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l. ABREVIACIONES

BSA: albumina sérica bovina (por sus siglas en inglés: Bovine Serum Albumin)
cm?: centimetros cuadrados

CO:z2: diéxido de carbono

°C: grados centigrados

DBP: proteina de unién a la vitamina D (por sus siglas en inglés: vitamin D-binding
protein)

DEPC.: dietil-pirocarbonato (por sus siglas en inglés: diethyl pyrocarbonate)

DNA: acido desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés: deoxyribonucleic acid)
DNAc: &cido desoxirribonucleico complementario (por sus siglas en inglés:
deoxyribonucleic acid complementary)

EDTA: acido dietildiaminotetraacético (por sus siglas en inglés:
ethylenediaminetetraacetic acid)

E2: Estradiol

g: gramo

GADPH: (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (por sus siglas en inglés:
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)

h: horas

HBSS: solucion salina balanceada de Hank’s (por sus siglas en inglés: Hanks'

balanced salt solution)

hCG: gonadotropina corionica humana (por sus siglas en inglés: human chorionic

gonadotropin)


https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles/acid
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles/acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Hanks%27_salts
https://en.wikipedia.org/wiki/Hanks%27_salts

hLP: lactégeno placentario humano (por sus siglas en inglés: human placental
lactogen)

L: litro

mg: miligramo

min: minuto

mL: mililitro

uL: microlitro

MEC: matriz extracelular

n: numero de muestra

ng: nanogramo

nm: nanémetro

PBS: solucién amortiguadora de fosfatos (por sus siglas en inglés: phosphate-
buffered saline)

P4: progesterona

PE: preeclampsia

pg: picogramo

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (por sus siglas en inglés:
real-time-polymerase chain reaction)

RNA: &cido ribonucleico (por sus siglas en inglés: ribonucleic acid)

RNAm: acido ribonucleico mensajero (por sus siglas en inglés: ribonucleic acid
messenger)

rpm: revoluciones por minuto

SFT: suero fetal de ternera



TGF-B: factor de crecimiento transformante beta (por sus siglas en inglés:
transforming growth factor beta)

TGFBR: receptor del factor de crecimiento transformante beta (por sus siglas en
inglés: transforming growth factor beta receptor)

VDR: receptor a la vitamina D (por sus siglas en inglés: vitamin D receptor)
VDRES: elementos de respuesta a la vitamina D (por sus siglas en inglés: vitamin D
response element)

VDIR: elementos de regulacidon negativa a la vitamina D (por sus siglas en inglés:
vitamin D inhibitor receptor)

Vh: vehiculo
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V. RESUMEN

El éxito de un embarazo implica la adaptacion materna a los cambios que se van
generando dia tras dia desde la implantaciéon asi como durante el desarrollo y
crecimiento de la placenta y del nuevo individuo a lo largo de la gestacién. Durante
este periodo, la placenta es crucial para llevar a cabo el intercambio de nutrientes,
oxigeno, gases y desechos entre la parte materna y fetal. Asimismo, este 6rgano es
el principal responsable de producir las fluctuaciones tanto de hormonas
glicoprotéicas como esteroides, factores de crecimiento, citocinas y péptidos entre
otros, que regulan eventos de gran relevancia para evitar el rechazo materno. No
obstante, para mantener en equilibrio estos cambios, la presencia de moléculas
clave es requerida. Entre ellas, se sabe que el calcitriol (metabolito bioactivo de la
vitamina D), esta involucrado en la regulacion de la sintesis de hormonas asi como
de citocinas tanto pro- como anti-inflamatorias en el trofoblasto placentario. Sin
embargo, existen complicaciones del embarazo como la preeclampsia, en la cual
hay deficiencia del calcitriol y exacerbada produccion de moléculas como el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-f), condiciones que se han relacionado con
este padecimiento. Por lo tanto, es de interés determinar el potencial efecto del
calcitriol sobre la expresion génica tanto del TGF-B1, -2 y -B3 y de los receptores
al TGF-B en el cultivo primario de trofoblasto humano a término. Para ello, las células
de trofoblasto se obtuvieron de placentas recolectadas por operacion cesarea de
mujeres gestantes clinicamente sanas y los efectos del calcitriol sobre la expresion
génica se evaluaron mediante la técnica de PCR en tiempo real. Los resultados
obtenidos mostraron que: 1) la expresion basal de los tres TGF-Bs disminuye
conforme avanza la diferenciacion celular, 2) la expresion basal de la isoforma TGF-
B1 es mayor que la del TGF-B2y TGF-B3 respectivamente, 3) la expresion basal del
receptor TGFBR2 es mayor que la del TGFBR1, 4) la expresion génica de las tres
isoformas del TGF-B fueron inhibidas por el calcitriol y 5) la expresiéon génica de
ambos receptores también se inhibieron por el calcitriol. En conclusion, el calcitriol
disminuye significativamente la expresion tanto de los TGF-fs como de sus
receptores en el trofoblasto en cultivo. Lo anterior sugiere que la suplementacion
con vitamina D resultaria benéfica para aquellas pacientes con predisposicion a
desarrollar preeclampsia, en las cuales se ha evaluado deficiencia de calcitriol y
exacerbadas concentraciones del TGF-p.
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1.- INTRODUCCION
1.1. Generalidades
Se denomina embarazo o gestacién al periodo que trascurre desde la implantacién
del 6vulo fecundado en el Utero hasta el momento del parto. Este periodo
comprende el desarrollo y crecimiento tanto de la placenta como del feto dentro del
Gtero, asi como los cambios metabdlicos y fisiolégicos de la madre que estan

encaminados a proteger, nutrir y desarrollar al feto [NOM-007-SSA2-1993,1993].

Lo anterior, inicia tras la unidn del espermatozoide con el évulo continuando con la
embriogénesis, la cual se compone de distintas etapas sucesivas: 1) segmentacion,
proceso en el cual se divide el embridén en un conjunto de células hasta un estado
conocido como morula, que subsecuentemente da lugar a la blastulacion, donde la
moérula se diferencia a blastocisto, que contiene una cavidad denominada
blastocele, 2) implantacion, el blastocisto que se introduce entre la mucosa uterina
y el estroma endometrial mantiene un proceso denominado decidualizacién, que
abarca cambios morfolégicos, bioquimicos y génicos en las células estromales, que
se acompafian de un enriquecimiento de material nutritivo en respuesta a la accion
hormonal, principalmente inducido por el efecto de la progesterona (Ps) y 3)
gastrulacion, cuando comienzan los procesos para la formacién de las capas
germinales, adicional a la formacion del tubo neural, conocido también como

neurulacion [Palomero et al., 2000; Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zerén, 2014].

