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RESUMEN

Introduccioén: El calcitriol, metabolito activo de la vitamina D (VD), es una hormona
inmunomoduladora cuya sintesis placentaria es sexualmente dimorfica. El calcitriol
regula importantes factores moduladores de la presion arterial, ademas de que
inhibe la expresion de citocinas inflamatorias que se han reportado elevadas tanto
en la preeclampsia (PE) como en la obesidad (OB). Estas patologias aumentan el
riesgo de morbimortalidad perinatal, y se han asociado con deficiencia de VD. Sin
embargo, casi nada se sabe referente los niveles de calcitriol y su precursor calcidiol
en el suero materno y de cordén umbilical de neonatos femeninos y masculinos en
estas enfermedades en la poblacién mexicana, y se desconoce su relacion con la
expresion de marcadores de inflamacion en la placenta. Objetivo: Estudiar las
posibles asociaciones entre la concentracion de calcitriol en suero de cordon y
calcidiol en suero materno, el sexo del recién nacido y la expresion de factores
relacionados con inflamacion, presion arterial materna e inmunidad en la unidad
fetoplacentaria de mujeres mexicanas con OB o PE. Material y métodos: Este
proyecto forma parte de una cohorte prospectiva del Instituto Nacional de
Perinatologia. Se registraron las mediciones clinicas y antropométricas del binomio
madre-hijo, y se cuantificé el calcidiol en el suero materno durante el primer,
segundo Y tercer trimestre de la gestacién. Se recolectod la placenta y sangre de
cordon umbilical de los 3 grupos de interés [normoevolutivo (NE), OB y PE] y se les
agrup6 por sexo del recién nacido. Se evaluaron los cambios dependientes del sexo
en la expresion placentaria de citocinas pro- y anti-inflamatorias, asi como de
péptidos antimicrobianos mediante qPCR. El calcitriol se cuantifico en el suero del
cordon umbilical mediante ensayo quimioluminiscente. El analisis comparativo entre
los grupos de estudio considerando el sexo del recién nacido se realizé6 mediante
ANOVA de dos vias. Se analiz6 la correlacién entre los parametros de estudio
calculando el coeficiente de correlacion de Spearman. Resultados: Se incluyeron
142 pacientes. En comparacion con el grupo control, los niveles de calcitriol en el
suero de cordon umbilical de neonatos masculinos fueron significativamente mas
bajos en los grupos PE y OB. Los niveles de calcidiol en el suero de las madres

correspondientes a los trimestres I, 1l y Ill no fueron diferentes entre los grupos de



estudio; sin embargo, se correlacionaron negativamente con la presion arterial
sistélica materna en el grupo NE, relacion que se mantuvo al realizar el analisis de
subgrupos solamente en el subgrupo NE masculino. Ademas, el calcidiol se asocié
significativamente de manera inversa con el indice de masa pregestacional en el
grupo PE, y en los subgrupos PE-femenino y NE-masculino. En lo referente a los
marcadores de inflamacion y defensa, se observd que la expresion génica
placentaria de CYP24Al, IL-6, TNF-A, TGF-B1, IL-10 e IL-8 fue significativamente
elevada en el tejido placentario masculino del grupo PE en comparacion al sexo
femenino. Por otro lado, la expresién génica de catelicidina fue significativamente
mayor en las placentas de los subgrupos femeninos NE y OB, en comparacion con
los masculinos; mientras que en PE hubo mayor expresién en las placentas
masculinas. En el andlisis de Spearman, en algunos grupos y subgrupos se observé
correlacion negativa (P <0.05) entre los niveles de calcidiol materno en distintos
trimestres y la expresion génica placentaria de citocinas, incluyendo IL-8, IL-10 e IL-
6. Contrario a esto, hubo correlacion positiva con la expresion del péptido
antimicrobiano DEFB1 en NE-femenino (P =0.05). En cuanto a las correlaciones
entre el calcitriol en el suero del cordon umbilical y la expresion de marcadores
inmunoldgicos en placenta, se observo asociacion significativa negativa con TLR-9
y TGF-B1 en OB-total y femenino, y positiva con DEFB1, IL-8 e IL-6 en algunos
subgrupos. Conclusion: Entre los hallazgos mas relevantes se encontré que
mayores concentraciones de calcidiol en el suero materno se asociaron con menor
presion arterial de la madre, pero solo en el grupo NE. Ademas, las correlaciones
entre los metabolitos de la VD y la expresion de diversos marcadores de inflamacién
y defensa sugieren que la VD esta relacionada con efectos anti-inflamatorios y de
fortalecimiento de la respuesta inmunologica de manera sexualmente dimorfica
durante la gestacion. Los resultados también corroboran estudios previos que
indican que la PE y la OB se asocian con metabolismo alterado de la VD, aunque
en nuestro estudio esta relacion fue evidente solo en el grupo con neonatos
masculinos. Es posible que algunas de las observaciones de este trabajo estén
ligadas al indice de masa corporal pregestacional, ya que tanto el grupo OB como

el PE fueron significativamente diferentes al NE en dicho parametro, y se conoce



gue la adiposidad correlaciona negativamente con los niveles de VD3, lo que

merece la realizacion de estudios posteriores.

Palabras clave: vitamina D, calcitriol, calcidiol, embarazo, preeclampsia, obesidad,

presion arterial, citocinas pro-inflamatorias.



1. ANTECEDENTES

1.1 Vitamina D

La vitamina D (VD) es un nutriente ampliamente estudiado y discutido actualmente,
cuya deficiencia representa un problema de salud publica. Tal situacién es agravada
por la preocupacion sobre la nocividad de la luz solar, el uso de protectores solares
y el estilo de vida sedentario con tendencia a pasar menos tiempo en el exterior. El
papel de la VD como hormona ha sido confirmado en numerosos procesos
fisiologicos y fisiopatologicos, relacionados con varios organos y sistemas [1].
Ademés de la evidencia sdlida sobre los efectos 6seos y calciotrépicos de la VD,
también se han estudiado sus efectos extra-esqueléticos en proliferacion celular,
envejecimiento e inmunidad. La importancia de la deficiencia de VD radica en su
alta frecuencia, la facilidad para identificarla y los medios simples, efectivos y

economicos disponibles para corregirla, como la suplementacion [2].

Multiples cientificos contribuyeron a la larga historia del descubrimiento de la
vitamina D, destacandose entre ellos H. Steenbock, A. F. Hess, O. Rosenheim, y el
premio Nobel Adolf Otto Reinhold Windaus. Desde la identificacion de la estructura
guimica de la VD en 1931 por parte del Dr. Windaus, se han producido avances

extraordinarios en la investigacion de la VD.

Inicialmente, la investigacion se centré en sus efectos 6seos, reconociendo el papel
fundamental de la VD y sus metabolitos en la homeostasis del calcio, fosfato y el
metabolismo 0seo. Posteriormente se estudid, y se sigue estudiando, la
participacion de la VD en los mecanismos de regulacién del sistema inmunolégico.
Por lo tanto, el papel de la VD en la salud 6sea es bien conocido, pero representa

s6lo un aspecto del perfil funcional pleiotropico de la molécula [3].

El término de VD se ha utilizado un tanto de forma genérica para designar a un
conjunto de metabolitos derivados del 7-dehidrocolesterol (animales) o del
ergosterol (plantas, hongos, levaduras). Dichos metabolitos son de naturaleza
lipidica y se les denomina secoesteroides por presentar roto el anillo B de la

estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno. Entre los mas conocidos



encontramos: el colecalciferol, ergocalciferol, 25-hidroxivitamina D3 (calcidiol) y
1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol). Si bien el nombre genérico se refiere a una
vitamina, en realidad calcidiol y calcitriol son de hecho una prehormona y una
hormona, respectivamente. El calcidiol es el metabolito mas abundante de la VD, y
se le usa como marcador del estado nutricio de esta vitamina, pero no es el

metabolito mas activo [4].

