es un estimulador de la producción renal de 1,25-(0HhD3 y sus 

concentraciones en el suero materno aumentan de manera paralela a la de calcitriol 

durante el embarazo48
•
49

•
50

• El IGF-1 es también regulador de la esteroldogénesls en 

cltotrofoblastos en cultivo. 65
•
66 Por lo anterior, el presente trabajo justifica sus 

objetivos al pretender: 1) determinar si el trofoblasto de la placenta humana 

sintetiza calcitrlol y si es dependiente de un proceso enzimático; y 2) establecer si 

el IGF-1 regula la síntesis de l,25-(0HhD3 en la placenta. 

Por otro lado, utilizaremos a la PE como modelo para estudiar la relación entre 

las bajas concentraciones circulantes de calcitrlol e IGF-1 en el suero durante el 

embarazo y la secreción placentaria de ambas moléculas. La preeclampsla 

constituye un problema de salud pública mundial y es causa Importante de 

morbilidad y mortalidad materno-lnfantll51
• Una de las alteraciones ampliamente 

descritas en la PE reside en el metabolismo del calclo61
•62 • El beneficio que aportaría 

el estudio de la placenta PE es determinar si una disfunción endocrina de dicho 

órgano pudiera estar en relación con la hlpocalcemla, como probable consecuencia 

de las bajas concentraciones en suero de l,25-(0HhD3
57

•
60 y la disminución en la 

absorción Intestinal de calcio resultante. 

Por lo anterior, el estudio de la placenta PE permitirá conocer si las bajas 

concentraciones de 1,25-(0HhD3 en el suero de la mujer con preeclampsla se 

deben a una menor producción placentaria de esta hormona, dependiente o 

Independientemente del IGF-1. 
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V. OBJETIVOS 

Objetivo general 

1. Conocer si el trofoblasto humano en cultivo produce 1,25-(0H),03 y estudiar 

su regulación por el IGF-1. 

Objetivos específicos 

1. Determinar si CYP27Bl se transcribe en el trofoblasto de la placenta humana 

. normal, y en su caso, comparar esta expresión en placentas de mujeres con 

PE. 

2. Estudiar la actividad de la la-(OH)asa en cultivos de slnclclotrofoblastos de 

mujeres NT y PE. 

3. Estudiar el efecto del IGF-I sobre Ja síntesis placentaria de 1,25-(0H),03 en 

cultivos de slnclclotrofoblastos de mujeres NT y PE. 
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VI. HIPÓTESIS 

1. La síntesis de calcltrlol por las células trofoblastlcas es un proceso enzimático 

similar al que ocurre en el riñón y es mediado, al menos en parte, por la 

la-(OH)asa. 

2. El IGF-I estimula la actividad y expresión de la la-(OH)asa placentaria. 

3. Los cambios en las concentraciones circulantes de 1,25-(0HhD3 en la PE son 

secundarios a la disminución en la síntesis y/o actividad de la la-(OH)asa 

placentaria. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ética del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zublrán". 

A) Reactivos. El medio de Dulbecco alto en glucosa (DMEM-HG), el medio 

modificado de Dulbecco con CaC'2 1 mM y 1 mM NaH2P04 (DMEM-F12), las sales 

balanceadas de Hank (HBSS), el suero fetal de ternera (SFT), la penicilina, la 

estreptomicina, la funglzona, el estuche comercial "SuperScript JI®" para la 

reacción de transcrlptasa reversa, el estuche comercial para marcaje Rad Prime, 

todos se obtuvieron de Glbco, Llfe Technologles (Grand Island, NY, EUA). El Percoll, 

monofosfato 3'5'-cíclico de 8-bromoadenoslna (8-bromo-AMPc), 

desoxlrribonucleasa 1 (DNasa 1), albúmina de suero bovino (BSA) y la clclohexlmlda 

se.compraron de Sigma Chemlcal Co. (St Louls, MO, EUA). Todos los solventes 

(gr~do: HPLC) son de Malllnckrodt Baker, (Kentucky,EUA). El estándar de 

l,25-(0HhD3 fue donado por los Doctores E.M. Gutknecht y P. Weber (F. 

Hoffmann-La Roche LTD, Basel, Suiza). La 25-hldroxl-[26,27-metll-3H] colecalclferol 

{[3H]25-(0H)D3) con actividad específica de 30 Ci/mmol se compró a Amersham 

. (Amersham, Inglaterra). La hCG utilizada en los radlolnmunoensayos (RIA) fue 

·generosamente donada por el "National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney Diseases" (NIDDK) (Rockvllle, MD, EUA). La Taq pollmerasa y el estuche 

comercial "ABI PRISM Oye Termlnator Cycle Sequencing Kit®" para la secuenclaclón 

del DNAc se compró a Perkln Elmer (EUA). El estuche comercial CONCERT® High 

purity p/asmid purification y el vector de expresión pcDNA 3.l/V5-Hls Topo TA® son 

de Invltrogen (EUA). El reactivo de transfección Fugene® es de Roche (Alemania). 

B) Materiales diversos. Se utilizaron cajas de cultivo de 6 pozos de 35 mm 

cada uno, Nunclon (Dinamarca). Las membranas de nylon fueron marca Zeta 

Probe® de Blo Rad (Hercules CA, EUA). Las columnas para purificación de DNA 

(Centricon® y Sentri-sep®) son de Amlcon, Beverly, MA (EUA). 
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C) Material biológico. 

Las líneas celulares de riñón humano (HEK 293) y de corlocarclnoma humano 

(JEG-3) se obtuvieron de Mlcroblx Blosystems, (Ontarlo, Canada). 

Las placentas humanas se colectaron de acuerdo a los siguientes criterios: 

Se consideraron como criterios de Inclusión para la recolección de las placentas 

aquellas provenientes de mujeres embarazadas con edad biológica entre 18 a 35 

años y gestaclonal mayor de 35 semanas, que presentaron presión arterial menor 

de 140/90 mm Hg. Este grupo se denominó control (NT). Se excluyeron las 

placentas de las mujeres que padecieran cualquier enfermedad. 

Para estudiar l~s placentas de mujeres con preeclampsla, se consideraron los 

siguientes criterios: placentas de mujeres con edad biológica entre 18 a 35 años y 

gestacional mayor de 35 semanas; que presentaron presión arterial 

sistólica/diastólica ~ 140 y/o ~ 90 mm Hg y protelnuria superior o Igual a 100 

mg/dL. Este grupo se denominó PE. Se excluyeron las placentas de mujeres que 

presentaron cualquier enfermedad diferente de la PE. 

1. Cultivo celular 

Las placentas a término (38-42 semanas de gestación) se obtuvieron de 

mujeres que cursaron embarazos normales y/o que cumplieron con los criterios que 

definen a la preeclampsla previamente descritos. Las placentas fueron 

transportadas al laboratorio para procesarlas. El aislamiento de cltotrofoblastos se 

llevó a cabo según Kliman et a/.67 Brevemente: Se pesaron 30 g de cotiledones 

placentarios sin tejido fibroso ni vasos. Se lavó el exceso de sangre con NaCI 0.9% 

a temperatura ambiente y se llevaron a cabo 3 digestiones enzimáticas sucesivas 

con trlpslna y DNasa I en HBSS libre de calcio y magnesio 30 minutos por cada 

Incubación, a 37ºC (ver tabla en el Anexo 1). La suspensión celular resultante se 

centrifugó a 1000 X g 10 minutos, se aspiró el sobrenadante y la pastilla celular se 

resuspendió en DMEM-HG. Las células se separaron en un gradiente 5-70% de 

Percoll (Vol/Vol) con HBSS (Anexo 2). El gradiente se centrifugó a 1200 X g a 

temperatura ambiente por 20 minutos sin freno, después de lo cual la banda 

correspondiente a los cltotrofoblastos (densidad 1.048-1.062 g/mL) se separó, y las 

células se lavaron con DMEM-HG y se diluyeron a razón de 2 x 106 céiulas/mL en 
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m~dlo para cultivo: (DMEM-HG acondicionado con L-glutamlna 4mM, loo unidades,_ 

de penlclllna/mL, estreptomicina 100 µg/mL, funglzona 0.25 µg/mL, y 20 % de SFT 

lnactlvado a 56°C durante 45 minutos). Las células se cultivaron en placas de 6 

pozos y se Incubaron en atmósfera húmeda con C02 5% - aire 95% a 37 oc. 
Diariamente se cambió el medio y se adicionó nuevo. A las 48 horas del cultivo se 

cambió el medio por DMEM-F12 sin SFT. A las 72 horas del cultivo se estudió el 

metabolismo de la 25-(0H)D3 como se describe posteriormente. 

Diariamente se examinaron el aspecto y la morfología de los cltotrofoblastos. 

Como control de viabilidad celular se cuantificó mediante radlolnmunoanálisls68 

(RIA) la secreción de hCG en presencia y ausencia de 8-Bromo-AMPc69 en los 

cultivos de slnclclotrofoblastos normales y PE. El anticuerpo utilizado esta dirigido 

contra la subunldad fl de la hCG y se utilizó a una dilución final de 1: 150 000. La 

senslbllidad del análisis fue de 0.025 ng/tubo. Adicionalmente se analizó la 

expresión de la subunldad n de la hCG en los diferentes días del cultivo (24-96 

horas) tanto en células que provenían de mujeres NT como de las que padecieron 

preeclampsla. 

La proteína total se cuantificó por el método de Bradford70 utilizando BSA como 

estándar. 

2. Estudios del metabolismo de la 25-(0H)D3 

Se estudió la capacidad de los slnclclotrofoblastos y de las células del 

corlocarclnoma humano "JEG-3" para convertir al [3H]25-(0H)D3 en [3H]l,25-

(0HhD3. Al tercer día de cultivo de los trofoblastos y en 2 mL de medio DMEMF-12 

libre de SFT se adicionó [3H]25-(0H)D3 (180 nCl/pozo) a una concentración final de 

3 nM, después de lo cual se Incubó durante una hora y se colectaron los medios de 

cultivo en tubos de borosillcato. La extracción clorofórmica de los metabolltos 

trltlados de la vitamina D3 se llevó a cabo según el método de Bligh y Dyer71
• Este 

método consiste en lavar las células con 1 mL de metano!, el cual se recupera en 

los tubos de borosillcato correspondientes, se adicionan 3 mL más de metano! y 4 

mL de cloroformo. Se agita vigorosamente y la fase clorofórmica se seca con flujo 

de nitrógeno, para resuspender el extracto lipídico en 100 µL de solvente 

cromatográfico (hexano-isopropanol 92:8). Posteriormente se Inyecta en un 
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cromatógrafo de líquidos de alta presión (HPLC) con un flujo de 1.6 ml/mln 

utilizando como marcador Interno de efusión 100 ng de 1,25-(0HhDJ auténtica. 

Este proceso se llevó a cabo en un HPLC Beckman equipado con una columna 

Ultrasphere SI de 5 µm, 4.6 x 250 mm. De las fracciones separadas por este 

método se tomaron las que coeluyeron con el marcador y se evaporaron para 

someterlas a una segunda separación cromatográflca utilizando como fase móvil 

diclorometano-lsopropanol 95:5, con una velocidad del flujo de 1 mL/min. 

Finalmente se cuantificó la radiactividad de cada fracción con 4 mL de líquido de 

centelleo (Llquldfluor Dupont 4.4%, alcohol etílico 2.1% y tolueno 93.5%) en un 

contador de centelleo líquido y se determinó el porcentaje de sustrato radiactivo 

convertido en calcltrlol trltlado. Los resultados se expresaron como femtomolas de 

r3HJ1,25-(0HhD3/mg protelna, y los cálculos se realizaron como se Indica a 

continuación'. ~as células JEG-3 se procesaron de Igual forma que los trofoblastos, 

una. vez que alcanzaron la confluencia. 

Lá ~~dl~~tí~ici'cid~6t~f(rt) es aquella que se recupera después de la primera HPLC. 
· · · 'n·-·:· -, -· 1;'' " '~ ·,' 

' Rl' équllÍale.alporcentaje de rt que eluye dentro de la reglón de la 1,25-(0HhD3 

. auténtlc~ ~~ la primera HPLC. R2 es el porcentaje de Rl, que eluye dentro de Ja 

re~tÓn ¡j~' 1;25~(0H)203 auténtica, después de la segunda HPLC . 

. · SI ;e: Incubaron 6000 femtomolas de sustrato por pozo, entonces: 

Rl x R2 x 0.6 = femtomolas totales producidas/pozo 

3. Efectos del IGF-1 sobre la síntesis de calcitriol 

Para determinar el efecto del IGF-I sobre la actividad de la la-(OH)asa 

placentaria se prelncubaron slnciclotrofoblastos en presencia de dicho factor de 

crecimiento a diferentes tiempos (O, 2, 8 y 16 horas) antes de Ja adición de 

c3HJ-25-(0H)D3 3 nM. Posteriormente se estimó la blotransformación del sustrato 

mediante Ja metodología descrita anteriormente. 

La curva dosis-respuesta se llevó a cabo preincubando los slnclciotrofoblastos 

con distintas concentraciones de IGF-I (O- 6.5 nM) durante dos horas previas a la 

adición del [3HJ-25-(0H)D3 • 

Por otro lado, el efecto del IGF-I sobre la producción de [3HJ-1,25-(0HhD3 se 

evaluó en presencia de clclohexlmlda 30 ¡1M, el cual es un lnhlbldor de la síntesis de 
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proteínas. Las Incubaciones con clclohexlmlda se realizaron una hora previa a la 

adición de IGF-I. 

4. Estudios del RNA 

Se colectaron 13 placentas de mujeres normotensas a término y 13 de mujeres 

PE. Las placentas se lavaron con NaCI 0.9% y se obtuvieron muestras de 

cotiledones que fueron Inmediatamente congelados en nitrógeno líquido. El tejido 

colectado se mantuvo a -70 °C hasta el momento de su uso. Posteriormente se 

extrajo el RNA de los tejidos por medio de la técnica descrita por Chomczynsky y 

Sacchl72
• 

4.1 Oligonucleótldos y reacción de RT-PCR 

El RNA total (3 µg) se utilizó como templado para la síntesis de DNAc con 

transcrlptasa reversa (200 U), ollgo (dT) (1 µg), y dNTP's (0.5 mM) del estuche 

comercial SuperScript®. La amplificación de cada DNAc por PCR se llevó a cabo con 

Taq pollmerasa (2.5 U) en un volumen final de 25 µL y los Iniciadores específicos (2 

µM). 

Con base en la secuencia de la lu-(OH)asa previamente descrlta19 se diseñaron 

y sintetizaron Iniciadores que generaron diferentes fragmentos del DNAc de la 

lu-(OH)asa para estudios de Northern y Southern blot, así como el fragmento 

completo codlflcante de la la-(OH)asa. Los pares de ollgonucleótldos utilizados se 

muestran en las siguientes tablas: 

Oligonucleótidos para la 1u-(OH)asa Orientación 

OH1: 5'-GTT GCT ATT GGC GGG AGT GGA C-3' Sentido 

OH2: 5'-GTG ACA CAG AGT GAC CAG CAT AT-3' Antlsentldo 

OH3: 5'-TTG GGG ATA ATA TAG TCA CCC AC-3' Sentido 

OH4: 5'-CCA CTC AGA GAT CAC AGC TGC-3' Antlsentldo 

OHS: 5'-ACG CTG TTG ACC ATG GC-3' Sentido 

VDFS: 5 '-C CTG AAC CAG ACC ATG ACC C-3. Sentido 

VDR3: 5 '-C TTA TCC CTA TGA TGA ATG AAA GG-3 • Antlsentldo 

RACED: 5'-GTT AGA CCC AAG ACC CGG ACT GTC-3' Sentido 

PRO 3: 5'-CGT GCT GAG TGG TAC TCT CGG TAG C-3' Antlsentldo 
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Pares de oligonucleótidos utilizados Tamaño del fragmento obtenido 

OH1/0H2 298 pb 

OH3/0H4 183 pb (sonda Interna) 

OH5/0H2 543 pb 

VDF5/VDR3 1592 pb (reglón codificadora completa) 

Las ampllflcaclones se llevaron a cabo en un termoclclador Perkln Elmer Cetus 

9600.(Norwall; CT) bajo las:condlclones siguientes: un ciclo a 94ºC por 1 minuto, 

s~guldo de 30 cl~l~s de 94 oc .So s; 60 ~c 50 s; y 72 oc 1 mln. Finalmente, se dio 

un perlodó ;d~ extensión de 7 mln a 72 oc. 
· La scind~ ·¡;'ar~; la 'ia-(CÍH)asa se generó con los 1nic1~dores OH1/0H2 que se obtuvo 

, •"--''· - .- ... , ·. . - . . ... :r, .. ·' 

·· .. a partlr .. del RNA de células de riñón huma~o HEK-293.pÓr RT-PCR como se 

describió previamente. La sonda Interna para Southern blot de la la-(OH)asa se 

obtuvo con los Iniciadores OH3/0H4. 

Para la ampllflcaclón de la secuencia codlflcante completa de la la-{OH)asa se 

utilizaron 30 ciclos de 94 ºC por 45 s, 57 °C 45 s y 72 °C 45 s, seguidos de un 

últlmo ciclo a 72 ºC por 3 minutos. 

Por otro lado se sintetizaron distintos Iniciadores que generaron dos diferentes 

fragmentos del DNAc de IGF-I: 

Oligonucleótidos para el IGF-1 Orientación 

IF1: 5'-TCA CAT CGG CCT CAT AAT ACC-3' Sentido 

IF2: 5'-AAA TAA AAG CCC CTG TCT CCA-3' Antlsentldo 

IF3: 5'-AGC TCT GCC ACG GCT GGA CCG GAG-3' Sentido 

IF4: 5'-CAC GAA CTG AAG AGC ATC CAC CAG-3' Antlsentldo 

Pares de oligonucleótidos utilizados Tamaño del fragmento obtenido 

IF1/IF2 229 pb 

IF3/IF4 66 pb (sonda interna) 
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La sonda para !GF~I~ se.obtllvo ·a partir de Ja amplificación de DNAc de placenta 

humana con los lrÍICÍadores' IFÍ/IF2. La sonda Interna de IGF-I se sintetizó con los 

Iniciadores IF3/lF4;"S~;~t11Ízó ~I siguiente programa para las amplificaciones de los 

fragmentos de IGF~r·~t';i ·~Íi:I~ (94ºC durante 1 mln, 56.5° durante 45 s, 72ºC 
.·.·., ·: . . 

durante 30 s); 28 ciclos (94ºC durante 45 s, 56.5°C durante 45 s, 72ºC durante 30 

s) y finalmente 1 ciclo (94ºC durante 45 s, 56.5°C durante 45 s, 72°C durante 3 

minutos). 

También se sintetizaron distintos Iniciadores que generaron cuatro diferentes 

fragmentos del DNAc del gen constitutivo de la clcloflllna: 

Oligonucleótidos para la ciclofilina Orientación 

CF1: 5'-CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT-3' Sentido 

CF2: 5'-AGG TCC TTA CCG TTC TGG TCG-3' Antlsentldo 

CF3: 5'-CAC ACG CCA TAA TGG CAC TGG TGG-3' Sentido 

CF4: 5'-AAA GAC CAC ATG CTT GCC ATC CAG C-3' Antlsentldo 

Pares de oligonucleótidos utilizados Tamaño del fragmento obtenido 

CF1/CF2 453 pb 

CF3/CF4 187 pb (sonda Interna) 

Se sintetizaron los siguientes ollgonucleótldos que generaron un fragmento del 

DNAc de la subunidad fl de la hCG: 

Oligonucleótidos para hCG Orientación 

hCG1: 5'-CGC ACC AAG GAT GGA GA-3' Sentido 

hCG2: 5'-AGG AGG GTG TTA TTT CCG-3' Antlsentldo 

Pares de oligonucleótidos utilizados Tamaño del fragmento obtenido 

hCG1/hCG2 494 pb 

Los programas de tiempos y temperaturas para las amplificaciones de clclofillna y 

hCG fueron los mismos que Jos utilizados para Ja la-(OH)asa. 
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Las sondas moleculares se separaron en geles de agarosa 1.2%, se eluyeron, 

reampliflcaron y finalmente se purificaron en columnas de Centrlcon®-30. La 

Identidad de cada sonda se confirmó mediante secuenclaclón como se describe 

posteriormente. El marcaje radiactivo de las sondas se llevó a cabo utilizando [ 32P]

dCTP y un estuche comercial basado en la técnica de hexámeros al azar. 

4.2 Obtención del DNAc de la 1u-(OH)asa 

Con la finalidad de conocer la secuencia del DNA complementarlo de la 

lu-(OH)asa del slnclclotrofoblasto, se secuenciaron los productos de RT-PCR 

obtenidos con los Iniciadores VDF5 y VDR3. De manera similar las sondas obtenidas 

fueron secuenciadas antes de ser utilizadas. Con esta finalidad se reampliflcó cada 

fragmento para la Incorporación de los nucleótldos cromogénlcos utilizando el 

estuche comercial ABI PRISM® siguiendo las Indicaciones del fabricante y el 

siguiente programa de amplificación: 25 ciclos de 96ºC x 10 s; 50ºC x 5 s; y 60ºC 

x 4 minutos. Posteriormente se separaron los nucleótldos no Incorporados con 

columnas Sentrlsep® y las muestras se liofilizaron para resuspenderlas en solución 

de carga. Posteriormente los productos de la reacción fueron desnaturalizados a 

950 C x 5 minutos y finalmente separados en geles de pollacrilamlda 4.75%. La 

secuenclación de bases se llevó a cabo en un secuenciador automático modelo 373-

01 (Applied Blosystems-Perkln Elmer, EUA). 

4.3 Southern blot 

Para obtener los fragmentos de RT-PCR de la lu-(OH)asa utilizados en estos 

estudios se usaron los iniciadores 0Hl/OH2 u OH5/0H2; para los de IGF-I los 

oligonucleótldos IF1/IF2, para hCG: hCG1/hCG2, y para la ciclofillna: CF1/CF2. 

Estos productos de RT-PCR se separaron en geles de agarosa 1.2% y se 

transfirieron a membranas de nylon por capilaridad, en presencia de SSC 10 X 

(citrato de sodio 0.3 M, NaCI 3 M). Los ácidos nucleicos se fijaron covalentemente a 

la membrana mediante· la exposición por 30 segundos a la luz ultravioleta. La 

membrana se prehlbrldó en Na 2HP04 0.25 M y SDS 7% a 65°C por 1 hora y 

posteriormente se adicionaron las sondas Internas específicas para la lu-(OH)asa, 

IGF-1, hCG o clclofllina según el caso, marcadas con [32P]-dCTP. La hibridación 

continuó 18 horas al cabo de las cuales se lavaron las membranas como se describe 
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a continuación: 20 minutos en 50 mL de SSC 2X, ·SOS 0.1% a temperatura 

ambiente, y 1 lavado de 10 mln a 65ºC en 50'inL~SSC·0 .. 1 X y sos 0.1%. 

Posteriormente se expusieron las membranas á pla~as 'cie rayos X de 3-10 minutos 

y se realizó el análisis densltométrlco. Para cont;ol~i la ~fl~ie~~la de Ja reacción de 

RT, se amplificaron todos los DNAc paralelamente, pJro'Jt111zando Jos Iniciadores de 

la clcloflllna. Se realizaron Incubaciones en ausencia de ~~acción de RT como control 

de Ja RT-PCR. 

4.4 Northern blot 

El RNA total se separó en geles de agarosa al 1.2% y formaldehído 6%; se 

transfirió por capilaridad a membranas de nylon con SSC lOX, se fijó con luz 

ultravioleta y se prehlbrldó con Na2 HP04 0.25 M y SOS 7% a 65°C. Este proceso 

duró una hora, después de lo cual se llevó a cabo la hibridación 18 h más a 65ºC o 

a 60°C con una sonda específica para Ja la-(OH)asa o para el IGF-I 

respectivamente; previamente desnaturalizada a 95ºC por 10 mln. Los lavados de 

la membrana se llevaron a cabo de manera similar a como se hizo en el apartado 

previo. La exposición de las membranas a una placa de rayos X se realizó durante 

18-24 horas, después de Jo cual se realizaron las densltometrías. 

Tras exponer las membranas a las placas de rayos X se analizaron las bandas de 

hibridación mediante un analizador de imágenes (Eagle-Eye system; Stratagene, 

EUA). 

4.5 Clonación y expresión de la la-{OH)asa 

La reglón completa codlflcante para Ja la-(OH)asa se obtuvo a partir de RNA de 

slnclclotrofoblastos como se describió en la sección 4.1. Este DNAc se Insertó en el 

vector de expresión pcDNA 3.1/V5-Hls Topo TA® mediante una topolsomerasa. El 

mapa del vector utilizado se muestra en el Anexo 3. Una vez construido el vector 

recomblnante con el Inserto se procedió a transformar células E. coli One Shot 

TOPlO químicamente competentes. Las bacterias transformadas se seleccionaron 

por su capacidad de crecer en medio LB sólido con amplcilina, como se describe a 

continuación: se sembraron las E. co/i transformadas en cajas Petrl con medio LB 

(Trlptona 1 %, extracto de levadura 0.5%, NaCI 1%, pH 7.0) con agar (15 g/L) y 

amplclllna (amp) 100 pg/mL. Las colonias portadoras de plásmldos se aislaron y 

crecieron en medio LB líquido + amp por 24 h a 37°C. La purificación del plásmldo 
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se llevó a cabo utilizando el estuche comercial CONCERT® Hlgh purity p/asmid 

purlfication siguiendo las Indicaciones del fabricante. El DNA piasmídico se utilizó 

para determinar la presencia y orientación del DNAc de la lu-(OH)asa mediante 

PCR utilizando oligonucieótidos que hibridan con secuencias del vector y del inserto. 

Los iniciadores que reconocen secuencias del vector se describen a continuación: 

Oligonucleótidos para el vector de expresión Orientación 
pcDNA 3.1/VS-His Topo TA® 

T7: 5'-TAATACGACTCACTATAG-3' Sentido 

BGH: 5'-TAGAAGGCACAGTCGAG-3' Antisentido 

Pares de oligonucleótidos utilizados Tamaño del fragmento obtenido 

T7/PR03 210 pb 

OHS/BGH 1060 pb 

RACED/BGH 297 pb 

Además, el DNAc se secuenció en un equipo automático, como se describió en el 

Inciso 4.2. La transfecclón de las células HEK-293 con el vector plasmídico se llevó 

a cabo utilizando el sistema de los lípidos catiónicos Fugene® y medio DMEM F-12 

libre de SFT. Se transfectaron 1.5, 3.0 y 4.5 µg de plásmido. Las células 

permanecieron 48 horas en presencia del reactivo de transfección y del DNA 

recombinante. Posteriormente, y con la finalidad de establecer si las células 

transfectadas expresaban al DNAc de la la-(OH)asa, se procedió a incubarlas en 

presencia de [3HJ-25-(0H)D3 (0.45 µCI) y 25-(0H)D 3 a una concentración final de 1 

µM durante 1 a 3 horas. Los productos de blotransformación del sustrato fueron 

identificados por doble HPLC como se describió en la sección 2. 

s. Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± la desviación estándar (SD) o 

el error estándar (SE). Las diferencias estadísticas se establecieron mediante la 

prueba de t de Student. Un valor de P s O.OS se consideró como estadísticamente 

significativo. 
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VIII. RESULTADOS 

1. Aspectos morfológicos y funcionales del cultivo de trofoblastos 

Después de Ja purificación con gradientes de Percoll se obtuvo una población 

uniforme de células mononucleares que fue sembrada en medio de cultivo DMEM

HG + SFT 20% a 37°C. Diariamente se examinaron al microscopio las cajas de 

cultivo. Al momento de sembrar las células se observó una población básicamente 

mononuclear y redonda (Fig. 3a); sin embargo, a las 24 h los cltotrofoblastos se 

adhirieron al fondo de la caja de cultivo y su citoplasma comenzó a desarrollarse 

con proyecciones hacia la periferia (Flg. 3b). A las 48 horas las células se agregaron 

de manera consistente como resultado de la migración de los cltotrofoblastos 

mononucleares, apreciándose slncicios multlnucleares producto de las fusiones de 

las membranas (Flg. 3c). El fenotipo celular predominante en este estadio fue el 

sinciclotrofoblasto. A las 72 horas se observaron únicamente sincicios bien 

diferenciados (Flg. 3d) conteniendo un promedio de 10 núcleos en su Interior, pero 

también se detectaron slnclcios con mayor número de ellos. 

Por otro lado, la concentración de hCG en el medio de cultivo de los trofoblastos 

(Flg. 4) aumentó progresivamente conforme las células adoptaron el fenotipo de 

slnciclos. Este hecho fue acompañado de un Incremento en la expresión de la 

subunidad p de la hCG (Flg. 5). Además, con la finalidad de determinar la capacidad 

de los trofoblastos de responder a estímulos, se llevaron a cabo incubaciones en 

presencia de 8-Br-AMPc. La adición de este análogo del AMPc incrementó de 

manera significativa la síntesis y expresión de la hCG (Flg. 6) 
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Figura 3. Diferenciación de Jos citotrofoblastos en cultivo. Se aprecia Ja 
morfología a los diferentes tiempos de incubación: O h (a), 24 h (b), 48 h 
(c) y 72 h (d). Tinclón hematoxilina-eosina, 20 X. 
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Figura 4. Concentración de la hCG en Jos medios de cultivo de los trofoblastos 

mantenidos durante tres días en Incubación. Los medios de cultivo fueron 

cambiados diariamente para la determinación de la hCG por radlolnmunoanállsls. 

Datos expresados como la media :!:: el error estándar. 

* P < 0.001 vs día 1; ** P = 0.02 vs día 2. n = 8 
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Figura S. Expresión de la subunldad [1 de la hCG en diferentes etapas de 

diferenciación del trofoblasto. La abundancia relativa del RNAm de la subunldad ll 

de la hCG se estimó por RT-PCR tal y como se describe en Material y Métodos 

utilizando los ollgonucleótidos hCGl y hCG2. Adicionalmente se utilizaron 

Iniciadores de Ja clcJofilina con la finalidad de normalizar los resultados. (A): Gráfica 

de la relación entre Ja densidad óptica de hCG vs la ciclofillna. (B): Southern blot de 

productos de RT-PCR para hCG en diferentes días del cultivo. (C): Productos de RT

PCR amplificados con Iniciadores para la clcloflilna y teñidos con bromuro de etldlo. 