Alrededor del 5° y 6° dia después de la fertilizacion, se distinguen dos capas, el

trofoblasto y la masa celular interna. Del trofoblasto derivaran la placenta y el cordén
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umbilical y de la masa celular interna todos los tejidos que formaran al embrién [De

la Fuente Hernandez, 2015; Blanes y Vaca, 2015].

La formacion de la placenta es un proceso complejo que comprende la
diferenciacion de las células trofoblésticas, la cual inicia cuando el trofoblasto se
diferencia en 2 capas, una interna denominada citotrofoblasto y otra externa
denominada sinciciotrofoblasto. El sinciciotrofoblasto multinucleado desarrolla
lagunas que proyectan algunas vellosidades del citotrofoblasto, luego el
sinciciotrofoblasto se comprime progresivamente hasta convertirse en una capa que
cubre la vellosidad y separa la capa del citotrofoblasto para formar el espacio
intervelloso. A la par, enzimas generadas por el trofoblasto ayudan a generar
ramificaciones vasculares con sangre materna y las células fetales mesenquimales
invaden las vellosidades generando redes vasculares que conectan a la vena y
arterias umbilicales. Por lo tanto, aunque comunicadas, la circulacién maternay fetal
estan separadas en areas especializadas de transferencia [Donnelly y Campling,
2011]. El sinciciotrofoblasto se renueva por un recambio continuo en el cual hay
proliferacion de los citotrofoblastos mononucleares subyacentes, seguido de una
fusion celular [Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zeron, 2014]. Durante las primeras
semanas del embarazo se desarrolla la estructura vellosa de la placenta, las
proyecciones vellosas revestidas con sinciciotrofoblastos incluyen los capilares
fetales y a partir del segundo trimestre del embarazo, se convierten en la ruta
principal de intercambio gaseoso y de nutrientes entre el feto y la madre [Hamilton
y Boyd, 1960; Zhou et al., 1997]. Cabe sefialar que la placenta es un érgano con un

alto potencial para producir hormonas glicoprotéicas, esteroides y secoesteroides,
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factores de crecimiento, proteinas, citocinas y péptidos a lo largo de la gestacion.
Estas adaptaciones son requeridas para evitar el rechazo del alo-injerto fetal y asi,
favorecer su implantacién, desarrollo y crecimiento [Barrera et al., 2007a; Barrera et

al., 2007b; Noyola-Martinez et al., 2019; Olvera-Sanchez et al., 2019].

Considerando lo anterior, en el que se destaca que la placenta es un érgano
exclusivo del embarazo y de vital importancia para sostener el desarrollo de un
nuevo individuo, el conocer a fondo cdmo se regulan diversas moléculas producidas
por el trofoblasto placentario como el calcitriol y/o el TGF-, es motivo de estudio

por nuestro grupo de trabajo.

1.2. Funciones del calcitriol

La 1lo,25-dihidroxivitamina Dz (calcitriol), es un secoesteroide que es ampliamente
conocido por mantener la homeostasis del calcio y fésforo en el organismo [Avila et
al., 2007]. Sin embargo, en las ultimas décadas, se ha demostrado que esta
involucrado en la regulacién de procesos no relacionados a la calcemia, ya que
regula la transcripcion de una amplia variedad de genes de manera tejido especifico,
la diferenciacion y proliferacion de células normales y malignas, asi como media los
sistemas tanto endocrino como inmunologico en diferentes tipos celulares [Olmos-
Ortiz et al., 2015a].

Asimismo se ha demostrado, usando ratas como modelo bioldgico, que el calcitriol
participa en la decidualizacion del endometrio, lo que representa un evento crucial

para la implantacién del blastocisto [Halhali et al., 1991]. Ademas, se ha reportado



que el calcitriol promueve el transporte de calcio en la placenta, estimula la
expresion del lactogeno placentario y regula la expresion del gen HOXA10 [Diaz et

al., 2001; Stephanou et al., 1994; Du et al., 2005].

En particular utilizando trofoblasto humano en cultivo se mostré que el calcitriol
media la sintesis de hormonas glicoprotéicas como la gonadotropina coriénica
humana (hCG) y de esteroides como la P4 y el estradiol (E2) [Barrera et al., 2008a;
Barrera et al., 2007b], regula de una manera dependiente del tiempo la expresion
de las enzimas esteroidogénicas, estimula la expresién génica de péptidos anti-
microbianos y de proteinas implicadas en el transporte de calcio como las
calbindinas D9k y D28k [Noyola-Martinez et al., 2017a; Olmos-Ortiz et al., 2015b;
Halhali et al., 2010]. Ademas, el calcitriol regula la sintesis de citocinas tanto pro-
como anti- inflamatorias en células de trofoblasto en cultivo obtenidas de mujeres
sanas y con preeclampsia [Diaz et al., 2009; Noyola-Martinez et al., 2014]. Con base
en lo anterior se destaca la participacion del calcitriol como molécula reguladora de

diversos factores producidos por el trofoblasto placentario.



1.3. Calcitriol, sintesis y transporte

El calcitriol se produce principalmente en el riidn. No obstante, su sintesis ha sido
también demostrada en diferentes tejidos incluyendo el trofoblasto placentario. En
principio, la ruta de sintesis del calcitriol comienza en la piel a partir del 7-
dehidrocolesterol (Figura 1), que por accién de la radiacion UV (290-315 nm)
provenientes de la luz del sol, ésta rompe el enlace ubicado entre el carbono 9y 10
del anillo B de la molécula, originando a la pre-vitamina D, una molécula inestable
gue por un proceso fototérmico se isomeriza y forma al colecalciferol, el cual, es
colectado y transportado por la proteina de unién a vitamina D (DBP) hasta el
higado, lugar donde se hidroxila por la enzima vitamina D-25-hidroxilasa (CYP2R1)
para formar a la 25-hidroxivitamina D3 (calcidiol) el compuesto mas abundante de la
vitamina D en el flujo sanguineo (10-50 ng/mL) [Holick et al., 1980]. Posteriormente,
el calcidiol se transporta unida a la DBP hasta el rifion o durante el embarazo hacia
la placenta para hidroxilarse en el carbono 1, por accion de la enzima 25-
hidroxivitamina Ds-1a. hidroxilasa (CYP27B1) mitocondrial, obteniendo asi

localmente al calcitriol [Holick et al., 1980].