Biogénesis de la vitamina D

La sintesis de la VD inicia en la piel, donde la provitamina D3 (7-dehidrocolesterol)
se convierte en previtamina D3 en respuesta a la exposicion a la luz solar (radiacion
ultravioleta B, rango de 280 a 315 nm). Posteriormente por una reaccion térmica
espontanea, la vitamina D3 (colecalciferol), se obtiene de la isomerizacion de la
previtamina D3 en las capas basales epidérmicas. O bien, se puede obtener este
precursor por la absorcidon intestinal de alimentos y suplementos naturales y
fortificados con VD2 (ergocalciferol) o VD3. En el torrente sanguineo, VD2 y VD3 se
unen a la proteina de unién a la VD (DBP), y son transportadas hacia el higado.
VD2 y VD3 son hidroxilados por la enzima hepatica 25-hidroxilasa para formar el
calcidiol, o 25-hidroxivitamina D. El metabolito hormonalmente activo de la VD es
el calcitriol, o 1,25-dihidroxivitamina-D3, que se sintetiza de manera clasica en el
rifidén por la enzima 25-hidroxivitamina-D3-1-alfa-hidroxilasa (CYP27B1). La sintesis
de calcitriol a partir de calcidiol es estimulada por la hormona paratiroidea (PTH) y
suprimida por el calcio, el fosfato y el propio calcitriol [5]. Dada la alta bioactividad
de esta hormona, sus concentraciones deben estar finamente reguladas, por lo que
el calcitriol es rapidamente degradado por la 1,25-dihidroxivitamina-D3-24-
hidroxilasa (CYP24A1) [4]. Las enzimas CYP27B1 y CYP24A1l pertenecen a la
familia de enzimas citocromo P450. De interés para este proyecto, la placenta
también es sitio de sintesis y metabolismo de la VD, ya que expresa tanto a
CYP27B1 como a CYP24A1, aungque sus mecanismos reguladores difieren de los

observados en el rifién [6].

CYP24A1 cataliza la hidroxilacion del carbono 24 del calcitriol, lo que resulta en la
formacion de 1,24,25-trihidroxivitamina D (1,24,25-(OH)3D). Esta reaccion convierte
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al calcitriol en un metabolito menos activo y soluble en agua. La hidroxilacién en la
posicion 24 también se lleva a cabo en otros metabolitos de la VD, como el calcidiol,
convirtiéendolos en sus formas 24,25-dihidroxiladas. La actividad del CYP24A1 es
regulada por multiples factores. La principal regulacién ocurre a nivel de la
transcripcion del gen CYP24A1, la cual puede ser regulada por diferentes estimulos,
incluyendo los niveles de calcitriol y de calcidiol. El calcitriol induce la expresion del
CYP24A1, lo que a su vez incrementa la degradacion de calcitriol y otros metabolitos
de la VD. Esto crea un sistema de retroalimentacién negativa para regular los
niveles de calcitriol en el organismo. Ademas, otros factores como la PTH y los
niveles de calcio y fésforo también pueden regular la expresion y actividad del
CYP24A1. La PTH estimula la produccion de calcitriol y, al mismo tiempo, induce la
expresion del CYP24A1 para aumentar su degradacion. Por otro lado, altos niveles
de calcio y fésforo en el organismo también pueden estimular la expresion del
CYP24A1 y la degradacién del calcitriol [7] (Figura 1).

Exposicion Dieta
solar ¢< ~
Vitamina D3 m

Colecalciferol

/ Pre-vitamina DHVitamina D3 DBP

j Colecalciferol

Higado 25-hidroxilasa

Vitamina D2 -Vitami
Pro-Vitamina D2
Ergocalciferol Ergosterol

Pro-vitamina D3
7-dehidrocolesterol

CYP27A1, CYP2R1

S 25(0H)D3
To-hidroxilasa 25 pigroxicolecalciferol ~ 24-hidroxilasa

CYP27B1 calcidiol CYP24A1
;c&)
)

Rifon Placenta

1,25(0H)2D3

CYP24AV Calcitriol

1,24,25(0H)2D3

24,25(0H)2D3

Figura 1. Biogénesis de la vitamina D. La sintesis de vitamina D (VD) ocurre en la piel, donde la pro-vitamina D3 se convierte
en pre-vitamina D3 en respuesta a la radiacion ultravioleta B. La VD, obtenida a través de la isomerizacion de la pre-
vitamina D3 en las capas basales de la epidermis, o mediante la absorcion intestinal de D2 y D3 proveniente de alimentos
fortificados y suplementos. Ambas isoformas, se unen a la proteina de union a la vitamina D (DBP) en el torrente sanguineo
y se transportan hacia el higado, donde son hidroxilados por la 25-hidroxilasa (CYP27A1 6, CYP2R1) obteniendo asi,
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calcidiol. Luego, en los rifiones, se somete a una segunda hidroxilacion mediante la CYP27B1, lo que da como resultado,
calcitriol y es intimamente requlado por la degradacion a través de CYP24A1. La placenta también es sitio de sintesis y
degradacion de la VD, ya que expresa tanto a CYP27B1 como a CYP24A1.

1.2 Estado nutricio de la vitamina D en el embarazo

El estado nutricio de la VD se determina con base en las concentraciones seéricas
de calcidiol. De acuerdo con la Sociedad de Endocrinologia, la clasificacion es la
siguiente: Suficiencia (> 30 ng/mL), insuficiencia (20 — 29 ng/mL), deficiencia (11 —

19 ng/mL) y deficiencia severa (< 10 ng/mL) [8].

Desafortunadamente, varios estudios han mostrado alta prevalencia de deficiencia
de VD en la poblacion en general y en las mujeres embarazadas, incluyendo a las
mexicanas, en donde se ha reportado 51.4 % de insuficiencia y 37.3% deficiencia
[9-12].

La hipovitaminosis D durante la gestacion se ha asociado con mayor riesgo de
defectos cardiacos en la progenie, aborto, diabetes gestacional e infecciones
perinatales, especialmente la vaginosis bacteriana [13—-15]. En este sentido, la
suplementacion con colecalciferol puede disminuir la incidencia de dichas
complicaciones [4]. La actividad de CYP27B1 para sintetizar calcitriol depende del
estado de suficiencia de VD, lo que evidencia la importancia de mantener niveles

adecuados de esta vitamina.

1.3 Asociacion de la VD con lainflamacién e inmunidad en el embarazo

Tal como se describié previamente, la placenta humana expresa a CYP27B1 y
CYP24A1, por lo que es sitio de metabolismo de VD, pero ademas, es sitio de
actividad biolégica de esta hormona ya que expresa al receptor de la VD (VDR) [16—
18]. En consecuencia, la placenta es tanto 6rgano fuente como diana del calcitriol.
El calcitriol placentario ejerce efectos autocrinos y paracrinos tales como la
diferenciacion celular, regulacion de la hormonogénesis y de la respuesta
inmunoldgica en la unidad fetoplacentaria [19—24]. Los efectos inmunomoduladores

del calcitriol se pueden clasificar en dos categorias: los que fortalecen la respuesta
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inmunoldgica innata (a través de la produccién de péptidos antimicrobianos) y los
gue inhiben la respuesta inmunoldgica adquirida (inhibicion de citocinas Thl
proinflamatorias). Al respecto, se ha descrito que el calcitriol reduce
significativamente la expresion placentaria de interferébn gamma (IFN-G), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-A) e interleucina (IL)-6 (IL-6), mientras que estimula la
de IL-1B y de los péptidos antimicrobianos beta defensinas (HBD-2, HBD-3) y
catelicidina [19,20,25]. Estos Ultimos son potentes antibiéticos naturales que
participan en la defensa en contra de enfermedades producidas por bacterias,
hongos y virus. El mecanismo de induccion de péptidos antimicrobianos es
mediante estimulo transcripcional, ya que el VDR unido al calcitriol induce
directamente la transcripcion de genes que codifican a los péptidos antimicrobianos
(AMPs). Por ejemplo, la secuencia promotora proximal de los genes que codifican
el péptido antimicrobiano catelicidina humana (CAMP) y la HBD-2 humana (DEFB4)

contiene elementos de respuesta a la VD [26,27].