La figura corresponde a los resultados de un cultivo representativo. 
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Figura 6. Síntesis y secreción de hCG por los slnclclotrofoblastos Incubados en 

presencia{+) o ausencia(-) de 8-bromo-AMPc 1.5 mM. (A): Área bajo la curva de 

la fl-hCG secretada en el Intervalo de 0-72 h. Los datos se expresan como la media 

± el error estándar de 8 diferentes placentas. *P < O.OS. (B) Expresión de la 

subunldad fl de la hCG por slnclclotrofoblastos Incubados en presencia ( +) o 

ausencia (-) de 8-bromo-AMPc durante 24 h. Se muestran fragmentos de 494-pb 

del DNAc de la fl-hCG obtenidos por RT-PCR a partir del RNA de los 

slnclclotrofoblastos, separados en un gel de agarosa y teñidos con bromuro de 

etldlo. (C) Productos de RT-PCR de la clcloflllna teñidos con bromuro de etldio, 

obtenidos a partir del mismo DNAc que en el Inciso B. 
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2. Actividad de la 1a-(OH)asa en sinciciotrofoblastos 

Se estudió Ja capacidad de los trofoblastos en cultivo de sintetizar calcitrlol. Los 

estudios de la actividad de la la-(OH)asa demostraron que los slnclclotrofoblastos 

son capaces de convertir [3H]25-(0H)D3 en [3H]-1,25-(0H)iD3. Lo anterior se 

demostró mediante Ja Incubación de las células de 72 h en presencia de [3H]-

1,25-(0H)iD3 como se describió en Material y Métodos. Después de la extracción 

clorofórmica se separaron los metabolltos de la vitamina D por doble HPLC. En la 

primera HPLC se recuperaron las fracciones coincidentes con la eluslón del estándar 

auténtico de calcltrlol, el cual presentó un tiempo de retención de 16 minutos en 

fase móvil hexano:lsopropanol (92:8). En Ja segunda HPLC se detectaron varios 

metabolltos pero únicamente ·se consideró para su análisis el que presentó un 

tiempo de retención de 13 minutos coincidente con el estándar sintético en fase 

móvil de dlclorometano:lsopropanol (95:5). El patrón de eluslón típico se muestra 

en la Figura 7. La cantidad de calcltriol sintetizado por los slnclclotrofoblastos 

Incubados en presencia de c3HJ-25-(0H)D3 (3 nM) durante 1 hora fue de 215.6 ± 

114.3 fmol de [3HJ-1,25-(0HhD:i/mg de proteína. Estos resultados corresponden al 

análisis de 10 diferentes placentas. 

2.1 Efectos del IGF-1 sobre la síntesis placentaria de calcitriol 

La prelncubación con IGF-I a diferentes tiempos resultó en la bloconverslón 

significativa del sustrato tri ti ad o a [3H]-calcitrlol; a diferencia de las células 

Incubadas en ausencia de IGF-l. La máxima bloconverslón a calcltrlol se obtuvo en 

cultivos prelncubados por dos horas en presencia de IGF-1 (2.6 nM), como Jo 

muestra la Figura 8. 
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Figura 7. Tiempos de retención de los productos de biotransformaclón de 

[
3H]25-(0H)D3 por los sinclciotrofoblastos cultivados. En la primera HPLC (A) uno 

de los metabolltos separados coeluyó con el estándar auténtico de calcltriol con un 

tiempo de retención de 16 minutos en fase móvil hexano: isopropanol (92:8). En la 

segunda HPLC (B) se detectaron varios metabolltos pero únicamente el que 

presentó un tiempo de retención de 13 minutos coeluyó con el estándar auténtico 

con una fase móvil diclorometano:lsopropanol (95:5). La figura muestra un 

cromatograma representativo de la primera y segunda HPLC. 

37 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



-o 800 ... 
Q. 

C> 

.€ 600 o 
E --.., 400 Q 

N -:e o - 200 ..,, 
N 

:e .., - o 2 8 16 

Tiempo de preincubadón (h) 

Figura 8. Producción de [3H]-1,25-(0HhD3 por slnclclotrofoblastos en cultivo. Las 

células fueron prelncubadas por diferentes tiempos en presencia de IGF-1. (2.6 

nM) o vehículo O Posteriormente se adicionó [3HJ25-(0H)D3 y se Incubó durante 

una hora adicional. Los datos se graficaron como la media :!: la desviación estándar. 

* P < 0.01 vs vehículo. (n = 3). 

Por otro lado Ja curva dosis-respuesta mostró que la concentración de IGF-1 con 

mayor efecto sobre la síntesis de 1,25-(0H)iD3 fue de 2.6 nM, (Fig. 9). 
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Figura 9: Curva dosis respuesta del efecto del IGF-1 sobre la síntesis de 

[ 3H]1,25-(0H),03 en slnclclotrofoblastos en cultivo. Las células se prelncubaron en 

presencia de diferentes concentraciones de IGF-1 durante dos horas antes de la 

adición del sustrato trltlado. *P < 0.01 vs vehículo (v). Los datos se graflcaron 

como la media :1: la desviación estándar. (n = 3) 

Adicionalmente, y con la finalidad de esclarecer si el efecto estimulador ejercido 

por el IGF sobre la síntesis de 1,25-(0H),03 Involucra la síntesis de proteínas, se 

llevaron a cabo Incubaciones en presencia de IGF-1 y ciclohexlmlda (chx). Estos 

experimentos demostraron la Inhibición significativa (P < 0.001) del estímulo 

provocado por el IGF-1 sobre la síntesis de 1,25-(0H),03 (Flg. 10). Incubaciones 

control se realizaron en presencia de 8-Br-AMPc, con o sin chx y los efectos se 

analizaron por la cuantificación de la hCG en los medio de cultivo {Flg. 10). 
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Figura 10: Efecto de la adición de chx en el estimulo del IGF-I sobre la síntesis de 

calcltrlol (A) y del 8 bromo-AMPc sobre la síntesis de hCG (B). La chx abolló en un 

80% ambos estímulos cuando se prelncubó a los slnclclotrofoblastos durante una 

hora en presencia del lnhlbldor de síntesis proteínica. Los datos se graflcaron como 

la media :1: la desviación estándar P < 0.001. (n = 3) 

3. Expresión de CYP27B1 en el trofoblasto 

El día previo a la extracción del RNA el medio de cultivo de los trofoblastos se 

cambió por medio conteniendo calcio 1 mM. Se extrajo el RNA a las 72 horas y se 

analizó por Northern blot utilizando la sonda obtenida a partir de las células HEK-293 

(Flg. 11 A). La hibridación con la sonda específica reveló un producto de 

transcripción con características similares al de riñón y la decldua (Flg. 11 B). 
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Figura 11. (A) Análisis del producto de RT-PCR utilizando RNA de HEK-293 como 

templado y teñido con bromuro de etldlo. Después de su secuenclación el 

producto de RT-PCR se purificó y se marcó con [ 32P]-dCTP para ser utilizado como 

sonda para los Northern blots. (B) Northern blot de RNA de HEK-293 (1), 

slnclclotrofoblastos (2-4) y decldua (5). (C) RNAs rlbosomales teñidos con 

bromuro de etldlo. 
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3.1 Clonación del DNAc de la 1a-(OH)asa de placenta 

Con la flnalldad de determinar la Identidad del producto de transcripción que 

hlbridó con la sonda específica para la lu-(OH)asa, se reampllficaron los RNAs 

mensajeros del slnclclotrofoblasto por RT. El DNAc de la 1<1-(0H)asa comprende 

2469 pb.2º En este trabajo se amplificó un fragmento que se localiza entre las bases 

110-1702 de la secuencia Informada por Monkawa y cols. 20 y entre las bases 1-

1592 de la secuencia Informada por Fu y cols. 19
, utilizando los Iniciadores 

VDF5/VDR3. Estos oligonucleótidos fueron diseñados para abarcar desde la señal de 

Inicio (ATG) hasta la señal de terminación (TAA) de la traducción (1596 pb en 

total). Como puede observarse en la Figura 12 el producto obtenido por RT-PCR 

mostró la talla adecuada y resultó ser Idéntico en la secuencia de bases 

flanqueadas por los Iniciadores al DNAc descrito para el riñón humano (Tabla 1). 

1 2 

1596-pb 

Figura 12. Análisis del producto obtenido por RT-PCR a partir de 

slnclclotrofoblastos, teñido con bromuro de etldlo (carril 2). La amplificación se 

llevó a cabo según se describe en Material y Métodos. Carril 1: marcador 

molecular en escalera de 100 pares de bases. 
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1 ctgaaccaga ccatgaccca gaccctcaag tacgcctcca gagtgttcca tcgcgtccgc 
61 tqggcgcccg agttqggcqc c:tccctaggc taccgaqagt accactcagc acgccggagc 
121 ttggcagaca tcccaggc:cc ctc:tacgccc agctttctqg ccgaactttt ctgcaaggqg 
.l..8J_ggqctqtcga qgctacac:ga g~~gggcgccq c:gcacttcqg gccggtgtgg 
241 ctagccag~t ttgggacagt gcgcaccgtg tacgtggctg cccctgcact cgtcgaggag 
301 ctgctqcgac agqaggqacc ccggcccgag cgctgcagct tctcgccctg gacggagcac 
361 cgc:cgctgcc gccagcgggc ttgcggactg ctcactgcqg aagqcgaaga atqgcaaaqg 
4 21 ctcc:gcagtc tcctggcccc gctcctcc:tc cggcctcaag cgqccgcccg et~ 
481 accctgaaca acgtagtctg cgaccttgtg cggcgtctga ggcqccagcg gggacgtggc 
541 acggqgccgc ccgccctggt tcgqgacgtg qcgqgggaat tttacaag~Q.M 
601 ggcatcgccg cggttctgct...c.gg_ctcgcgc ttgg~garulilla agtgccaccc 
~c;ggaga ccttcatccg cq¡;tgtgqgc tcgqtgtttg tgtccacgct gttgaccatg 
721 gcgatgcccc actgg_ctgcg ccaccttqtg cctggqccct gqqgccgcct ctgccqagac 
ZB..Ltgggaccaga tgtttgcatt tgc~agaqg cacqtgg.agc_ggcqagaggc agaggcagcc 
841 atgaggaacg gaggacagcc cgaga..agg~~g~~ 
filil._ctgttQ;ggg aagagttgcc tgcccagtcc atcctgggaa atgtqacaga gttgctattg 
961 gcggqagtgq acacggtgtc ca~cgctc tcttgggctc tgtatgaatt..t~ 
1021 cccgaagtcc agacagcact ccactcQgag atcacagctg ccctgaqccc tggctccagt 
1081 gcctacccct cagccactgt tctgtcccag ctg~c tgaaggcggt ggtcaaggaa 
1141 gtgctaagac tgtaccctgt ggtacctgga aattctcgtg tcccagacaa agacattcat 
llQ1_gtggqtgact atattatccc caaaaatacg ctggtcactc tgtgtcacta tgccacttca 
1261 agggaccctg cccagttccc aqagccaaat tcttttcgtc cagctcgctg gctgqgggag 
1321 ggtcccaccc cccacccatt tgcatctctt ccctttggct ttggcaagcg cagctgtatg 
1381 gqgaqacgcc tgg~aattgcaa atggctttgg cccagatcct aacacatttt 
1441 gaggtgcagc ctgagccagg tgcggcccca gttagaccca agacccggac tgtcctggta 
1501 cctgaaagga gcatcaacct acagtttttg gª-C_ag_atagt cccatggaaa gagactgtca 
1561 tcatcaccct ttcattcatc ataggga~ttttttgt aggcacaaga ccaaggtata 
1621 catcttcccc taatgcctat ctgaccaaac tggatagaac caccatagtg aagtgtgagg 
1681 cggcctgacc aatgtgtgaa gtatgcactt ggcctgactc aggaagccag gtgagaaaac 
1741 catggtctct ctgcttgctt ggcccttctg atcatgtatg catcccccaa ggatgaaatc 
1801 agattttaac taataatgct ggatgcgcct gaggaaagat tcaactgcct ctctttttgg 
1861 gctttcatca gtgttcattg atgctgctgg ctaagcattt atcaaagcat aagctcagta 
1921 actgtgcatc tggtctgtac ctggttggtc cttcgtcttt gcatgtaagc tctttgagag 
1981 gaagggtgaa gccttatttg ttttttatgt cccctgccag ggcctgtctc tgactaggtg 
2041 tcaccataca cattcttaga ttgaatctga accatgtggc agaagggata agcagcttac 
2101 tagtaggctc tgtctacccc cttccttctt tgtcttgccc ctaggaaggt gaatctgccc 
2161 tagcctggtt tacggtttct tataactctc ctttgctctc tggccactat taagtgggtt 
2221 tgccccatca cttagttctc aggcagagac atctttgggc ctgtccctgc ccaggcctct 
2281 ggctttttat attgaaaatt tttaaatatt cacaaatttt agaataaatc aaatattcca 
2341 ttcttaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa 

Tabla 1. Secuencia completa del RNAm de la la-(OH)asa humana19 y localización 

del fragmento de 1596 pb amplificado, clonado y expresado en este trabajo (bases 

subrayadas). 
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- Una vez que: s~ ·~bti..í-~~ ~I ·· DNAc 'de' la. la-{OH)asa placentaria se procedió a 

·_ estudiar~jse ex~r~saba ~~~,.;a enziITla catalíticamente activa. Con esta finalidad se 

>inserté> elcDNAc';de!l~-1~::f()H)~~a (1596 pb) en el vector de expresión pcDNA 

' ~: .• 3;~/vs~~-ii~i~:po'.'T;\®{V'.~~·ii~nSf~r~aron bacterias E. col/. se seleccionaron las 
~~ :. '\:-::;>: '.;~;'?;:; . :,:..~.~-j''. '.;~:·,;_ i·.'::.-:.;¿:;:;:.·:~ :·. ::~· :;;--~ ; ~~:- ··.-.·_. '.· . ,. ' • 

.. _,,ba.ct~rias,portadora~.·del plasmido creciendolas en medio LB sólido+ amp. Después 

; ffff;~~;'-:~~!~~-ifü~~t¡~!-~~;~'.~,b,fo~~~-; seleccionadas se extrajo el DNA plasmídico y se 
'.'.')~.:.'deterinlnó·,'\la:i:présencia\ y orientación del inserto mediante PCR utilizando 

. '\;1:/.'~~tt~:·'->;~~;~~~;,;::; .. ,?'.-·~~--k·::;~~;:.·.~~:.' ~,'~{-::~'·. .:. ',. 
·'. ;:•,ollgo·n,lldeótid~s'.que·,:. hibridaron con secuencias del vector y del inserto. Las 

:,::•ik~~ep~-;~a6W~~?~~ :d~nde se obtuvo el fragmento esperado se utilizaron para 

'· · - t~~:~~f~~tar'-~éiul~~ HEK-293 y los productos de expresión se identificaron por 

Northern blot. ·La Figura 13 muestra los productos de transcripción reconocidos por 

la sonda de 1a-(OH)asa-[32 P]-dCTP, obtenidos de células transfectadas. La 

expresión endógena de CYP27B1 no fue posible detectarla en células no 

transfectadas debido muy probablemente al corto tiempo de exposición. 

1 2 3 4 

-2.5 Kb 

28 s 

Figura 13. Northern blot de células HEK-293. (1-2): Control de células no 

transfectadas. (3-4): RNA de células transfectadas con plásmido + DNAc para la 

la-(OH)asa. 
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La transfecclón de células HEK-293 con el vector de expresión conteniendo el 

DNAc de la la-(OH}asa resultó en la síntesis constitutiva de la enzima activa y con 

capacidad de transportarse a las mltocondrlas, según se deduce de los resultados 

que a continuación se presentan en la Figura 14. 
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Figura 14. Actividad de la lu-(OH)asa 

recombinante en células HEK-293 

transfectadas con DNAc de la la

(OH)asa. La transfecclón de las células 

HEK-293 con el vector plasmídlco se 

llevó a cabo como se describió en 

Material y Métodos. Las células se 

transfectaron con 1.5, 3.0 y 4.5 µg de 

plásmldo. Las células permanecieron 

durante 48 horas con el reactivo de 

transfecclón y el DNA recombinante, 

después de lo cual se adicionaron 0.45 

~1CI de [3H]-25-(0H)D3 (30 Cl/mmol) y 

25-(0H)D3 a una concentración final de 

1 µM. Las Incubaciones se llevaron a 

cabo durante lh (A), 2h {B) y 3h (C) 

en presencia del sustrato, después de lo 

cual se practicó la extracción 

clorofórmica y la separación de los 

metabolltos trltlados de la vitamina o,. 

Los datos se graflcaron como la media :!: 

la desviación estándar. (n = 3) 

A: *P < O.OS vs control. 

e: *P < 0.01 vs control 
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Como puede observarse en la Figura 14, la transfecclón de las células HEK-293 con 

diferentes cantidades de DNA se acompañó del aumento en la bloconversión del 

sustrato a calcltrlol. Este aumento fue dependiente de la dosis del DNA 

transfectado, con Incrementos que variaron entre 4 y 13 veces en comparación con 

las células no transfectadas. 

3.2 Patrón temporal de expresión de CYP27B1 

Con la finalidad de conocer el patrón de expresión de CYP27B1 en los diferentes 

estados de diferenciación del trofoblasto, se extrajo el RNA a las O, 24, 48, 72 y 96 

horas del cultivo. Con este RNA se realizó un Northern Blot (Flg. 15) en el que se 

observa la presencia de señales de transcripción de la la-(OH)asa en todas las 

muestras analizadas. 
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Horas de cultivo 

Figura 15. Expresión temporal del RNAm de la la-(OH)asa durante la 

diferenciación del trofoblasto en cultivo. {A) Northern blot. (B) Gel teñido con 

bromuro de etldfo. {C) Abundancia relativa del RNAm de la la (OH)asa vs RNA 28 

S. Se muestra un solo experimento de expresión temporal. 
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3.3 Efecto del JGF-1 sobre la expresión de CYP27B1 

Con la finalidad de estudiar los efectos del IGF-1 sobre la transcripción de 

. CYP27B1, los slnclclotrofoblastos fueron estimulados en presencia de IGF-1 (2.6 nM) 

. 'él~ra~te 24 horas en medio libre de 5FT. Al terminar este periodo el RNA fue 

.:/;éxt~aíclo y analizado. Los estudios de Northern blot demostraron que la 

· .. ·.·,t~zi'n.~crlpclón del gen que codifica para la la-(OH)asa es estimulada por el IGF-1 

·(Flg';i6). Estos datos sugieren que el IGF-I estimula la síntesis de calcltrlol a nivel 

·.· ti-ansc~Í¡)c1ona1. · 
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Figura 16. (A) Análisis por Northern blot de slnclciotrofoblastos Incubados en 

presencia {+) o ausencia (-) de IGF-1 (2.6 nM) durante 24 horas. (B) RNAs 

rlbosomales 285 teñidos con bromuro de etldlo. (C) Relación entre la densidad 

óptica relativa del transcrito para la la-(OH)asa y el RNA ribosomal 285. La 

hibridación se llevó a cabo utilizando una sonda específica para la la-(OH)asa -

[
32P]-dCTP. * P < O.OS vs ausencia de IGF-1. Los datos se graficaron como la media 

:1: la desviación estándar de dos experimentos que se muestran como duplicados en 

Ay B. 
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4. Expresión de IGF-1 en el cultivo de trofoblasto 

Dado el importante efecto estimulador del IGF-I sobre Ja expresión de CYP27Bl, 

decidimos estudiar el patrón de transcripción de este factor de crecimiento en el 

cultivo de sinciciotrofobiastos. Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la 

Figura 17 A. Como puede observarse, el análisis de los productos de RT-PCR 

obtenidos a diferentes días del cultivo mostró una tendencia a aumentar conforme 

ocurre el proceso de citodiferenclación. Los resultados de este estudio fueron 

normalizados utilizando Ja expresión de un gen constitutivo, como es el caso de la 

ciclofllina (Fig. 17 B). 
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Figura 17. Patrón temporal de expresión del IGF-I en el cultivo de trofoblasto. (A): 

Southern blot de productos de RT-PCR de IGF-I (229-pb), obtenidos con los 

iniciadores IF1/IF2. (B): Southern biot de productos de RT-PCR de la clciofilina 

(453-pb). Se utilizó el mismo DNAc para la PCR que en A, pero se amplificó usando 

Jos oligonucieótidos CF1/CF2. Las hibridaciones con sus respectivas sondas se 

realizaron como se describió en Material y Métodos. (C): Gráfica que muestra Ja 

diferencia entre Ja expresión del gen de IGF-I y de la ciclofilina, obtenida a partir de 

la relación entre Ja densidad óptica de las bandas de los Southern blots. 
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s. Estudios en células de coriocarcinoma 

Los resultados obtenidos hasta este punto indicaron que el gen CYP27B1 de la 

placenta se expresa en una enzima capaz de bloconvertlr [3H]25-(0H)D3 en 

[3H]1,25-(0H)2D3 • Debido a esto decidimos Investigar si este proceso se repetía en 

un sistema celular relacionado con el trofoblasto. Con esta finalidad se eligió una 

línea celular Inmortalizada, que tiene el mismo origen que los trofoblastos. La línea 

celular denominada JEG-3 proviene de coriocarclnoma humano, por lo que 

procedimos a analizar el RNA y el metabolismo de la 25-(0H)D3 en estas células. 

Los resultados mostraron que las células del corlocarclnoma JEG-3 transcriben al 

gen CYP27B1 (Flg. 18) y tienen capacidad de convertir [3HJ25-(0H)D3 en 

[3H]l,25~(0H)2o3 • La Incubación de las células en presencia de [3HJ25-(0H)D3 (3 

nM) dur~~~te 1 h resultó en la producción de 45.1 ± 17 fmol/mg de proteína (n = 8 

Incubaciones); 

B 

-
:•.~.~ 
~ 

2.5 kb -
Figura 18. Expresión de CYP27B1 en la línea celular JEG-3. Se realizaron estudios 

de Northern blot de células JEG-3 que alcan:'..aron la confluencia en cajas de cultivo 

de 75 cm 2
• (A): RNA rfbosomal teñido con bromuro de etidlo. (B): Hibridación con 

una sonda específica para la 1a-(OH)asa-[32P]-dCTP. La figura muestra dos 

diferentes RNA's procedentes de 2 cultivos de células JEG-3. 
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6. Estudios en placentas de mujeres con preeclampsia 

Con base en los resultados anteriores, nos preguntamos si la secreción 

placentaria de calcltrlol contribuye al aumento en las concentraciones de esta 

hormona en el suero de la madre gestante. Para responder a esta pregunta se 

eligió la patología del embarazo asociada con bajas concentraciones de 

1,25-(0H)2D3 y de IGF-I en el suero materno, hlpocalclurla e hlpocalcemla, como 

modelo de estudio. Esta patología es la preeclampsla. Se colectaron 13 placentas 

NT y 13 PE, y las características clínicas de las madres se presentan en la tabla 2. 

Variable Grupo NT Grupo PE p 

Presión arterial sistólica (mm Hg) 117 ± 10 160 ± 14 < 0.0001* 

Presión arterial diastólica (mm Hg) 72 ± 6 103 ± 12 < 0.0001* 

Protelnurla • trazas 3 g/L -
Edema ausente ++ -
Edad de la madre 25.1 ± 5.8 23.2 ± 8 0.261 

Edad gestaclonal (semanas) 39.4 ± 1.4 38.0 ± 2.0 0.09 

Peso del recién nacido (kg) 3.2 ± 0.3 2.7 ± 0.4 0.01* 

hCG (ng/mL suero) 925 ± 420 1337 ± 1104 0.2 

Tabla 2.- Características clínicas de las madres donadoras de placentas 

•(+ = 30 mg/dl de albúmina; ++ =100 mg/ dl de albúmina, +++ = 300 mg/dl, 

++++ = 1000 mg/dl). 

Protelnurla se define como la presencia de albúmina en orina en concentraciones ~ 

a 0.3 g/L51
• Protelnurla de 3.0 - 5.0 g/L aunado a tensión arterial de 160/110 a 

180/120 mm Hg es considerado preeclampsla grave. Protelnurla de 1.5 - 3.0 g/L 

aunado a una tensión arterial de 140/90 a 160/110 mm Hg es considerado como 

preeclampsla moderada51
; por lo tanto, las mujeres Incluidas en este estudio se 

clasifican como preeclámptlcas moderadas a graves. * Es considerado significativo 

estadísticamente. 
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Figura 19. Diferenciación de los citotrofoblastos PE en cultivo. Se 
aprecia la morfología a los diferentes tiempos de incubación: O h (a), 
24 h (b), 48 h (c) y 72 h (d). Tinción hematoxilina·eosina, 20 X. 
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6,1 Aspectos morfológicos y funcionales del trofoblasto PE 

Se aislaron los trofoblastos de Igual forma que en las placentas normales y se 

mantuvieron con las mismas condiciones de cultivo. El proceso de diferenciación 

celular se llevó a cabo en el transcurso de 72 horas (Flg. 19) y fue similar al de las 

células obtenidas de placentas normales. 

Adicionalmente, la secreción de hCG al medio de cultivo por parte de los 

trofoblastos PE (Flg. 20) se Incrementó conforme avanzó el proceso de 

cltodlferenciaclón, de manera semejante a lo que ocurrió en Jos cultivos de células 

de placentas normales (Flg. 4). 
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Figura. 20 Secreción de hCG por trofoblastos PE mantenidos en cultivo durante 

tres días. Diariamente se cambió el medio de cultivo y se determinó la 

concentración de hCG por radlolnmunoanállsls. Datos expresados como la media :!: 

el error estándar. (n = 8) 
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De acuerdo con lo anterior, la expresión de la subunidad fl de la hCG también se 

Incrementó conforme avanzó el proceso de diferenciación de los trofoblastos (Flg. 

21) de manera similar a lo que ocurrió con los cultivos NT (Flg. 5). 

Figura 21. Expresión de la subunldad fl de la hCG en diferentes etapas de 

diferenciación del trofoblasto PE. (A): Southern blot de productos de RT-PCR con los 

Iniciadores hCG1/hCG2 (494-pb). (B): Productos de RT-PCR amplificados con 

Iniciadores para la clclofllina y teñidos con bromuro de etidlo (453-pb). (C): 

Densidad relativa de la abundancia de productos de transcripción de la hCG con 

relación al gen constitutivo clclofillna. 
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' . -·--··· 

C~n la flnalJdad de conocer la respuesta ~de los slnclclotrofoblastos PE a un 

estímulo conocido de la secreción de hCG6~, ~e Incubaron células de placentas de 

mujeres PE en presencia de 8-bromo-AMPc. La adición de dicho análogo del AMPc 

Incrementó significativamente la secreción de hCG al medio de cultivo (Fig. 22), sin 

dlfei-lr de los resultados obtenidos a partir de cultivos de células normales (Flg. 6). 
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Figura 22. Secreción de hCG por slnclclotrofoblastos PE Incubados en presencia 

(+)o ausencia(-) de 8-Bromo-AMPc (1.5 mM). La gráfica representa el área bajo la 

curva de la hCG secretada en el Intervalo de 0-72 h. Los datos se expresan como la 

media± el error estándar de 8 diferentes placentas. P < O.OS vs control. 

6.2 Síntesis de 1,25-(0H}2D3 

La capacidad de los slnclclotrofoblastos obtenidos de placentas PE para 

blotransformar [ 3H]25-(0H)D3 al metabollto activo de la vitamina D fue estudiada 

bajo las mismas condiciones experimentales descritas para los cultivos de placentas 

NT. Los resultados demostraron que los trofoblastos de las placentas de mujeres 

con PE secretaron 1,25-(0HhD3 cuando se les incubó durante una hora en 

presencia de [ 3H]25-(0H)D3 (3 nM), pero en menor cantidad que los de cultivos 
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control. Las células PE produjeron 19.4 ± 11.5 fmol de [3H]1,25-(0H)2D:i/mg de 

.Proteína. Estos resultados correspondieron al análisis de 8 diferentes placentas PE. 

6.3 Expresión de CYP2781 v regulación por IGF-1 

Adicionalmente se estudió al gen que codifica para la la-(OH)asa en 

slnclclotrofoblastos PE, y su regulación por el IGF-1. Las células de placentas PE 

transcribieron al gen de la la-(OH)asa (Flg. 23). Por otro lado, al Incubar 

slnclclotrofoblastos PE en presencia de IGF-1 (2.6 nM) durante 24 horas se encontró 

que el IGF-1 estimuló la transcripción de CYP27B1 (Flg. 23). Esta regulación se 

comportó de manera dosis-dependiente (Fig. 24). 

A .,, e 
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-~(··1:1 "' 1.5 < 
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IGF-1 < IGF-1 + + z 
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Figura 23.Expreslón de CYP27Bl en slnclclotrofoblastos PE. (A): Northern blot de 

slnclclotrofoblastos PE Incubados en presencia ( +) o ausencia (-) de IGF-1 (2.6 nM) 

durante 24 horas. (B): RNA rlbosomal 285 teñido con bromuro de etldlo. (C) 

Relación entre la densidad óptica relativa del transcrito para la la-(OH)asa y el RNA 

rlbosomal 285, graflcados como la media ± desviación estándar. La figura muestra 

dos experimentos por cada tratamiento. La hibridación se llevó a cabo utilizando 

una sonda específica para la la-(OH)asa -[ 32P]-dCTP. * P < O.OS vs ausencia de 

IGF-1. 
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Figura 24. Regulación de la transcripción de CYP27B1 por el IGF-I. Se Incubaron 

slnclclotrofoblastos PE por duplicado en presencia de O, 40 u 80 ng/mL de IGF-1 

durante 24 horas, al cabo de lo cual se extrajo el RNA. (A): Southern blot con 

productos de RT-PCR amplificados con los iniciadores OH1/0H2 (298-pb). La 

hibridación se realizó en presencia de la sonda interna de 183-pb para la 

1a-(OH)asa-[32P]-dCTP, como se describió en Material y Métodos. (B): Productos de 

RT-PCR de clclofllina utilizando los mismos DNAc que en A, pero amplificados con 

los Iniciadores CF1/CF2 e hlbridados con la sonda interna para la ciclofllina-[32P]

dCTP. (C) Relación de la densidad óptica de los productos de RT de la la-(OH)asa 

vs la clcloflllna. La gráfica muestra la media ± la desviación estándar expresada en 

unidades arbitrarlas de abundancia relativa del RNAm de la la-(OH)asa.* P < O.OS 

vs control. 
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Los resultados anteriores demostraron q'ue el IGF~l estimuló la transcripción de 

CYP27Bl tanto en sinciclotrofoblastos NT como PE¡ sin embargo, la síntesis de 

1,25-(0HhDJ en los cultivos de células PE no se incrementó cuando se 

preincubaron las células en presencia de dicho factor de crecimiento (Tabla 3). 