Isomerizacion de la
molécula en la piel

7-DEHIDROCOLESTEROL

PIEL
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Figura 1. Biosintesis del calcitriol. Por accion de la luz UV del sol, se rompe el anillo B del precursor
7-dehidrocolesterol para dar lugar a la pre-vitamina D (colecalciferol), la cual se isomeriza y se
transporta al higado para formar al calcidiol, que se transporta al riién o hacia la placenta para
sintetizar al calcitriol por accion del CYP27B1.




1.4. Mecanismo de accion del calcitriol

El calcitriol ejerce sus efectos a través de dos modos de accién:

1) El mecanismo clasico de accién gendémica del calcitriol, el cual se lleva a cabo
por la unién del calcitriol con su receptor especifico (VDR) que pertenece a la familia
de receptores nucleares que se encuentran en diversos tejidos incluyendo la
placenta [Stumpf, 1995]. El calcitriol tiene una constante de disociacion de 0.1 nMy
posee una afinidad por el VDR 1000 veces mayor que el calcidiol. Asi, tras la unién
del calcitriol con el VDR se recluta al receptor de retinoide X (RXR), formando un
heterodimero que se une a elementos de respuesta para la vitamina D (VDRE) en
la region promotora de los genes blanco para la activacibn o represion

transcripcional [Li et al., 2008; Barrera, 2013].

2) El mecanismo de accion no gendémico, que involucra proteinas de membrana
capaces de activar diferentes vias de sefalizacion de respuesta rapida [Losel y
Wehling, 2003], en las que se generan segundos mensajeros como Ca?*, AMPc,
acidos grasos y 3-fosfoinositidos, como el fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfato, entre
otros. Este proceso es precedido por la activacion de las proteinas cinasas tales
como la proteina cinasa A (PKA), la proteina cinasa activada por mitégeno (MAP),
la proteina cinasa C (PKC) y la Ca?*-calmodulina cinasa. Ademas, las acciones no
genomicas pueden incluir también la apertura de canales ionicos, entre otros [Hii y

Ferrante, 2016].



1.5. TGF-B generalidades

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), aunque pertenece a la
superfamilia de factores de crecimiento, es considerada una citocina. En particular,
los TGF-Bs incluyen tres isoformas el TGF-B1, -2y -B3, los cuales son codificados
por tres genes localizados sobre diferentes cromosomas (19q13.1, 1941 y 14924,
respectivamente) [Luo et al., 2002; Cheifetz et al., 1990; Cheruku et al., 2015]. Los
TGF-Bs son producidos y secretados como zimdgenos cuya activacion es mediada

por protedlisis llevada a cabo por proteasas como la plasmina y/o por varias

metaloproteinasas de matriz [Cheruku et al., 2015].

El TGF-B es un factor polipéptidico dimérico que se une con alta afinidad a su
receptor tipo | (TGFBR1) y tipo Il (TGFBR2) conocidos como receptores de
sefialamiento [Luo et al., 2002]. Otras dos glicoproteinas transmembranales, el
betaglicano (TGFBR3) y la endoglina, fungen como co-receptores del TGF-, ya que
no son requeridas para la generacién de su sefial, pero son capaces de mediar la
interaccién del TGF-B con los receptores de sefialamiento [Massagué et al., 1994;

Lopez-Casillas y Massagué, 2003; Cheruku et al., 2015].

Los receptores TGFBR1 y TGFBR2 son proteinas con un pase transmembranal
cuyas porciones extracelulares unen al TGF-f mientras que sus regiones

intracelulares son cinasas de proteinas que fosforilan residuos serina y treonina.



1.6.- Mecanismo de accién del TGF-p

La unién del TGF-p al TGFBR2 induce la formacion de un complejo con el TGFBR1.
Esta asociacion permite que la cinasa del TGFBR2 fosforile una importante region
reguladora exclusiva del TGFBR1, la region GS, llamada asi por su alto contenido
de glicinas y serinas. La fosforilacién de GS resulta en la activacion de su cinasa y

en la propagacion de la sefial del TGF- [Lutz y Knaus, 2002; Wrana et al., 1994].

Asi, después de la union del ligando, las sefales se transmiten por el TGFBR1 que
fosforila a las proteinas Smad, efectores intracelulares que al momento de la
oligomerizacién entran en el ndcleo para regular la transcripcion después del
ensamblaje con co-moduladores transcripcionales (Figura 2) [Lutz y Knaus, 2002;

Wrana et al., 1994].

NUCLEO

F;Ns::RIPcICN

Figura 2. Via candnica de sefalizacion del TGF-B. El TGF-B, se une primero al TGFBR2, el cual una
vez unido al ligando, recluta al TGFBR1, quien es fosforilado en el residuo serina del grupo carboxilo-
terminal para subsecuentemente fosforilar las Smad 2 y 3 que reclutan a la Smad 4 para formar el
complejo Smad, que se transloca al nlcleo para regular la transcripcion de genes blanco.



1.7 Funciones del TGF-$

El TGF-B es sintetizado por muchos tipos celulares como plaquetas, células
endoteliales, linfocitos y macrofagos, asi como por las células trofoblasticas [Peralta
et al., 2001]. Asimismo, estudios previos han demostrado la presencia de de sus
tres isoformas y sus receptores TGFBR1 y TGFBR2 en células de la placenta

[Schilling y Yeh, 2000; Jones et al., 2006].