Ademas, la sefalizacion del calcitriol regula maltiples aspectos de la inmunidad
innata. Esto incluye la expresion de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs, por sus siglas en inglés). Los PRRs son "primeros respondedores” que
reconocen motivos moleculares asociados con patégenos, como componentes de
la pared celular, membrana celular y pared bacteriana, asi como varias formas de

acidos nucleicos asociados con genomas virales [28].

Recientemente se describio la habilidad de la catelicidina de inhibir la diferenciacion
de los linfocitos T al fenotipo Thl y favorecer el fenotipo Thl7 en procesos
inflamatorios, lo cual fue mediado por la presencia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B1) e IL-1B, resultando en un efecto antiinflamatorio
caracterizado por la inhibicién de IL-2 e IFN-G [28]. Dado que la expresién de
catelicidina en la placenta es transcripcionalmente inducida por calcitriol, lo arriba
descrito apoya la actividad protectora de la VD para el mantenimiento de un
embarazo saludable, al evitar la inflamacién exacerbada a la vez que defiende de
infecciones microbianas. Cabe hacer notar que el VDR se expresa en practicamente
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todas las células inmunoldgicas, donde también se expresa CYP27B1, por lo que el

sistema inmune también es blanco y fuente de calcitriol [29].

En un evento inflamatorio, el organismo responde incrementando la produccién de
calcitriol mediante el aumento en la expresion de CYP27B1, lo que fortalece la
inmunidad innata [30]. Esto se explica porque citocinas inflamatorias como el TNF-
A, IFN-G y algunas interleucinas, asi como el factor nuclear de transcripcion kappa

B (NFKB), asociado a inflamacion, estimulan la expresion de dicho citocromo [31].

Por otro lado, se han reportado evidencias del dimorfismo sexual en el metabolismo
placentario de la VD. Por ejemplo, se sabe que los estrogenos inhiben el
catabolismo del calcitriol mientras que la testosterona y su metabolito no
aromatizable 5a-dihidrotestosterona disminuyen su sintesis placentaria [32—34].
También se conoce que, en condiciones infecciosas, como las infecciones del tracto
urinario, los embarazos que portan un bebé femenino presentan una mejor defensa
inmunologica placentaria en comparacion con la respuesta de embarazos con bebé
masculino. [35] Particularmente, la respuesta de defensa placentaria femenina se
caracterizé por mayor produccién del segundo mensajero AMPc, TNF-A, IL-1B, IL-
10 y el péptidos antimicrobiano S100A9 [35].

Sin embargo, no se ha explorado la relacién del sexo fetal sobre la respuesta
inmune placentaria y las concentraciones séricas de calcitriol y calcidiol bajo un
ambiente inflamatorio no infeccioso, como la preeclampsia (PE) y la obesidad (OB)
en la poblacién mexicana. A continuacion, se describira la relacion de la OB y la PE

con la VD.

1.4 Obesidad y vitamina D

La OB es la condicion médica mas frecuente en mujeres en edad reproductiva.
Durante el embarazo, la OB representa un peligro para la salud materno-infantil por
las complicaciones obstétricas y perinatales a corto y largo plazo que pueden

presentarse.

La OB es hoy reconocida como un estado cronico de inflamacion, ya que tanto las

personas con sobrepeso como las obesas presentan niveles incrementados de
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citocinas inflamatorias como IL-6, TNF-A, proteina C-reactiva, IL-8, entre otras [36];
asi como de la expresion de leptina (codificada por el gen LEP). Esta hormona
promueve la reduccién de la ingesta energética por medio de la sefial de saciedad
en el cerebro, ademas de jugar un importante papel en el crecimiento fetal, la
respuesta proinflamatoria, angiogénesis y lipdlisis [37]. La leptina incrementa la
secrecion de citocinas inflamatorias, quienes a su vez aumentan la expresion de
LEP en el tejido adiposo, en un circuito autoregulatorio. La hiperleptinemia y su
resistencia son caracteristicas de las personas con OB, constituyendo un factor de

riesgo para la hipertension asociada a OB [37,38].

La herramienta til para delimitar la proporcién del peso respecto a la altura de un
individuo es el indice de masa corporal (IMC). El IMC se calcula con la siguiente

ecuacion:

e

En mujeres adultas, el IMC pregestacional (IMCp) se categoriza como bajo de peso
(< 18.5 kg/m?), peso normal (18.5-24.99 kg/m?), sobrepeso (25-29.99 kg/m?) u OB
(2 30 kg/m?) [39]. En Estados Unidos de Norteamérica, 31.9 % de las mujeres en
edad reproductiva son obesas y 55.8 % presenta sobrepeso u OB [40], mientras
gue en México, los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2021
informaron que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres adultas es de
75% [41]. Por otro lado, del 38 al 45 % de las mujeres mexicanas presentan una
ganancia excesiva de peso durante el embarazo [42]. Esto es preocupante, ya que
la OB y la inflamacion crénica que conlleva esta condicion se asocian
significativamente con desenlaces adversos del embarazo [43]. En particular, la OB
materna aumenta el riesgo de complicaciones fetales de manera dependiente del
sexo, incluyendo programacion diferencial de la progenie para patologias en la vida
adulta, lo cual destaca la participacién de la placenta en estos procesos [43,44];
mientras que en la madre se asocia con desordenes metabdlicos incluyendo
diabetes gestacional, resistencia a la insulina, inflamacion e hipertension [38,45].
Por otra parte, un estudio del transcriptoma global disefiado para entender como
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afecta la OB materna a la placenta humana, determin6é que las placentas de las
mujeres obesas mostraban una firma molecular asociada a lipotoxicidad y a
marcadores de inflamacion [46]. El tejido adiposo es endocrinolégicamente activo y
secreta no solo citocinas y adipocinas, sino también moduladores del sistema
renina-angiotensina (RAS) como la angiotensina Il (ANG-Il), representando un
vinculo entre la OB y sus consecuencias metabdlicas [47]. ANG-Il es un marcador
importante relacionado con la inflamacion e hipertensién, actuando como
vasoconstrictor e incrementando la actividad de enzimas lipogénicas y factores
adipogénicos. ANG-II es inactivado por la enzima convertidora de angiotensina 2,
al catalizar su conversion a ANG-(1-7), quien antagoniza a ANG-II funcionando

como un factor anti-inflamatorio y anti-hipertensivo [48,49].

Pereira y colaboradores, a través de sus resultados de una revision sistematica con
metaanalisis, reportaron que la deficiencia de VD era un 35 % mas alta en las
personas con OB en comparacion con las que tenian un peso normal, y un 24 %
mas alta en comparacién con las personas con sobrepeso. [50]. Varios estudios han
demostrado deficiencia de VD y alteraciones en el sistema enddcrino de esta
vitamina en personas obesas [51]. Diversas explicaciones se han sugerido para
explicar este fenémeno, de las que podriamos mencionar: 1) los metabolitos de la
VD, debido a su naturaleza lipidica, son secuestrados en el tejido adiposo, lo que
reduce su biodisponibilidad en el torrente sanguineo y en tejidos periféricos; 2)
debido al sedentarismo, los sujetos con OB se exponen menos a la luz solar; 3)
existe una regulacién negativa de la sintesis de calcidiol y acelerado catabolismo,
por factores propios de la OB [52]; y finalmente, la explicacion mas aceptada es: 4)
las concentraciones de calcidiol pueden diluirse volumétricamente, ya que cuando
se normalizan los valores del estado nutricio de la VD por peso, ya no existe

diferencia con los sujetos no obesos [53].