Placenta vehículo IGF-1 Incremento sobre el control 
(número de veces) 

1 9.9 :!: 2.7 18.5 :!: 7.0 1.8 

2 18.0 :!: 6.0 16.2 :!: 5.0 o.o 
3 6.1 :!: 3.0 6.1 :!: 2.8 o.o 

Media 11.3 :!: 6.0 13.5 :!: 6.6 Promedio: 0.6 :!: 1.0 veces sobre 
el vehículo. P no es significativa. 

Tabla 3. Efecto del IGF-I en la síntesis de caicltrioi en los slnciclotrofoblastos PE . 

. Si~~·i~iotrofoblastos. provenientes de placentas PE fueron incubaron en presencia de 

./1C;F,!1'(.ii6/~M) o su vehículo (BSA 0.1% y ácido acético O.lN) durante dos horas, 

,~,d~~~-~~"¿d~-IÓ cual se adicionó [3H]25-(0H)D3 (3 nM) y se incubó durante una hora 

-... :;itl~s; La extracción de los metabolitos de la vitamina D y su separación se realizó 

'.'.i.·'.'como'se indicó en Material y Métodos. Los resultados se expresan como fmoi 

i,:2S-(OH),03/mg prot. Se muestran los resultados obtenidos en cultivos de tres 

diferentes placentas PE (n = 3). 

6.4 Expresión de IGF-1 en el trofoblasto PE 

Con la finalidad de determinar si la expresión de IGF-I en los sinclciotrofoblastos 

PE se encontraba alterada, se estudió el patrón de transcripción de dicho factor de 

crecimiento en el cultivo de células de placentas PE. Para ello se trabajó con RNA de 

sinciciotrofoblastos PE extraído en diferentes momentos del cultivo y se realizó RT

PCR. Los resultados mostraron que la transcripción de IGF-I se incrementó 

progresivamente conforme el trofoblasto se diferenció en sinclciotrofoblasto (Flg. 

25), de manera semejante a lo que ocurrió en el cultivo de placentas normales (Fig. 

17). 
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Figura 25. Patrón temporal de expresión de IGF-I en el cultivo de trofoblasto PE. 

(A): Southern blot de productos de RT-PCR de IGF-I. Después de extraer el RNA de 

slnclciotrofoblastos a diferentes días del cultivo, se obtuvieron los DNAc y se 

amplificaron con los Iniciadores IF1/IF2 (229-pb). (B): Southern blot de productos 

de RT-PCR con Iniciadores para la ciclofillna (453-pb). Las hibridaciones con sus 

respectivas sondas se realizaron como se describió en Material y Métodos. (C): 

Gráfica que muestra la diferencia entre la expresión del gen de IGF-I y el de la 

ciclofllina, obtenida a partir de la relación entre la densidad óptica de las bandas de 

los Southern blots y expresada como unidades arbitrarlas de abundancia relativa 

del RNAm del IGF-I. Se muestra un experimento representativo. 
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7. Comparación entre placentas NT y PE 

El trofoblasto de la placenta PE se comportó de manera semejante al de la 

placenta normal cuando se cultivaron ambos bajo las mismas condiciones de 

cultivo. Lo anterior se observó en el proceso de diferenciación (Flgs. 3 y 19), 

secreción de hCG al medio de cultivo (Figs. 4 y 20), respuesta al 8-bromo-AMPc 

(Flgs. 6 y 22), y regulación de CYP27Bl por el IGF-1 (Flgs. 16 y 23). Sin embargo, 

hubo algunas diferencias. A continuación se muestran algunos experimentos 

comparativos entre las placentas NT y PE. 

7.1 Síntesis de 1,25-(0HhD3 

La Figura 26 compara la actividad de la la-(OH)asa en cultivos de 

sinclclotrofoblastos NT y PE. Esta actividad enzimática se encontró 

significativamente disminuida en los cultivos PE en comparación con los cultivos NT. 

Los resultados se expresan como fmol 1,25-(0H)2D3/mg prot. 

Figura 26: Secreción de 1,25-(0HhD3 

en cultivos de sinclclotrofoblastos NT y 

PE. Se cultivaron células de 10 

diferentes placentas NT y 8 PE. Se 

Incubaron durante 48 h en medio 

suplementado con SFT al cabo de lo 

cual se cambió por DMEMF-12 sin 

suero. A las 72 horas se adicionó 

[3HJ25-(0H)D3 (3 nM) y se Incubaron 

· d~ra~te una· adiciona l. Posteriormente 

se separaron los metabolltos de la 

vitamina 0 3 como se describió en 

Material y Métodos. Los datos se 

graflcaron como la media ± la 

desviación estándar.* P<0.001 vs NT. 
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7.2 Regulación de la síntesis de 1,25-(0HhD3 por IGF-1 

Se comparó el efecto del IGF-I sobre la secreción de calcltriol en cultivos de 

sinclclotrofoblastos NT y PE con la finalidad de determinar si este factor de 

crecimiento estimula la síntesis de 1,25-(0H)2D3 en las células PE, como lo hizo con 

las NT. Sin embargo, el IGF-I no aumentó la secreción de calcltriol en los cultivos 

PE (Fig. 27). 
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Figura 27. Secreción de 1,25-(0H)2D3 en cultivos de sinciclotrofoblastos de 

placentas NT y PE. Las células fueron incubados en presencia o ausencia de IGF-I 

(2.6 nM) o su vehículo antes de la adición de [3H]25-(0H)D3 (3 nM). Los resultados 

se muestran como la media± la desviación estándar. n = 5 placentas NT y 3 PE. 

*P < 0.001 vs vehículo. 
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7.3 Expresión de CYP27B1 en placentas NT y PE 

Con la finalidad de comparar la transcripción de CYP27B1 en tejido placentario 

total de mujeres NT y PE, se purificó el RNA de 13 placentas de cada grupo y se 

analizó por RT-PCR y Southern blot (Fig. 28). Los resultados obtenidos mediante 

esta técnica mostraron la presencia de productos transcripcionales de CYP27B1 en 

todas las muestras estudiadas. Sin embargo, en los análisis de Northern blot (Flg. 

29) se observó que la transcripción de CYP27B1 es significativamente menor en el 

grupo PE P<0.05. 
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Figura 28. (A) Southern blot de productos de RT-PCR de la la(OH)asa. Se extrajo 

el RNA de tejido placentario y se hizo RT-PCR con los iniciadores OH1/0H2 (298-

pb). Las hibridaciones se realizaron con las sondas internas respectivas. (B) Los 

DNAc se amplificaron con los Iniciadores de la ciclofllina CF1/CF2 (453-pb). (C) La 

gráfica esquematiza la relación de la densidad óptica de la la-(OH)asa vs la de la 

ciclofllina, media :!: desviación estándar. (n = 13) 
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Figura 29. (A) Northern blot utilizando RNA total de 6 placentas PE y 7 NT. (B) 

Se muestran los RNA ribosomales 28 S teñidos con bromuro de etidlo. (C) La 

gráfica esquematiza la relación de la densidad óptica de la lu-(OH)asa vs la del 

RNA ribosomal 285, media :!: desviación estándar. 

* P< O.OS 

7.4 Expresión de IGF-1 en placentas NT y PE 

En los análisis de RT-PCR para el IGF-1 en cultivo de sinciciotrofoblastos NT y 

PE (Flg. 17 y 25 respectivamente) se observó que no existía diferencia en la 

transcripción del gen que codifica para dicho factor de crecimiento en los dos 

grupos estudiados. Con la finalidad de investigar si este resultado se repetía 

cuando se utilizaba RNA de cotiledones placentarios, se colectaron muestras de 

tejido de la cara fetal de la placenta recién expulsada y se congelaron en 
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···nitrógeno líquido. Inmediatamente • 

. cleÍ .RNA y'el a;,-áilsis por RT-PCR 

> : • , • • 

Posteriormente .se'iievó ~·cabo Ja ~~~raccl~n · • ·. 
utilizando Jos .Jniéiad~res para·. el IGF-I. Los 

res~lt~d~s confÍrmaron Jo encontrado en el cultivo de. trofoblasto pues mostraron 

·. qu'~ no. ~xlsten diferencias en la transcripción de IGF-I en placentas de mujeres 

. NT y PE (Flg. 30). 
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Figura 30. Estudio de la transcripción de IGF-I en tejido de cotiledones placentarios de 

mujeres normales y con PE. (A): Southern blot de productos RT-PCR con Iniciadores para 

el IGF-I (229-pb). (B): Southern blot de productos de RT-PCR con los Iniciadores de la 

clclofillna (453-pb). Las hibridaciones se realizaron con las sondas internas respectivas 

como se describió en Material y Métodos. (C): Relación entre las densidades ópticas IGF-I 

vs clcloflllna expresada como unidades arbitrarlas de abundancia relativa del RNAm de 

IGF-I. Media :1: desviación estándar, (n= 7 placentas NT y 7 PE) 
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IX. DISCUSIÓN 

La demanda fetal de calcio durante la gestación provoca modificaciones en el 

metabolismo del calcio materno que Implican directamente al caicltriol. El calcltriol 

en el suero de la mujer embarazada se Incrementa independientemente del calcio, 

el fósforo y la PTH64, por lo que además de la producción renal, el aumento 

gestaclonal de 1,25-(0H)2D3 se ha atribuido a la placenta. La primera evidencia que 

se tuvo de la síntesis placentaria de calcltriol fue en ratas preñadas anéfricas, las 

cuales metabolizaron 25-(0H)D3 en l,25-(0HhDl3
, señalando a la placenta como 

el órgano responsable de este proceso. Sin embargo, la contribución placentaria de 

caicltrloi ha sido controversia!. Zerwekh y Breslau29 demostraron la síntesis de 

1,25-(0HhDJ en homogenados y preparaciones mltocondriales de la placenta e 

Informaron que en,_mujeres con alteraciones en el metabolismo de la vitamina D, la 

producción de· calcitriol durante el embarazo fue suficiente para restaurar la 

homeostasls ··. deL cal¿ió. De acuerdo con estos estudios, Whltsett y col s. 28 

encontraron.,:~_r6,d·~~ción.de calcltriol por el trofobiasto pero no por la decidua. Por el 

i:6n'tr~·r16,:. Welsma~n ,Y cols.30 Informaron que las células deciduales y no las 

tr~f~bla5'~1cfu~·~1n·t~tlzaron 1,25-(0HhDJ; y Rubin y cols. 34 demostraron la síntesis 

'dé .caÍcltrioi'en: cultivos de slnclclotrofoblastos pero únicamente en presencia de 

·¿¡,¡,¿~~t{~c1'ones ~upraflsiológicas de sustrato. Finalmente Hollls y cols. 6 sugirieron 

'~, .~ -~~~~,1-~· ~-·~O_ducclón de 1,25-(0H)2 D3 por homogenados de placenta o por la fracción 

mltocondrlal es el resultado de un proceso asociado a radicales libres, cuestionando 

la existencia de un mecanismo enzimático en el trofobiasto. La discrepancia de los 

resultados aquí expuestos resulta confusa; sin embargo, pudiera explicarse por la 

cantidad de factores Involucrados en las condiciones experimentales tales como la 

concentración del sustrato, el sistema biológico utilizado, los periodos de Incubación 

o la composición de los medios de cultivo. Cabe destacar que los trabajos 

mencionados se centraron únicamente en el estudio de la conversión de 25-(0H)D3 

en metabolltos más activos y carecían de análisis molecular pues el DNAc de 

CYP27Bl se clonó hasta 1997 y 199819
•
2º· 21

• En resumen era evidente la necesidad 

de estudios determinantes para aclarar la confusión en torno a este tema. 
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Los hallazgos del pr,esente .:trabajo Indican claramente que la producción 

trofoblástica de calcitriol involucra a la la-(OH)asa y que este es un proceso 

enzimático similar al que .tiene Jugar en el riñón. Se presenta suficiente evidencia 

para asegurar que la'.énzima placentaria proviene del mismo gen que la renal ya 

que las secuencias de·'l:>asés de los respectivos DNAc son Idénticas. Por otro lado, 

los estudios de .. N,órthern y Southern blot demostraron la existencia de productos de 

transcripcÍÓn d~:'CYP27Bl en las diferentes etapas de diferenciación del trofoblasto 
.• ) ;• -,C ',' 

y con la expre'Sión del DNAc de la la-{OH)asa placentaria se obtuvo una proteína 

funcional capaz de bioconvertir activamente [ 3H]25-(0H)D3 en [ 3H]l,25-(0H),D3 • 

Los ·datos presentados aunados al hecho de que Ja línea celular JEG-3 convierte 

· [3H]25-(0H)D3 en calcitriol y transcribe a CYP27Bl, demuestran la participación 

placentaria en Ja síntesis gestacionai de 1,25-(0H),03 como un proceso 

dependiente de la la-(OH)asa y permiten sugerir un papel primordial del calcltriol 

en los procesos asociados al manejo del calcio en la placenta humana desde etapas 

tempranas del embarazo. 

la-(OH)asa en Ja placenta 

Debido a que algunos investigadores Informaron que CYP27Bl no se expresa en 

la placenta 19"º, se intentó incrementar la señal de transcripción de la la-(OH)asa 

mediante dos estrategias. La primera fue elegir un modelo biológico que permitiera 

el desarrollo de trofoblastos cuya función principal es la secreción hormonal. Los 

slnclclotrofoblastos constituyen una población terminal en el proceso de 

diferenciación y secretan diversas proteínas para preservar el embarazo42 , razón 

por la cual se eligió este tipo celular para buscar productos de transcripción de 

CYP27Bl. La segunda estrategia consistió en disminuir la concentración de calcio y 

fosfato en el medio de cultivo con la finalidad de inducir la expresión de CYP27Bl, 

como lo hicieron previamente Fu y cois. 19 Mediante esta estrategia se detectó RNAm 

de la la-(OH)asa en el slnclclotrofoblasto. 

IGF-I y el sinciciotrofoblasto 

El IGF-I ha sido postulado como factor promotor de la diferenciación: Millo y 

cois. 73 informaron que el IGF-I participa en el proceso de diferenciación del 

trofoblasto a través de la unión con su receptor membranal73
, y Smith y cols.74 

demostraron que el IGF-I estimula la diferenciación celular en adlposltos. En el 
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presente trabajo se encontró que el IGF-I se transcribe progresivamente conforme 

las células adquieren el fenotipo slnclclal, lo cual señala a este factor como urio de 

lo,s elementos que participa en el proceso de cltodlferenclaclón del trofoblasto. 

Por Ótro lado, si bien se sabe que el IGF-I estimula la expresión y la síntesis de 

enzimas esteroldogénlcas15
•
65

•
66

•
75

, hasta la fecha no se conoce el mecanismo 

mediante el cual se lleva a cabo este proceso. A este respecto, los resultados del 

presente estudio demostraron que el IGF-I es un regulador positivo de la 

la-(OH)asa y que esto se debe al Incremento en la transcripción de CYP27Bl. 

Tomando en cuenta estos resultados, aunados a que el calcltrlol favorece la 

diferenciación celularª y estimula la expresión y secreción de hPL por los 

slnclclotrofoblastos76
, se sugiere la participación del IGF-I y del calcitriol en la 

especialización a slnclclotrofoblasto y consecuentemente, en el establecimiento de 

la unidad fetoplacentarla. 

Estudios de la placenta de embarazos con preeclampsia 

De manera Interesante, los resultados obtenidos en el presente trabajo 

demostraron la ausencia de actividad de la la-(OH)asa en cultivos de 

slnclclotrofoblastos de embarazos complicados con PE. Esta enfermedad se asocia 

con alteraciones en el metabolismo del calcio, crecimiento Intrauterino reducido y 

bajas concentraciones de caicltriol en el suero materno; todo esto como 

consecuencia probable de las alteraciones de la placenta, del riñón materno o de 

ambos. Puesto que existe evidencia de que el calcltriol de origen placentario 

alcanza la circulación materna31
, es factible suponer que las bajas concentraciones 

del caicltrlol en el suero de la madre con PE sean consecuencia de la actividad 

subóptlma de la la-(OH)asa de la placenta. En este estudio se presentan evidencias 

que apoyan esta hipótesis. Se encontraron alteraciones en la transcripción de 

CYP27Bl en las placentas PE y sus trofoblastos produjeron significativamente 

menos calcltrlol en comparación con el grupo control; observaciones que 

representan los hallazgos más significativos de esta tesis. Cabe destacar que los 

slnclclotrofoblastos PE se diferenciaron normalmente en cultivo y secretaron hCG en 

respuesta al 8-bromo-AMPc de manera similar a como lo hicieron las células 

control. Adicionalmente, tanto los sinclclotrofoblastos NT como los PE desarrollaron 

el mismo patrón transcripclonal de IGF-I. Estas observaciones permiten descartar 
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alteráciones generalizadas de los trofoblastos PE en cultivo, en lo que concierne a 

las funciones estudiadas, como probable causa de la restricción en la secreción de 

calcltrlol. Otros Investigadores han cultivado trofoblastos PE y sus resultados 

difirieron de los nuestros ya que en su estudio el trofoblasto Invasivo de las 

placentas PE no se diferenció adecuadamente in vitro71
• Estas diferencias pudieran 

explicarse por el fenotipo celular obtenido, Indicando que es más probable que sea 

el trofoblasto Invasivo el que se encuentre alterado, y no así el slnclciotrofoblasto 

endocrino. 

Se sugiere entonces la participación de factores reguladores de la actividad 

enzimática en los cultivos de trofoblastos PE, que contribuyan en abatir la actividad 

de la la-(OH)asa. A este respecto, se demostró que el IGF-I estimuló la secreción 

de calcltrlol y la transcripción de CYP27Bl en el slnclclotrofoblasto. Sin embargo; si 

bien el· IGF-I Incrementó la transcripción de CYP27Bl en NT y PE, en lo que se 

;,.re.fi.ere a la actividad únicamente logró estimular a la la-(OH)asa en el grupo NT. 

')5e 'decidió entonces estudiar la transcripción de IGF-I en el trofoblasto en cultivo 

cÓnla finalidad de descartar alteraciones a este nivel, pero los estudios de RT-PCR 

revelaron que este proceso se lleva a cabo de igual forma tanto en los cultivos NT 

como en los PE. Para explicar lo anterior se sugieren dos razonamientos 1) Es 

probable que exista un estado de resistencia a la Insulina, lo cual ha sido informado 

en la preeclampsia78
; si éste fuera el caso, se requerirían de dosis mayores de IGF-I 

para alcanzar el efecto equiparable a las placentas NT, y 2) Dado que existe un 

aumento de hasta 6 veces en la concentración de IGFBPl en el suero de la madre 

PE58
, y que esta proteína inhibió las acciones biológicas del IGF-I en células de 

corlocarclnoma79
, es factible que este proceso suceda en el modelo utilizado en este 

trabajo y en la mujer PE, disminuyendo así la biodisponibllldad del IGF-I. 

En realidad, la pregunta fundamental que aun queda sin respuesta, es lcuál es 

la causa de una menor producción de calcltriol en los trofoblastos PE? Para 

contestar esta pregunta es necesario considerar que la producción de 1,25-(0H)2D3 

depende en gran medida de la cantidad de 1-a(OH)asa presente y catalíticamente 

activa; por lo que además de necesitarse estudios de la cinética enzimática se 

requieren análisis de inmunodetecclón. Sin embargo, existen otros factores que 

regulan la producción de calcitrlol y que se deben considerar para estudios 
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posteriores •. Estos factores son las proteínas transportadoras de electrones 

ferr;do~i,na··red~ctasa .y ferredoxina80, el oxígeno molecular, el sustrato de Ja 

reac~iÓn;·la ¡)~~te.ína intracelular de unión a la vitamina 0 81 y la CYP24. La CYP24 es 

una e11zima'cl~~e del metabolismo de la vitamina O ya que es Ja responsable de 

1A1c1~~ I~ ví~ de degradación del caicltrloi que se efectúa principalmente por 

· oxidacÍó~:'.de. la cadena lateral. Este proceso de depuración genera como productos 

1'~i:~/rrieclí'ds , a metabolltos 24-hldroxilados y como producto final al ácido 

c~.1~i't/a'1l:6 18í metabolito soluble en agua y que se filtra en el riñón para ser .. - . ··, '~ .. ' -. 

excr.etaª·()':'.La Importancia de estudiar el catabolismo de la 1,25-(0H}i03 radicaría 

en '1a':posibilldad de que las bajas concentraciones de esta hormona detectadas en 
·-·•·' ••'r 

los sl,ni::Íclotrofoblastos en cultivo del grupo PE sean consecuencia de un catabolismo 

' acelerado. 

· •·una pregunta adicional surge con base en los resultados obtenidos en este 

trabajo; ¿cuál es la consecuencia de Ja producción Insuficiente de calcitriol por parte 

de los .trofoblastos de la placenta? Considerando la función lnmunosupresora de la 

1,25-(0H}i038•82, se sugiere que las alteraciones del establecimiento de la unidad 

fetoplacentarla características de la preeclampsla se deban en parte a las bajas 

concentraciones de esta hormona producida por los slnclclotrofoblastos PE. El 

calcitriol Inhibe la secreción de lnterleuclna 2 (IL-2) así como la proliferación 

linfocltarla83, pudiendo entonces contribuir a evitar el rechazo del feto por parte de 

la madre. En efecto existen trabajos que demuestran que la decldua de las madres 

PE secreta IL-2, y ésta a su vez reduce la secreción de sustancias anglogénlcas 

derivadas del trofoblasto, vitales para una Irrigación adecuada84•85, por lo que al 

haber menos 1,25-(0H)i03 en la unidad fetoplacentaria, habría consecuentemente 

menor aporte sanguíneo. 

Significado biológico de la síntesis de 1,25-(0H),03 en la placenta 

En la actualidad se Ignora el significado biológico de la síntesis de calcltrlol en la 

placenta y por consiguiente, cual sería la consecuencia de su carencia. Algunas 

observaciones sugieren que el calcitriol tiene funciones específicas en la unidad 

fetoplacentarla: 1) La presencia de receptores para 1,25-(0H),03 en la placenta86; 

2) La estimulaclón de la expresión y secreción de hPL por la 1,25-(0H),03 en los 
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• slnclciotrofoblastos76
; 3) La estlmulaclón del transporte transplacentarlo de calcio 

~o/~, ,~~lcÍÍ:~l·oÍ ~ manera dosls-dependlente39 y 4) La participación del calcltriol en 

la deciduall~aclón del endometrlo87
• Sin embargo, para poder determinar con 

. ' 

certeza la Importancia biológica del calcltriol placentario se requiere analizar los 

casos de mujeres que durante la gestación presentaron bajas concentraciones de 

esta hormona, o bien contar con algún modelo animal carente de vitamina D. Con 

respecto a lo primero, aún cuando existen estudios que indican que es posible el 

desarrollo de productos sanos en madres que cursaron su embarazo con bajas 

concentraciones de calcltrlol88
, también hay muchos otros trabajos que presentan 

casos en donde esta deficiencia en la madre tuvo consecuencias para sus 

bebés89•
9º•91

•
92

, Con respecto a lo segundo, existen ya modelos animales 

genéticamente modificados que Involucran alteraciones del sistema endocrino de la 

vitamina D. Dos laboratorios independientes generaron ratones en los cuales se 

modificó el dominio de unión al DNA en el iVDR, lo cual permitió estudiar los efectos 

de la ausencia de actividad biológica del calcltrlol in vivo. Los ratones homoclgotos 

(-/-) nacieron completamente normales pese a la deficiencia del receptor para la 

vitamina D durante toda la gestación; sin embargo, durante el primer mes de vida 

desarrollaron hlpocalcemla, hlperparatlroldlsmo, hipoplasla uterina y alopecia 

total93
•
94

• Es Importante destacar que si bien estos trabajos Introdujeron un modelo 

animal útil para estudiar la patología en el humano conocida como raquitismo 

resistente a la vitamina D (VDRR II), solamente estudiaron los efectos de la 

hormona mediados por el receptor Intracelular, y no consideran la amplia gama de 

efectos biológicos producidos por la interacción con el receptor de membrana, y que 

pueden ser Igualmente Importantes. Por otro lado, existen también dos modelos 

animales del raquitismo pseudodeflclente de la vitamina D (PDDR)95
•96 • Esta 

patología es consecuencia de una alteración hereditaria que se asocia con la síntesis 

deficiente de calcltrlol y que es ocasionada por una mutación en la estructura 

primaria de la lcx-(OH)asa'9•
97

• En los modelos animales de PDDR95•96 se obtuvieron 

resultados que son Interesantes desde el punto de vista del presente trabajo: se 

demostró que en ausencia de la actividad de lcx-(OH)asa durante la gestación los 

ratones (-/-) nacieron perfectamente normales, tal como sucede con los niños 

PDDR, pero revelaron alteraciones en la reproducción femenina y en el sistema 
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Inmunológico. Tomando en cuenta que el trofoblasto de los ratones (~/~) presenta 

el mismo genotipo que el producto, se puede suponer entonces que la 1,25-(0H)2D3 

sintetizada por la placenta no participa en eventos cruciales del.desarrollo del feto o 

de la placenta misma; o bien, que el calcltrlol producto de la decidua o riñón 

maternos suplen la carencia de esta hormona. 

En resumen, la Importancia biológica del calcltrlol placentario no se conoce, pero 

es probable que el calcitrlol de origen trofoblástlco se encuentre Implicado en el 

adecuado establecimiento de la unidad fetoplacentarla, modulando la respuesta 

Inmune de la madre y promoviendo el crecimiento de la placenta y del feto, como 

un efecto mediado por el hPL, o bien actuando directamente sobre la diferenciación 

celular y el control de la expresión génica. 

La contribución del presente trabajo señala únicamente la participación de la 

1a-(OH)asa trofoblástlca en la secreción gestacional de calcltrlol y su regulación por 

el IGF-I; y destaca la Insuficiencia endocrina de las placentas PE en lo que respecta 

a la síntesis de calcltrlol. 
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X. CONCLUSIONES 

;.. Los trofoblastos humanos hldroxllan a la 25-(0H)D3 como un efecto mediado, 

al menos en parte, por la la-(OH)asa. 

,_ La placenta contribuye en la síntesis extrarrenal de calcltriol durante la 

gestación. 

;.. La secuencia del DNAc que codifica para la la-(OH)asa en el trofoblasto es 

Idéntica a la del riñón humano, lo cual sugiere que provienen del mismo gen. 

:;:. Él. IGF-I '.estimula la transcripción de CYP27Bl cuando se expone a los 
.. _, o:.·,~· . "; ~ ·. ·, . -

slnclcfofrofoblastos en cultivo a concentraciones nanomolares de dicho factor 

de áeclm1erífo 
.· ·.): 7;•:;. 

;.. La Í:ra·~-s~'rip¿lón del IGF-I se Incrementa progresivamente durante el proceso 

· . d~ dlf~r~~~¡;{clón del trofoblasto, tanto en los cultivos NT como en los PE. 

;.., L~{t~áhscrlpclón y actividad de la la-(OH)asa en placentas PE se encuentra 

disminuida en comparación con las placentas NT. Se sugiere que las bajas 

concentraciones del calcltrlol en el suero de la madre con PE sean en parte 

consecuencia de la actividad subóptima de la la-(OH)asa de su placenta. 

;.. El IGF-1 estimula la transcripción de CYP27Bl en sinclciotrofoblastos NT y PE 

cultivados, pero en lo que se refiere a la actividad únicamente estimula la 

síntesis de calcltrlol en el grupo NT. 
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XI. PERSPECTIVAS 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se proponen los 

siguientes objetivos para estudios posteriores: 

:.- Estudiar la abundancia de la la-(OH)asa en tejido y trofoblastos cultivados 

provenientes de placentas normales y de embarazos con PE mediante 

técnicas de lnmunohlstoquímlca. 

;.. Analizar la secuencia del DNA complementarlo de la la-(OH)asa en 

trofoblastos PE. 

;.. Estudiar si mayores dosis de IGF-I estimulan la actividad de la la-(OH)asa 

en los cultivos de trofoblastos PE. 

;.. Estudiar el efecto de 1,25-(0H)203 sobre el proceso de diferenciación 

trofoblástlca. 

;;. Debido a que no se conoce el origen de las altas concentraciones de IGFBPl 

en la Interfase decidua-trofoblasto98
, se recomienda estudiar la síntesis de 

esta proteína transportadora en el trofoblasto PE y NT, y compararla con la 

decldua. 

;.. Realizar estudios para determinar factores Involucrados en el abatimiento de 

la actividad de la la-(OH)asa en cultivos PE. Para ello se sugiere: 

l. Estudiar la actividad de CYP24 en cultivos de trofoblastos NT y PE. 

2. Estudiar la síntesis de calcitriol en el cultivo PE en presencia de 

antioxidantes o moléculas que atrapen radicales libres con la finalidad 

de descartar la participación de especies reactivas de oxígeno. 

3. Estudiar la expresión de la ferredoxina reductasa, ferredoxlna, CYP24 y 

el receptor de la vitamina O en trofoblastos cultivados NT y PE. 
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XII. ANEXOS 

Anexo 1 

Digestiones enzimáticas para el cultivo de cltotrofoblastos 

J:ncubaciones HBSS 1x {mL) Tripsina {mg) DNasa {mg) Tiempo (min.) 