En general, el TGF-$ en concentraciones adecuadas es fundamental para regular
procesos celulares como la proliferaciéon, la diferenciacion, el desarrollo
embrionario, la reparacion tisular, la respuesta inmune y la invasion celular [Albers
et al., 2018]. Ademas, se sugiere que el TGF-B secretado por linfocitos T
reguladores, ejerce un efecto antiinflamatorio que ayuda a mantener la tolerancia
materno fetal [Li et al., 2017; Darmochwal-Kolarz et al., 2017]. Sin embargo, se ha
reportado in vitro que el TGF-B inhibe la migracion e invasion del trofoblasto
mediante diversos mecanismos tales como: la hipoxia, el estimulo del factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF), el incremento de la expresion del TIMP1,
un inhibidor natural de las metaloproteinasas de matriz, la induccion de la expresion
de COX-2, al disminuir la colagenasa tipo IV, que contribuye a la supresion de la
invasion del trofoblasto y recientemente se ha reportado que entre sus efectos
regula la biosintesis de microRNAs especificos [Zhao et al., 2012; Caniggia et al.,
2000; Prossler et al., 2014; Cheng et al., 2017; Graham y Lala, 1991; Librach et al.,

1994; Yi et al., 2018; Cheng et al., 2013; Shih et al., 2019].
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Adicionalmente, se ha reportado usando lineas celulares de placenta, que el TGF-
B afecta tanto la diferenciacion como la fusion celular del trofoblasto en cultivo [Xu
et al., 2015; Cheng et al., 2015]. Ademas inhibe la sintesis de P4+ y E2 asi como
disminuye la expresion y actividad del CYP19A1, enzima que esta implicada en la
sintesis de estrogenos por la placenta [Luo et al., 2002; Zhou et al., 2009; Noyola-

Martinez et al., 2017a].

De manera interesante, la exacerbada sintesis del TGF-f se ha asociado con
patologias del embarazo tales como abortos, preeclampsia, restriccion del
crecimiento intrauterino, sindrome de HELLP, parto prematuro y baja oxigenacion
intrauterina [Ogasawara et al., 2000; Lyall et al., 2001; Peragoli et al., 2008;

Shaarawy et al., 2001; Emanuelli et al., 2008; Cecati et al., 2017].

Considerando los antecedentes descritos, en el presente estudio es de interés
indagar si el calcitriol afecta la expresion génica de las diferentes isoformas del TGF-
By sus receptores en el cultivo primario de trofoblasto, con la finalidad de conocer

cual seria el efecto regulador del calcitriol sobre el TGF-§ en este tejido.
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2. HIPOTESIS

Considerando el efecto mostrado por el calcitriol en el trofoblasto placentario sobre
la expresion génica y proteica de hormonas y citocinas, entonces es factible que
este secoesteroide inhiba la expresién del TGF-B y sus receptores en este tejido

como modo de regulacion.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto del calcitriol sobre la expresion génica de los TGF-fs y sus

receptores en células de trofoblasto en cultivo.

3.2. Objetivos especificos:

- Analizar el perfil de expresion basal génica del TGF-B1, TGF-f2 y TGF-$3 durante

3 dias de diferenciacion celular.

- Comparar la expresion génica del TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 y de los receptores

TGFBR1 y TGFBR2 en los sinciciotrofoblastos.

- Evaluar el efecto del calcitriol sobre la expresion génica del TGF-B1, TGF-2, TGF-

B3, TGFBR1 y TGFBR2 en los sinciciotrofoblastos.
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4. MATERIALES Y METODO

En este estudid se utilizaron placentas humanas de mujeres sanas como muestra
biolégica, las cuales sirvieron para llevar a cabo el cultivo primario de trofoblasto.
Las muestras fueron obtenidas, mediante consentimiento informado de las
pacientes con la aprobacién de los comités de ética (Anexos | y II) del Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzalez, lugar donde fueron colectadas las placentas y
del Instituto Nacional en Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran, lugar
donde se realizaron los cultivos primarios y el procesamiento de las muestras con
nimero de registro 11-57-2016 y CONBIOETICA-09-CEI-011-20160627,

respectivamente.

Para la seleccion de la muestra se determinaron los siguientes criterios:

4.1. Criterios de inclusién.
Mujeres embarazadas clinicamente sanas con edad bioldgica entre 18 a 40 afios y
edad gestacional > 37 semanas, que hayan cursado embarazos normo evolutivos

sometidas a operacion cesarea y cuyo embarazo presenté un solo producto.

4.2. Criterios de exclusion.

Placentas de mujeres con antecedentes o diagndstico de enfermedades hepaticas,
cardiacas, diabéticas, inmunoldgicas, con tratamiento hormonal previo y/o cancer,
asi como aquellas que tenian alguna patologia del embarazo como amenaza de

aborto, preeclampsia y/o diabetes gestacional.
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4.3. Criterios de eliminacién.

Placentas provenientes de mujeres que fueran alérgicas a la penicilina o estuvieran
recibiendo tratamientos que interfieran con el metabolismo de la vitamina D y el
calcio o que presentaron alteraciones estructurales en sus placentas. Cabe
mencionar que también se eliminaron de este estudio: 1) los cultivos celulares en
los cuales las células no se adhirieron correctamente en las cajas de cultivo, 2) no
se diferenciaron de cito- a sinciciotrofoblastos in vitro, y 3) presentaron alguna
contaminacion y/o el porcentaje de trofoblasto no era el adecuado para realizar los

experimentos.

4.4. Cultivo primario de trofoblasto humano

El cultivo de trofoblasto se llevé a cabo mediante la técnica modificada de Kliman et
al., 1986. EIl procedimiento general se describe a continuacion: después de la
obtencién de la placenta y su traslado al laboratorio, con ayuda de material de
cirugia se obtuvieron los cotiledones placentarios, los cuales fueron lavados con
solucién salina al 0.9 % a temperatura ambiente con la finalidad de eliminar el
exceso de sangre. Enseguida se separaron las membranas corioamnioticas, el
tejido decidual y los vasos sanguineos. Inmediatamente, se pesaron entre 35-40 g
del tejido y se procesaron en matraces mediante 3 digestiones enzimaticas con
tripsina y DNasa | en HBSS libre de Ca?* y magnesio a 37°C por 20 min, cada

digestion se realiz6 con la cantidad de reactivo tal como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Digestiones enzimaticas

Digestion HBSS 1X @ Tripsina (1 mg / 5uL) DNAsa

1 150 mL 750 pL 100 pL
2 100 mL 500 pL 75 pL
£ 75 mL 350 pL 75 pL

Para recuperar las células se colecto el sobrenadante de las digestiones, colocando
el matraz semi-acostado. Para las 2 primeras digestiones, se tomé la muestra hasta
completar el llenado de 6 tubos falcon de 50 mL hasta completar 45 mL de muestra
(2 por cada matraz), mientras que para la tercera digestion se tomo el resto de la
muestra en los tubos que fueran necesarios. Durante cada colecta, a cada tubo se
le adicionaron 3.5 mL de SFB inactivado y después se centrifugaron a 3000 rpm a
37° C. Al término de cada centrifugacién, se aspird el sobrenadante con ayuda de
una bomba de vacio y se agreg6 600 pL de medio F12. De cada digestion, se tomo
el boton celular completo (fase blanca y roja) de la mitad de los tubos mientras que

de la otra mitad solo se tomo la fase blanca, la muestra se colecté en un nuevo tubo.