1.5 Preeclampsiay VD3

La PE, la forma grave de los trastornos hipertensivos del embarazo, es una
condicion inflamatoria que guarda su etiopatogenia con el desarrollo vascular

anormal de la placenta y con factores de riesgo maternos preexistentes de
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enfermedad cardiovascular, como hipertension, enfermedad renal, sobrepeso o
diabetes [54]. Esta patologia es el principal problema de salud publica que incide en
las tasas de morbilidad y mortalidad perinatal a nivel mundial. La mejora de la salud
materna es uno de los 8 Objetivos de Desarrollo del Milenio de la Organizacion de
las Naciones Unidas, en la lucha para erradicar la pobreza y la desigualdad [55].
Por lo que, incidir en el seguimiento y comprension de la PE podria ayudar a mejorar

la salud materna y perinatal.

En la actualidad, la incidencia de los trastornos hipertensivos en el embarazo es
considerablemente alta, entre otros factores, debido al incremento global de la edad
materna, la OB, las técnicas de reproduccion asistida y las comorbilidades médicas
gue predisponen a la PE, como la diabetes, la hipertension y la enfermedad renal.
La PE es mas comun en las mujeres de raza negra, gestacion multiple, y primigestas
[56].

La PE se clasifica segun la edad gestacional en el momento de la presentacion
clinica. La Sociedad Internacional para el Estudio de la Hipertension en el Embarazo
(ISSHP) clasifica la PE en PE prematura (parto <37 semanas de gestacion), término
(parto 237 semanas de gestacion) y PE posparto. También se utilizan las
clasificaciones de PE de inicio temprano (<34 semanas de gestacion) y PE de inicio

tardio (=34 semanas de gestacion) [57].

Las causas de la PE no son del todo conocidas, pero parecen relacionarse con
una placentacion inadecuada, insuficiente invasion del trofoblasto extravelloso,
deficiente remodelacién de las arteriolas espirales, reducido flujo sanguineo, hipoxia
e isquemia placentaria, asi como exacerbacion de la respuesta inflamatoria
sistémica [56,58]. Todo lo anterior esta relacionado de una u otra forma con el
desbalance inmunoldgico e inflamacion crénica que ocurren en la PE, caracterizada
por el exceso en la produccion de citocinas inflamatorias por parte de la placenta
[59]. El conocimiento sobre la fisiopatologia de la PE no se ha entendido
completamente; muchas de estas conclusiones se basaron en estudios ex vivo, in

vitro e in vivo en modelos animales [60].
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La proliferacion, migracion e invasion del trofoblasto son procesos criticos para la
implantacion placentaria y el desarrollo embrionario temprano. Diferentes vias de
sefializacion activadas por citocinas y factores de crecimiento regulan este proceso
[61]. Las células madre trofoblasticas se diferencian en dos tipos celulares: el
trofoblasto velloso y las células trofoblasticas extravellosas. Dentro de este ultimo
grupo, los trofoblastos extravellosos endovasculares son responsables de la
colonizacion de las arterias espirales y la invasion endotelial materna, de modo que
estas células reemplazan al endotelio materno. Este proceso crea vasos de mayor
capacitancia y menor resistencia, lo que proporciona el flujo sanguineo suficiente al

espacio intervelloso [62].

Por lo tanto, un fendmeno clave en la fisiopatologia de la PE, en particular la de
inicio temprano, es la deficiente migracion trofoblastica que genera malperfusion
placentaria, reduccion del suministro de nutrientes al feto, hipoxia y alta presion
vascular [55,61,63].

En la literatura clinica y biomédica experimental hay muchas evidencias acerca de
la relacién entre la VD y la PE [64]. En particular, se ha descrito menor concentracion
de calcitriol tanto en el compartimento materno como en el cordon umbilical en
embarazos con PE [65,66]; mientras que, a nivel de la placenta PE, se ha observado
menor expresion y actividad de CYP27B1 en comparacion con placentas normales
[67]. Recientemente, en un estudio de la firma molecular de las placentas PE, se
demostré que CAMP (que codifica para la catelicidina) es uno de los 10 genes con
expresion mas reprimida en placentas PE en comparacion con placentas normales,
mientras que LEP (codificante de la leptina) es uno de los 10 mas altamente
expresados [68]. Ambos son precisamente regulados a la alta y a la baja,
respectivamente, por el calcitriol. También hay un cuerpo robusto de articulos que
sefialan una asociacion significativa entre la deficiencia de VD y el riesgo de
desarrollar PE [69—73]. En contraparte, la suplementacion con colecalciferol es un
efectivo coadyuvante para prevenir el desarrollo de PE y mejorar la respuesta a la
nifedipino [15,73,74].
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Lo anterior se puede entender considerando los efectos biolégicos del calcitriol que
inciden sobre la fisiopatologia de la PE, de los que se pueden mencionar: 1) Potente
actividad antiinflamatoria. Estudios in vitro llevados a cabo en sinciciotrofoblastos
provenientes de placentas de mujeres normotensas o con PE, han mostrado que el
calcitriol es capaz de inhibir significativamente la expresion de TNF-A, IL-6 e IFN-G
en ambientes inflamatorios naturales o inducidos [20,75]. Adicionalmente, se ha
demostrado que el calcitriol promueve la expresion del microRNA miR-26b-5p, lo
que a su vez inhibe la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX2), y por ende, la
formacion de prostaglandina E2 (PGEZ2), un potente factor inflamatorio [76].
Estudios in vivo también han apoyado la capacidad antiinflamatoria de la VD en el
embarazo [77]. 2) Capacidad de disminuir la presion arterial. Es bien conocida la
habilidad del calcitriol de reprimir la expresion de la renina, interactuando con el
sistema renina-angiotensina y disminuyendo asi la presion arterial [78-80].
Interesantemente, el calcitriol de origen placentario alcanza la circulacion materna,
en donde puede modular la fisiologia materna [81,82]. Al respecto, se ha descrito
una correlacion inversa significativa entre las concentraciones de calcidiol en el
suero de cordén umbilical y la presion arterial de madres con infecciones
genitourinarias, asi como en madres sin complicaciones y con neonato femenino
[83]. De igual forma, también se ha descrito menor presion arterial en nifios y
adolescentes que presentaron concentraciones mas elevadas de calcidiol en su
corddon umbilical al nacimiento, mientras que la deficiencia de VD se ha asociado
con hipertensién en la progenie, sugiriendo la programacion intrauterina de la
presion arterial por la VD [80,84]. Lo anterior destaca la importancia de la VD en la
salud cardiovascular materna y de la descendencia. 3) Disminucion de la actividad
proinflamatoria via inhibicién de la sefalizacion del receptor tipo Toll-9 (TLR-9). Se
sabe que en la PE hay una exacerbacion de la respuesta inmunoldgica inducida por
DNA libre de origen placentario a través de su interaccion con el TLR-9. Ademas, la
expresion de TLR-9 y otros TLRs se ha reportado incrementada en las placentas
PE [85]. En este aspecto, se ha descrito la capacidad de la VD para regular
negativamente la expresion de TLR-9 y la consecuente elevacion de IL-6 en células

inmunoldégicas [58,86].
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1.6 Respuestainmunolégicay diferencias ligadas al sexo