Primera 150 190 30 30 

Segunda 100 125 20 30 

Tercera 75 100 15 30 
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Anexo 2 

Gradiente de Percoll para la separación celular. 

Para el Percoll 90%: A 18 mL de Percoll adicionar 2 ml HBSS 10 X. 

Tubo Percoll (º/o ) Percoll 90 O/o (mL) HBSS lX (mL) 

1 70 2.33 0.67 

2 65 2.17 

2.67 

2.83 

74 



Anexo3 

Mapa del plásmido pcDNA 3.1 VS-His-TOPO 

RNAm de trofoblasto (2.6 kb) 

VDFS: 1592 pb l 
cDNA 25-0HD3 1a-(OH}asa 

~A 
A~ 

> 

1l&i~~i~g¡~i Mfüfü·d~ *'li . e i 

CMV prometer: bases 209-863 
T7 premeter/priming site: bases 863-882 
Multiple clenlng site: bases 902-1019 
TOPO® Clening site: 953-954 
V5 epitepe: bases 1020-1061 
Pelyhistidine tag: bases 1071-1088 
BGH reverse pnming site: bases 1111-1128 
BGH pelyadenylatien signa/: bases 1110-1324 
f1 origin of replication: bases 1387-1800 
SV40 prometer and engin: bases 1865-2190 
Neomycin res1stance gene: bases 2226-3020 
SV40 pelyadeny/atien signa/: bases 3039-3277 
pUC erigin: bases 3709-4382 
Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387 
Hindi// 
Kpnl 
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Expression and Activity of 25-Hydroxyvitamin 
D-la-Hydroxylase Are Restricted in Cultures of 
Human Syncytiotrophoblast Cells from 
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The human placenta synthesizea J.26·dlhydroxyvitamin D:. 
and e111:preHes the vitamln D receptor. Hecuuse pr .... eclamp11in 
CPE> la assoclated with lowclrculatln1rlevel111 ar maternal 1,25· 
dihydroxyvllamJn D:i and IGF-1, it is po11Sible that alterations 
in calclum metabolism seen in PE could occur al the levcl of 
the íetoplacental unlt. In thls study, the pattcrns of Kene ex. 
presslon ond enzyme netivity of 25-hydrosyvitamin o-lu· 
hydro111:ylase lln·hydroxylasc> nnd the abundonce of IGF·l 
mRNA in placentas from normal CNTI and PE-complicated 
pre¡pumcies wcrc invcstia:ated. Cultured Ryncytiotrophoblast 
cella rrom preeclamptic placentas had only one tenth thc ac-

A BNORMALITIES IN CALCIUf\I mct.1bolism haw bccn 
in\•ol\'l•d in tht• pathophy!'iology oí pregnancy

mduced hrpcrtcnsion (l. 2), \Vhich hol\'C 11lso bccn linkcd to 
pret:'clampsi.1 (l'E)/cclampsiil (3-5). PE is a common disc11sc 
.md rem.1in~ as d major c.1use of maternal morbidity and 
mortahty in dcvcloping countries. \Ve prcviously reported 
thílt PE is associated with low circulating levcls of 1.25-
dihydroxyvitamin D, [l.25(0H);.D,J amJ IGF-1 in both ma
tcm.11 and umbilic~il cord cornp.utments (6). Furthermorc, 
rcsults from this laboratory howe cstablishcd that plJccnta 
cxprcsses thc rnitochondrial cytochromc P.a"iO 25-hydroxyvi· 
tamin 0-lu-hydro~ylJ~t' (lu·hydroxyl.isc) gene, which 
agn-ed with the cap.1bility of the placenta to produce 
I.25(0H):!D1 (7). In addition, placenta) la-hydroxylase ac
tivily. as in the case of kidney (8, 9). was stimulated in a 
do~·<lcpcndent manner by IGF-1 (10), suggesting that this 
growth factor acts as a physiological regulator of placenta! 
J ,25(0HhDJ produclion. Thcreforc. we hypothL>sizcd thnt 
altcration!> in calcium ml!tabolism that occur in PE a!> a result 
of Jow l,25(0H):D3 .lr(I attributablc, in part, to .in altcred 
lcr·hydroxyl11sc cxprcsslon and/or rcgulation at thc lc\.'cl of 
thc fotuplacental unit. 

Herein, we report .1 stud}' aimed ,1t investigating the hor
monal basis for low 1.25(0HhD.1 clrculating lcvcls in PE. \Ve 

Abbrc\•1.i11ons: AUC, .1\rc.i undcr th1.• cun·c; 8-Br-ct\MP. S·bromo 
.idcnosinl' 3'5"cAMr, HOSS. H.ink. ... b.il.inccJ s.11t soluhon; hCC. hu· 
m.in chonomc gon>tdotrophin; lo-hydroio;yl.isc, 25·hydro11yv1t.imin 
D·la·hydro11yl35ol'; NT, norm.il; l'lil25l0H)D,. 25-hydro11)··J:!6,27·mcth
yPH fcholccalc1forol. l,25(0H)i01, 1,:!S.dihydro11yvit>tmin 0 1: PE. 
prCC'("l>tmpsia. 

tivity of la-hydrosylase and dld not rempond to IGF·I, when 
compared with NTcultures. SimHarly, the Jevel• of la·hydroz
ylase mRNA In ayncytiotrophobla1t. cell• from PE placentu 
under basal and IGF-l-11timulated condltion• weno •fanifi· 
cantly reducOO. In contra1t, IGF·l mRNA level11 were found to 
increaMe during the ditrenontiation proceas, wlth no ditter• 
ence11 bctwecn NT ond PE cultures. These rHulta •upport the 
role of placcnto a• a con tributar to tho abnormalitle• obaervcd 
in calcium metaboli•m in PE. (J Clin Endocrinol Mrlab 87: 
3876-3882, 2002) 

dl:'termined lhc activity and exprcssiun of the la-hydroxy
lase l'n7yme in cultured placenta! syncytiotrophobl11st cells 
obtaincd from normal CNT) and PE complicatcd pregnancics. 
In dddition, cxpression of IGF·I gene, during trophoblast 
differenti11tion in both NT and PE cell cultures, w11s also 
studied. 

Subjects and Alethods 
Subjects 

The study protocol W3!1 appronoJ. by lht.> Human Ethical Commilltt 
uf thc N>tlional lnstitutt.> of Mt>Jical Sch.•nct.-s anJ Nulrillon 5.llvador 
ZubJrJn. Subj«ts wert.> cunsidt.'rcd to bt! PE wht.>n their blood ptt!!isure 
was found to be 31 feast 140/QQ mm Hg in two difft."rcnl lime inlt.'rvab. 
tlf 6 h apart. Jn addition, hypertensfon should ha ve been associatt.'d wilh 
e'.\cretion of more than 300 mg urinary protein per 24 h. Patlents wilh 
chronic hyperlension. diabett.'!1 mellitus. and ren.il, •nd other systemk 

~~~s t':o%e t~~c~i:;:tif~Un:~'~;~u~J~~t~"'!~1:h':1:,~~;.n~:~~ ~:: 
of dell\'ety. 

Material!! 

l fanl!\' bal>tnced sah solution (11855), DMEM and DMEM-F12. fetal 
c-alf scrum, penicillin-slrrptomycin mh:lure, and Fungizone were ob
tained froin Life~ec:hnologies. lnc-. {Grand lsland. ~Y). Pcrroll.B-bromo 
tldcnosine 3'5'-c Mr (8-Br-cAMP). dem.yr1bonuclease l. BSA. trypsin. 
.and glutamine wr e purchased from Sigma (St. Louis. MO). All sol\•ents 
(HPLC gr.ide) were obtaincd from Merck &: Co .. lnc. (Oannstadl 
Germany). Unl.1bclcd authcnltc 25(0H)D, >tnd 1.25(0H)zOJ were a gcn
crous g1fl from Dr. E. M. Gutknccht >tnd Dr. P. Weber (f. Hoffm.JM· 
l...l Roche Lid., Uasci. Sw1tzcrl.lnd). Thc 25-hydro11y-l26,2'7·mcthyl· 
1Hfcholcc>tlc1fcrol (fHJ2!i(OHID.~ spccif1c activ1ty, 30 Ci/mmol) was 
purchascd from Amersh.im Pharmaci.i Biotec:h (Buckinghamshire, UK). 
Hum>tn chononac ~on.:idptrophin (hCC) RIA was kindly provided by 
NIODK (Rock\'ille, MO) Human embryonic kidncy cells (HEK-293) 
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Ola& el al. • Placenta! J,25!0H>,D·la·Hydroxyluo in PE 

were purchased from ATCC (CRL-1573; Microbi'I Uiosystems, Ontario, 
Canada). Ali olher reagents were of analytkal grade. 

Tissue preparation and ccl/ culture 

The lsolalion olnd culturl' o! cylolrophoblasls was performed as dl'· 
scribc?d by Kliman ~t ni. ( 11). Drit>íly, tl'rm placentas (35-42 wk of ges
tation) were obtainl'd from NT and PE women. Tissues were brought 
lmmedlately lo the labor,1tory, where Se\.·eral cotyfOOons were removed 
and rlnsed thoroughly In 0.9% NaCI at room lemperature. Sofl \."lllous 
t1ssue (30 g), frt>e of conncct1ve tissue and vessels, was colh.>cted. Tissut" 
was coarsely mlnced and digested with 0.125% trypsln and 0.2 mg/ml 
deo'lynbonuclease 1 (l,500 KunJtz units/mg) In warmOO calcium and 
magnes1um·free HDSS, contaming 25 mM HEPES (pl-1 7.4), far JO minal 
37 C. Cell ,.usren!lions were poolt>d, centrifug1.od at 1000 x g far 10 mln, 
and resuspended in DMEM contatning 25 mM HEPES and 25 mM glu· 
co!tl' (DMEM·HG). lhe rt>sul1<1nl cdl suspension was placed on 5-70'h• 
Percoll (vol/vol) ,:;radients made up in HDSS. Grad1ents, which con
shOed of 5% steps of J mi each, Wtc"re centnfuJ;cd o1t 1200 x g at room 
temperatun.• for 20 mm. Alter ccntrifuga11on, the middlL' band (contain· 
ing the cytotrophobla!lts) wa!t removed, washL'd unn.• w1th DMEM-HC, 
and rt .. 'SuspendL'd in mlodium íortissueculture Percull gr.tdienl·punfit.>J 
cytutrophobla!>ls werl'dilull"li to.t cunn•ntratiun uf::? x 1íl"cell!>/ml wilh 
DMEM-HG conlaining .a mM glut.tminl•, 100 U/mi pl•nidllin, 100 µ.g/ml 
streptumycin,0.25 µg/ml FwigiwnL', ami 20% hl'.1t·inac11valt'd ft-t,11 calí 
!>f.•rum; platc.od in 35-mm culture d1!>he!> (Nunc, Rn!>kildt', Ot>nm.1rl..); .tml 
incub.tted in humidií1ed 5'}<. C02-t15% air .11 J7 C. Unll'.!l!'t 11llwrw1w 
inJic.11t.-<l, after2 din culture. cL'll!> wt-rl' ini.:ub.ilt"l.I in serum·free DMEM
F12 wilh luw c.tlcium .md pho!>phalt• 1.·011Ct'ntr.itiom; 

cor?c:~f;"\~~nmo~11;~~1~i;~~~ .. ~ :~hur~~ ~11e~~~! ~~~u~i;a:::~::~ ~;~~~;; 
de~ribed (7), by r.prci/k RIA using anlibtxly anli·hCG-1 fliíl, .11 .i lin.11 
workint-; dilution e.ir 1:150,000 TI1i!t .mtiht.>dy r11.hih1tc; 1.2% and 3 2% 
crosi>-tl'.u:li\'ily wilh írt't!' hCCu- .rnd {1-subunils, n·~pectively The M"n· 
~itlvity oí tlw .tsM)' wo1!> 0.025 nt-;llul>t.• •• 1ml tlw inh•r- arui inlra.i"-"'1Y 
codhdenls uf varlation wert> ll'!IS tl1i1n 10",n .md k~s than 6%, respec· 
hvely Totdl ptolL'm conlenl uf ct'llcuhuresw.is nieo1sured by lhl' mt>lhod 
of RrndfurJ (12), in ,1 30·µ1,1li<1uot pl'r duplkah>, using BSA a!'i !'ilanJ.trd. 

Aclivity nf la·hydro:xylase rn C'ullured human 
B)'flCytiotrophoblast ce/Is 

Tiw abi11ty of syncytiolrophoblasl cells to com·crt :?5(0H)0_1 into 
1,25(0Hh0, was studled ind1vldu.illy in 8 pla~ntas lrom PE. women 
and 10 placentas from NT sub¡ects, as prevíously described (7, 10). 
Orieíly, on the thlrd day of culture, ml'dium "'aschanged, and cclls were 
incubated In 2 mi serum-frl't.' medium (OMEM-Ft2) in the prcsence of 
!1HJ25(0H}0,, ata final concentration of 3 nM, during 60 min. Culture 
medium was then transferred toglass tubes, and cells were washed wUh 
1 mi methanol. Protcin cell content was determined afler addltlon of 0.5 
ml 1 ·N NaOH. Vilamin DJ metabolites were e:-.tracted from lhe med.ium 
wilh an addi11onal 3 mi methanol. followt'd by 4 mi chloroform. The 
chloroform phase was dr1ed down under N1, and lipidic cxtracts 
were red1ssolv1.-d In chromatographic solvenl. Authentic unlabt!lcd 
1,25(0Hh01 was used as elution marker, and samples were scparated 
on an HPLC fitted with a photodiode arra~· detector(Model 996; Waters, 
Millord, MA), using an ultrasphen• Si, 5 µm, -1 6 x 250-mm column 
(EJ«kman, Palo Alto, CA). A second stra1i:;ht phasc HPLC was u5Cd to 
finally separate the vltamin o, mctabolites (10, IJJ. The convcrsion of 
f'H)25(0H)D 1 lnlo putatl\·e (1H)l,25(0HhD 1 was detennlned by esti· 
maun,; the percentaF;e of radioocli\.'ily coeluting with aulhentic unla
belc.od l,25(0H)10 1after th1.• 2successive HPLC's. Rcsultswerue11.pressed 
d~ fl:'mtomolc.'5 per milligram protein 

cUNA synlhesis a11d PCR amplificalions 

Toto1l RNA, l!oul.1te.J frum cultured i.yncyt1otrophublast cL'll!o (14), wa~ 
use<l a!l tl'mpl.tle far cDNA !>ynlhl'!lb, u?>ing the SuperScript 11 preo1m
plilk.1liun system (Lile Tt.'Chnolugi1.'!I, lnc.). PCR .1mplificalions were 
then perfurmed wlth Taq polyml'rd!>l' using the fullowing Sl'f\St.' and 
• 1nlisen!>t.' primen.: lu-hydroll.yla!>l:', (5'..G'JTGCTA1TCGCGCGACTC· 
GAC-3' and 5'-GTGACACAGAGTGACCAGCATAT-3'); IGF·I, (5'
TCACATCCGCCTCATAATACC-3' and 5'·AAATAAAACCCCCTG-
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TCTCCA·3'); and hCC. (5'·CGCACCAAGGATGGAGA-3' and 5'-CC
CTJTA1TGTCGAGGA·3' ), which yielded a 2'J8-bp. 229-bp. and 494-bp 

~~~~:!af1~~~~1;y~fo~~~~~ ... z~xr~ªt;z~::;,"1:Cª;oro~f:~r:: a1~d 
anhsense pnmers: 5'-CCCCACCGTCTICTICCACAT-3' and 5'-AC. 
GTCCITACCCTICTGCTCC·J', whrch yielded a -ISJ-bp RT·PCR prod· 
uct. Jncubations, in the absence of reverse tr.inscriptase, were used as 
controls for thl• RT-PClt reactions. The PCR products werl' resolved on 
agarose seis, blollcd onto nylon membranes (15) and hybrid1zed wlth 
human ln·hydro11.)tJaseor ICF-1 cDNAs nested probes (183 bpand 66 bp, 
tL'spect1vely) radiolabcled w1th ¡nrJ-d1.-oxy·ClP by random priming. 
The prob1.• for la-hydro11yl.:1Sl' was obtained from HEK-293 cells as 
prev1ously descnbed (7). The ICF·I and cyclophilm nested probes wcrc 
generated from human placenta! lii.sue by RT·PCR using the followlng 
primers: IGF·I (5'-ACCfCTGCCACCCCTCGACCGGAG·3' and 5'
CACCAACTCAAGACCATCCACCAC-3') and cyclophilin (5'-CAC· 
ACCCCATAATCGCACTCCTGC-3' and 5'-AAACACCACATGCIT· 
GCCATCC1\GC-J') for sense and anlisen!tC pnmers, respectivcly. In thc 

~~:g0~h1;;t~~~suz: r,~~~~;R1~~~~~~ ~eNp~o~~~e';:~~::C=: 
far idenlil)' b}' ADI rRJSM Oye Tennlnator Cycle St.oquendng Kit (Per· 
kin-Elmt.'r Corp., Foster City. CA), as previously described (7). 

Fur Northem blols. JO µg tutal cellular RNA wai. i.i:.!e-fraclionated on 
a 1.2% formaldeh)·dc·agaroi.c gel. AítL'r el1.'Clrophorl'!>is, RNA was trans• 
forred onto nylon membram.'!t by capilldry dtffuslon, h.11.ed by UV cros~
li.nkin¡.;, and probed with thl:' com.'!lronding 1ur)-dl.'Oll.y-CTr-1a~ll.'d 
cDNA. After preh)•bridizatiun for 1 h at 68 C. the radioactive prubc was 
adJed and hybrid1ied in 0.25 M Na2Hr04 and 7".. sodium dodt."Cyl 
i.ulfate dunng 24 h at 68 C. 

Statislical analysis 

Tiw area undL'r thl' curve (AUC) o! hCC :>t"Crelion in cultur..- media 
Wd!t calculatl'd by 1he tr.tpezoid mc.•thod, wilh the aid of a computer 
program (SigmaS!at; Jandd Scientific Software, Chicago, IL). Statistical 
i.ignificance among comparlsons was t.'Stabllsht.'d uslng Student's t test. 
A P value s 0.05 was coru.idl'red statistically !>ib'Tlilicant 

Re11ult11 
Functional lrophoblast cell dif(erenlfotion 

Microscopic examination of placental cultures from both 
NT and PE women showed, after 3 d of culhtre, the presence 
of ccll .lggrcgíl.tcs containing multiple nuclei wlth very little, 
if any, single munonudcar cells. Cultures from PE placentas 
wcre microscopically ind1stinguishable from those from NT 
pregnancics. In ali cases. syncytiotrophoblasts appeared not 
isolated, but forming a network structure uf multinucleated. 
cells with clusters containing nn average of more than 10 
nuclci. Figure 1 shows thc AUC of hCC relcascd from NT olnd 
PE trophobJasts during the first 72 h of culture. As depicted, 
both NT and PE placent.1s released similar amounts of hCC 
during thc 72-h pcriod, cithcr in thc absence or pn .. >sencc of 
8-Br-cAMP. In both groups, addition of thc cyclic nuclt..'Otidc 
aníl.log significantly increased thc amount of hCG in thc 
culture media without significant diífcrenccs between them. 
Figure 2 shows the temporal exprcssion pallcm oí hCC 
mRNA isolated from NT '1nd PE nonstimulatcd trophoblast 
cells at different days from plating (d l-4). Total RNA was 
extracted from cultured cclls and subjected to RT·PCR, using 
spccific primers, as outlincd undcr Sllbjects and Mr!thods. 
From the Southem blot analysis, a temporal pattem for the 
.1mount of hCG mRNA was demonstratcd that closely cor
responded to thc temporal pattcm Cor rclcascd hormone (Fig . 
l). The relati\'c abundance of hCG mRNA (Fig. 2A) was 
obtained by normalizing the 494-bp band inte~sity (Fig. 28) 
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with that generatt.>d for the constitutive gene cyclophi11n 
(Fig. 2C). 

Synthesis o{ l,25(0HJ11D3 by syncytiotrophob/ast ce/Is from 
NT and PE pregnancies 

To demonstrate the ability of PE syncytiotrophoblasts in 
culture to synthesize l,25(0H}zD;:i. cells at the third day of 
culture were incubated in thc presencc oí [3 HJ25(0H)03 dur
lng 1 h. As shown in Fig. 3A, cells from control placentas (n = 
10), tcsted al thc third day of culture, actively .synthesized 
l.25(0HhD1 from thc lclbclcd precursor (215 :!: 114 fmol/mg 
protcin). By contrast, unly une lenth the activity obscrved in 
control cells wa.s obtaincd when syncytiotrophoblasts isu
lated from PE placentas (n = 8) were incubaled undcr idcn· 
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1'10. 1. hCG aecrction by NT ond PE cultured &)"ncytiotrophoblosl.8 in 
the absence 1 -1 or preAcncc l +) of 8-Br-cAMP. Bars, AUC or hCG 
e mean ~SE.), relenscd during 72 h, of 10 culturcd plüccntns, rcspcc· 
uvcly. •, P < 0.001 vs. without 8·Br-cAMP. 

FIG. 2. Temporal pottcm oícxpre!llion of tJ·hCG mRNA in 
syncytiotrophobloat cella from NT and PE placentas. Oaily, 
totol RNA waa obtoined from cultured cella and aubjected 
to RT-PCR 011 described in Subjrct• and Mdhods. Thc 
Southem blot waa probed with 13-hCG cDNA (8). Control 
RT-PCR ampUOcalions In the aame samples, using cyclo· 
philin, are shown (CJ. Normolization oírelative optical den· 
sities of RT·PCR products of 13·hCG and cyclophilin atre 
ahown in A. 

A 

B 

e 
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tical conditions (19 := 11 fmol/mg protein; P < 0.001 vs. 
control). In all instanccs, cultures of syncytiotrophoblast cells 
isulatcd (rom PE pl.tcentas relcased hCG nonsignificantly 
different from control cultures. 

Preincubation of NT syncytiolrophoblasts wilh 6.5 nM 
IGF·I resulted in a 243"/u increasc (/.1 < 0.01) in la·hvdrox
ylase enzyme activity (Fig. JA). On thc contrary, cÚltures 
from PE ¡,lacentas did not significantly increase thc conver· 
sion ar 1 11)25(0H)D3 into (3H)l.25(0H)iD3 in the prcsence 
of IGF·l (Fig. 36). 

Tu determine whcther thc low basal ~ind IGF-1-stimulated 
metabolk conversion of (1 HJ25(0H)D3 into [1 HJ l,25(0HbD::i 
in cultured syncytiotrophoblasls from PE placentas was a 
rcsult of ~1n llltcrcd c1'pression and/or regulation of placental 
1 o-hydroxylasc, thc expression of lhis cnzymc was invesli· 
gatcd by RT-PCR/Southcrn blot and Northern blots with 
.md without thc addition of IGF-1. Beca use inilial attempts lo 
identify plclcental la-(OH)ase gene products from total RNA 
isulated from frcsh placcntal tissue wcrc unsuccessful, we 
decided to use Percoll gradient·purified cytotrophoblast cclls 
kcpt in culture as a source of placental RNA. Figure 4 shows 
a rcprc~cntati\'C Southcrn blot of RT·PCR products o( la• 
hydroxylase mRNA i~olated from 72-h cultured syncytiotro· 
phoblasts. A rcduclion in the relative abundance of la· 
hydroxyla~c mRNA (Fig. 48), ,1fter normalizing with thc 
band obtainf'd for the con.stitutive gene cyclophilin (Fig. 4C), 
was obscrved in PE placenta~. compared with controls (Fig . 
4A). Similar results werL' obt.lined by Norlhern blots of total 
RNA f'xtracted from fresh placenta) tissuc (data not shown). 
The effocts of preincubation with 6.5 nM IGF·I on la
hydroxylasc cxpression wert' studied by Northern blots in 
cultured NT and PE syncytiotrophoblast cells. Three-day 
cultures were treated with IGF-1 or \'chicle alone for 24 h. As 
shown in Fig. 5, a 2.5-kb 1 n-hydroxylase transcript was de
tectcd at Jow Jcvcls in unlreatcd cells, with expresslon being 
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F10. 3. A, (3HJ l.2510H>:1D3 production by ayncytiolrophoblast cella 
cultured írom NT and PE pincen tas. Al 72 h after plntini:, cella were 
incubatcd for 1 h In the prcsence of 3 nM (3 HJ25(0H>D:i, and the 
conversion producta were aeparnted by two.atep 1lrnlghl0 pha1e 
HPLC. Each bar representa the mean : so of 10 NT and 8 PE 
placenta&, re1pect1vely. •, P < 0.001 u•. NT. B, Effeclfl o( IGF-1 on 
i:1 H)l,25!0H>2 0 3 production by NT and PE syncytiotrophoblnmt 
cultures. Ce1ls were incubated as described abovo but In the pre•· 
ence of6.5 nM IGF·I (•) or lhe vehlcle alune{-).•, P < 0.01 u•. 
control. 

even lower in cells from PE placentas (Fig. SA). IGF-1 treat
ment increased the transcript levels in cultures from both NT 
and PE placentas; however, PE cultures showed a signifi· 
canlly lowcr transcriptional response to IGF-J. 

IGF./ gene expression ira NT and PE 
syneytiotmphobla.at cultureR 

During difícrentiation of NT and PE cytotrophoblasts, to
tal RNA was extracted at diffcrent limes of plating and was 
used as tcmplate to genera.te a RT·PCR IGF·I 229·bp product. 
The results in Fig. 6 sho\.\' that the leve) of IGF·I gene 
expression was not different in both NT and l'E cultures: 
suggcsting that JGF·I might not be thc cause for lower 1 a· 
hydroxylase activity in PE cell cultures. In addition. an 
increasing expression pauem of IGF-1 gene was observcd as 
trophoblast differentiation process progressed. and it was 
similar in NT and PE cultures. The rclativc abundancc of 
IGF-1 mRNA was established by normalizlng the 229-bp 
band lntensity with cycluphilin RT-PCR product (Fig. 6, C 
and A. respcctivcly). 
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Flo. 4. Bxpression of la·hydroxylmu! mltNA 1CYP'.?7BU in cultured 
ayncytiotrophoblast cells from NT and PE placentas. Total RNA woa 
obtained from 3·d cultured cells and then subjccted to RT·PCR and 
Southem blot analysis usmg o. specific la·hydroxylaae cDNA probc 
(B) and cyclophilin probc CC). respechvely. Nonnalization o(rclative 
optkal denaitiea o( RT·PCH products of Ja.hydroxylaae and eyclo· 
philin is ahown in A. 

Discussion 

lncrease in maternal scrum le\'els of l,25(0HhDJ has been 
considercd as onc of thc mechanisms by which calcium ab· 
sorption is enhanccd during prcgmmcy (16}. Although the 
factors involvcd in rcgulating maternal l,25(0HhD.1 serum 
levels remains largcly unknown, we havc presented evi· 
dencc that human placenta synthesizcd the active metabolite 
of vitamin 0 3 (7, 10) through gene expression and activation 
of the cytochromc P .. 50 1 a·hydroxylase. It is also wcll known 
that circulating lcvcls of l,25(0Hb03 are significantly lower 
in PE women than in normotensive and chronicall)' hyper· 
tensive pregnant subjects (3, 4. 6, 17). In addition. thcsc oh· 
servations strongly raise thc possibility that tow Jevels of 
l,25(0H)z0.l in PE could be the rcsult of a deficient produc· 
tion o( this active metabolite by the placenta. 

The results presented herein demonstrated a ele.u signif
icant difference in thc ability of cultured syncytiotrophoblast 
cells isolated from PE placentas to convcrt [3 H]25(0H)D3 in to 
{3H)l,25(0Hh0.l. ln ali instances, cultures from NT placentas 
produced significantly highcr proportions oí 1,25(0H)i03 
than PE cultures, regardless of the time at which syncytiotro· 
phoblast cdl~ were tested. 1l1L>se rcsults agrecd also with 
those, herein presented, on the rclativc abundance of la
hydroxylase mRNA in the same cultured cclls. The finding 
that PE placentas expressed Jcss 1 a·hydroxyla.se mRNA and 
la·hydroxylasc activity than NT controls may indica.te a 
spccific alteration in placenta! ability to syntheslze adequate 
amounts of la-hydroxylase. Our results showing lhat tro· 
phoblasts from PE prcgnancics wcrc ablc to normally dif· 
fercntiate into syncytiotrophoblasts and produced hCG in 
response to B·Br-cAMP. in a manner similar to th.1t of control 
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Fm 5. Effect.s oflGF·l on ln·hydroxylase ~ene exprea!lion in N'I' and 
PE syncyuotrophoblast culture11. Thre<!·day cultures wcre incubated 
ns dcscribed nbovc, m the absence 1 ) or presence ( +) of 101''·1. Afler 
4 h 1ncubot1on, total HNA wos cxtraded ond hybndizcd with the 
l37Pl·lnbeled lo-hydroxylose cDNA probe (Bl. 28S nbosomal RNA 
wns used to osscss cquol loodmg of ploccntol RNA (C) nnd for nor
molizotion of lo-hydroxylnsc mRNA Jc\'els IA). •, P < 0.05 vs. control. 