El volumen total de la muestra colectada fue repartido por igual sobre 3 gradientes
de percoll previamente elaborados en 3 tubos falcon de 50 mL (Tabla 2), después
de depositar la muestra con ayuda de un pipetor en la parte superior del percoll, se

sometieron a una nueva centrifugacion a 3000 rpm durante 20 min a 37°C.

16



Tabla 2. Gradiente de percoll

% de Percoll Percoll al 90% * (mL) HBSS 1x (mL) N° de tubo
70 2.33 0.67 1
65 2.17 0.83 2
60 2.00 1.00 3
55 1.83 1.17 4
50 1.67 LS5 5
45 1.50 1.50 6
40 [RSS 1.67 7
35 1.17 1.83 8
30 1.00 2.00 9
25 0.83 2.17 10
20 0.67 2.33 11
15 0.50 2.50 12
10 0.33 2.67 13
5 0.17 2.83 14

Para obtener el percoll al 90% con un gradiente de densidades del 5% al 70%, se colocan
18 mL de percoll al 100% en un tubo cénico de 50 mL estéril, y se agregan 2 mL de HBSS
10x, esto por triplicado.

Después de la centrifugacién, se recuperaron las células de citotrofoblasto ubicadas
a una densidad entre 1.048 g/mL a 1.062 g/mL, con ayuda de una bomba de vacio
se succiond la parte superior hasta aproximadamente el valor de 25 mL marcado en
el tubo y con ayuda de una pipeta seroldgica se recuperé la banda de interés
(ubicada entre los 25 a 15 mL del tubo) en nuevos tubos falcon, el resto del percoll

se desecho.
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Figura 3. Gradiente de percoll. Los dibujos muestran la ubicacion de las células de interés, las cuales
se ubican entre 1.062-1.048 g/mL del gradiente. Como se aprecia en la imagen, la banda celular de
citotrofoblastos se encuentra alrededor de los 20 mL del tubo de falcon (Noyola, 2011).

Una vez recuperadas las células de citotrofoblasto, se lavaron con la adicién de
medio F12 a cada tubo hasta completar los 45 mL, se balancearon los 3 tubos y se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 min a 37°C. Después de este lavado, la muestra
se trasladé al cuarto de cultivo, se decantdé el sobrenadante en un vaso de
precipitado y el boton celular de los tres tubos se re-suspendieron y juntaron en un
volumen total de 20 mL de medio de siembra DMEM-HG suplementado al 10 % con

SFT y 100 unidades de penicilina y estreptomicina.

De la muestra, se realizé una dilucion 1 en 10 con azul tripano, y se contaron las
células obtenidas con ayuda de una camara de Neubauer. Para determinar la
cantidad total de células, se contaron las células de tres cuadrantes de la camara,
se promedid el namero celular, el cual fue multiplicado por diez (dilucién), por diez

mil (constante) y por el volumen en el que se re-suspendio (20 mL).
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Con el namero total obtenido, se sembraron a razén de 2, 500, 000 células por pozo
en cajas de cultivo de 6 pozos con 2 mL de medio y se incubaron durante 24 horas,
transcurrido este tiempo se realizaron lavados con medio F12 con la finalidad de
retirar las células no adherentes. A las 48 h de siembra, se realizaron los
tratamientos correspondientes con calcitriol incubando los cultivos por 24 h més

(Tabla 3).

Tabla 3. Disefio experimental para los tratamientos en el cultivo primario

Tratamiento N° de pozo
Vehiculo (etanol 0.1 %) 1-3
Calcitriol [10 nM] 4-6
Calcitriol [100 nM] 7-9

Transcurrido el tiempo de incubacion con los tratamientos, las cajas se retiraron de
la incubadora y se llevaron al laboratorio para llevar a cabo las técnicas de biologia

molecular correspondientes:

4.5. Extraccion del RNA total

Para la extraccion del RNA total, se succion6 el medio con una trampa de vacio. A
los pozos sin medio pero aun con las células adheridas al fondo, se les agregd 500
puL de trizol, un reactivo comercial que rompe el contenido celular, liberando y
preservando la integridad del RNA. Con ayuda de scrapers se rasp6 cada pozo y
con una micropipeta se colecté la muestra en tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.
Inmediatamente, se agreg6 a cada tubo 200 pL de cloroformo, se homogenizaron

por agitacion y se centrifugaron a 12, 000 rpm durante 20 min a 4°C.
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Mediante este procesamiento se obtuvieron 3 fases acuosas, la fase superior
transparente que contenia el RNA total, se transfirié6 a un nuevo tubo eppendorf de
1.5 mL y el resto se deseché. A la muestra transferida se le agregaron 500 uL de
iIsopropanol, se agitaron y se dejaron precipitar por 24 horas a -20°C. Transcurrido
el tiempo, las muestras se volvieron a agitar y se centrifugaron a 13, 200 rpm por 20
min a 4°C. Después, de un solo golpe suave se decantaron los tubos cuidando de
no perder el botdn celular, se reincorporé el tubo y se agregd 1 mL de etanol al 70
% tratado con dietil-pirocarbonato (DEPC). Se agitaron los tubos y se centrifugaron
nuevamente a 13, 200 rpm durante 20 min. En la etapa final, se volvié a decantar el
sobrenadante y dejando invertido cada tubo sobre una gasa estéril, se dejaron para
gue por evaporacion se perdiera el etanol residual. Al final a cada muestra se le
agrego 22 pL de agua tratada con DEPC y se guardaron hasta leer su absorbancia

a -70°C [Chomczynski y Sacchi, 1987].