Las enfermedades afectan de diferente manera a hombres y mujeres. Por ejemplo,
los hombres sufren méas frecuentemente de infecciones bacterianas, micéticas,
parasitarias y virales [87]. La causa de esta diferencia asociada al género no ha sido
del todo clarificada; sin embargo, algunas de las explicaciones que se manejan es
el fortalecimiento de la respuesta inmunoldgica por parte de los estrogenos y la
inmunosupresion promovida por la testosterona [88,89]. Durante la vida intrauterina,
las diferencias sexuales en la expresion de factores inmunolégicos contribuyen a
delinear la respuesta del feto a las infecciones y la inflamacion. Al respecto, se han
descrito adaptaciones placentarias género-especificas en la gestaciéon humana, y
de manera muy interesante, el sexo masculino se asocia con mayor riesgo de
complicaciones durante el periodo perinatal tales como parto pretérmino (PPT),
ruptura prematura de membranas pretérmino (RPMP) y PE [90,91]. Ademas, las
placentas de fetos hombres se ven afectadas mas frecuentemente con infecciones
y presentan una respuesta inmunolégica mas débil en comparacion con la de
mujeres [35,92]. Se ha demostrado que las placentas de neonatos masculinos
tienen menor expresién de catelicidinay CYP27B1 [32], mientras que en cultivos de
trofoblastos humanos la testosterona disminuyd la biosintesis de calcitriol, lo que a
su vez se reflej6 en menor produccion de catelicidina [32]. Lo anterior se explica por
la capacidad de la testosterona de inhibir en la placenta la expresion de CYP27B1
y de estimular la de CYP24A1, enzima que inicia la via catabdlica del calcitriol [32].
Congruentemente con lo anterior, se ha descrito que las mujeres presentan
significativamente mayores concentraciones de calcitriol que los hombres [93]; sin
embargo, no se sabe si esta diferencia se observa también en la produccion
placentaria de calcitriol en embarazos con fetos de diferente sexo. Al respecto, se
ha encontrado mayor expresion placentaria de catelicidina y una tendencia a mayor
concentracion de calcitriol en el suero de cordén umbilical de neonatos femeninos
vs. los masculinos en una cohorte de mujeres con infeccion en vias genitourinarias
[32,83]. Sin embargo, no se conoce si existen diferencias de calcidiol y calcitriol en
el suero de cordéon de neonatos femeninos y masculinos en condiciones

inflamatorias del embarazo como la PE y la OB materna en la poblacién mexicana.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios epidemiologicos han demostrado que el sexo masculino del feto
se asocia con mayor riesgo de un desenlace adverso del embarazo, tal como
infeccion placentaria, PPT, RPMP, PE y expresion placentaria incrementada de
citocinas proinflamatorias [91,92,94,95]. En todos estos casos, la inflamacion juega
un papel determinante. El mantenimiento del embarazo depende en gran parte de
la capacidad de la placenta para resolver la exacerbacion de la respuesta

inflamatoria.

Dado que el calcitriol es una hormona con potentes funciones antiinflamatorias y
antibiéticas [19-21,96] y que estudios previos llevados a cabo en trofoblastos
cultivados sugieren menor sintesis de dicha hormona por las placentas de fetos
masculinos [25], en este trabajo decidimos estudiar posibles diferencias en las
concentraciones de calcitriol en el suero de cordon de neonatos de diferente sexo,
asi como su asociacion con la expresion de marcadores de inflamacion en la
placenta de mujeres con OB y PE. Adicionalmente, y dada la capacidad del calcitriol
de incidir en la fisiologia materna, también estudiamos la posible asociacion de
dicho metabolito con la presion arterial de las madres incluidas en este estudio.
Considerando la alta prevalencia de deficiencia de VD en las mujeres embarazadas,
y en particular las mexicanas [9-12], es necesario conocer la relacién de los
metabolitos de esta vitamina en el compartimento materno fetal y su asociacion con
marcadores inflamatorios placentarios para poder proponer con bases solidas
programas de suplementacion sobre todo para mujeres gestantes que sufren de OB

o PE, con una perspectiva que considere el sexo fetal.

3. JUSTIFICACION

La VD es un importante factor inmunomodulador en la unidad fetoplacentaria, en
donde la produccién de su forma hormonal, el calcitriol, es regulada de forma
sexualmente dimorfica. Los efectos del calcitriol en la respuesta inflamatoria en la
placenta han sido ampliamente caracterizados, situando a esta hormona como un

potente antiinflamatorio capaz de inhibir la expresion de citocinas que se han
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reportado elevadas tanto en la PE como en la OB. Estas patologias conllevan riesgo
de morbimortalidad perinatal y se han asociado con deficiencia de VD. Sin embargo,
casi nada se ha estudiado referente los niveles de los metabolitos calcidiol en el
suero materno y calcitriol en el suero de cordon de neonatos femeninos y
masculinos en dichas condiciones inflamatorias en la poblacidbn mexicana, y se
desconoce su relacion con la expresion de marcadores de inflamacion en la
placenta y células inmunoldgicas de sangre de cordon umbilical. Dada la
prevalencia de deficiencia de VD en mujeres embarazadas mexicanas, Yy
considerando que la hipovitaminosis D se asocia mas frecuentemente con
desenlaces adversos en la gestacion, consideramos importante llevar a cabo este
estudio para plantear estrategias de prevencion y asi mejorar la salud perinatal.
Cabe mencionar que el estado nutricio de la VD es un factor facilmente modificable
con gran potencial benéfico durante la etapa perinatal, que ademéas es
econdmicamente sustentable. Por otro lado, nuestros resultados arrojaran luz para
valorar adecuadamente la importancia del calcitriol placentario sobre el entorno
inmunoldgico de la unidad fetoplacentaria, considerando las diferencias
dependientes del sexo fetal, en embarazos de mujeres con OB o PE.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

4.1 ¢ El calcitriol en el suero del corddn umbilical y el calcidiol en suero materno se
asociara negativamente con la presion arterial materna al momento de la resolucién

del embarazo de mujeres PE y con OB?

4.2 En un ambiente inflamatorio no infeccioso durante el embarazo, ¢ el calcitriol en
el suero del cordén umbilical y el calcidiol en suero materno se asociaran
negativamente con el perfil de expresion de citocinas inflamatorias y positivamente

con la de péptidos antimicrobianos en la placenta?

4.3 ¢ Habra asociaciones diferentes entre los parametros estudiados dependiendo

del sexo del recién nacido?
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5. HIPOTESIS

5.1 En la PE y OB materna, se encontrard una correlacion negativa entre las
concentraciones de calcitriol en el suero de cordon umbilical y el calcidiol en suero

materno con la presién arterial materna.

5.2 El calcitriol en suero de cordén umbilical y el calcidiol en suero materno se
asociardn negativamente con la expresion de marcadores de inflamacion y
positivamente con la de péptidos antimicrobianos en placentas de mujeres con OB

o PE, en comparacion con mujeres control.

5.3 En las condiciones PE y OB, la expresién de marcadores de inflamacion en la

placenta sera sexualmente dimoérfica.

6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar las posibles asociaciones entre la concentracion de calcitriol en suero de
cordon y calcidiol en suero materno, el sexo del recién nacido y la expresion de
factores relacionados con inflamacion, presion arterial materna e inmunidad en la

unidad fetoplacentaria de mujeres mexicanas con OB o PE.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.2.1 Cuantificar la concentracion de calcitriol en el suero del cordén umbilical
y calcidiol en suero materno de mujeres mexicanas con OB o PE y
analizarlo acorde al sexo del recién nacido.

6.2.2 Analizar las posibles asociaciones entre las concentraciones de los
metabolitos de la VD3 y la presion arterial materna.

6.2.3 Estudiar la expresion génica de diversos marcadores de inflamacion e
inmunidad en la placenta al momento de la resolucién del embarazo de
mujeres mexicanas con OB o PE y compararla con el grupo control.

6.2.4 Analizar las posibles asociaciones entre las concentraciones de los
metabolitos de la VD y la expresibn de los marcadores de

inflamacién/inmunidad.
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7. METODOLOGIA
7.1 Definicién del universo o poblacién

Se recolectaron muestras de cotiledones placentarios y suero del cordon umbilical,
de una cohorte prospectiva del Instituto Nacional de Perinatologia. Para el desarrollo
de este proyecto se analiz6 una submuestra del banco colectado en el proyecto
OBESO (Origen Bioquimico y Epigenético del Sobrepeso y la Obesidad) (No.
Registro: 3300-11402-01-575-17, INPer 2017-1-575). Todas las mujeres que
aceptaron participar firmaron de manera voluntaria la carta de consentimiento
informado. Se registraron las caracteristicas clinicas de las pacientes y de los recién

nacidos (Anexo 1).
7.1.1 Criterios de Inclusién

El presente estudio comprendié 3 grupos con dos subgrupos cada uno, mismos que
consideran el sexo del recién nacido. Todos los grupos incluyeron mujeres con edad

biol6gica entre 18 a 38 afios, con gestacion Unica, resuelta por parto o cesarea.