FIG. 6. Temporal exprcHion of IGF·l mRNA in cultured 
syncyllotrophoblast cella from NT and PE placentas. Daily 
total RNA was obtalned from eultured cella nnd then aub. 
jected to RT-PCR and Southem blot analy1i11 usini:: spedílc 
JGF.J probe (8) nnd cyclophllln CC>, respectivcly. Normol
izotion of relative optical densltles of RT·PCR producta of 
IGF.J and cyclophilin is ahown in A. 
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cells, argued against an m•erall placenlal restricted metabolic 
capacity ora deficient cell differcntiation proccss as factors 
responsible for Jm,• 1 a-hydroxyla~ gene cxpression and en
zymatic activity. This obsen•ation is in line with previous 
studics indicating that invasivc trophoblast is more likcly to 
bt! allcrcd in PE than cndocrim.• syncytiotrophoblast (18). 

lt has been an intriguing possibility that placenta! pro
duction of l,25(0H):iD3 is altered in PE. Until now, there was 
nu way tu diffcrentiate, by thc currcnt avdilablc mcthudul
ogy, between 1,25(0f-f);:!D1 produccd by the kidm•y vs. that 
produccd by thc placcntil. In this study, we suggest that thc 
ctiulugy uf vitamin D mctdbolk dltcratiun~ ~l.'t.'n in PE may 
rPside, in part. in the placenta and is attributabletoa defident 
production of la-hydroxyl<Jsc. l11e rcsults presentcd hercin 
dcarly dl.'monstratl'd that synthcsis and activity of lu
hydroxylasc were indeed significantl}· restricted in culturcd 
human syncytiotrophoblasts obtaincd from PE prcgmmcies. 
In thib rcgard, PTH and 1,25(0H),D" are two uf thc major 
physiological foctors among those involved in regulating 
l.25(0HbD.\ production (19); and, until now, the molecular 
rcgulatory mechanisms of this enzyme have bccn partially 
clarified (20, 21). lnterestingly, studit.."S in humans have 
clearly indicated that both L25(0H)2Dl and JGF·I serum 
concentrations are significantly lower in PE than in NT preg
nancics (6). Thcsc studies, linked tu othcrs indicating IGF·I 
as a unique calcium-dcpendent stimulator of renal (9) and 
probobly ploccntol J,25(0HJ,D3 production (10), promptcd 
us lo further in\'estigatc whcther this factor was involved in 
the low lo-hydroxyl.1se activity in PE placentas. Allhough 
the role of JGF-11 on placenta! ln-hydroxylase cannot be 
rulcd out, its relative <Jbundance in the intermediate tropho-
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blast, which scemed to incrcasc as thc cclls invade into the 
maternal dccidua (22). suggt.~b. that JGF·JJ would be in· 
volved rather in thr procc>ss of invasion. growth, and dif· 
forcntiation of the lrophoblast. 

Exprt!s~ion uf IGF mRNAs has bccn prcviuusly Jcmon· 
strated in hum.in placenta (23, 24). Uoth JGF·I and lGF·ll 
mRNAs havc similar distribution. but IGF-11 mRNA is more 
abundant in placentas obtaincd al ali geslational agcs. Thcsc 
data, taken togethcr with thosc dcmonstrating thc prescncc 
of IGF·I receptors on placenta! membrancs (25, 26), suggcst 
~1n autocrine/p.1racrine mechanism of IGF-1, lo regula le pla
ccntnl growlh and nll'labolism, including ln·hydroxylase 
c>.pression and/or activity. Although, in this study, the role 
of other ln-hydroxyl<tse regul,1tory factors in the placenta 
cannol be ruled out, our results demonstrating that IGF-1 
cxpression in PE cultures was similar to that observcd in NT 
cells, suggest that low ln·hydroxyk1st.~ cxprcssion ami activ· 
1ty in PE were probably not thc rcsult of alterations in IGF-1 
locally produced at thc placenta! levcl. Howcvcr, an incrt•asc 
in thc conccntrations of IGF binding protein-1 in m~1tcrnal 
scrum and al thc dccidual-trophoblllst interface, as dcscribcd 
in PE (22), may dccrc¡t~t· tht• biu.1vailability and biological 
;ictivity of holh systcmic and loc,1lly produccd IGJ~.1 at tht• 
placenta! levcl. In ~1ddition, altercd IGF-J and insulin action 
in crythrocytes n( PE palients h.we been dcscribed (27), 
which may also be of rclevance in many of thc actions me· 
diatcd by this growth factor in both maternal and fetal tis· 
sues. Thest? observations a~rccd with our results on the cf. 
fects of IGF-1 on lo-hydroxylasc gene expression and 
cnzyme activity. 

On thcother hand, it is .liso plausible that livcr, rather than 
placcntal IGF-1, could be involvcd in regulating la-hydrox
ylasc in thc placenta, bl"cause variations of lGF-1 in maternal 
!-t:'rum during pregnancy pou.tllcl thc changt.'s in IGF-1 mRNA 
in the liver (2R). In addition, NT e"press1on of IGF-1 mRNA 
1n placent<tl cultures from PE pregnancies, during thc timcof 
syncyliotrophoblasts forminJ.?, was coincident with changcs 
tn cell morphology and hormnnc sccrction accompany tro· 
phnblast differentiation. 

11 is well known th.1t IGF-1 is primarily regul.11t,>d by pi
tuitary CH (29}; ho\,·cvcr. during pregnancy. CJ-1 synthcsis 
by lht• piluilitry is inhibitcd, ph1ccntal CH bcing the prim<try 
GH species in the matern.11 circul.1tion (30). In PE, wherc 
placenta! invíl.sion is compromised, it is possible that pl.1-
cental CH synthesi~ is also affocted, thcrcby rcsulting in 
dccreascd livrr IGF·I production. The consequenn• of rt:'· 
duccd placcnt.111,25(0HhDJ, most probably as thc rcsult of 
the low plasntd lc\"el~of IGF-1 in PE, is still unclear. However, 
thc pn~c>nre of l,25(0H)iD:i rcceptors in the hum.ln placenta 
{31) suggests the invoh•emcnt of 1,25(0H)iD3 in the proccss 
nf transpllrl of calcium acros~ thc placenta. lndecd, the pld
ccnt.1 is ablc to transport calcium <tctively evcn in the abscncc 
of fetal parathyroid glands (32), a mechanism that is most 
prol'tably regulatcd by thl• locally produced l.25-(0l-lhD3 or 
othcr foctnrs, such as PTHrP (33). 

In ~ummary, our results g.we further support suggt.>sting 
thc placenta as a contributor uf 1.25-{0H)i:D3 during preg· 
nancy. In addition, cullured syncytiotrophoblast ceHs from 
PE pl.1centas c>'.ICpressed less 1 n-hydro'.ICylasc mRNA and 1n
hydroxylasc cnzvmatic acth·ity than NT pl.1ccntal cclls. 
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These results may providc an explanation far a number of 
mctabolic altcrations in PE associated with changcs in 1,25· 
{OMhD" production. Further studies on the elucidation of 
thc mcchanisms in volved in thc rcgulation of cxtrarcnal 1,25· 
(OH)iD" pruduction will bt! of impurtancc to our under· 
standing of thc tissue·specific functions of lo-hydroxylasc. 
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on Anti-Milllerian Hormone / Milllerian lnhibiting Substance 

Supported by the Serono Foundation 
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Aix .. en Provence. France 

AMH/MIS, a member of lhe TGF·/3 family, in addition to its key role in sex differentiation, is involved in 
the deveJopment and function of fetal and postnatal gonads. AMH/MlS is a rcliable marker of immature 
testicular function and ovarian tumors. During the meeting. basic molecular and cellular issucs as well as 
clinical applications will be addresscd. lntroductory lectures, round tables and postcr presentations are 
scheduled. 

Contact person: Dr. Nathalie Josso, JNSER.M, 1 ruc Mauricc·Amoux, 92120 Montrouge, Francc, E-mail: 
josso@wotan.ens.fr. Visit http://www.serono-amh-mis.com for details and registration. Workshop Secre
taria!: Atout Organisation Sciencc, Fax: 33-4-9615-1251 or 33-4-9152-9373. 
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Identification of a 25-Hydroxyvitamin D 3 la-Hydroxylase 
Gene Transcription Product in Cultures of Human 
Syncytiotrophoblast Cells* 

LORENZA DÍAZ, !RENE SÁNCHEZ, EUCLIDES AVILA, ALI HAJ,HALI, 
FELIPE V!LCH!S, ASI> FERNANDO LARREA 

Dt1partme11t of Reprucluc:tfoc> Binlopy, Instituto Nacio11al de la Nutril'icin Salvodur Zubird'1, 
México City 14000, Mé.\·ico 

ADSTltAC'J' 
Althnugh nccumulating dutu show that plncl!nta iH nhlt! to 11yntlll'· 

11i;w l,25·dihydroxyvitnnun 0;1• lhl' pnisl'ncc of cytochrome P.~, l'll· 
zyme c11p11hfo of convl!rling 25-hydroxyvitamin DJ C250HD:1J tu tlm 
hiologicully nctivc form oí vitnnun U in this tissutJ, hn~ not bccn yet 
cfoarly t•stabli11lwd. In thiH 11tudy, w1• hn\'t! i1wcstiu11tt•d tlw prnsem·c 
oí2fi·hydrox}'\'1tnmin D.1 Ju·hydroxyhuw f 111·IOJllmm1 .:ene exprt'!I· 
sion producl!I in culturcd hum111111yncytmtrophohlast. Tot1d HN A Wll!I 
i110)1ttt>d from t"ultun.•d plnt"entul cclls nnd 1n1bJt!C't<'d lo Nortlwrn blo\t! 
or RT·l'CR by us1ni: l11·I0•1 )11sc·Npccilic prim<>r11. The umplificd corn· 
plcna-ntnry UNA frugmt•nts werc 11n11ly;wd by i:t•l L>lectrn)lhornsis 111111 
nuch•otide scquPncing. Totnl HNA from kidncy llF.K :,m:i Cf'll!I WU!I 
1>ubjcctt'd to reverse transcriptnsc 1 l'o.ction. und n 298-bp complemcn· 
tary DNA lu·fülllni.c pro be wus gL•nt•rutcd hy PCH. P1·imnl'Y cultures 
ofhumnn syncytmtro11hoblnf;l!I cMh1hit1•d ln·(ÜHlnsr nct1vity, nnd n 

TI IE KIDNEY Tl.'prt>sl'nls the nrnin sourcc of circuk1tin~ 
1,:?5-dihydroxyvit;imin D 1 (1, 25·(0H)iD,) or calcitriol 

(1. 2), tlw most potcnt naturnlly on·urring ml•tabolitc of vi· 
t.1min D1. SvnthL•sis uf c.1lcitriol h. thl' rL'sult of n renal :?5· 
lwdrnxv\•itámin IJ, ln·hvdro\\'lil~l' ( ln-(OH)asL•), a mito· 
cJ\ondrÍal cytochrom1._• P ~ ... , e1lzyme, with a key role in 
calcium homcost.1sis. Th1._• firsl ohs1._•l"\'illion leading to tlw 
cs1.1bli~hmcnt of an 1._•.\tr.irt._•1rnl source uf IH-(0H).1s1._• w.1s in 
pregnant rats, wlwrc bi1.1tcr.il ncphrcctomy rcduc1._•d, but did 
not cnmplelcly climim1ll'. the SL'rum conet..•ntralions of 1,25· 
(OHhD1 (3). In fact, il has bcl'll shown lhill dl•cidual n·lls 
rL•prcscnt a sitc uf Cillcitriul synthcsis during prcgnancy (·I). 
Although ;,, t'tlro studics pro\·idL•d 1._•vidcncc that, in 01ddition 
to hum<1n dL•cidua, human omd rndt•nt pl.1cL•nlal trophnbJ.;ists 
produccd 1.25-(0HhD.1 (3, 4), ,, numbcr ot in\'cstigators h.wc 
bccn llll<lblt> lo dcmonstr.itc a consisten! and dctcctablt> pro
duction uf Cillcitriol by thc~c cclls (5, 6). Similarly, Hollis t.'t 
11/. (7) havL' suggcstL'd that 1,25-(0H)iD, product._•d by human 

lkcl'i\'cd Fl'bru.1rr l.!, 2000. RL•vis1on rt'Cl'l\l'd M,1rch 29, 2000. Ac· 
Cl•pll•d t\pril 6. 2[)(k) 

1\ddress cnrrl>sr11ndl'ncr ,1nd rt-i;¡u~ts for reprints tu: Fem.ii1do l..n· 
n·.1, M.O., Dep.utmL'OI o( HL'productiw U111lt1H}º, lnst11uto NJcion.11 dt• IJ 
Nutr1ci1in S.-.lw1dur Zubiri'in, V.to;cu Lil· Quiw~.1 Nt1. 15. MC>tko 14000, 
Mhiro D F. F.-m.ül: J.1rn•.1fi'm,11ll'r ni.mu·on,1..:vtm>t. 

• This !>ludy wa~ support1._-d, in pJrt, b)• Kr.irÍti> from The Spt.oei.11 Prn· 
W•'mme for l<t•M•.uch, O..•vt•h1pmt.•nl .md Research TrJining m Hum.m 
lfopru1.luctmn uf lht• World 1 kalth OrgJniz.1t1t1n (Gl'nt'Vd,Sw11urfand). 
llw Latm·Amcrican Pru~r.:im uf Ro.."it.'arch .md R1._~.:irch Tralnin,.; m 
f-lum.in l<eproduction (PLACI H.H, M~ ... ico), .111J The N.11ion.l1 Ctluncil of 
&:knct• ilfül TL'Chnology fCONACyT. Mé..,1n1) 

transcript for thi11 gt•nut·tmld bu lfomom1truled in thc11ccclh1. Nvrthem 
hlot n1111ly111s rcvenlmt thr 11resence oí11 2.r1-kb product, .11imilnr in !'liztt 
to lhnt previously rcporlcd in kidncy. RT-PCH unulysis dcmonstratcd 
tho pn•stmcl! ofu single trnm1cript with nudeotide sequcnce idcnticul 
to that prm•iously rcportl'd for human ln·IOllh1sc complcmcntary 
DNA clones. ln nddit1011, dntn nn• presentcd which suggcst lhnt dif
íerentiution of cytotmphobl11st lo llu.• syncytlnl stntc wus not ncces
sary for this ~ene to hu cxpresscd, which mny lndicatc n role of this 
t•nzymu nll through prcgnuncy. Thc ovcrull n•sults orthis study pro· 
\·1dc ovidcncr. for lhc prcsr.ncc oí ln-IOH)nsr. In thc human placenta, 
~UJ.:J.:t'1>t1t1g thul convt'rston oí 250110,1 lo 1,25-dihydroxyvit.nmin 0,1 
in thr trophoblns.t is mo.11t probnbly nttributr.d to nr> cnzym11tic ln· 
hytlroxylntion rcnction tJ Clin f:ndocrúwl Mf!tab H..'h 25·13-2549, 
2000) 

placenta, undcr i11 1•itro cnnditions, is 1hc rcsult of a free 
radical chcmistry, ralhcr than ttn t..'nzymatic·drivcn la
hydroxyl01tion rcaction. In contrast, and In agrccmcnt with 
c.·arlicr obscrvations (8. 9), wc h.wc rcccntly shown (to) that 
culturt._•d hum<1n syncytiotrophublast CL'lls wcrC' ablc lo pro
duce 1,25-(0lihD.1 whcn incubiltcd in thc prcsencc of phys
iological concL'nlrntionsof 25·hydroxyvltilmin DJ (250H03 ). 

This conn.'rsinn was significílntly stimulílll'd, in ,, dosc
d1._•pcndcnt manncr, by lhc prc~ncl.' of thc insulin·likc growth 
f.lctor f (IGf-1) and inhibilcd with thc prulein synthc.-sis inhibitor 
cydohcximidc, suggcsting U1c cxistcncc of a local protcin-dc
pcndcnt rcgulatory cffoct. T.ikcn togcthcr, lhcsc data suggcst 
1hat humiln pl<tccntil is ablc to syntht.-siz1._• t.25-(0HhD., from il'i 
t._•ndogL"nous precursor by an L'llZ}'tnatic J cr- hydrol<yl..ition 
mcch.:mism. ThcSL' flndings an.> of imporl..incc, bt..'Causc la
(OH).1sc gcnc cxprcssion h<ls nol yct b1._'t!n dct1._'Clablc in thc 
humom pfoccnta (11-13). No\'l.'11days, thcrc is littlc, lf any, in
fom1ation on thc mulcculilr mL'Chilnisms undcrlying placcntal 
1.25-(0l-l)i03 production ami its hormon.il rcgul.ition, includ
ing thL' undl'rstanding uf il"' biological .significance. Hcrcin, wc 
n•port thc pn.'M.'llCl.', in culturcd ht1m<111 syncytiotrophoblast 
cclls, of a lu-(01-f)asc gene transcription product with nuclco
tidc scqucncc idcntical to that of tmnscripts previously chilr
acteriu.~ in the human kidncy. 

l\tatcriolN nnd Mcthods 
ftfatcrials 

DMEM and DMEM-F12, HBSS. FCS, HEPr5, streptom)•cin, and Fun
,;izon1._• wc.•n.o obtJin1._'lf frum Ufo Tt-chnulugi1._-s, Jnc (Gr.111d lsland, NY). 
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Pcrcull, 8·brumu .idcnlbinl' 3',5'·cychc munophosphatc 18·Br·cAMPJ, 
deo:a.yribonuclcm.c 1, OSA, glutamim.•, cycl11hl•-.im1dl•, ilnd tr)'p!<>in Wl'n.• 
purchascd (rom S1gm.1 (51. l.ouis. MO). All soh•tmts fhigh·prcssure fo)· 
uid chrumatt1~r.tphy IHl'LCJ ~r.1dL•I Wl.'t1! ubt,lim·d írom Mt·nl.. &. Cl1, 
lnc (Dann~t.u.lt, Gc.•rm.111)'). Unl.1bt•lt•d .rnllwnt1c .250110 1 .1nd 1,25· 
(OHhD.1 \•n•n•.1g1mcrous gift lrom Dr. E. M GuU .. necht .1nd Dr. I'. \Vdwr 
(F. l-hiffmann-1..a Rnclw LTD. U.1o;1.-J. Sw1lzL•rl.md) llic 2S·hvdr11"y
f26.{27)·methyl· 1Hfdmlt•c,1k11t•r11I tf 11 IJ25·{0H)Di; SA. 17 CiÍmnu1I) 
w.1s purch.1!>t.•d {rum Amcr:-.h,11n l'h.um.h'.'lil Uiotc.•t.:h (Uucl..m~h.1mslun.•, 
UK). NIDDK (lfockville, MD) 1-indly pnw1d1..·d hum.10 CG fhCG) IUA 
All otlll'r rc•J);cnts \\'C'H' ul .111.tl~ t1c.1I gr.id1• 

Tis.'wc prl!paratinn ami C'l:ll cultlu·t• 

Tiw 'ilUd)' prnl11ú1I wJs .1pprt1n.•d l>y tlw Hum;m Ftlucal Commith•t• 
of the ln:.t1tulc. Term pl.Kl'lll·ll' fJH- -1:! Wl't•ks of }~l'S!.lt1on) wt>rt' l)b-

1,11nt?d Jrom nurm;il prl'~~nanl womt•n .iftcr "Punl.llll'Oll .. \·,1¡;111.d dl'l1\ • 
t>ry. T1s'iUt~ wen• brnughl imn11'Ll1,1t1•ly to tlw l.ll>orJtory, wlwre !'t•\"t'r.11 
cut y Je.don., Wt'tl? rt•n1U\'l'd .mJ nn,.t•d thon.m~hly m O q",. N.1CI .11 ruum 
tl'mpcrntun•. ·nw bol.i1111n .md culturt• of cyt11truphubl.Jst'> w.J., J'l'r· 
forml·d .lS d1•!tcntwd by Klim.m 1·1 ni. ( 1-1). Rndly, sol! villou!o tl!t!olll' (JU 
¡;), fn•t• of connt'Cll\"C ll!">!oUl' and \'1.~sl'l!t, w,1s collt'CIL'd Ti .. !tlll' \\'.l!"> 
nhlr!tdy mmct•d .Jnd 1.h~l'!tkd w1th n 1:!5'\;, tryp .. in .rnd 0.2 m~/ml. 
dt•ownbunud1.•JM' 1 (l. 500 Kunlll unll!t/lll};) m w.umt•d i:.1kium· .md 
m.1f;t1e!t1um-fr1•t• HHSS. wnt.1111111~ ::!.S mnllll/1. llEI'ES (pH 7 -1), for :m 
minal :17 C Cl'll !>U~pens1on!o w1•n• puolC'd, cenlnh1g1•d .11 IOUO :.; S for 
10 mm, .md rL'SU!>pendcd m D:-OIEM cont.iuung 25 mmul/L llf:l'E~ ,tnll 
::!5 mmol/1. glun1 .. t• <DMEM-l 1<;¡ 1 ht• n• .. u]t.mt cl'll .,u!>pt•n .. llln WJ!t 
p\Jct'LI cin 5-70'~ .. l'crcnll fnil/\-ol) ~r.-idil'lll!"> m.1dl• up m HílSS. Gr.uh· 
cnl!t, which c1111 .. 1sted uf 5",, !tlq,!> ul J mi. e.1d1, w1•rt• CL•ntntugt•d al 
1200 1( ·°' JI ni11m tl'mpt•r.ltun· h~r 20 mm. Alter 1.:cntnfu~atmn, thc 
middlc bJnd (dens1ly, 1 0-18-1.002), nmt.unmJ.: llw c~·totroplwb!Jsl!>, 
\\'a<; rcmtl\'cd, \\"J'iht.•d tinet• with O!\lEM-HC. i1nd resuspendl'd 111 mt·
dntm lur t1ssuc culturt•. f'l'rCClll ~r.1d1enl punfll'd cylotropluibl.lo;b '''L'rt• 
d1lutc-d lo i1 cnnct•n1rJl1tin 11t 2 X 10" cdl .. /mL w1th DMEM-1 IG con· 
tammg 4 mm11l/I. ~lut,1m11w, llltl U/ml. pcninlhn, 100 µg/ml. .. 1n·p· 
h1myl'tn, 0.25 µg FunJ;i701w/111l, .1nd 20" .. ht•.1t·m,1ct1v.11l'd íCS, pli1tt-d 
in ~5-mm Nund(lfl cultun· d1o;ht• .. (Nuiw, l{iio;J...1ldt•, Ot•nm.nk), .md in· 
cub.ltl'd in hum1d1f1ed 5"., Cll1 lol5'~ ... ur i11 37 C Alter::?. J.l)'!t 111 culturt•, 
ur 11therw1!>L' md1calt•d, cl'lh werl' mcub,11t•1I m !>t'lllm·frt.'L' D~lEM-Fl2 
wllh low cilkHnn and ph11 .. phah• cnnl'1·11tr.ll111n!t 

D.uly. the morphulo~tc.11 ,1spl•.:ts uf ccll cultun•!t \\•t•re c~.munt•d. 
l luman churiomc gun.1d11trnpm m th1.· culture nu·J1J w.1., ml'J!>Urcd, .1 .. 
prt•\·1uusly tlescnt>....._i (15), hy !op1.>t:1l1c H.IA using n·.l~l·nts. ,111\t prcitocnl~ 
pruv1dt•d by lht• NIDDK Ant1-hCG-Hl'\tl, ill .1 hn.11 worJ...mg d1luti11n ol 
1:150 000, w,1., U"L~i il!> .ml1<.cnm1 TI11s .1nll"1't11m t•io.h1b1t"' 1::?. ,1nd J.2",. 
Crtl!>!t-~t•.1t:ll\'ili1.•!t w1th frct• hCG 11· .1nd j]•,.,ubumh, rt.~pt>cll\'el~·· Tht• 
<,en.,1hv1tv uf llll' ,1.,.,.,.., wJ .. tUJ25 n~/luhc, .1nd tht• mter· ,1nd mtr.1,h!>.l\ 
cudf1ctl'1\ts of \•ar1o11iÓn were..:. lll .Jnd ----t>" .. , n~p1.•ctl\•1.•lr. Tot.ll protc1i1 
cuntent uf t:dl culturt•!t \\"J!t ml'.l~Urt•d bv tlll' methnd uf Lown· 1•t 1!1. (lb) 
using USA il" slJnd.lrd · • 

Cvmplcmentary DNA (cDNAJ syntlw~is and 
PCR amplification11 

Tut.11 RNA \\'a!o hol.1ted frum cuhurt.<d syncytiotrnphublasl ccll!t, 
as Jesrnbed b)' Chomczynski .md 5.-icd~i (I~). Une µg oí total HNA 
was ':l'it-d _.is t1•mpl.11e for cDNA syntht•sJ!"> usmg th~· SuperScripl prc
amphf1catmn system (Lift> Tl.'chnok1~1t'!t). l'CR amphllc.llllln Wi1S tlwn 
pcrfom1ed usm~ T'1q polrmt'r.\!tt' .mJ tht' followmg prtnlt'rs: 5'·1\CGCT· 
GTTGACCATGGC-3' tnr tlw "'-'n~c primer, ,md 5'-GTGACAC· 
AGAGTGACCAGCGTAT-3' for the anti!ocnsc primer. These primer~ 
Hl'llL'rJIL'd .1 5-13-bp lo-(011).i!oc l{T-rCR pruduct. Tht• l'CH pru"iucts 
were te!>olvt'LI on <i¡.!;aro~ gch, l'lutt•d. subjt•ctt>d to furtlwrampl1hcat1tin. 
and purif1cd through Centrm~n-30 membr,1nes (Amkon, Ot•vt>rly, MA) 
fur !>L"qUcnce analyM'>. To mo111tore1hc1cncy for HT waction. we U!tt-d, i1S 
a 1.·ontrul. the.1mplifii:,llto11 uf tht• ub1quih1u" prntl'tn c-yclopluhn wllh lhl' 
follmvm~ 'il'll!tl' i1nd antl!tt·n~l' primees: S'·CCCCACCGTGTIC-ITCGA· 
CAT-3'. and 5'-AGGTCCTIACCGTTCTGGTCG-3' which yit'lded a 
453-bp RT-l'CR producl. 1\ll oh~onudt'Otidcs werc i;)·nthcsi:ted in ,1 
DNA synthc-!>izcr Model JIJI (l'E Arplit"l.-t U111sy!otcm~. rl'rloJn-Elmt•r 
Corp. Cetus Cti., Norwalk, CTJ PCR amphfic.ltions were pcrfurml'd on 
.i l't.•rl..in·Elmcr Corp. Cetus %00 DNA Thcrm.11 Cycll'r uslng tht• íol· 

~~·~1~~g .. r~~H~'~:~~ ~;g~~.:.1~1ª~º,~;"~s~~~~"~ 1~{ ¿ '::1~11i r~~:~~v;~!:i('~ 
7-llllll l'lr.ll'll"Ülll pt•riod ill ~ C W.lS perfornll'd. (nCUb.lll01lS0 in lhC 
.1hwm:c 1•1 reVl'r!oL' lr.m!tcript.1!oe, wert• ust-d as L·untrtil!> for RT-rcR. Thc 
band!> uf prt>d1cl1~i !»Í7t• t;\4J·bp) Wl'rl' ,,1.,u conhrmed ;is human ln· 
(Ol ll.l!tl', by Southcm blot .m.dys1s of prev11Jusly sc-p1tratcd DNA on 
1.2"., Jg.-un"L' gclo,; wilh J human lu-(Ol l).1!tl• cDNA prnbt.< 1298-bp} 

~:~;1~J;;~~~~tT~~J;::!~~~~~.;·~r.~~~~i,':1~·~,;~~1~,1s~~:~~~1~i~~~~~ ~d~~~ 
cdb (1 ff:K NJ, ATCC CRl.· 157;\, Mii:robbo. Hio-.y!otems, On1ario.Can3da) 
hy J{T·l'CR .1!> dl's1:r1hl'd Jbt1\"L'. usmg tlw followmg sen!oe and m1tt~•n=-c 
pnm1.•ro.: 5'-GTICCf A Tf"GGCCCGAGTGCAC-3" and 5'-r.TGACACA· 
l-;AGrGACL'AGCl7f A 1-3 ·. te!oJ,t'Cll\ t•ly 

St•q1wnn·n1w/y¡.¡i.i; 

H,11h lJNA RT-l'CH Mr.1mb lr1>m hum.Jn plJet'tlla i1nd J..idnt')' ct•lls 
\\'en· !tl'l]Ul'll(t'Li by 1\BI l'RIS~I Dyt• TcrnunJtor Cyd1• Scquencing Kit 
(l'cr\...m·Elml'r C11rp, Ft• .. tl'r Cuy, CA) with 25 cydt."' ,1t 9í1 C fur 10 !ot'C, 
50 C hir 5 !tl'l:, and llO C fur ..¡ mm un .J l'erJ...m-Elnll'r Corp. Celu!> qb()() 
DNA llwrm.11 Cydl'r Thl'n ~.1mpl1•!o wert• driL·d m .1 spt.'t.-d·vac, rcsus• 
pt•füit'd Íll "L'i)\ll'JlCC )11,1J111g bufft.'r, dt.•n,tlllrt~i al 95 C fur 5 min. illld 
lu.1dl•d on J -1.75" .. pol~·.1nyl.1m1de gl'I 1lll' ~equencl' delermin.1tion was 
c.Jrrlt'd nul l!-.111~ thc DNA .,equt•nccr modl'I 373-01 (l'F. Apphed Bm· 
.. y .. 1t•m,.-1'1•rJ...1n-Elnwr Cc1rp.) 