4.6. Cuantificacion del RNA total

Para la cuantificacién del RNA total, se utilizo el espectrofotdmetro Synergy y el
programa de analisis Gene 5. Se calibré el aparato usando una placa de 16 pozos
poniendo 2 pL de agua tratada con DPEC como muestra blanco y posteriormente
después de limpiar la placa, se leyeron las muestras correspondientes. Los
resultados se cuantificaron a una longitud de onda de 260 y 280 nm, esta relacion
(260/280), nos indica la calidad de la muestra, teniendo una mayor pureza cuando
se obtiene un valor cercano a 2.0, mientras que las muestras con un valor menor de

1.6 se descartaron del estudio.
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4.7. Retrotranscripcion

La retrotranscripcién, o transcripcion reversa es una técnica que permite sintetizar
DNA complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA mediante el uso de la
enzima transcriptasa reversa. Asi, el cDNA obtenido es la cadena complementaria
de la cadena molde de RNA. Para ello, se uso6 el estuche comercial Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis de Roche y se siguieron las indicaciones del fabricante.
En tubos eppendorf de 200 uL estériles se depositaron los L necesarios para cubrir
1 ug de RNA total de cada muestra, luego se agregd 1 uL de oligo dT 50 pmol/uL y
se ajusté a un volumen de 15 pL por tubo con agua grado PCR (mix 1). Se colocaron
los tubos dentro del termociclador previamente calibrado durante 10 min a 65°C,
con la finalidad de eliminar estructuras secundarias, posteriormente los tubos se
colocaron en una placa fria durante 1 min y se agregaron 7 pL de la mezcla de
reaccion 2 (Tabla 4), después las muestras se regresaron nuevamente al
termociclador durante 30 min a 55°C, a 85°C durante 5 min y finalmente a 4°C. Los

tubos se colocaron en una gradilla y se conservaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 4. Mezcla de reaccion para la obtencion de DNAc

Reactivo Cantidad por tubo pL
Solucion amortiguadora 5 X 4 uL
Inhibidor de RNAsas 0.5 puL
Mezcla de desoxinucleotidos 2 uL
Transcriptasareversa 0.5 pL
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4.8. Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

La técnica de qPCR se llevd a cabo usando el estuche LightCycler Tagman Master
con el sistema de sondas de hidrélisis Tagman. Las sondas de hidrdlisis son
oligonucledtidos muy pequefios que contienen un fluorocromo donador en el
extremo 5’ que emite fluorescencia y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe dicha
fluorescencia cuando la sonda esta intacta. Durante la amplificacion génica, la DNA
polimerasa rompe la sonda desprendiendo el extremo aceptor y liberando al
flourocromo, [Costa, 2004] la cantidad de fluorescencia emitida es detectada por el
equipo siendo esta proporcional a la cantidad de amplicones presentes en cada
ciclo, es decir, cuantas mas réplicas de la cadena se obtengan mas fluorescencia
se registra.

Asi, para llevar a cabo esta técnica, se us6 el cDNA previamente obtenido por
retrotranscripcion, los oligos y la sonda marcada con el flourocromo de los genes de

interés, agua y la enzima Tagman de acuerdo a la mezcla 1 descrita en la Tabla 5.

Tabla 5. Mezcla de reaccion para realizar la

gqPCR
MIX 1 37 333/37
H20 7.2 266.4

sonda 0.1 3.7

upp 0.1 3.7

low 0.1 3.7

master 1.5 55.5

Total 9 333 =9
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Por cada 9 pL de mezcla se le afiadio 1 uL de cDNA, los cuales fueron depositados
en los pozos de la micro placa de 96 pozos para PCR. La placa fue cubierta con un
plastico adherible y se centrifug6 para llevar todo el material al fondo de cada pozo.
La amplificacion se llevé a cabo usando el termociclador Light Cycler 480 de Roche,
con el protocolo indicado en la Tabla 6. Los resultados obtenidos fueron

normalizados con el gen constitutivo gliceraldheido 3 fosfato (GAPDH).

Tabla 6. Protocolo de la gPCR
Ciclos | Temperatura °C Segundos

Activacion de la enzima

“Tagman” 1 95 600
PCR 55
Desnaturalizacion 95 10
Alineacion 60 30
Elongacion 72 1
Enfriamiento 1 40 30
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5. ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio se utilizaron 6 placentas diferentes, los tratamientos fueron por
triplicado y se compararon contra el vehiculo. Los datos obtenidos se analizaron
mediante la prueba estadistica de Analisis de Varianza (ANOVA), utilizando el
software SigmaPlot 11.0 y se consideraron significativamente diferentes cuando el
valor de p < 0.05. Los resultados se compararon y expresaron como la media * la

desviacién estandar (DE).
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6.- RESULTADOS

6.1.- Cultivo primario de trofoblasto humano

Las células de citotrofoblasto en cultivo tienen la capacidad de realizar proyecciones
citoplasmaticas, las cuales les sirven para fusionarse entre si y formar células
multinucleadas llamadas sinciciotrofoblastos. Este proceso se puede apreciar en la
Figura 4, donde se muestran fotos de los cambios morfolégicos de las células en
cultivo desde el dia de la siembra y a través de 3 dias de cultivo celular, es decir, a

las 24, 48 y 72 h de cultivo.

Figura 4. Diferenciacion del citotrofoblasto hacia sinciciotrofoblasto. A) Células recién sembradas,
tiempo 0, (citotrofoblastos) B) células con 24 h de cultivo, los citotrofoblastos empiezan las
proyecciones citoplasmaticas, C) 48 h de cultivo, transicion avanzada de cito a sincicios, D) 72 h del
cultivo, formacion de sinciotrofoblastos (agregados celulares multinucleados). Imagenes tomadas
con un objetivo al 10X.
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6.2 Expresion génica de la hCG a tres dias de diferenciacion celular

Este evento corresponde al proceso de diferenciacién que tienen estas células y
gue es acompafiado por cambios no solo de forma sino endocrinolégicos, ya que
entre mas diferenciado el trofoblasto tiene mayor produccion de hormonas tanto
glicoprotéicas como esteroides [Noyola-Martinez et al., 2017b; Barrera et al.,

2008h].