Grupo 1) Control, embarazo normoevolutivo (NE). Mujeres con embarazo normal
a término (37 - 42 semanas de gestacion —SDG-), con buena salud previo al
embarazo y durante el mismo, sin enfermedad inflamatoria o infecciosa,
corroborado por urocultivo y/o cultivo cervicovaginal negativos y/o examen general
de orina y urolabstix sin datos de infeccion, asi como presion arterial en rangos
normales, con IMCp normal (18.5-24.99 kg/m?), sin evidencia de proteinuria. Los
subgrupos NE con neonato femenino y masculino se denominaran NE-F y NE-M,

respectivamente.

Grupo 2) Obesidad materna (OB). Mujeres con embarazo Unico a término (37 - 42
SDG), que presenten un IMCp categorizado como obesidad (= 30 kg/m?). Los
subgrupos OB con neonato femenino y masculino se denominaran OB-F y OB-M,

respectivamente.

Grupo 3) Preeclampsia (PE). Mujeres con embarazo unico = a 28 SDG. Para
diagnosticar la PE se consideraran los criterios establecidos previamente, como se

define brevemente a continuacién: PE: presion arterial sistélica = 140 mm Hg y/o
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presion arterial diastélica =2 90 mm Hg (con 4 horas de diferencia entre mediciones)
y proteinuria > 300 mg/24 h, o 2+ en las tiras reactivas, o0 una relacion
proteina/creatinina = 0.3. o con algun criterio de severidad (cefalea que no cede a
analgésico habitual, alteraciones visuales o auditivas, edema agudo pulmonar,
epigastralgia o dolor en cuadrante superior derecho, elevacién de enzimas
hepéaticas dos veces el limite superior normal, creatinina > 1.1 mg/dL,
trombocitopenia <100,000 por microlitro, presién arterial sistolica = 160 mm Hg y/o
presion arterial diastélica = 110 mm Hg (con 15 minutos de diferencia entre
mediciones), con o sin IMCp normal (18.5-24.99). Los subgrupos PE con neonato

femenino y masculino se denominaran PE-F y PE-M, respectivamente.
7.1.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron a mujeres con antecedentes o diagnéstico de enfermedades
hepéticas, cardiacas, diabéticas, con tratamiento hormonal previo y/o cancer.

También se excluirdn mujeres con datos clinicos de infeccion.
7.1.3 Criterios de eliminacién

Se consider6 como criterio de eliminacion aquellas placentas que presenten

alteraciones estructurales.

7.2 Recoleccion de muestras

Para la recoleccion de las muestras se observaron los siguientes criterios:
7.2.1 Recoleccion de sangre del cordén umbilical

Posterior al nacimiento del neonato, y mientras el cordon del lado placentario estaba
pinzado, se tomo la muestra de sangre de vena umbilical. Esta vena se sitla en la
porcidn central del cordon, inmersa en la gelatina de Wharton, es la de mayor calibre
y tiene un color menos violaceo en comparacion con las arterias umbilicales que
son dos, y que se enrollan alrededor de la vena Unica. El Gineco-Obstetra que
atendio el parto o cesarea tomo la muestra de sangre venosa del cordén umbilical
(aproximadamente 10 mL) en tubo estéril con ayuda de una jeringa. Las muestras

sanguineas se protegieron en todo momento de la exposicion a la luz y calor, y se
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centrifugd a 3,200 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos para obtener
el suero, el cual se almaceno en alicuotas a -70° C protegido de la luz hasta su uso.
Posteriormente se trasladé el material biolégico hacia el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutriciéon. El dia del transporte, se colocé a las alicuotas de
suero umbilical en una caja, dentro de una hielera sellada y con hielo seco para

mantener condiciones de congelaciéon en su interior, ~ -20°C.
7.2.2 Recoleccion de una muestra de cotiledones placentarios

Para los estudios de expresién génica, una vez realizado el alumbramiento de la
placenta se identifico el cotileddn central, se tom6 una muestra de aproximadamente
1 x 1 cm de cotileddn el cual se lavé exhaustivamente con solucion salina al 0.9% a
fin de eliminar la sangre que bafia al cotiled6n durante la vida prenatal. Este material
se almacend a -70°C en solucién preservadora de RNA (RNAlater®, Sigma) que

impide la degradacion de los acidos nucleicos.
7.3 Tamano de la muestra

Este es un estudio comparativo. El tamafio de la muestra se calcul6 mediante la
férmula estadistica establecida para estudios en seres humanos y recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud:

N > 2S? (Za + ZB)?/IA?

Con base a los hallazgos reportados en estudios previos [32], para el célculo de la
N se considerd un marcador de inmunidad que fue diferencialmente expresado en
la placenta de acuerdo con el sexo del neonato como variable predictora. En este
caso fue la expresion de catelicidina (codificada por el gen CAMP). La expresion
relativa de CAMP en neonatos masculinos fue de 143.5 + 117.7, y en femeninos de
342.2 £ 205.7. La S corresponde a la desviacion estandar del grupo femenino, Za=
1.96 para un nivel de confianza del 95%; ZB = 0.84 para un poder de muestra del
80% y A = diferencia minima esperada. Tomando en cuenta lo anterior, se determiné
que la “N” correspondia a = 17. Se consenso6 procesar 20 placentas de cada sexo
para cada grupo de estudio, dada la variabilidad que puede existir entre los

individuos estudiados, asi como la variabilidad biologica del resto de las variables a
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estudiar. Por lo tanto, la muestra total estaria integrada por 40 placentas NE, 40 OB

y 40 PE, para un total de 120 muestras considerando todos los grupos y subgrupos.

7.4 Definicién de las unidades de observacion (variables)

_2(206)2(1.96 + 0.84)% _
- (199)2 a

N 17

En la Tabla 1 se describen los marcadores que se estudiaron, la justificacion para

su consideracién en este estudio y la técnica por la que se evalu6 cada uno.

Tabla 1. Definicion de las unidades de observacion.

o Compartimento en |Técni
Marcador Justificacion o
donde se estudiara | ca
Citocina proinflamatoria. Importante mediador de la respuesta
inflamatoria. Su expresidn exacerbada puede poner en riesgo el . _
TNF-A » o Cotiledoén placentario pPCR
embarazo. Su expresién esta incrementada en PE y OB. Es
reprimida por calcitriol en trofoblasto, y células inmunolégicas.
Citocina inflamatoria. Su expresién exacerbada puede poner en
L6 riesgo el embarazo. Su expresién esta incrementada en PE y v v
OB. Es reprimida por calcitriol en trofoblasto y en células
inmunolégicas
L8 Citocina inflamatoria. Su expresion exacerbada puede poner en
riesgo el embarazo. Su expresién esta incrementada en PE y v v
(CXCL8)
OB.
Citocina implicada en el control de la proliferacién y la
TGF-B1 diferenciacion celular, asi como en la secrecion y la actividad de v v
otras citocinas.
Citocina antiinflamatoria. El calcitriol disminuye la secrecién
IL-10 ) v v
endogena de IL-10.
Péptido antimicrobiano enddégeno. Su expresién es regulada por
DEFB1 o v v
IL-10 y calcitriol.
Catelicidina humana participa es parte de la inmunidad innata
CAMP contra los virus, con actividad antibacteriana, antifingica y v v
antiviral, funciona en la quimiotaxis celular, la induccién de

27




mediadores inmunitarios y la regulacion de la respuesta
inflamatoria.

TLR-9 reconocimiento viral, capaz de reconocer patrones moleculares v

Miembro de la familia de receptores tipo Toll, involucrado en el

asociados al dafio.