Characterizaticm ofthe lcr-(OHJase mcN.'ICllRer 
RNA uuRN;\J 

F11r Northl•rn bluls, JO µgol lut.11 ct'llular HNA was si:t1.•~tract1onalcd 
un .1 I .::!'~ .. furm.1hkhyd1.•·,1g.tro!tl' gl'l AflL'r clcctwphorc!>I!>, RNA WJ!o 
tr.in.;11•rr1'l.i 1111t1 Zt•li1 prnb1.• m1·mlir.mt-s (Hio-lfod l.iiboratorit"s, lnc. New 
YcirJ.... NYI br r.:.1pill;iry J1fh1s1l1n, hio.l~i by UV cruss-linktn~ and prubt.-d 
w1th the 29S·bp l.>iplliCTI'·l3beled cONA fr.l~mcnt ubtam1..od frtim hu· 
m;in llEK2qJn•ll,.. Af1t•rprl'11ybnd1hlt1on for 1 h ath8C,thl"radio&1clive 
probi.• """" addL'd an1t hybndizL..J 111 0.25 mol/L N.12Hl'04 ami~. SOS, 
durmg IS h .11 í'8 C 

Actit•ity of lu-(OH>asl' i11 human place11tal ccll cultures 

To .1!>M.'!t., lht> Jb1hty 111 syncyt111trophnbla .. 1 cclls to cu1wcrt 2SOHD1 
mio 1.25-(01-1)10 1 Wl' c.urll'il uut e1r.pcrimcnts m incuballons of pl.1• 
L'L'nt.11 cdb un tllt.' th1rd d.w uf culture. At this time, m1..<dium w.b 
ch.m~ed, and cl'lb Wl'rc mcul.Í.1tt-d m 2 ml !">t•rum-lret? ml'dium (OMEM· 
P12) 111 ttll' pH•i;1•1u-e of l '11\250HD1.al a lmal rnncentr.1tion of Snmol/L. 
durm~ 12ll mm Culturt• mt•1hum w.h then tri1nsfl'rred tu glass tubt.-s, 
.1111.t cl'll!I Wl'rt' w,1,.111 ... t wilh 1 mi. mc-lhanol. f'rotl'm cc-11 conlent was 
deternlllll"1.f,1f11•r.1ddihonof05ml.of 1 mol/LN30H. Thc F11-1\250HO, 
and ¡¡., met.lbolitt'!> wen• c·...irJCIL'Li from lht• m1·thum wilh an .:iddihun.11 
) mi. mcth.mnl. follow1."1.I bv -1 mL chlt1wtorm (10, 18). Thc chloroform 
ph.l!ol' w.1s drit•d llown und

0

er Ni, Jn..t lipidi.: e11.lr.il'IS wcn.• rt•(hs!oOln-d 
1ll chrt1m.11ugraph1C' sulvent. 1lw s.lmples wert> cochromaloh'Taphed 
w11h U.1 µg unl.1bded Jlltlll'nlic 1.ZS·(01-lhD1 ª' eluli(ln markl'ron .i 
Watl'r!> HPl.C tiltl•d wilh &1 pholud1odc .1rr.1y detector (rOA; nu11.td 996; 
Wnters Curp. A!>.'>lx:•atcs, M1llord, MA), using an ultr;ispherl' Si, 5 µm, 
-1.b x 250 mm culumn C&•ckman Coulh:r, lnt•., P.110 Altl1, CA). Two-stcp 
stri1i~ht-ph,1st- HPl.C!t \\·ere U!t"t to !tl'fl.U.llt' the \•itamln Dl mt>tabohtes 
(JO. 16). ll1c com·er.;1011 rnte of l'HJ250f-1Dl into putatiw f1H]l.25-
(0J l)~D, wa!> dt•termint•d b)' calcul.iting thc perctonta¡;t· of rndluacth·ity 
cnelulm~ Wllh .lUtlwnllc unl.lbeled l,::!5-(01 lb03 .lfter lht' twn sucnos
!>l\'e f-ll'LCs. Rt>sulb wt•rt• e'prc-ssed .ts fmol/mg prutcin. 

Statistical a11alysis 

0,1ta Me prcscntl' .. t as the m1•,1n ::: su. All e"petiments were per• 
lorml'1.t al l1·a .. 1 lhrt.-c times. Stali!ttiC'.JI ~igmticancc w.1st.'!ltablish1.-d usinK 
Studt"nl's t ll<st. P s 0.05 wa!"> 1."0ns1der1..<d st;itisticatly ~ignificant. 

Resulta 
Alorphnlogicnl a11d fimctimral aspect . ., of placenta/ 
cell cultures 

Microscupic cxamination oí ccll cultures showcd that, 
\\

0 ithin 3 days aftcr plating. thc culturcd cytotrophoblasts 
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formcd ccll aggrcgatcs coníormcd mostly (99'}:.) of lolrgcr 
areas conlaining multiplc nuck•i. In addilion, singll!' mono
nuclcar ce lis wc.•rc not obscrvL•d at this time of culture. Uy day 
3, multinuclcíltcd cclls Sl'Cmcd lo form ,, nctwork (Fig. l) that 
corresponded to function01l syncyliotrophoblasts, in tcrms uf 
their ilbility to secrete placcnloll hCG. Figurl!' 1 shows tite d;ita 
of thrcc cxpcrimcnt~ un tlll' tcmpoml pattcrn of hCG rcll'ilSI! 

from cultured trophoblast crlls. In l'•1C'h CilSl', Jittlc or nn 
detectable hormunc WilS prcsL'nt in thc culture mL•dium dur
ing the first d<iy of plilting, Tl.'g.irdlcss of thc prcscncc of 
8-Br-cAMP. A dt•kctablc and sigmík11nt (P..::. tl.l}J) incn .. •,1SL' 

in thc lc\•cl of hCG was obscrn•d bv chl\' 2 in 8-Hr-c1\MP
stimula1cd cultures, reilching ~w.ü. \·;tlu~s bctWL•en days 3 
and -l illld lhcn dL•creasing liilily throughnut thl• wmaining 
days. As Ci\n bl' scl'fl, addition uf 8-Ur·cAMP signific,1ntly 
incrcased (P < O.UOJ) hCG secn•tion, whl'n compared with 
cultures in tht:> abscncc of tlw cyclic nucleofüfo i111.1ln~uc. 

Expressinll nfplnce11ta/ ln-(0/lla8í' mRN1\ by 
s.vucytiotrophobla.o;t cl'l/.'l 

Bccaust• initiill iltlcmpts to idt~ntify pl.1ccntal lo·(OH),1st• 
gene products from totill RNA lsuliltcd from frt•sh placcnt.11 
tissuc wcrc unsucccssful, wc decidcd tll USl' Pcrcoll gradicnt
purifil•d cytotruphoblilst c<-'lls kcpt in culture as il source nf 
placcnt.11 l{NA. Gene cxprcssion was c\·alu.1tcd by Northcrn 
blot m1alysis using i1 zqH-bp cDNt\ fr.1gment for lcr-(OH),1sc 
gene obtainl!d from kid1wy HEK 293 cdls, as describt•d under 
Material~ a111f /vktlwds ilnd shnwn in Fig. 2A. Figure :rn shows 
.i Northcrn blot mrnlysis oí total n•llular RNA isolatcd on day 
3 oí culture. From thc Norlhcrn blot ;m.1lysis, ,1 sign.il th01t 
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Fm. l. hCG 11ccrelion by lrophobh111t cclh1 in culturl.'. Al thc dm1i~· 
nnted timcM, mcdium from cu1turt'!'1 incubntcd in thc prel'len«' 1•1 or 
nbscncc <C> of 8-Dr-cAMP wns rcmo\'cd nnd ns11nyl'd far hCG, ns 
dcscribed in Material.• and M~thoclH. Bars reprl'!lent tlw mcnn ::: .sn 
of thrcc sepnrntcd cultures. The top panrl show11 thc i11 1•11ro diffor· 
cntintion ofcyt.otrophoblnst.s. Cells wcre fixcd ot thu lirst, ll'eOnd, nnd 
third doy of culturl', rcspectively, and 1tnined with hemntoxylin. n, 
P < 0.001 l'll. without S·bromo·t'AMP; b, P < 0.01 v11. dny l. 

corrcsponds to la-(OH)asc ml{NA was found in thc syncy· 
tiotrophoblast cells (Janes 2-.J). A similar-sizcd (2.5-kb) lcr
{OH)asc transcript was fnund in kidney HF.K 293 cclls (Jane 
1 ). Decidua total RNA was probcd and used as posltivc 
control (lanc 5). RT-PCR and DNA scqucncing furthcr con
firmed th~s~ results. 

c·DNA .'iynthcsi~ a11d PCR ampli{icatio11s 

l~T-PCR w.1s pL•rformt•d using primers b.tsed on human 
l\-u1 lo-(OH)asl' cDN1\ scqucnce (11 ). RT-PCR of RNA írom 
syncytiutrophublast anJ HEK 293 cells yicldcd, on Southcm 
blots, .1 single cDN A b.md of the expcctcd siw (543·bp) for 
thc oligonuclt.•otide primers used (Fig. 3, lant.•s 2 and .i, re· 
spt.•ctivcly). In thc ab~t·nn• ul RT, none of the RNA samph..-s 
from syncytiotrophoblast cclls subjL•cted to PCR fur ln
(01 l)asc g.ivc positi\'e rcsults (Fig. 3, J,111c 3). Similar rcsults 
wcrc obt.11nl·d h'hen llum.111 gcnomic DN A was used inslead 
of RNA (Fig. 3, f,111c 1 ). 

DNA products ~cneriltcd by PCR wt.•rt.• puriíied, ampli· 
ficd, ;md scqucnced. 1\s shown in Fig . .i, the nuclcotidc 
sequL•nce of thc 5.J3-bp fragmcnt from syncytiotrophoblast 
cclls was found In bt.• lOO'Yo identical, over ali the nucll'otidcs 
flankcd by the PCR primen;, lo thc nudeotidc scqucnccs uf 
human 25-hydroxy\'itamin D3 lcr-hydroxylasc cDNA clones 
cuntained in Gl'nellMtk laccession numbl'rs AUU05038 (11), 
1\F02U192 (12), and AB0059S9 (13)]. Tht.• complete ta
(OH)ast.• cDNA sequencc consists of 2-169 bp, so thc f ragmcnt 
reportl•d hcrein, in thc placenta. is locatt•d within 706- and 
12.JH·bp st•ctions of thc full-le11gth cDNA. Idcntical results 
wcrl'obtaincd when the 543-bp RT-PCR íragmcnt from HEK 
293 cells was sl'quenccd (data not shown) . 

Temporal exprcssion of ln·(OHJa.<;c mRNA a11d eu.zymc 
al'til.!Íly iu sym .. ytiotroplwblast.• cultures 

To ilSCl'rtain thc pilttem of exprt•ssion of lu-(OH)nsc 
mRNA throughout cttlturc, total cellular RNA was obtatncd 
ill diíforcnt times from plating (24, 48, 72, and 96 h) and 
prCpilrL•d for RT ;ind PCR amplifications using spccific prim· 
crs. Total RNA Wols ülso extr,1ctcd from mononuclcar Pcrcoll 
gradient-purificd cytotrophoblast cclls and subjL'Ctcd to RT· 
PCR \vith thc same sct of priml'rs (time zcro oí culture). As 
shown in Fig. 5, it was dcmonstratcd that lo·(OH)asc mRNA 
is cxprcssed .11 ali culture times studicd, including thosc in 
thc less-differentiatcd Pcrcoll gradient-purified cytotropho-
bl.ist cclls takcn .1s rcpresentativcs oí day zcrn oí culture. In 
nddition, rclati\'L' abundancL' ot lo-(OH)asc mRNA was nb
taincd by normalizinf?. the 5-13-bp b.1nd intcnsity (Fig. 58) 
with that gcner.ited for thc constitutivc gene cyclophilin (fig. 
SC). Dcspitc thc .1bsence of om apparent tcmporill pattem uf 
t•xpression of lu-(OH)asc mRNA throughout culture (Fig. 
SA), Northcm blots of total ccllular RNA, obtaincd at dif· 
forent days oí plílling, shmved n gradu.il incrcasc of cxpres
sion, up lo 96 h oí culture (Fig. 6A). This differcncc may be 
cxplaincd by the foct that nonquantit.ltivc RT-PCR was uscd 
for tcmpor.il mRNA cxprcssion in culturcd placenta. 

Activity of lu-(OH)asc was asscssed in placenta! cultures 
by thcir ability to convcrt ¡:1H]250HD:l into (3 HJ1,25· 
(OHhD:l. Cclls at various times of plating wcre incubatcd in 
thc prcsence oí substratc. Aftcr 2 h of incubalion, <malysis of 
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Fm. 2. A. RT-PCR nnulysis uf lo
COH>osc trnnscripts in humnn emhry
onic kidncy JJEI\. 293, ns dcscribcd in 
Matcr1als and Alcthnds, The re!!Ullmg 
DNA product wu!I rc~mlvccl by clcctr11-
phore11is, on un nguroiw gul, und W1H.1 
stnincd with cthidium hromidc. Aftl'r 
nuck•otidc 1:1equcncing, thi~ 298-bp 
cDNA w11R rndiolnlmh•d with 1·1:.1PldCTJ 1 

nml USL•tl ns probc llnnc :.?l. Tlw DNA 
111zc m11rkL•n1 nrc 11hown in lunL• l. H, 
Northcni blot un11lysi11 of ln·fOllltuw 
mRNAfrom lll-:K293ccllsfl11no 11,syn
cytiotrophoblnst cel111 Onnt•11 2-•IJ, und 
dec1dun Clnn{' úl nncr hybrid1211tmn 
with Jt-111-lübclcd lo·IÜIJlu11l• ~flH·bp 
cDNA C, Ethidium bromide·Htmncd 
gel. Thirty microi;rnms of total RNA 
from HEK 293 cclh1 llnnC' l ), cytotro· 
phoblnst cclls Ounc :.?), nnd dccidua 
Ounc 31 wcrl• louded ontu cnch lunc. 

1 2 3 4 

- ' :.· 

A 

1 

----543 bp 

Fm. 3. RT-PCR nnnlysiK uf lo·COlfla11c mfl ..... A in syncytiotropho
blnst cclls. Totnl RNA obtainr.d from 3·dny culturl'!I was rcverst!· 
transcribcd to cDNA. PCH mnplificnlions wcre pcrformcd using spc
dfic ln-1011 )ose primcrs in 1:111mplcK containing human t;cnomic DNA 
llunc 11, cDNAs from syncytiotrophoblnst mul HEK 293 cells llnncs 
2 nnd 4, ruapcctivcly>, nml UNA in thc abscucc of HT Hnnc 31. Thc 
rcsultin¡: cDNA products wcrc resolved by l'lcctrophorcsis, on un 
URUrosc gel, nnd blottl'd. 1'hc Southcrn blot wns prohcd with the 
human la·IOllhuw 29B·bp cDNA undcr high·t1lrmgt•ncy conditions. 

samplcs, using two-stcp strnight·phasc HPLC, showcd thc 
prcscncc of a more polar mctabolitc that codutcd as a single 
peak with authentic unl.1belcd 1.25-(0H).:D.1 (data not 
shown). As depicted in Fig. 611, the amount of putative 
( 3 1-1)1,2S-(OH):D~ furmed by syncytiotrophoblast cclls sig· 
nificantly In crea sed (P < 0.001) at thc sccond and third day 
o( culture. 

Dificuaaion 

Thc finding that anephric pregnant rats (3) and nephrec
tomized nonprcgnant subjects (19) ha\•e detectable lcvcls o( 
scrum calcitrioJ, suggcstcd an indcpcndcnt vitamin 0 3 n1l'-
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taboli!im in t.•xtrMl'nal tissues. In this rt.'gard, SO;!\'eral ~tudics 
ha\'c idcntificd thc human fon·skin kcratinocytt.•s (20), lym
phohcmatupoictic cells (21). and placenta (4, S, H, 10) as 
sourccs of 1,25-(0HhD.1 and 2-1,25-(0H)iD_, syntht.•sis. We 
havc reccntly shown th<it human syncytintrophoblast cells in 
culture wcrc ahlt.• to synthesizc c.ilcitriol from 250HD~ (10). 
This conversinn \•1:as signific.intly cnhanccd by IGF-1 and 
blockl.•d by tite protcin synthcsis inhibitor cyclohcximidc, 
which suggcstcd a hormonally regulatcd protcin-dcpendcnt 
hydroxylation rc.1ction. Although it is not possiblc to asccr
tilin whctlwr c.1lcitriol pmduction hy thc placenta is, in pilrt, 
dcpcndent un a free r,1dicill chcmistry rcilction, as suggestcd 
by Hollis t'I al. (7), the importancc of placcntal contribution 
tn 1,25·(01-1)203 incrcil!-C ob!>crvcd during pn.•gnancy (22-
24) and/or ils involvcmcnt in thc transport of calcium across 
thc fotoplacental unit llils been suggestcd (25). 

To pro\'e th.it thc P-150 lcr-(OH).1sc gene is cxprcsscd in the 
human placenta, wc souv,ht to invcstigate thc prescnce uf 
P-150 lcr-(01-))ase mRNA in cultures of human syncytiotro~ 
phob)asts ubtainl•d fwm normal tcrm placcnt.is. This culture 
system has l'xtcnsivcly bccn provcn to form functional syn
cytiotroplmbl,1~ts frel• of mononuclt.•ar fibrnblast cclls (14, 
16). RT·PCI~ \\'11s USl'd in this study bccausc thc activity and, 
probilbly, thc contenl of mRNA of plact!nlal la-(OH)nse, as 
in thc case uf kidncy. art.' \'cry low. In foct, in rcccnt com
munications from two laboratories (11, 12),cxpression uf this 
gene could not be dctt.•ctcd by Northcrn blots using total 
RNA isolated from fresh human placental tissut!. Herein, we 
report thc prcst.•ncc of il transcriptionill product of 1 a· 
(OH)asc in cultures of human syncytiotrophnblilst cctls with 
a nucleotidescqucnce idcntical to humiln kidncy la-(OH)ase 
(11). 

Exprcssion of humiln and rat 1'4 11\0 1 a-(OH)ase cDNA in 
mammalian cclls has bel'n rcported (12, 26). Trilnsfcction of 
a plasmid cxpressing the full-length cDNA into culturcd 
mouse Ll'ydlg MA-10 and monkey kidncy COS~7 cclJs re-
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FIU. 4. Nuclcotidc acqucnce oí thc 
643·bp RT-PCR product in syncytiolrn
phobla1t cclls. Thc H1'·PCH product, 
gcncratcd ns dcscribcd in !tfotcrialH ami 
Mi!thod11, wn11 subjcctcd to DNA Sl'• 
llUcncc 11nuly1d11 by thc i..lidcoxy chuin 
lerminn.tion mclhm!. Tlw po11ition!1 or 
primera nrc /,;g/1/ighted an<l 1111clt!r· 
lüll'd. l"lankiuH numberN corrm;pond to 
nuclcotldc position!I rclnti\•c Lo th<> lntll· 
scriptionul atort HilC'. 

706·•cq ctg Ug acc •ta gcg atg ccc cae tgg 
ctg cge cae ctt 9tg ce! 999 ecc lgg gge egc etc 
t9c cga gac tgg gac eag atg ttt gca ttt gct cag 
agg cae gtg gag cgg cga gag gca gag gca gcc 
atg agg aac gga gga cag ccc gag aag gac ctg 
gag tct ggg gcg cae ctg acc cae ttc ctg ttc cgg 
gaa gag ttg cct gcc cag tcc ate ctg gga aat gtg 
aca gag ttg eta ttg gcg gga gtg gac ecg gtg tcc 
aac acg etc tct tgg gct ctg tat gag etc tcc cgg 
cae ccc gaa gtc cag aca gca etc cactca gag 
ate aca gct gcc ctg agc cct ggc tcc agt gcc tac 
ccc tea gcc set gtt ctg tcc cag ctg ccc ctg ctg 
aag gcg gtg gtc aag gaa gtg eta aga ctg tac 
cct gtg gta cct gga aat tct cgt gtc cea gac aaa 
gac att cat gtg ggt gac tat att ate ccc aaa a!J 
acg ctg qtc act ctg tpt cac-1248 
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Fu;. 5. Temporal pultcrn orl•xpr<'s~ion or lu·tOIJ¡¡tsc mRNA. Total 
RNA, ohtnincd frum cells t"ultun•tl ut th1• dcs1¡.:nott>d tirnl'S or rmrn 
rnononucfo11r Pcrt"oll grndicnt-pur10C'd cytotrophoblasts 111 nml de· 
ciduol tiMHUL' (d 1, wos re\'C'r11L••trnnscrilx•d, ami t"DN'As wcrc nmplificd 
by PCR Tlw H'r-PCH. producls w1•rt• rcsoh'l'd by elcctrophorcsis, on 
un ag11msc l:'cl, und blotlctl. Tht• Ruuthcrn blot Wn:i prob<.>d with thc 
hu111un ln·\Olllium 29tl·bp cDNA umfor lugh-strmgcncy condition11 
CUJ. Control HT·PCfi nmpliOcntions in the sume snmplcs, using cY· 
clophilin, nreshown in thehottmn /JfJtldtC1.Nurmuliznt1on ofrcluti\'c 
opticnl dcm~itics of RT-rr.n product11, ohtmnt•d with prinwrs for lu· 
tOllJusc nnd cyclophilin in syncyt1otrophoblnst cclls, rcspcctivc)y, Is 
shuwn in thc tup pa11d CAi. CultureK wcrl.! unnlyzed nt thc cnd oíthl• 
first, second, third, nnd fourth dnyfl or plnting (><'r duplicntc Onncs 
1-tl, tCSJICCtivclyJ. 

sultcd in a markcd lo-(OH)asc activity, thus prnviding ev
idcncc that doncd cDNA cncodcd thc 1'450 1 u-(01-f)asc, with 
robust enzymatic <Jctivity. Thc gene for humlln lo-(OH)asc 

.spans approximatcl~· 6 kb, is composcd of ninc cxons, and Is 
prcscnt in ,1 single copy (11). In addition, it sharcs a rclativcly 
high homolo~y with vit.1min LJ1 25·(0H)ilst'. ¡md thc dc
duccd .1min11 ilCid scqm.•ncc shows 82'\!o homology with thc 
rJ.t L'nzynw (26). lntcrL•stingly. although thcrc havc bl'Cll fcw 
rcport~ on lhL• purificatinn and anlibody prcparatlon against 
J n-(Ol·IJ<1!-:>c (27), thcre is not yct a subscqucnt dcfinilivc 
structural protL•in ch.irdCh.'riz.11ion, and .'.l\'ailability of spl."
ciíic '1ntibodies ag'1in!'t humiln kidncy lo:-hydroxylasc is still 
J,1cking. 

In thi.!o study. an.1lysis of tL~mporal cxprcssion of lu
(OH).lst: ml~NA in cultur..:d syncytiotrophoblast cclls rc
vcalt.'d thL• prl'scncc ot a singlL• l.'Xpcctcd-~izc RT-l'CR prod
uct in cithcr Pcrcoll gríldi1mt-purificd trophoblasts or in 
culturcd difforenti.1ted syncytiotrophoblast cclls. This find
ing indic'1tcs th.lt. in this m vitro systcm, diffcrcnti<1lion to a 
syncyti.il st;itc was not ncccssary for this gene to be ex· 
prcsscd, .md this suggcsts .1 possiblc role of this enzyme ali 
through prcgnancy. Simil.lr obscn•alions havc bl.'Cn prcvi
ously rcporlt.>d for other well-charactcrizcd trophoblast 
products undcr thcsamc culture conditions (14). In addition, 
thc cxprcssion of ml~NA for human ln·(Ol-l}asc, detcrmincd 
by Northcrn blot analy~is from diffcrcnt sourccs, dcmon
.str'1tcJ ;i m.1jor troin~cript of .1pproxi1n.1tt!ly 2.5 kb in kidncy 
and dcddu.'.1. FurthL•rmorL', Northcrn blot tmalysis of cul
turcd syncytiulmphnblasts ml~NA revealcd a single tran
script u( similar sizc o'.JS, but in a considcrnbly lowcr ilmount 
th'1n, the onc found in both human kidncy and dccidua. 
Thcsl' findings agrct.!' with prcvious rcports un thc sizc, tissuc 
distributiun, .md abundanct.• of la-(OH)ase mRNA (11, 12), 
allowing us to cst.iblish, for thc first time, tite prcscnce of an 
mRNA transcript of this cnzymc in thc human trophoblast, 
similar in sizc to that prc\'iuusly describcd in thc human 
kidncy. Furthcrmorc. thcsc observations strongly support 
thc conccpt that, as in thc case of kidncy and dcddua, the 
placcntil cnzymc is oilsu lmi.-odcd by thc Silmc gene. 

Althuugh transcriptiunal rcgulation uf thc lo·(OH)asc 
gene h'1S not lx.>cn investigated in pl'1ccntal ce lis, it is possible, 
as rcportcd rl•ccntly (10}, lhilt cxprcssion uf this gene in the 
placenta could be rngulated similarly to thc onc prescnt in the 
kidney. Thus, vitamin D status and thosc factors known to 
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F10. 6. A, Rcluth•c fo·(OllJase mHNAconcentrntion in cultun•d pin· 
centa. At thc end ofcnch culture time. lo-tOH lnsc mRNA lcvl'le werc 
determincd by Northcrn blot hybrid1zntion. 288 ribosonml RNA wns 
used to nsscss cqunl londmg oí 11lnccntnl RNA. 1'hc rclativc lu· 
IOJl)nsc mRNA concentrntion on the nutomdiogrnms wus nnnlyzed 
by dcnsitomcter and normahzed with thc 28S r1bosomul itNA bnnd. 
B, l3 HJl.25-IOHl;iD.i production by syncytiotrophoblnst cclls nt dif· 
forcnt times of culture. Cclls W('tC' incubnted for 2 h in lhe prcscncc 
of6 nrnoVL (3 Hl250HD3 , nnd thc conversion product.s were sepnrntcd 
by two-stcp strnight·phnse HPLC, ns dcscribcd In Mot~rio/s and 
Methtlíls. Ench bar rcpresents the mean ~ so of thrcc independcnt 
culturl'!I. o, P < 0.001 us. time zcro. 

inflm•nn• thL' cnzymL• cxprcssion and ,1ctivity in lhL• kidnc}' 
should Pe considcrcd <1mong potcntial c<1ndh.fatcs in rcgu· 
lating also placcnt.11 lu-(OH)<1sc. In addition, cxprt?ssion of 
Ja-(OH)asL' mnNA in trophoblast and dc...-cidual cclls, to
gcthcr with thc recen! purificntion and chnractcrization of 
1,25-(0HhDJ receptor fmm hum.111 plnccnt.1 (:?8), may sug· 
gest a local-tissuc-specific function o( ctlkitriol during prcg· 
nancy. Thus, the binlogical functiun nf 1,:?.5-(0l lhD.1 in thc...• 
fetopl.1ccntal unit may bL• consldcrcd cithcr cndocrinc or 
i1Ulocrinc/p•m1crínc in nahirc, dcpcnding on its sltc of syn-

thcsls. FurthcrmorL', th.lt placenta contributcs to 1,25-
(0HhD.1 serum conccntmtinns during pregnancy is dcrivcd 
frnm " numbL•r nf case rcports in paticnts with pscudohy
pup<1rnthyroidis111 (PsHJ 1

) wlm rcmaincd normocalccmic 
\\'ithout c,1Jcitriol tn.•illml•nt during prl'gnancy (29). Thcsc 
ob~erviltions, t<1ken togl'lhcr \Vilh those dc...•monstrating that 
pl.tccnt.il synthcsis of 1,:?5-(0HhD.i is not ;iffected in patil'nts 
wilh PsHP (30), may indiciltc lh;ll c.ikitriol trl·.11nwnt in both 
Psi IJ> i111d hypopilrathyroid patitmts during prl'gnancy 
shuuld be ildaptc...•d to physiologirnl nel'd~. to l..c...-cp c,1lcium 
ll•vl'ls in tlw 1wrmal rangc...•, as pn•viously reportl'd (31-33). 

lnilsmuch .1s thc rL•sults prcsL'nlL'd hcrcin should be only 
interprL•lcd ils indic.iting th.1t human plilccnta cxprcsses ln· 
(ÜH}J.se mRNA, tlw i11 vitn1-ol;1scrved lo-hydroxylase acti\.'· 
ity in this .md othcr stud ics m.1~', in par t. contributc to cs
tahlish thL• loc.11 production of tite prolcin. In addition, thc 
ovN.111 dat.1 support .md cXll•nd rcccnt obscr\'ations from 
our Jaborntory, suggl.'sling th01t convcrsion of J"'H)250HD3 to 
(·'HJl,25-(0HhlJ, in cultured pl<1ccnta is attributcd to an 
c11zymatic 1 u-hydro,..yl.ition rc<1clion. 
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Vitamin D: Implications in health and pregnancy 

Lorenza Diaz', Cecilia Cariño·, Isabel Méndez• 
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l!ESUMEN 

Lu vitnmlnn D cobró imporlnnciu de11du que i>u descubrió la nntu
ruluzn usteroidoa y carácter hormonal de uno du sus metnbolitos: 
el cnlcitriol. Su pnrticipnclón en el mantenimitmto de Ju homeos
tnsis mineral, nsf como au cnpncidmJ pnru regular In trnnscrip· 
ci<in gónica y fomentar In diferenciación ctilular, hnn hecho de su 
estudio un tema de gran interés. Los recientes avances en el es
tudio de In enzima encargndn de convertir la 25-hidroxh·itnminn 
Den 1,25-dihidroxivitumino 0 3 {culcitrioll, asl como In descrip· 
ción de .su mecanismo de ucción, hon permitido ampliar el cono· 
cimiento de los factores reb'Ulodores que controlun el equilibrio 
del sistema endocrino de In vitnminu O, y de lus implicnciones del 
culcitriol en Ju salud en gcnerul y en el cmburnzo en particular. 

Pnluhrm1 chn1c. Plnccntu. Cl'P27BI. l,25·(0H12D3. 25-0H·D· 
la hidroxilasa. Emburnzo. 

FORMATION ANO EFFECTS OF VITAMIN D 

Thc gcncric tcrm vitnmin D (VD) rcfers to a 
group of stcroids chnrnctcrizcd by nn open B-ring in 
thc steroid nuclcus. Vitnmin D occurs in blood in 
two forms: vitamin D2 or crgocalciferol (VD2), which 
is of plant sourcc, ond vitamin D3 or cholecolcifcrol 
!VD3l, synthesized by the skin through UV radiation 
from the light. The íormer mny ulso be obtnined 
through the diet with fish livor oil, liver nnd eggs. 
VD <VD without sub-indcx it rcfcrs to both forms D., 
nnd 0 3 ), which was discovered in 1920 by Mellanby,l 
was initielly classificd os n vitnmin sincc it wos 
known to play nn csscntinl role in skelcton 
formation, ond to be obtnined solcly from food. At 
thc beginning of thc I930's, howcver, \Vindnus2 ond 
BrockmnnnJ dcfinitcly detcrmincd thc chemicnl 
structurc ofVD, which allowed the dcmonstrntion of 

ADSTRACT 

Vitamin D Rained importatlce since the discovery of it• steroid 
structure. Vitamit1 D participates in mineral homeostasis, ngu· 
lntion of gene e.rpression, and cell di{ferentiation. llecent ad· 
vanees in the stuc/y of the cnzyme involved in the conversion of 
25-h.wlro:ryvitamin D3 mio l,25·dihydroxyvitamin D3 fcalcitriolJ, 
ª·" wcll as the discovery of it '• hormone mechanism of action, 
ha ve led to a better knowledge a11d under11tanding of vitamin D 
endocrinc s.vstem, as well as it'• impUcation in health and preg
nancy. 