Por lo tanto, como control adicional de nuestro modelo experimental, en la Figura 5
se muestra la expresion génica de la hCG a lo largo de tres dias de diferenciacion
celular. Notese que conforme avanzan los dias, la expresion es mayor vy

significativamente diferente con respecto al dia uno.
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Figura 5. Expresién génica de la hCG durante tres dias de cultivo celular. Los datos muestran la
media + DE de n=3, *p < 0.05 vs dia 1 al que se le dio el valor de 1.
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6.3.- Perfil de la expresion basal génica del TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 durante

la diferenciacién celular del trofoblasto en cultivo

También se evalio y comparo la expresion génica de las 3 isoformas del TGF-§ a
lo largo de 3 dias de cultivo. Como se aprecia en la Figura 6, la expresién de las
tres isoformas fue detectada en nuestro modelo bioldgico pero a diferencia de la
hCG, los resultados mostraron que la expresion de las tres isoformas disminuye

paulatinamente conforme avanzan los dias de cultivo.
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Figura 6. Expresion basal de las isoformas de los 3 TGF-Bs durante 3 dias de diferenciacion. La
expresion fue evaluada por qPCR. Los datos muestran la media + DE de n=3, *p < 0.05 respecto al
dia 1 al que se le atribuy6 el valor de 1.
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6.4.- Comparacion de la expresion génica de los TGF-Bs y sus receptores en

el trofoblasto en cultivo

Al comparar la expresion entre los diferentes TGF-fs, se observé que el TGF-B1 es
la isoforma predominante seguida con diferencias significativas en menor orden de
expresion por el TGF-B2 y el TGF-3, respectivamente (Figura 7A).

Por otra parte, el andlisis de los resultados mostré que el TGFBR2 tiene mayor

expresion comparado con el TGFBR1 en los sinciciotrofoblastos (Figura 7B).
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Figura 7. Comparacion de la expresion basal de los TGF-fs y sus receptores en sinciciotrofoblastos.
A) Comparacion de la expresion génica de los TGF-f"s y B) expresion diferencial entre los TGFBR’s.
Al dato del TGF-B1y del TGFRB1 se les atribuy6 el valor de 1. Los datos muestran la media + DE de
n=3, *p < 0.05 vs TGF-f1 o TGFRB1.
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6.5.- Efecto del calcitriol sobre la expresion génica del TGF-1, TGF-B2y
TGF-B3

En la Figura 8, se muestra el efecto del calcitriol (10 y 100 nM) sobre la expresion
génica de las tres isoformas del TGF-B. Como se aprecia, el calcitriol inhibe la
expresion de las tres isoformas.

En particular, el efecto significativamente inhibitorio del calcitriol sobre el TGF-f1
fue a la concentracion de 10 nM mientras que para el TGF-f2 la inhibicion fue
equipotencial. En cuanto al TGF-B3, el efecto ejercido por el calcitriol fue

dependiente de la concentracién, es decir, a mayor concentracion mayor efecto fue

observado.
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Figura 8. Expresién génica de los TGF-fs en ausencia y presencia de calcitriol. Las células fueron
incubadas con calcitriol (10 y 100 nM) durante 24 horas. Al vehiculo (vh) se les atribuyé el valor de
1. Los datos muestran la media + DE de n=3, *p < 0.05 vs vh.
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6.6.- Efecto del calcitriol sobre la expresion génica del receptor TGFBR1 y el
TGFBR2
En cuanto a la expresion génica del receptor TGFBR1 y el TGFBR2 en ausencia y

presencia del calcitriol (10 y 100 nM), los resultados mostraron que, similar a los
ligandos el calcitriol inhibe la expresién de ambos receptores de una manera

dependiente de la concentracion (Figura 9).
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Figura 9. Expresion génica del TGFBR1 y TGFBR2 en ausencia y presencia del calcitriol. Las células
fueron incubadas con calcitriol durante 24 horas. Al vehiculo (vh) se les atribuy6 el valor de 1. Los
datos muestran la media + DE de n=3, *p < 0.05 vs vh.

Noétese que los datos mostraron que el calcitriol inhibio la expresion del TGFBR1 y
TGFBR2 enun 42y 61 % y 23.3 y 38 % a las concentraciones de 10 y 100 nM,
respectivamente, comparadas con el vh. Siendo asi, la expresion génica del

TGFBR1 mas sensible al efecto inhibitorio del calcitriol que el TGFBR2.
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7.- DISCUSION

La placenta es un érgano indispensable para la sobrevivencia de un nuevo ser, en
el cual, su adecuado desarrollo favorecera su 6ptimo funcionamiento para llevar a
cabo la gestacion. Entre las multiples moléculas producidas en el microambiente
materno-placentario, las hormonas y los factores de crecimiento controlan y
coordinan la formacién placentaria de una manera dependiente del espacio y del
tiempo [Noyola-Martinez et al., 2019]. Por lo tanto, es interesante conocer y evaluar
el efecto de los factores que regulan las fluctuaciones de hormonas, proteinas y
diversas moléculas sintetizadas por el trofoblasto, o que permitird entender la

compleja red de eventos involucrados en el desarrollo de la placenta.

En el presente trabajo, mostramos que el trofoblasto en cultivo de células obtenidas
de placentas a término, se diferenciaron morfolégicamente con el transcurso del
tiempo, observandose un cambio paulatino de células mononucleares hacia
agregados multinucleares, adquiriendo un fenotipo sincicial a los tres dias de cultivo
con caracteristicas funcionales y endocrinologicas particulares como previamente
ha sido descrito [Noyola-Martinez et al., 2017b; Barrera, 2013], y corroborado con

la determinacion de la hCG, lo cual validé nuestro modelo experimental.

En general, se sabe que el calcitriol y el TGF-f son moléculas de familias no
relacionadas que pueden tener acciones similares y en ocasiones opuestas sobre
el crecimiento, la diferenciacién, la migracion y la invasiéon celular de manera tejido

especifico incluyendo el linaje trofoblastico. Sin embargo, a la fecha se desconocia
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el perfil de expresion de las diferentes isoformas del TGF-B y sus receptores en las
diferentes etapas de diferenciacion del trofoblasto en cultivo obtenidas de placentas

a término y la posible regulacion de ellos por el calcitriol en este tejido.