IL-1B Citocina inflamatoria. Es estimulada por calcitriol en la placenta. v

CYP24A1 | Citocromo que degrada al calcitriol. v

Calcitriol expresion de diversos péptidos antimicrobianos e inhibe la de

Hormona que se produce por hidroxilacién del carbono 1 del

calcidiol. Ejerce potentes efectos anti-inflamatorios, estimula la i
Suero de corddn

o ) ) i ) umbilical
citocinas inflamatorias en la placenta y otros tejidos. Tiene
efectos anti-hipertensivos.
Sustrato metabdlico que, tras accion de la CYP27B1, da origen .
o o . i o Sangre periférica
Calcidiol al calcitriol. Es el metabolito mas abundante de la vitamina D y CLIA

materna

se emplea como marcador del estado nutricio de esta vitamina.

Marcadores utilizados para evaluar en las muestras de placenta, células inmunoldgicas o suero de cordon umbilical. CLIA:

inmunoensayo quimioluminiscente; gPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real.

7.5Técnicas y Procedimientos
7.5.1 Expresién génica

En este trabajo se estudio la expresion génica del citocromo que degrada al calcitriol
(CYP24A1), de marcadores de inmunidad (CAMP, DEFB1) marcadores de
inflamacion (IL-6, IL-8, TNFA, IL1B) y otras citocinas (TGF-B1, IL-10). Se extrajo el
Acido Ribonucleico (RNA) de los cotiledones placentarios utilizando Trizol®
(Invitrogen) y un homogenizador que procesa el tejido de muestras individuales
mediante su colision con esferas de ceramica estériles (Magna Lyser®, Roche). La
calidad y cantidad de RNA se estim6 espectrofotométricamente a 260/280 nm. Una
cantidad constante de RNA (2 pg) se emple6é para la sintesis de Acido
Desoxirribonucleico complementario (cDNA), usando transcriptasa reversa y oligo-
dT (Transcriptor®, Roche). Posteriormente se llevd a cabo la reaccion de
amplificacion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) utilizando
iniciadores especificos para cada gen, incluido el de la gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAPDH) que fue usado como gen constitutivo con fines de
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normalizacion de resultados (Tabla 2). Las amplificaciones se llevaron a cabo en el
termociclador LightCycler 480 (Roche) con la mezcla Master-mix® (Roche) en
combinacion con las sondas de hidrdlisis correspondientes (Universal Probe Library,
Roche, Tabla 2), siguiendo el siguiente protocolo: Activacion de la Taq DNA

polimerasa y desnaturalizacion del DNA a 95 °C 10 min, seguido de 45 ciclos de

amplificacion (10 s 95°C,30s 60 °C,y1s 72 °C).

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos y sondas de hidrdlisis.

Gen Iniciador sentido Iniciador antisentido sonda
CYP24A1 catcatggccatcaaaacaa gcagctcgactggagtgac 88
GAPDH agccacatcgctcagacac gcccaatacgaccaaatcc 60
TNF-A cagcctcttctccttcctga gccagagggctgattagaga 29
IL-6 gatgagtacaaaagtcctgatcca ctgcagccactggttctgt 40
IL-8 agacagcagagcacacaagc atggttccttccggtggt 72
TGF-B1 gcagcacgtggagctgta cagccggttgctgaggta 72
CAMP tcggatgctaacctctaccg gtctgggtecccatccat 85
IL-1B tacctgtcctgcgtgttgaa tctttgggtaatttttgggatct 78
IL-10 tgggggagaacctgaagac acagggaagaaatcgatgaca 30
DEFB1 tgtctgagatggcctcaggt gggcaggcagaatagagaca 86

7.5.2 Cuantificacion de calcitriol y calcidiol

Tanto el calcitriol en suero de cordén umbilical como el calcidiol en el suero materno
se cuantificaron mediante inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) utilizando
estuches comerciales. En el caso del calcitriol, se us6 la marca DiaSorin y el
instrumento para cuantificarlo fue LIAISON® XL Analyzer, localizado en el
laboratorio central del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidbn Salvador
Zubiran. El CLIA es un ensayo de tres pasos tipo sandwich que se basa en la
captura selectiva del calcitriol mediante el uso de una proteina recombinante de
fusion que es el dominio de union al ligando (LBD) del VDR. El calcitriol induce un

cambio conformacional en el LBD recombinante que permite su reconocimiento por
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el anticuerpo monoclonal que recubre la fase sélida. Después de lavar el exceso de
anticuerpo se utiliza un segundo anticuerpo marcado con isoluminol dirigido contra
el LBD recombinante que ya forma parte del complejo inmune. Después de otro
lavado se cuantifica la luminiscencia, que sera directamente proporcional a la
cantidad de calcitriol en la muestra. En el caso del calcidiol, la cuantificacion se llevo

a cabo en el INPer en el Instrumento Abbott Architect.

7.6Aspectos Eticos

El estudio se encuentra adherido a los principios de la declaracién de Helsinki
y del Consejo de Biomedicina y Derechos Humanos. De acuerdo al articulo 17 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
se considera el siguiente protocolo como "Investigacion con riesgo minimo" ya que
es un estudio que emplea técnicas y métodos de investigacion donde no se realiza
ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables fisioldgicas,

psicologicas y sociales de los individuos que participan en el estudio.

7.7 Andlisis estadistico

Para el analisis descriptivo se utilizaron medidas de tendencia central [media y
desviacion estandar (DE)] para variables cuantitativas con distribucién normal. Se
utilizé la prueba de ANOVA de dos vias para comparar los resultados entre grupos
y condiciones, asi como para determinar posible interaccién entre sexo del neonato
y condicion, expresandose los resultados como medias de minimos cuadrados *
error estandar. Las correlaciones entre variables se estudiaron por la prueba de
Spearman. Se consider6 un valor de p<0.05 como significativo estadisticamente.
Los analisis se llevaron a cabo utilizando el software SigmaPlot (SigmaPlot,
RRID:SCR_003210).
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas maternas y del recién nacido.

Se incluyeron un total de 142 pacientes, de las cuales, 58 pertenecen al grupo NE,
42 al grupo OB, y 42 en el grupo PE. Considerando el sexo del neonato, los
subgrupos quedaron conformados de la siguiente manera: NE-M (n = 29), NE-F (n
= 29), OB-M (n = 21), OB-F (n =21), PE-M (n = 21) y PE-F (n = 21). Las principales

caracteristicas clinicas de las madres y los recién nacidos se enlistan en la Tabla 3.

En la cohorte de PE, los pardmetros antropométricos del recién nacido, incluidas
peso y edad gestacional al momento del nacimiento, asi como el IMCp y presion
arterial sistdlica y diastélica (PAS, PAD) de la madre fueron significativamente
diferentes en comparacion con los grupos NE y PE (P < 0.001). Por otro lado, el
Apgar y el perimetro cefalico del bebé no fueron diferentes entre los grupos, ni
tampoco la edad materna. Cabe hacer notar que, en esta cohorte, el grupo OB tuvo
significativamente mayor presion arterial sistolica en comparacion con el grupo NE
(P =0.05), lo que sugiere que en este estudio las madres OB estaban expuestas a

riesgo elevado de cardiopatias por la coexistencia de hipertension arterial y OB.

31



Tabla 3. Caracteristicas de madres y recién nacidos de embarazo normoevolutivo, y afectados con

obesidad y preeclampsia.