Key word•. Placenta. Cl'P27Bl. 1,25-(0HJzD:r 25-0H·D·l·a 
hydro.ry/ase. Pngnancy. 

its steroid nnturc. plocing it in thc steroid hormones 
group. In fnct, \Vindnus reccived the Chemistry 
Nobel Prize in 1928 for his studies on the VD 
structurc, allowing thcir oppliancc in trcntmcnt of 
discnses such os rnchitism end othcrs due to 
deficicndes of this vitomin. 

Thc VD structurc consists of thc 
cyclopcntanoperhydrophcnnntrenc nuclcus of the 
steroid hormones, with on open B·rins bctwcen 
cnrbons 9 nnd 10, nllowing its identification ns 
sccosteroid. VD conserves 8 cnrbons of thc 
cholcsterol lateral chnin, in contrast with other 
steroid hormones (estrndiol, tcstosteronc), which do 
not hnvc lateral chnin. Thc diffcrcncc betwccn VD2 
nnd VD3 is thnt the first has n mcthyl group in 
corbon 24 nnd a doublc bond bctwccn carbons 22 
nnd 23 CFig. 1). 
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Figura l. •J Chsmlcal structur~ of vitamin D. b) Aliphatic group (R) that 
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7·Dehlydrocholes1erol 

(1) 

Formatlon and Metabollsm of Vitamin D 

The skin synthesizes VD from 7-
dehydrocholesterol. Ultraviolet radiation breaks the 
B-ring forming on unstable intermediary 
(prcvitamin D), which through n photothermal 
process bio-transforms into choJecnlciferol, which is 
transportcd in the blood, bondcd to its carricr 
protcin, to thc livcr, whcre it is hydroxylntcd nt 
cnrbon 25 trnnsforming into 25-hydroxyvitamin 0

3 
(25-0H-D).4 This metabolitc, although most 
abundnnt in plasma, does nol reprcscnt thc active 
form. In thc kidney, 25-0H-D is hydroxylated ni 
cnrbon 1 producing thc hormonul form: 1,25· 
dihydroxyvitamin 0 3 (l,25-(0l·!)2D,> <Fig. 2). 

Vitamln O 

liver -- TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN .-----

OH OH 

OH 

25·0H·D3 1,25(0H)203 

Figura 2. Synthesis of ,,25(0HJ2D, from 1·dehydrocholestarol. Light breaks B ring to lorm vitamin D, which becomss 25·0H-D
3 

alter a lirst 
hydroxylation relation in the livs, by the 25·hydroxylase (1 ), The active form is obtained alter a second hydroxylation reaclioo in lhe kidney by the 25· 
OH·D·tcr hydroxytase (2). 
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Vitamin D Endocrinc Systcm 
Thc cndocrinc naturc of vitamin O wns 

determincd nt thc bcginning of thc 1970's bascd 
mainly on thc discovery of nucleur reccptors far 
l ,25·COl-U 2D 3 in thc intestinc,5 nnd on thc 
undcrstnnding of thc role of thc kidncy in thc 
production of this hormonc, ns well ns on it's 
rcgulntion by thc pnrnthyroid hormonc CPTH>. Thc 
vitnmin D endocrino systcm is bnsed on thc fuct thnt 
1,25·(0Hl2D3 is n hormonc synthcsizcd in the body, 
trnnsportcd by bloo<l nnd nctivnted in ccrtain orguns, 
nnd has biologicul efTccts intcracting with its speciílc 
reccptors. The vitarnin D cndocrinc system function 
depends then. on thrcc mnin elements: occurrencc of 
thc respective cytochromcs P4f>O in liver nnd kidncy 
to bio·trnnsform 25-0H-D into its active mctabolitc 
0,25-<0HJ2D3l, occurrence of trnnsport proteína to 
move these hydrophobic moleculcs to thcir tnrgct 
organs, und existcnce of spccific rcccptors in a 
number of tissucs. Al prescnt we know that 1,25-
(0H)2D3 bonds to its rcccptors Jocnted in vnrious 
target cclls, nnd that its production nnd degrndntion 
are proccsses regulated by feedback mcchnnisms 
resulting from ionic (Ca++, P), polypeptidic CPTH, 
cnlcitonine), und steroid ( l,25·(0H>20 3) factors. The 
main tnrgct orgnns of calcitriol ure kidney, bon e and 
intestino, nnd its mnin physiologicnl functions nrc to 
mnintain ndequntc concentrntion of calcium and 
phosphorus, nnd bonc mincrnlizution. 

Mechnnism of Action nnd 
Functions ofVitnmin D 

Wc currently know that cnlcitriol is not limitcd to 
the nbove mentioned functions, and that it is a vcry 
varsntile hermane, cnpablc of gcneruting biologicnl 
responses through genomic (intraccllulnr receptors), 
or non·genornic (membranc receptora> pnthwnys. In 
thc first pnthwny, nuclear ar cytoplasm receptors 
participnte: once the receptor has been activated by 
the hormone, it dimcrizcs with another nuclear 
receptor known us retinoid X receptor CRXR), and 
the resulting heterodimcr bonds to vitnmin D 
response elcments (VDRE) in thc promoter regían of 
targct genes. The heterodimer mny rccruit CO· 

activntors and membcrs of the transcription 
initintion complex, in arder to modulnte gene 
trnnscription and provoke biological responses.6 

These biologicnl effects are nchieved aftcr a 
relntivcly long time ChoursJ. The existcnce ofVDREs 
in thc prometer rcgion of the genes coding far 
ostcocalcine, ostcopontinc, PTH, nnd 25COH)D·24· 
hydroxylnse CCYP24) hnve been demonstrnted. 7 

The second pathway to produce biological elTects 
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is through membranc rcceptors. Bond ofcalcitriol to 
mcmbranc receptor mny trigger protein kynasc e 
CPKC), phospholipase C, ndenylate cyclase CPKAJ 
and/or voltnge-medinted opening of cnlcium 
channcls.ff This rnpid action puthwny is rclnted with 
non·genomic efTects, nnd involvcs chnnges in second 
messenger concentrution. An exnmplc of an 
ndequntc chnrnctcrization of this puthwny is the 
duodenum, und implies thc calcium fust trnnsport 
system.9 'rhis phenomenon is a)so know as 
transcnltnchin (stimulntion of calcium transport in 
2·3 minutes), nn<l it hns becn proposed thnt calcium 
chunnels, sensitivo to voltngc, purticipnte in this 
particular system, which are triggercd once the 
Jigand intcrncts with its membrunc receptor. 10 

In general, functions nttributed to 1,25·(ÜH)2D3 
nre to mnintnin mineral ion homcostasis, regulntion 
of ccrtuin gene transcription, promotion of cell 
differentintion, regulntion of normal and malignant 
cell prolifcrntion, stimulation of the immunc system, 
nnd processes relatcd with calcium trnnsport. 
Rcceptors far this hormonc hnvc nlso been locntcd in 
various tissues such as placenta, brain, musclc, 
intestine, bone, prostnte, liver, ovnry, breast, colon, 
epididymis, pnrathyroid gland, uterus, stomnch, 
immune system cells, along with a number of cancer 
ccll lines; 7 making the study of l,25-COHJ2D3 
functions a widc and interesting ficld. 

STRUCTURE, REGULATJON ANO DISTRIBU
TJON OF 25-0H-D la HYDRO>.."YLASE 

Thc limiting step in the biosynthesis of the active 
form of vitamin D is hydroxylation at position 1 
ulpha of 25-0H-D. This reaction is catalyzed by an 
enzyme of the family of the mitochondrial inncr 
membranc oxydnses: 25-0H-D la hydroxylasc 
(la(OH)asc). This cnzyme is formed by three 
elcmcnts~ a ílavoprotein (NADPH·ferredoxine 
reductasc), a ferredoxinc, and the cytochrome that 
confcrs spccificity: cytochrome P450 la, which is 
responsible of hydroxylizing the substrate in 
position a ofcarbon l. Each hydroxylution cntalyzcd 
by a cytochrome P450 follows thc general rcaction! 

steroid·H + NADPH + H' + 02 "' storoid·OH + NADPH + H20 

This rcaction consumes two clcctrons, a proton 
and un oxygen rnolccule, from which one of its atoms 
is incorporated to the substrate, whilc thc othcr is 
rcduccd to water. U Elcctrons are transfcrred from 
NADPH to cytochrome P450 by the NADPH
fcrredoxine reductasc and ferredoxine. 
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Regulation 
Renal la (Qli)nse i• rcgulalcd by diffcrcnl 

factora such as phosphorus, insuJin.Jike growth 
factor I CIGF·I> 12·1 4 calcium, PTH, calcitoninc15 and 
l,25-C0Hl2 D3 itsclf. Wc also know thnt thc vitnmin 
D transport protcin <DBP> indircctly regulates the 
la(OH)asc limiting substrate availability, and thal 
phospholipids nlso havc n limiting role in this 
enzymc nctivity.IU Morcover, sorne antimycotic 
agcnts inhibit la(QH)nsc in a similar way ns thcy do 
with othcr slcroidogenic cnzymcs. 17 It must be 
mentioncd thul studies on lafOHlasc rcgulation 
havc been pcrf'ormcd basicnlly in terms of its 
activity1 since cloning of its cDNA is rcccnt.16·2° In 
prescnt dnys, howcvcr, a number of studies are 
bcing conducted, which takc into nccount thc 
rcccntly descrihcd structurc ofthc la (QH)asc gene. 
This gene, know as CYPla, P450vaiu• or P45ücla, 
has the official nomination of CYP27Bl in 
accordnnce with thc nomcnclnturc nssigncd by the 
Nomcnclature Committce for the Cytochromes P450 
Supcrfnmily. 21 Works rcfcrrin¡: lo lhe CYP27BJ 
structure, indicatc thnt such gene contnins response 
clcmcnts to cAI\.1P (CRE> ut its promotor rcgion,22 

verifying prcvious observations conccrning the 
stimulating factors of PTH ovcr renal luCOH>nse, 
through intrnccllulnr gcnerntion ofcAI\1P.23 Kong22 
el ni., studied thc transcription nctivity putlcrn nt 
rcgion 5' of CYP27Bl, building prometer portions 
and inscrting thcm along with u rcportcr gene, in 
thc kidncy cell linc AOK-B50. Although thcir studics 
showed occurrencc of CREs in rcgion 5' of CYP27Bl, 
Kong and his group did not find specific response 
clcmcnts to IGF-1, ar VDREs. Thc fnct thnt no 
VDRE was located in such rcgion is controvcrsinl, 
bccnusc l,25·(ÜH)20 3 inhibitcd thc slimulunt effcct 
produced by PTH on ln(OH>nsc, in thi• ccllulnr 
typc, suggcsting thnt cnlcitriol supprcss CYP27Bl 
cxprcssion through an indirect cuscadc intcrfcring 
with the PTH signul puthway, without discurding 
the existcncc of othcr ntypicul or unknown VDREs, 
in the promotcr region of CYP27Bl. Thcsc findings 
and other works,2·1 gnve risc to thc hypothesis that 
CYP27Bl inhibition by cnlcitriol is produccd by a 
mcchanism diffcrcnt to thnt of trnnscription. It is 
very probable thnt, ns Henry et nl.2" mcntioned, 
l,25·C0H)2 D3 has a reprcssive effcct over its own 
synthesis, inhibiting a protcin rcquired for thc P450 
la functioning, such as may be one ofthe proteins in 
chargc of electron transport from NADPH to 
cytochrome P450 la. The othcr option is thnt 1,25· 
(QH)20 3 docs not dircctly reprcss transcription 
nctivity of CYP27Bl, but ma•ks its nctivity 
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incrensing thc exprcssion of gene CYP24 
signiílcnnlly.25 CYP24 is usunlly triggcrcd in thc 
prcsencc of high conccntrations of l,25·(0H)20 3 
and/or high levcls of scrum calcium 1 as a reguJation 
mcchnnism since it is u depuration mctabolic 
pathway far cnlcitriol. 2º Other studics prcsent, 
however, controversinl results, demonstrating thnt 
ncgntivc rcgulnlion oflhc l,25-COHl2 D3 synthesis by 
calcitriol itself is more complex than we currently 
supposc. 'J'nkcyuma et nl., 27 in a series of 
experimenta using mice strains, which lnck thc 
receptor to l,~fü.(OH>:!D3 <VDR}, demonstrntcd thnt 
thc calcitrioJ·VDR complex is rcsponsible far thc 
inhibilion of thc CYP27Bl cxprcssion. When they 
administcrcd l,25·<0H>2 D3 to mice with wild 
phcnotypc, gene cxpression of CYP27B 1 wns 
rcprcsscd, but this did not happen with micc lacking 
receptors to vitamin D. Thcir results also suggestcd 
thnt VDR linkcd to l,25-(0Hl2 D3 , positivcly 
regulutes CYP24 cxprcssion. Supporting thcse 
studies, Murnyamn et al.,28 demonstratcd thnt 
occurrencc of VDR is csscntiul for negativc 
regulntion of CYP27Bl by thc l,25-(0H)2D3, which 
highlights thc nced of more comprchensive studies 
concerning gene CYP27Bl rcgulution. 

D!STRIBUTION 

In general, la. (ÜH)ase has becn exclusively 
locnted in thc kidney proximal tubules.29•3º Thc 
kidncy was considcred ns thc sale sitc of conversion 
of 25-0H-D in l,25-(0Hl2D3: howevcr, lnter studies 
demonstratcd the cxtrarcnal convcrsion of 25·0H·D 
to its hormonc form in othcr tissucs such as 
bone,ª 1•32 prostatc,33 placentn,34•37 keratinocytcs,38 

und immune system cells. Occurrencc of la(QH)ase 
in these tissucs confcrs to thc hormonc 1,25· 
<OH 120 3 n pnrncrine or nutocrine nnture, or both, 
nnd provides nn enormous study and rcscnrch field. 

VITAMIN D AND HEALTH 

The impact on henlth causcd by vitnmin D 
dcficicncy has been the mattcr of various studies. 
Rickets is the muin child disensc that resulta from 
vitnmin D deficiency. Skclcton deformity due to 
deficient bonc mineralization produccd by a lack of 
calcium is reversible with ndministration of 1,25· 
(0H)2D3 , cnlcium nnd phosphntcs. In ndults, the 
pathologicnl condition known as osteomalacia also 
occurs dueto vitamin O dcficicncy, but with clinical 
and anntomorphic mnnifcstations different to thosc 
of infnntile rachitism. Gcncrnlly, diseases produced 
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by vitnmin D dcficicncics occur duc to dietary deficit, 
inadcqunte intestinal absorption, lnck of sunlight, or 
renal damngc. On the othcr hand, genetJc 
pathologics associated with vitnmin D imply 
rnutations either in the gene coding for VDR or in 
CYP27Bl gene. Thc gcnclic disorder cnuscd by 
mutations in the gene coding for the intracellulnr 
receptor of vitnmin D is known ns vitnmin D
resistnnt rickcls or rickcts typc 11 <VDDR 10. The 
mutation produces chnnges in the DNA binding 
domain, or in the hormone binding domain,39 thus 
this disenso is nssociatcd with inscnsitivity oftissucs 
to calcitriol,4º and is chnractcrized by hypocalccmin, 
secondnry hypcrpnrnthyroidism,·10 high circulating 
conccnlrntion of scrum l,25-COH>2D:i, nnd in sorne 
cases, alopecia. 

On thc othcr hnnd, the disorder known ns 
pscudovitnmin D-deficiency rickets CPDDR>, nlso 
referred to ns vitnmin D-depcndcnt rickcts typc 1 
CVDDR ll, is produccd by n mutnlion ofthe la <OHJuse 
primary structurc. This discnsc is thc rcsult of n 
hcreditary dcfect nssocíntcd with n deficient b-ynthcsis 
of l,25·(0HJ2D;i. PDDR is chnrnctcrizcd by low scrum 
calcium conccntrntion, muscular wcakness, secondnry 
hyperpnrnthyroidism, und decrcnscd circulating 
conccntration of l,25·COH):.!03 . The mutation 
responsiblc far thc occurrcncc of PDDR was not 
discoverl'Cl until rcccntly, 1ütcr cloning gene CYP27Bl. 
Ali these studics determincd thnl CYP27Bl is found 
in chromosome 12ql3.1-ql3.3;"' nnd thnt la 
COl·{)asc dcficicmcy in PDDH is produced by u 
delction in codons 211 or 231 of CYP27BI gcne18. 

Thcrc are othcr pnthologicnl situntions with 
symptomntology including hypcrculcemin, thnt hnvc 
hccn rclntcd with the significnnt increasc of 
cxprcssion nnd/or nctivity of extrarcnnl ln 
COH>nse.4:.! or thcsc, WC can mcntion sorne diseascs 
such as tuberculosis, snrcoidosis, cnndidinsis, nnd 
lymphoma,4J whcre high conccntrntion of scrum 
cnlcitriol is detected. This incrense hns been 
nssocinted with overproduction of l,25-{0H>2D3 by 
the immunc systcm cclls, cither lymphocytcs or 
mncrophnges.4~ 

Conccntration of l,25·<0H)2 D3 also suffcrs 
modificntions with age: vnrious studics show thnt 
scrum conccntrntion of this hormone significantly 
dccrcnscs in the cldcrly, which is explnined by 
vurious factors, but basically summnrized in lowcr 
calcitriol skin production, lowcr ingestion in the 
dict, nnd nltcrntions in hcalth nffccting nbsorption 
or renal f'unction.44 ·46 Also, menopausc is associated 
with reduction in the conccntration of l,25·COH>2 D3, 

as a probable rcsult. of thc rcduction of circulnting 
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estrogen.'17 Thcrc are sorne studics showing that 
estrogen prometes formation of l,25(0H)20 3 in 
vivo.48,49 In fact, estrogen rcduction favors bone 
mass loss, nnd thcir administration in 
postmenopnusal womcn incrcascs calcitriol 
concentration, 50 rcducing the risk of bon e fractures. 

VITAMIN D AND PREGNANCY 

Pregnancy involvcs great challcngcs far thc 
mother's body, such as supplying calcium to the 
fctus with no homcostatic nltcration ofthis mineral. 
At the end of prcgnancy, thc fctus has nccumulatcd 
up to 30 grams of calcium, nnd to sutisfy this 
dcmnnd, vitnmin D metnbolism udjusts increasing 
the blood concentrntion of l,25-COHJ2D~, favoring 
highcr culcium intestinal nbsorption.5' In fact, 
calcitriol concentration doublcs from thc first 
trimestcr of pregnnncy, und rcmnins so until thc 
cnd.52 Thc dircct cause of circuluting calcitriol 
incrcnsc is not cnsily cxplnincd, since this increasc is 
not nssocintcd with low concentration of calcium ar 
phosphorus, which are nctunlly slightly high. 
Classical PTH regulntion cnnnot be stntcd sincc in 
the case of prcgnancy. thcsc hormone levcls are 
within a normal rnngc.53 Furthermorc, the incrcase 
of l,25-(0Hl2D3 during gcstnlion is indcpendcnt 
from PTH. 52 These observations nllow to suppose 
the existcnce of other fnctors involved in cnlcitriol 
rcgulation, which nccount for thc increase of thc 
circulating conccntration of this hormonc from the 
cnrly stnges of prcgnnncy. Thc probable candidntes 
urc estrndiol, proluctine ChPRL>, plncental lactogcn 
<hPLl, IGF-1, nnd n PTH-relntcd peptidc (PTHrPJ. 
Estrndiol, hPRL, IGF-1 1"" nnd hPL promote 
aclivity of In <OH)ase in vitro,63 nnd estradiol 
stimulntcs it in vivo.48·6º On thc other hnnd, PTHrP 
triggcrs thc common receptor far PTH/PTHrP in 
kidncy and bonc, nnd it's conccntrntion 
progressively increusc ns pregnancy continues, thus, 
it is possiblc thnt PTHrP promotes calcitriol 
synthcsis independcntly from PTH during gcstation. 
Ali of thesc factors may account far thc increasc of 
calcitriol circulating concentration during 
gestntion. We must ulso consider the contribution 
of l,25-(0HJ2D3 production by thc fetal kidney, ns 
well as the extrarcnul production by thc placenta. 
Supporting the former, cxperiments conductcd in 
ancphric prcgnant rats demonstratcd the 
occurrcnce of cxtrnrennl·origin cnlcitriol in 
mothcr's circulation.54 It is important. to mcntion, 
howcvcr, thut tite incrcase of l,25 .. (0H>2D3 during 
pregnancy is considered the rcsult of un increase in 
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the nctivity of mother's renal la (QH)nsc53, 
thorcforc, extrarcnal·origin calcitriol during this 
pcriod rnoy hove u biological mcaning of nutocrine 
or paracrine naturc. 

Pincen tal contrlbutlon of cnlcitriol 
The first cvidencc concerning thc cxtrnrcnal 

synthcsis of 1,25·(0Hl2D3 was obtaincd in prcgnunt 
rnts, in which biJntcrnl ncphrcctomy reduccd, but 
did not e1iminntc, the conversion of [3HJ25.(0H)D3 
to [3H]1·25·C0H)2 D3.54 Latcr, somc rescurchcrs 
vcrificd thc placcntnl production of cnlcitriol in 
rclntion with la (ÜH)asc activily,34·36 und the 
expression of gene CYP27Bl in decidual cc1Js55 nnd 
trophoblnsts37 was only recently confirmed. These 
works allowed to define that ln<OH)asc from 
decidua, trophoblasts and kidncy come from thc 
sorne gene. 

Cnlcltriol in placenta nnd fetus 
Circuloting conccntrntion of calcitriol in the fetus 

is lawer than in thc mothcr, which may be cxplaincd 
by thc fact thnt the fetus is hypcrcalccmic compnrcd 
with thc mother's scrum cnlcium conccntration. 
This situntion rcquircs mcchnnisms nllowing the 
mother.fctus cnlcium trnnsport against n 
concentration gradicmt. Thc placenta is thc organ in 
charge of cnlcium trnnsport from mother to fetus, 
and although this systcm is not fully chnrncterizcd, 
sorne mechnnisms far thc rcquired active transport 
hnvc been found in thc plnccntn. This is the case of 
calcium chnnnels and transport proteins for this 
nutricnt, such ns cn1bindinc D9K and cnlcium 
ATPnsc.56 The former is in charge of pumping 
calcium from basal layers from thc fetal sidc of the 
placenta to thc cxtrnccllulnr fetal fluid. Cnlcitriol 
has nn importnnt role in this trnnsport systcm, since 
it prometes the trnnsplaccntal pnssnge of calcium in 
a dose·dependent wny ,57 promoles mRNA 
production of calcium trnnsport protcins, and fnvors 
active transport of this mineral maintnining 
maternal homeostasis, nllowing calcium nvailnbility 
far thc placenta, thus achicving nn adcquate 
mineralization of thc fetal skcll1 ton. On thc othcr 
hand, prcsence of specific receptors far l,25C0Hl2D3 
in thc placcntn68 suggcsts that this hormonc has n 
specific function in this organ. The intcrnction 
1,25(0H)2 D3.VDR promotes cxpression and 
secrction of hPL in human syncytiotrophoblnstsfi9 

implying a roll of cnlcitriol in placenta) and fetal 
growth. Effccls of l,25(0HJ2D3 on ccil 
differentiation and control of certain gene 
cxpression may contribute to thc ndequate 
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establishment ofthe fcto·placental unit during thc 
first stnges of gcstation. Sorne studics conductcd in 
rats support this, nnd thcy note the direct 
pnrticipation of 1,25C0Hl2D3 in the endomctrium 
dccidunlization,60 inducing diffcrcntintion of 
endomctrial cells to dccidual cells, which rcprescnts 
a key cvcnt in the blastocyst implantntion proccss. 

On the othcr hnnd, the availability of an animal 
modcl in which the DNA binding domain of thc 
VDR has been modilicd (VDR knock-out micc), 
n11owcd thc study in vivo ofthc biologicnl nctivity of 
cnlcitriol. Homozygous mice (-/·) wcre born normnl 
oven though VDR absence during ali of gestation, 
but during thc first month of life, they developed 
hypocnlcemin, hypcrparathyroidism and complete 
alopecia. They survived thc first six months.61 

Consequcnccs of deficiency and/or 
altcration of vitamin D mctabolism 

durlng prcgnnncy 
Even though sorne studics show the possihlc 

development of henllhy newborm1 from mothers 
during prcgnancy with low cnlcitriol 
conccnlration,62 thcre are othcrs dcmonstrnting 
alterntions. Sorne studies report birth of children 
with hypocnlccmin, neonatal rickets, or who develop 
thcm lntcr, and fetal growth rctnrdntion in cases 
where thc mother hnd reduced vitamin D blood 
conccntration.63·Ciá Thcrc are nlso studics showing 
thnt low conccntrntion of fetal scrum calcitriol is 
associalcd with small size and low mineral contcnt 
in the newborn.6° Sorne reports hove demonstratcd 
nltcrations in hcnrt dcvelopment ar neonatal henrt 
fuilure as a result of mother's vitumin D 
dcficicncy,67,Gtl , while others report convulsions and 
hypocalcemin in nconntc, secondary to the mother's 
cnlcitriol dcficiency.69 Anothcr study hove suggcsted 
thnt mother's vitamin D deficiency ndversely afTects 
fetal brain development.70 

Furthcrmore, the prcgnancy puthology known ns 
preeclnmpsia, is nssociatcd with Jow circulating 
concentrution of l,25-COH>~D3 ;; 1 ·7!! und although the 
causes of this are unknown, it is probable that this 
featurc resulta from dcficicncics in the endocrine 
functions of thc placenta, mother's kidney, ar both. 
In this disense, thc nconale is usunlly born with low 
wcight. 

CONCLUSION 

Thc knowledge of vitamin D has seen great 
advanccs in rcccnt times, both in bnsic scicncc and 
clinical medicine. Thc classical vicw of vitnmin Das 
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a hermane whosc effccts were Jimited to calcium 
metabolism and bone homcostasis have bccn 
extcnsively rcvolutionized. Current. studics on 
vit.amin D considcr thc reccntly mentioned nclions 
of this hormone on cell proliferation and 
diffcrentintion, ns well ns on the immunc system. 
This opens rcsearch fields in thc health, diseusc and 
pregnnncy processcs, whcrc vitnmin D has gnined 
importnnce. The thcrapeutic potcntinl ofvitamin D 
in vnrious discnses has generatetl a senrch for 
calcitriol analogs with nntiprolifcrativc, 
immunosupprcssing, nnd pro·differenciuting cffccts. 
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Effects of IGF-1on1,25-dihydroxyvitamin 0 3 synthesis by human 
placenta in culture 

Ali Halhali 1•4 , Lorenza Diaz1, Irene Sánchez1, Michille Garabédian3 , Héctor Bourges2 , and 
Fernando Larrea 1 

10epartments of Reproductiva Biotogy and 1Physiology of Nurrition, Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubirán, 
Vasco de Quiroga No 15, Col. Tlalpan, CP 14000, México OF, MOxico, and 3Unilé CNRS UPA 1524, Endocrinologie, 
Metabolismo et Oóveloppcmont, Hópital Saint Vincent de Pau/, Paris, Franco 
4 To whom corrospondence should be addrossod 

The aim of the present study was to assess the effects of insulin-like growth factor 1 (IGF·IJ upon the synthesls 
of 1,25-dihydroxyvitamin 0 3 (1,25-(0H)20 3 J by human placenta trophoblasts In culture. CytotrophoblHtlc cella 
obtained from normal term human placentae were culturad in Dulbecco's modified Eagle's medium with 
HEPES and glucose (OMEM-HG) during 72 h and lurther incubated in serum-lree OMEM-F12 In the presence 
ol IGF-1 prior to the addition ol [3HJ-25-IOH)03 used as a precursor. The results showed that 2 h prelncubatlon 
time with IGF-1 was required lor maximal production ol (3HJ-1,25·(0Hl2D,. Cultures In the presence ol 
lncreasing concentrations ol IGF-1 (CHi.5 nmol/I), added 2 h befare lncubatlon wlth the labelled substrate, 
resultad in a dose-dependent response increment of (3HJ-1.25-(0H)20 3 production with a maximal conversion 
rate at the dose ol 2.6 nmol/1. Hlgher doses ol IGF-1 did not result In lurther stlmulatory effects. Co-lncubations 
In the presence ol cyclohulmide slgnllicantly (P< 0.00011 inhlblted the IGF·l·mediated offects upon C'HJ-1,25· 
IOHJ2 0 3 productlon. ldentlty ol putativa l'HJ-1,25-(0HJ20 3 produced by human placenta was conlirmed by 
spectral and receptor binding analysis. These results demonstrate the ability of cultured human syncytio
trophoblast cells to convert 25-IOHJO, to 1,25·10HJ20 3 and suggest a local protoin·dependent regulatory effect 
ol IGF-1 upon this blotranslormatlon. 
Kev words: 1,25·10HJ2D,/IGF·i/placenla/syncyliotrophoblasls 

lntroduction 
Placenta is considercd as un extraren::il sourcc of 1.25-
dihydroxyvilamin D.1 Cl.25-(0Hl~D3 ) (Wcism::in t't ,,/., 1979; 
Whilsctt et'''" 1981; Zerwekh and Breslau, 1986; Hollis t't t1l., 
1989). Thb cx1r::irenal source may contribute to the high 
maternal serum concentrations of 1his hormone in prcgnant 
womcn. It may also be imponant 10 thc felal pool of the 
hormone or as a local source for ilio <Jclion on thc placenta 
(Uclvin et e1l., 1985: Zcrwckh nnd Brcslau. 1986: Ko\·acs nnd 
Kroncnbcrg. 1997). Howcvcr. thc placenta contribution to 
vitamin O mctabolism has bcen questioncd. lmleed, synthesis 
of 1.25-(0HhD.1 by trophoblast homogenales rcquires supra
physiological umounls uf 25-hy<lmxyvilamin 0 1 (25·(0H)D1 ) 

(Whitsctt et u/ .. 1981; Zcrwek.11 and Breslau, 1986; Hollis 
t'l t1I .. 1989) ami l.25·(011)~1).l produclion hy placen1al cells 
has hcen incomis1cntly found cH.ubin l'f al., 1993 l. Funhcrmorc, 
il has bccn prcviously reponed that. whcrcas synthcsis of 1,25-
<0HhD J in human decidua is an enzymatically-mediate<l 
proccss. trophoblasl 1issuc might use an altcmalc non
enzyma1ic mechanism oí hydroxyla1ion <Hollis et al .. 1989; 
Gloricux et al., 1995). 