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron que las tres isoformas del TGF-
B se expresan tanto en células citotrofoblasticas como sinciciotrofoblasticas.
Ademas, se observd que la expresién génica de las tres isoformas disminuye
significativamente conforme avanzan los dias de diferenciacion, lo cual concuerda
con la reduccion en la expresion génica reportada para citocinas de tipo pro-

inflamatorio [Noyola-Martinez et al., 2013].

Ademas, en esta tesis, la comparacidn en veces de expresion entre las 3 isoformas
mostro que la isoforma predominante en el trofoblasto fue el TGF-B1, seguida del
TGF-B2 y con menor expresion el TGF-B3, resultados similares fueron previamente
reportados [Schilling, B., y Yeh, J. 2000]. Considerando que las muestras de
placenta fueron obtenidas de mujeres con embarazos normoevolutivos, estos datos
son relevantes ya que contrastan con hallazgos mostrados en la literatura de
placentas de mujeres con preeclampsia, en las cuales de manera opuesta se ha
reportado un incremento del TGF-B3 comparado con las otras isoformas [Caniggia

et al., 1999].

En cuanto a los receptores, se observo que el TGFBR2 tiene mayor expresion que

el TGFBR1, aunque el significado biolégico de este hallazgo es desconocido, es
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probable que este dato esté relacionado directamente con la via de sefializacion del
TGF-B, ya que la unién inicial del ligando es con el TGFBR2 y secundado por la
interaccion con el TGFBR1, sugiriendo asi, mayor oportunidad del ligando para

interaccionar con el receptor primario.

De manera interesante, los resultados mostraron que el tratamiento con calcitriol
inhibe la expresion génica tanto del TGF-B1, TGF-f2 y del TGF-B3 asi como de los

receptores TGFBR1y TGFBR2.

Estos resultados nos permiten hacer las siguientes consideraciones:

1) En el trofoblasto en cultivo, el calcitriol es un regulador negativo de las tres
isoformas del TGF-, siendo un mediador natural de la exacerbada sintesis de esta

citocina en el microambiente placentario.

2) El calcitriol ejerce un efecto dependiente del tipo celular, ya que por el contrario,
se ha reportado en la linea celular de cancer de préstata PC-3, que el calcitriol
induce la sintesis del TGF-p y mediante esta accibn media los eventos anti
proliferativos de este tipo celular. Si bien, las células trofoblasticas no son
cancerigenas, si comparten ciertas similitudes, como lo son los eventos
proliferativos, de diferenciacion, migracion e invasion celular. Por lo cual, los
resultados refuerzan el concepto de que el trofoblasto es un tipo celular altamente

regulado que responde de manera diferencial a los compuestos.
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3) El calcitriol regula la sintesis de los receptores evitando una sobre expresion de
las vias de sefalizacion utilizada por el TGF- o por factores relacionados a esta
familia de crecimiento, atenuando asi, los efectos adversos que pudieran llevar a
cabo una deficiente placentacion asociada al incremento y/o exacerbadas

concentraciones del TGF-§ tal como se observa en mujeres con preeclampsia.

En efecto, en mujeres con preeclampsia, padecimiento en el cual se han evaluado
concentraciones seéricas incrementadas del TGF-B y deficiente produccion de
calcitriol comparadas con las de una mujer normotensa, existen problemas de
placentacion [Luo et al., 2002; Zhao et al., 2012; Graham, 1997; Cheng et al., 2017;
Caniggia et al., 1999; Prossler et al., 2014; Yi et al., 2018; Xu et al., 2015;
Ogasawara et al., 2000; Peracoli et al., 2008; Martin et al., 2015; Shaarawy et al.,
2001; Avila et al., 2007; Barrera et al., 2007b; Olmos-Ortiz et al., 2015a; Halhali et
al., 1991; Stephanou et al., 1994; H. Du et al., 2005; Halhali et al., 2010; Diaz et al.,
2009; Barrera, 2013; Li et al.,, 201, Noyola-Martinez et al., 2013.], por lo cual,
restablecer el aporte de calcitriol en aquellas personas deficientes de esta vitamina
podria ayudar en la regulacion del TGF-B para prevenir o aminorar los efectos
adversos que se pudieran dar por esta citocina. Aunque se desconoce si estos
cambios son una causa 0 consecuencia de este padecimiento, es claro que estas

moléculas se requieren en concentraciones adecuadas para el éxito del embarazo.
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De lo anterior, no se descartan regulaciones adicionales producto de la interaccion
entre las vias de sefalizacion del calcitriol con el TGF-f para mediar algunas
funciones bioldgicas, ya que se ha descrito en otros tipos celulares que el VDR
activado puede interaccionar con las proteinas Smad3, y en conjunto tener efectos
sinérgicos o antagonicos sobre blancos moleculares especificos [Yanagisawa et al.,
1999; Solomon et al., 2014]. Sin embargo, si este tipo de regulacion existe en el

trofoblasto alin no ha sido explorado.

Finalmente, los resultados permiten sugerir al calcidiol (precursor del calcitriol),
como suplemento para prevenir y/o aminorar padecimientos en los cuales se ha
reportado una deficiente placentacién ocasionada en parte por las acciones no

controladas del TGF-B, como ha sido sugerido en pacientes con preeclampsia.
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8. - CONCLUSIONES

1. La expresion génica de los TGF-Bs disminuye significativamente con la

diferenciacion del trofoblasto en cultivo.

2. La expresion génica del TGF-B1 es predominante comparada con el TGF-f2

y TGF-B3, respectivamente.

3. La expresion génica del TGFBR2 es mayor que la del TGFBRL1.

4. El calcitriol es un regulador negativo de la expresion génica de los TGF-Bs 'y

Sus receptores.

5. Se recomienda la suplementacion con vitamina D en aquellas mujeres

embarazadas que cursen con deficiencia de esta vitamina.
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9.- PERSPECTIVAS
Evaluar el efecto del calcitriol en combinacién con el TGF-B sobre blancos

moleculares relacionados con la proliferacion, invasion y migracion celular.

Estudiar si las vias de sefalizacion inducidas por el TGF-B son afectadas en

presencia del calcitriol.

Reciprocamente, evaluar si el TGF-f afecta las enzimas relacionadas con el

metabolismo del calcitriol.
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