In any ca!!.c:, !!.tudies in maternal serum sugi?cst thut 
produclion of 1.25-(0HhDJ during pregnancy b rcgulatcd by 
fnctors diffcrent from thoioc ac1ing in lhc non·prcgnant stalc 
such as calcium, phosphatc and parathyroid hormone (l~H) 
CVcrhaegue and Bouillon. 199:?: Ardawi et "'" 1997: KO\·acs 
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a:td Kronenücrg, 1997) Numeruu~ s1ud1co;. m cell culture~. 

rodcnts and hunmn<;, !riougge<;,I thal in~ulin-llkc growth factor 1 
<IGF-1) is an 1mponunt rcguln1ory fuclor of thc activity ami/ 
or synthcsis of thc renal cnzymatic complex hy<lroxyh'.nmg 
25-(0H)D¡ into 1,25-COHl,D, !Gray, 1987: Hallaran and 
Spcnccr. 1988: Cavcrzasio t't crl .• 1990; Nesbitt and Drezncr. 
1993: Condamine et al.. 199-l: Menaa et al.. 1995: Wong: 
et al .. 1997; Bianda et al .. 1997. 1998: Wei et <1/., 1998), 
Thcse dala. in addition 10 pre\'tous s1udies demonstrating that 
placenta i!!. a sourcc of IGF-1 <Fant ,., uf .. 1986: Han ~tal .• 
1996), promplcd º" 10 investigate thc effecb of lhis growth 
factor upon the ability of cultured human placenta to con\'en 
25-(0HlD, into 1.25-COH¡,D,. 

Materlals and methods 

M•t•rl•ls and r••gents 
Dulbccco'!i mod1fied Eagle'~ mcdium tDMEM and DMEM-Fl2J. 
Hank'i. balanced ull solulion IHBSS). fe1al calf !iCrum (FCSJ. 
HEPES. :.imJ genlamidnc: wrre ob1ained frnm Gibco (Grand lsland. 
NY. USAI. Pcrcoll, 8-bromo ndeno .. me .\".5'-cycllc monophosphate 
(8-Br-cAMPJ. deo-.ynbonudea.,c 1 tDNa~c h. bm·ine serum albumin 
(ASA). i!lu1amine. and cyclohc-.1m1dc '-'Ctc purchascd from Si¡:ma 
Chcmical Co tSt Lou1s. MO. USA 1. Ali !iolvcn1s were of high
~rfonuance Jiquid chroma1ography (HPLCI gro1de and were 
ob1amcd trom MercJ.. (Uarm~tadt. Germany). Unlabclled 25-(0HJD.1 
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amJ l,25i0Hl!D1 wcrc a gcncruu!-1 ti:ifl lrum Or E.·M.Gut1.11ed11 
and lJr P.Wcbcr rHolfmonn Lu f<ochc Ltd. Bnscl, Swuzerland). 
The 25-hydrO-')' ·f 26.2 7 ·mclh)'l··1H J·cholccalciforol { r 1H J-25-(0HlD1: 
"'J>Ccilk acli\lity: 17 Ci/rnmnlJ. ln,25·dihydro~y-f26.27-me1hyl- 1HI· 
cholccolciícrol (f·'HJ·l.25·(0H):?01: i;;pcc1Jic act1\lily: 130 Ci/m11101J 
and rccombinam human JGF-1 wc1e- pun:ha\cd írom Amcr?>ham 
fAmcr!iham. Hucks. UKJ. Human chorionic ¡?onadolrophin tHCGI 
radioimmunmu.say wa' kmdly pmvidcJ by lhe Naliuual hMilutc uf 
Oiabcle-'i and Dl¡?C'iifl\'C and K1dncy Dl!o>Ca?>C!-1 (NJlJIJKI {W.ockvillc. 
~10. USAJ. All othcr rcapcnh wcrc of analy11cal grndc. 

Cytotrophob/astic cell isolation and culture 
Thc !llUd) prolocol wu!t approved by thc Human Eltucal Comrmllee 
uf 1he lmrnutc. Tcrru plou.:e1ll<1c v.crc uh1.ti11cd fwm normal prcgna111 
womcn allcr "'POnlancuus dd1vcry. T1ssucs wcrc broughl immcd1a1cly 
lo 1hc labornlory whcrc sc\lcrnl co1ylcdnns wcrc removed and rin\ed 
lhorouphl) in O qg NaC'I at ronm 1cmpera1urc. Thc i<;olalion and 
culture of q101rophobla"'" wcre perfnrmed ª" pre\·iou!tl)' described 
(Kliman "' 11/., 19861. "ilh n1111ur U1lk1ificat1U11!>. Bricll)· !>OÍi \lillllU\ 
llM1UC <3U gl. free of connccli\'e ll\'IUe and \'C?>sCl'I. Wa!-1 collcc1cd. 
T1\!IUC w;i.., coar!lcl) mmcetl and th[!cs1ed "uh O. l 25':f 1rypsin, anJ 
0.2 fll!!lml ONAa\c 1 ( 1500 1.uni11 IU/mg) 111 warme<l calcmm· ami 
magneMUl1l·frec IJBSS containing 25 nmiol/I HEPES, pH 7A. a1 
J7•c ínr 30 min. Cell !->U!oopcn!tion!I wcrc prnilctl. ccnlriíugcd at 1000 g 
for JO min. and rc!tuspcndcd m DMEM conta111111g 25 mmol/I l IEPC..i;; 
and 25 mmol/I glucosc fDMEM·HGJ. Thc re!lul!anl suspcmion 
"'ª"' placed 011 5-70'ir Peu:utl (\/\') grnr.Jicnl\ mar.Jc up in HBSS. 
Gradicnls, wh1ch conl>l!llcd uf si:+ !llep'i of 3 mi eJch. wcrc cenlrifu!!ed 
al l 2CXJ g al room 1empcra1urc far JO min. Aftcr ccn1rifuga1iun, 1he 
rmddle hand {den\ÍIY J.()48-1.0621 conlainmg thc cy101rophoblas1s 
wa!-1 remo\'cd. wa!thctl once wnh DMEM·llG, anti re!tuspcndcd in 
cul1urc 11u:d1u111. Pcrctill l!totd1c111·purrlicd cy1otrophubla?>t!I wcte 
l11luted 10 a concenlrat1un ul 1x101' ccll!./ml w1th DMEM·HG 
contaming 4 mmol/I J?IUlamine. 50 µJ!lrnl geniamicm. and 20'ir hca1. 
inac1iva1ed FCS, plarcd in JS mm Nunclnn culrnrc dio;hcs (Nunc, 
Rod.:ilde, DenmarkJ. and incuba1ed for 72 h m humidif1ed 5'k co. 
and 95c;¡. air at 31~c. -

Morphologlca/ 11nd functional aspects of pl•cental c•ll 
cultures 
Daily. thc morphological a'ipcc1o; oí cell cul1urc'i werc c~amined 
HCG in the culture media Wa!-1 mea!iured a!> previously dcscribcd 
!Di.:az·Cucto t'I C1/., 1994; Qucipo t'I e1/ .. 1998) by !>pct;ilic nuJiu· 
1mmunoassay u~ing rcagclll!I and prolocols pro\·1dcd by thc NIDDK. 
Anli·HCG-HSO. a1 a linal workin!? d1lu1ion nf 1: 150 000, was uscd 
as 1mtiscrun1. Thi'i anliserum ed1ihi1s 1.2 ami 3.2t;f L"ro!IS· 
re.ictivitics with free HCG CX· and P-subuni1s rc'ipcctivcly. The 
!ocnsili\lily of 1hc ª' .. ªY wao; 0.025 n~/tubc and 1he in1er· and in1ra· 
a.\\ny coeflicicnts of vanation wen: <IU and <6t;;: re!lpcc1i\·ely. Tolal 
pro1ein con1en1 of ccll cultures wa" mca,.ured by a pre ... iously describa! 
mcrh1MJ <Rrndfurd. 1 <J76). u\inp HSA '"" .. 1<11utard 

Metabolism of 25-(0HJD, br pl•cental ce/I culture• 
On lhe lhird d.ty uf cullurc. mcdium v.:a"' t:han!,!ed and 1hc celh 
incubated in 2 mi !itcrum-rrce DMEM·F12. To asscs\ the abilily oí 
placenta! cell cuhures 10 conven :?!H0H)01 imo J,25-COHbD.1, a 
3 nmol/1 conccnlr.tlion of (1H1·2!i.(0HlD.l Wa!> added in fresh '>erum• 
free DMEM·Fl2 and incubalions conlinucd for 120 min. Cullurc 
medium was then transfcrrcd lo glass tubes. and the cells were 
washed with 0.5 mi of mcthanol. Protein cell contenl was detcm1i11cd 
aflcr addition oí O.S mi of 1 mol/I NaOH. The l)H)·25·(0JOO, nnd 
i1o; me1aboli1eo; were c.11uac1ed írom thc mcdium wilh an addiiional 
3.5 mi of methanol plus 4 mi oí chJorofonn Clihgh and lJyer. 1959). 
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ThC' chloroíum1 pha .. c wa., dr1ed dowu uudcr N~. and l1pid e1.1racl't 
wcre rcdinoh:ed m chrumatograph1c 'olvcnt. The .. amples werc co· 
chromalOf!raphed wi1h 100 ng unlabelled J .:?5·10Hfa0.1 a!-1 an elu1ion 
mar1.er nn a w .. 1er"' JtPLC fined wnh a pholodiode array dc:1ec1or 
CPDA: mudel 996; Warer" As!>oc1a1c~. Milford. MA. USA) usin~ an 
uflrasphere Si. 5 µm. 4.6X250 mm column COedman ln\lrument'i, 
Palo Allo. CA. US/\). Vilamin o_, mc:taholltcs wcre !tepar.ued by 
IWO·Mcp !llraight pha'c HPLC a!I prcvmu?>ly de,crihed (Scmpere t't 111 •• 

19KIJ: Kad1kachc c·t al .. 199.\; Menaa ,., u/ .• 191J5J. Frac11on't f 1 mini 
v. ere collcc1ed and an aliquut of cad1 wa., rc:mm·ciJ fur radioacli\'ily 
ile1erminalmn. Fractions co-clu11ng w11h unlabelled J.:?5·10H)!0) 
v.c:rc poolcd and rechromatnj!raphed on a ,c;cond s1raighl pha"e HPLC 
using lhc !'l<llUC: ~olumn and elutcll in methylenc chlmide:isopropantll 
(~5:5) a1 a flov.. ra1c of 1 rnllmm. Thc con\IC:r!ition rate ar l·1Hl· 
:?5-IOHJD, in10 pu1a1i\lc J-1H)·l.25·101fh01 was delcrmined by 
calcula1ing the pcrccnragc nf radioacli\'ily co·cluting wi1h unlabclled 
1.25-COll l:D.1 nfter 1hc: 1wo .. uccc!i.\l\'e chroma1ographic!t. Results 
v..crc c:.11prc~~ed a!. frnul/m~ protcin 

Ch•r•cterization of put•tive t1Hl· 1.25·f0HJ"1e 
For thi!i purpose. placen1al cclls wcre incubated in the presence oí 
2.5 ¡.emol/J unlabcllcd :?5·<0JllD1• The pulalhe 1.25-<0lfhD.1 pro• 
duccd by lhese cells wa!i purilied as descrihed above wilh one 
e~ccption: lipid C:itlrJCI\ werc '-'O--chn11na1ographcd wilh 1 nCi rHJ· 
1.25.(011)~01 ino;lcad of unlahelled hormone U!led as an elulion 
marker. The arnoun1 of pu1a11ve l,:?5·(0H1~D1 was calculated from 
lhc ab!turbame ;.11 265 11111 oí1he single peak co·clutin~ wi1h ()HJ·l.25· 
C0Hh0 1 in lhc sccond HPLC. Thc purilied :?!i-IOH1D1 me1aboli1e was 
IC!->ICd for ilo; abtlily lu displace !'>)'nlhcllc labelled f 1llH.25·(0HJ!Ot 
írom i1s !oopec1f1c calf 1hymu?> reccp1or IRcinhardl t'I al .• 19841 using 
a commen:ial radioreccp1ur assay kil CNichols lns1i1u1e Oíagnoslics. 
San Juan C.tpi!.ltano. CA. USA>. 

Regulatory eHecu of IGF·I upan /3HJ· 1.25·(0HJzO, •ynth••I• 
In ordcr 10 de1erminc 1he effects of IGF·I on placenta! l·'HJ· l ,25· 
COHhDJ protluc1ion, cell culturco; were preincubated in 1he prcscnce 
of IGf.J a1 differcnt times prcvmu" 10 the addilion of .l nmolll of 
1ritia1ed f·'H)·2!i-COH)DJ. 

l>o'ic-rcsponsc cur\cs of IGF·I cHec1s on pu1a11ve (JHJ·l,25· 
(OH)~O, produc1ion werc pcrfonned by prcincubalions wi1h differenl 
amount' of IGF·I (0-6.5 nmol/I) during 2 h prinr lo the addition of 
[3HJ·25-<0HID1. Funhcrmore. thc effec1s of IGF·I upon (·1HJ·l.25· 
COH)~D, pruiluclion were al!ooo as'e!oo!ted in lhc: prc!<tence ufthe protein 
synthesis inhibilor cyclohcximide (JU µmol/I}. Thc IGF·I milogenic 
effccts werc evaluatcd by mca..;uring prolcin con1e111 in cell cuhurcs. 

St•tlstlc•l •n•lyal• 
Data are presenled as mean ~ SO. All e:itpenmenl!t wcrc performed 
at leas1 three times and e.ach of lhem consis1ed oí six 10 ninc culture 
replicatcs. S1alio;1ical signiticancc bc1v..een gmup"' was estabfi\hed hy 
onc-way analysis of variancc CANOVA> usin1 Fishcr's pro1ec:1ed 
lcasi-square Jifícrcnccs. P < 0.05 wu., rnnsidered 10 be stalisticall)' 
sigmticanl. 

Results 

Marphalaglt:•I •nd functian•I •llP- af pi-u/ 
cel/ cultuTes 
Microscopic c~aminalion of cell cuhurcs showcd that aftcr 
72 h. cy101rophoblasl cclls consislcnlly aggregalc:d fonning 
well·diffcrcntiated syncy1iotrophohla!'a struc1urcs. In addilion, 
our placenta! ccll cultures corresponded 10 func1ional 
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lo"lgure J. Human chonomc gonadotrophin IHCG) sccrelmn by 
C)'lolrophoblasl cclJo; at differcnt hnur .. of cullurc in thc prco;cncc of 
8-bromo.cAMP (8-Br-cAMP~ •) or lhe vchich: ulonc <=). Eai:h bar 
rcprescnts 1he menn :: SO frum 1nplicatc eitpcriments. 
uep < O.OOOI \"er1;us \'chicle alonc. 

syncylio1rophoblas1s sim:c HCG sccrelion in lhc prescncc of 
1.5 nmol/J S·Br·cAMP incrcased significanlly (P < 0.0001) 
whcn compared with cells cultured in lhe absem:c of thc 
cyclic nuclcotide analoguc <Figure J ). as prcviously reponed 
Cfeinmnn et t1l.. 1986: Qucenan et uf.. 1987; Ullon·Aguirrc 
<'I al .• 1990: Diaz et al .. 1997: Queipo et al .. 1998). 

Metabo/ism of 25-(0HJD3 b~ p/acrmtal c•ll cultures 
Syncytiolrophublast cells werc able to convcrl 25·(0H)D1 into 
mure polar mc1abolites. As shown in Figure 2, one uf 1hesc 
metabolitcs cluting as a single peal co·eluted wi1h 
1.25-(0llhDJ during hoth lhe tina (Figure 2A) and the second 
(Figure 2H) llPLC. The nmount of this mctaholi1c found afler 
2 h of incubation with 3 nmol/I [3HJ·25·(0HJDJ rnngcd 
bctwcen 80 and 310 fmolcs/mg protcin (170 =. 80 fmolcs/ 
mg). Whcn cclls wcrc incubalcd in presence of 2.5 µmol/I 
unlabcllcd 25-(QH)DJ• 1he amount of J .25·(0HhD.1 produccd 
by syncytiolrophoblasts averagcd 40 ~ 15 pmolcs/mg protein. 
Putntivc l.25·(0HhD_, was identified by its spcctral and 
binding prupenics. Indccd. putntivc nnd 1.25-COHhDJ pre· 
sented similar ma>..imum absorbance at 265 nm. Funhermore. 
thc nbility of putali\'e 1,25·COH>,DJ to displace íJH).1.25-
(0H>:?D, from it,. specHic calf thymu?io rccepwr was identical 
to 1ha1 of l.25·(0H):!DJ (Figure]). 

Regu/atory effects of IGF-1 upan 1,25-IOHJ,O, 
placental production 

Thc simullaneous addition of IGF·I and IJll)·25·(011)D3 to 
day 3 cultures did not rcsult in a signiticant incrcasc in the 
convcrsion of substratc to lhc active \'itamin D mctabolitc 
<Figure 4 ). As shown in this figure, timc·response expcriments 
in cultures preincubated with JGF-1 (3.3 nmol/l} at vnnous 
limes CO. 2. 8. 16 h) prior 10 1he addition of [3H1·25·COHlD,. 
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Flgun 2. Typkal high-rcrfnmHmcl'.' l1quid chromaiography tHPl.C) 
clution profiles of rad1oacl1\!ily c:..1racted from human 
syncylio1rophobla!at cells incubated w11h .3 nmolfl ( 1HJ·2S-10HJD1, 
and ah'lorhancl'.' IABS}at .265 nm uf unlabcllcd 1 • .25· 
dihydroityvilamin DJ ( 1.25-(0H):D.1) durin~ <AJ 1he Jirst ancl 
fHJ 1he second HPLC. Sulvcnt fron1 and l.2S·C0HhD1 cluuon 
limes are shown by thc orrows. RndioaCU\"ity co-eluting, w11h l,25· 
COU )~0 1 i" "ho"·n in clmcd haro;, DPM == dio;in1cgration!i rcr 
m111u1e. 
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Fiaurr J. Abilily of lhc putative 1 • .25-dihydroity\.·itamin DJ (1.25· 
(Oll)~DJ) produccd by syncyuotrophoblast cclls (open cin:lcs) and 
l,25-(0H>.:!D.1 (closcd circ.:lei.) lo compele wilh (3H).l.25·{0HhDJ 
for binding to hs spcc1fic calf 1hymus rcccplor. Each point 
rcprcscnis thc mean of lhrce citperimcnis. 
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Flaurr 4. Time·course effec1 of m .. ulin·h~c grow1h faclor- 1 CIGF-J) 
upon 11H)·l.2S-dihydroxyvi1amm IJ1 (l.:?5·COH121J1) produc1ion b)· 
syncyliolrophobla\I ccll'-. Cell\ were preincuhared ni lhe indica1c:ú 
limes wi1h 3.3 mnul/l JGF-1 1•1 or the \'Chicle alonc 10) beforc the 
addilion of f3H1·2S(OfOD1. Each bar- n:prescnts lhe niean ::: SI> 
from triphcalc c"penmcnls. •••p < U.lKXJI \•ersus vchicle alone. 

demonstrated 1ha1 a minimum of 2-8 h preincubation period 
was rcquirc::d to significantly incrca~e CP < 0.0001) thc 
conversion oí !rlUbstralc lU ( 1H)·l.25-(0H)iDJ. Howevcr. a 
significant dccrcasc (P < 0.0001) in (3H]-l.25-COH)iD1 
synthesis wa~ observcd with longer preincubation pcriods. 
This stimulalol)' effecl oí IGF-1 was not associalcd with .un 
increase in pro1ein synthc~is Jinkcd 10 1he mi1ogenic action 
oí this growth factor, sincc ccll protcin contenls wer-c similar 
in JGF-l·lrcatcd (RI ::: S µg/wcll) and un1rcatcd cclls (83 ::: 
S µgtwcli). 

Effects oí increasing conccntrations oí IGF·I addcd to 
cultures 2 h prior 10 incubation with (1HJ-25-(0H)DJ were 
also cvaluatcd. As shown in Figure 5, a dosc-rcsponsc cffcct of 
IGF·I upon fJHJ·l.2S·COHl2DJ production was obtaincd with 
a maximal con\'ersion rate at a conccn1ration of 2.6 nmol/1 
CP < 0.0001 \'crsus control). Highcr doses of JGF-1 did not 
íunher incrcasc thc stimulatory cffcct. but synthcsis of [3HJ· 
l ,25·(0HhD1 remaincd significantly above controls CP < 
0.005). 

In addition, thi: s1imula1ory dft:cts oí JGF-1 upon (3H)-1,25-
(0HhD1 produclion werc also evaluated in thc pre!!ocncc oí 
cyclohcximide. As shown in Figure 6 (Panel A}, the prei.ence 
of 30 µmol/I of cyclohcximide significantly inhibitc::d (P < 
0.0001) 1hc production rate of (·'HJ·l.25·(0HhD1 in 2 h
premcubatcd cuhurcs ~timula1cd wilh IGF·I (2.6 nmol/I). A 
similar cffcct was ohscr\'cd on H-Rr-cAMP-s1imulatcd llCG 
sccretion (Figure 68 ). 

Dlscussion 
Thc rcsults prcscn1ed in lhis communícation indica1e that 
cullured human syncytiotrophoblasts are ablc to produce 1,25-
cOH)iDJ when incubatcd in thc prcscncc oí physiological 
conccntrations of 25-(0H)03• Thc cullurc systcm used con-
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···P < 0.0001. up < 0.001. •P < 0.005 \"CtSUS \'Chicle alonc. 
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Flgurr 6. Effc:cl~ uf cyclohc:1dmillc ('-·yclo) on r'HJ· 1 .25· 
dihydro~yvitamin º-' (l,2S.(0H)201J and human chorionic 
gonadolrophm (HCG) produc1mn induccd by insuhn·likc grow1h 
focmr 1 (IOF-1) and 8°hromo-cAMP (8-Rr-cAMP) in 
syncylio1rophoblast cclls. Cuhurcs were incuba1ed in the prcsencc 
of c)'clohcximide 1 h bcforc lhe addition of IGF-1 f Panel A) or 
H·Br·cAMP (Panel 8). Conversion to [1HJ-1.25·(0ll):DJ and thc 
contcnt of HCO in cullurc media werc c\·alualed as dcscribcd in 1hc 
ce.u. Each bar- rcprcscn1s 1hc mean = SO from 1riplicatc 
expcriments. •••p < 0.0001 \'ersus control. 

verted 25-(0H)03 inro a met.abolite with chromarographic 
bchaviour, UV speclrJI pauc:m!t and binding: .abilirics to thymus 
cyrosol reccp1ors idcntic.al to l .25-(0Hh03• Moreovcr, thesc 
da.ta provide further cvidcncc showing that no1 only dccidual 
cells (Dclvin et al.. 1985: Kachknche et al .. 1993) but also 
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syncytiotrophoblasts muy concributc to lhe maternal or feu1I 
pool of l ,25·(0HhD conccntralions during human pregnancy. 
These resuhs are in agrecmcnt with other studics showing 1he 
abilily of the trophoblas1 lissue or cells to produce 1.25-
(0H),D in 1>itro (Hollis eral., 1989; Rubin •I al., 1993). In 
the prcscnt s1udy, consiMent production of l,25-COH>:tD1 was 
dctected using physiolugical amounts of 25-COH)D3, whereas 
in earlier similar studics (Hullis et al., 1989; Rubin et al .• 
1993) the results were incunsistent or required supra
physiological doses uf the precursor. In addirion, previous 
observa1ions sugge!il thal l.25-{0H)iD1 production involves a 
different hydroxylation sys1em than thc 25-COH)D-la
hydroxylase (luOHse) (Hollis e1 al., 1989). Ahhough it is nol 
possible tu ascenain whether the prcsently observcd produc1ion 
of l .25-(0Hh01 invol\cd lhc mitochondrial 1 aOHse system. 
the cunditiuns under wh1ch l.25-(0HhD1 produc1ion was 
observcd [cell incubations with low doses of 25-(0H)D3 during 
a shon pcricxl of 2 hl, makc it likely. In addition, pan of thc 
discordance with previous studies may derive from differences 
in 1he placenlal tissues ar cclls tcs1cd, including trophoblasl 
lissue <Hollis e1 al .• 1989: Ruhin ·e1 al .• 1993) or cultured 
syncyliolrophoblast cclls (Rubin t•t al .. 1993: and present 
work). lt is also imponant to mention that differences in the 
cullure mcdium and/or lhe concentration of FCS uscd may 
also have inHuenced thc differentiation state of the cells nnd 
lhus lhe abilily 10 produce l.25-(0H)2D1• lndeed. DMEM 
containing 3.75% FCS was used by Rubín e1 al. (1993) while 
DMEM supplemcnted with glucose and 20% FCS wns uscd 
in the prcsent work. Finally, the incubation of cells with 
DMEM or Roswell Park Memorial lns1i1uie (RPMI) 1640 
mcdium may also have inOuenced the activity of the laOHsc, 
as has been previously shown in cuhurcs of decidual cells 
(Kachkache et al., 1993). 

In the cuhure system and undcr the experimental conditions 
used throughout this study, a clcar and significant stimulatory 
cffect oí IGF-1 on 1.25-(0HhD.l production was observcd. 
These data agrcc with previous obscrvations that synthesis of 
l,25-(0H)iD3 is under the control of a numbcr of modulators. 
lt is known that in addition to calcium und phosphate, and 
honnoncs such as PTH and calcitonin, including 1,25-COHhD 
itself, other factors may influence the o.cth•ity and possibly thc 
expression ofrenal laOHsc (Gnrabédian e1al., 1972; DcLuca, 
1978: Fraser. 1980: Kawushima and Kurokawa, 1986: Brcslnu, 
1988: Reichel et al .. 1989). IGF-t is likely 10 be onc oí thcsc 
additional physiological regulators, as it increases in \fro thc 
serum concentrations of l,25·<0HhD and stimulatcs its renal 
production in •·itro (Gray. 1987: Hallaran and Spencer. 1988~ 
CnverLasio et al .• 1990: Ncsbin nnd Drczner. 1993: Condaminc 
el al .• 1994: Menan e1 al .. 1995; Wong et al .. 1997; Bianda 
e1 al .• 1997, 1998; Wei et al .• 1998). These observalions are 
of physiological imponancc sincc parallel incrcases in scrum 
JGF·I and J.25-(0HJ.,D concentrations have becn observcd 
during pregnancy cPetruglia et al.. 1996; Kovuks and 
Kronenberg. 1997). suggesting that thc incrcasc in scrum 
ma1emal 1.25-(0H).iD results írom an IGF-J.dcpcndcnl 
stimulation of renal 1 aOHsc. Howcvcr, bascd on thc prcsent 
findings. IGF-1 may also stimuhttc thc production of 1,25-

111 

IGF·I •nd pl•cent•I 1.25·(0H)203 synthnls 

(OH)iD in placenta, thus representing nn eddi1ional source of 
maternal nnd/or fernl pools of this mctabolitc. 

In the absence of precise kinetic data, it is not possiblc in 
this study to know whether lhe IGF·I-depcndent increase in 
placcnlal l,25-(0HhD1 production resuhs from u stimulation 
of the laOHse activity or from a decreased catabolism of the 
produccd J ,25·(0HhDJ. Yct kinctic s1udies wilh renal cells 
suggest that stimulation of thc 1 aOH!<oe is u major component 
of lhe IGF·I effcct on vilamin D metabolh.m CNesbin and 
Drczner, 1993; Menaa t!l al., 1995). In so far as the mcchanism 
of the JQf'.J effcct on trophoblast cells remains to be elucidated, 
rcsults obtained with renal cells (Caverzasio and Bonjour, 
19R9, 1992; Caverzasio et al., 1990; Quigley and Baum, 1991; 
Mcnaa et al., J 995) indicalc 1hat lhis palhway muy involvc 
changcs in phosphate transpon or thc sumulation of calcium 
uptake by placental cclb. Whatevcr this mcchanism, rcsults 
of cell incuba1ions with cyclohcximide suggest that the IGF-1 
effcct on l ,25-(0HhDJ production by trophoblast cells 
involves de-novo protein synthesis. Reccntly IGF-11. rather 
than JGF-J, was shown 10 be prefcrcntially exprcsscd in thc 
placenta trophoblast (Han et al .. 1996), thus suggesting 1hat 
both local and/or syslcmic JGFs acting vía 1hc same ar lhe 
spccific receptor are involvcd in l.25·(0ll)2D3 production by 
the placenta. However. "1hether IGF-11 is lhe relevanl peptide 
deservcs to be íunhcr in\'estigalcd. 

In sununary. this study demonstratt!s a ch:ar ability uf 
cultured human syncytiolrophoblast cells to synlhesize 1.25· 
(Olf):DJ wi1h a marked stimulation of this production by 
physiological doses of IGF·L Thc physiological rclcvance of 
thcsc finding!'i has not hccn cvaluated, hui interactions between 
IGF·I nnd 1,25-COHhD may play an imponnnt role in a tissuc 
which exprcsscs bolh the vitamin O and lGF·I rcceptors 
(Marshall et al .• 1974; Tanamura e1 e1I., 1995). lf lhc placenta 
appears not to be considered as an imponant contributor to 
the 1,25-COH):aD concen1rations in maternal blood, IGF-1 may 
Jocally regulale the produclion of 1.25-(0fU~D by trophoblast 
cells and hence control sorne of the ion transpon mechanisms, 
as in lhe case of renal cells (Caverzasio and Bonjour. 1989, 
199:?; Cavcrzasio et al .. 1990; Quigley ami Baum. 1991: 
Mcnaa el al., 1995), lhrough the placenta! barrier or other 
vitamin D-dependent funclions on this tissuc. ll may also 
con1ribu1c to lhc incrcase in the fetal pool of 1.25-(0HhD 
during fe1al grow1h. 
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