Caracteristicas NE OB NE vs OB PE NE vs PE
(n=58) (n=42) (P) (n=42) (P)
Parametros Maternos
Edad 28.3x0.7 29.4+£8 SD 30.4+0.8 SD
IMC pregestacional (kg/m?) 229+0.5 33.8+0.6 <0.001 30+ 0.6 <0.001
Calcidiol | trimestre (ng/mL) 21.7+0.9 20.1+1.2 SD 208+1.1 SD
Calcidiol Il trimestre (ng/mL) 28.2+132 247+1.6 SD 25715 SD
Calcidiol Ill trimestre (ng/mL) 27.8+1.4z2 264172 SD 280x1.72 SD
PAS (mmHg) 97 +2.2 104 +£ 2.6 0.05 154 +1.8 <0.001
PAD (mmHg) 61.8+1.7 62.2+2.0 SD 929+1.3 <0.001
Edad gestacional (semanas) 38.6+0.2 38.6+0.2 SD 37.6+0.2 0.01
Pardmetros Neonatales
Peso (kg) 2900.7 + 29325+ D 2654.3 + 0.009
54.2 68.0 65
Talla (cm) 47.2+0.2 46.9+0.3 SD 459+0.3 SD
Apgar 1 min 7.8+0.1 7.8+0.1 SD 7.8+0.1 SD
Apgar 5 min 8.9+0.0 9+0.0 SD 8.9+0.0 SD
Perimetro cefalico (cm) 34.0+£0.2 34.4+0.2 SD 33.9+0.2 SD
Calcitriol en suero de cordén
46.8+2.6 40.0+34 SD 37.5+33 SD

umbilical (pg/mL)

Medias de minimos cuadrados + error estdndar de la media (SEM). La fuente en negrita representa diferencias
significativas. IMC: indice de masa corporal; PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastélica; SD: sin
diferencia significativa; NE: embarazo normoevolutivo; OB: obesidad; PE: preeclampsia. a= P <0.05 frente a calcidiol de |

trimestre del mismo subgrupo.
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8.2 Metabolitos de VD en suero materno y de cordon umbilical.

8.2.1 Calcidiol en suero materno

Es conocido que los niveles de calcidiol en el suero materno aumentan de forma
progresiva a través de la evolucion del embarazo [97]. Este patron fue también
observado en nuestra cohorte, tanto en el grupo NE, como en OB y PE, observando
diferencias (P <0.05) entre las concentraciones de calcidiol de primer trimestre en
comparacion al tercer trimestre en el grupo NE (21.7+ 0.9y 27.8+1.4), OB (20.1 +
12y 26.4+17) yPE(20.8+1.1y28.0+1.7) (Tabla 3y Figura 2). Considerando
todos los trimestres, si bien hubo menores concentraciones de calcidiol en el grupo
OBy PEvs NE (23.7 £ 0.9, 24.8 £ 0.8 y 25.9 + 0.7, respectivamente), la prueba de
ANOVA de tres vias no arrojé diferencia estadistica. Sin embargo, se detectd
interaccion entre el sexo y la condicion (P = 0.045), y el andlisis post-hoc por Holm-
Sidak mostro en el grupo PE significativamente mayor concentracion de calcidiol en
el subgrupo femenino vs el masculino (27.12 + 1.24 vs 22.66 + 1.19, ng/mL,
respectivamente, P = 0.01) (ANOVA de tres vias)

35 30

NE OB % PE
*
* *
25 30
25 25
20
20 20
15
15 15
10
10 10
5 5 5
0 0 0

| trim Il trim 1l trim I trim Il tyim lstrim | trim Il tsim 1l 4rim

Calcidiol en suero materno (ng/mL)

Figura 2 Aumento longitudinal de la concentracion de calcidiol en suero materno de los grupos. calcidiol
en suero materno(ng/ml); Trim, trimestre, NE: Normoevolutivo, OB: Obesidad, PE: Preeclampsia. Medias de

minimos cuadrados * error estandar de la media (SEM). * P <0.05
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8.2.2 Correlacién entre las concentraciones de calcidiol en suero materno y

la presion arterial materna.

De manera muy interesante, en el grupo NE, los niveles de calcidiol en suero

materno tanto de I, Il y Il trimestre se correlacionaron negativamente con la presion

arterial sistolica y diastolica (Tablas 5 y 6, Figura 3). Esta correlacion inversa fue

significativa (P < 0.05) en todos los casos menos en PAD con calcidiol de primer

trimestre, donde fue en el mismo sentido, pero de significancia marginal (P = 0.07).

Al analizar por sexo del recién nacido, las correlaciones negativas se mantuvieron

Gnicamente en el subgrupo NE-M, observandose correlacion inversa entre el

calcidiol de 1, 11 y lll trimestre en todos los casos con la PAS y PAD materna (Figura

3, Tabla 5, Tabla 6).

8

r=-0.703
p<0.001
™ -
(=)
E
110 . . .
.
E TR
- S
.
g 100 . cs
o
% . o . ~
.
. \
80
5 10 15 20 2 30 35 40
85 .
r=-0.504
80 . o p 0.02
—_
D) 75
pe =4 .
€ .o
E [ =
e . T ®
g . S
60 o« o . cme o —
o . —
55 .
50 .
s 10 15 20 25 0 35 )
| trimestre

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

15

r=-0.707 r=-0.631
p<0.001 o . p 0.004
120 ” .
105
1o \'\' P g 100 . :
N D o5
100 . s .\\n o, =
R %0 ve . .
\ e
% . . .
. S 85 .
.
8 80 .
10 15 2 F) £ 3 ) 45 50 10 20 30 “© 50 0
8s 8s
r=-0.557 r=-0.546
%0 ® * p0.01 s * p0.01
75 75
L -
% x @ £ -
o £ 5
5 . =3 o
. ~—— .\ . Qe \\,\‘
60 * o - . “ea 80 oo ee .
. i . ™
55 . 55 . \\
50 50
10 15 2 2 0 35 ) 45 50 10 2 0 40 50 60
Il trimestre 1l trimestre

Calcidiol en suero materno (ng/mL)

Figura 3 Los niveles de calcidiol en el suero materno de l, Il y lll trimestre se correlacionaron inversamente con la presion
arterial materna en el subgrupo NE-M en todos los casos. Los grdficos de regresion lineal simple muestran las asociaciones
entre el calcidiol en el suero materno de |, Il y Ill trimestre y la presion arterial sistdlica y diastdlica materna (PAS, PAD) en
muestras de la cohorte de embarazo normoevolutivo de sexo masculino.
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8.2.3 Calcitriol en suero de corddén umbilical.

Por otro lado, en cuanto a las concentraciones de calcitriol en el suero de cordon
umbilical, se observaron también diferencias dependientes del sexo del bebé
(interaccion entre condicion y sexo P = 0.042), encontrandose diferencia
significativa entre subgrupos solo en el masculino. Como se observa en la Figura 4,
las concentraciones de calcitriol en suero de cordon umbilical de recién nacidos de
sexo masculino pertenecientes a los grupos PE y OB fueron significativamente
menores en comparacion a recién nacidos del grupo NE del mismo sexo (Figura 4)).
Adicionalmente, el analisis por ANOVA de una via entre grupos independientemente
del sexo del neonato mostr6 diferencia significativa (P <0.05) entre el grupo NE y el
PE, siendo la mediana e intercuartiles (25-75%) para NE, OB y PE: 44 (37.15, 55.5),
34.6 (28.3, 50.5) y 32.6 (30.7, 39.2), respectivamente. No se encontraron
asociaciones significativas entre la presion arterial y los niveles de calcitriol en suero

de cordon umbilical del neonato (Tabla 5, Tabla 6).

Calcitriol en suero de cordéon umbilical

Masculino

Il Femenino

40 * %
20
10
0
NE OB PE

Sexo x Condicién

Calcitriol en suero de cordén umbilical (pg/mL)
8

Figura 4 Concentracion de calcitriol en suero de cordén umbilical obtenido de embarazos normales y afectados por
obesidad o preeclampsia. NE: embarazo normoevolutivo; OB: obesidad; PE: preeclampsia. Las barras representan, medias
de minimos cuadrados + SEM. * P < 0.05 frente al subgrupos NE mismo sexo.
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Tabla 4. Caracteristicas de subgrupos madres y recién nacidos de sexo masculino o femenino en embarazo normoevolutivo, y afectados

con obesidad y preeclampsia.

Caracteristicas NE-M NE-F OB-M OB-F PE-M PE-F
(n=29) (n=29) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21)
Parametros Maternos
Edad (afios) 27.7x1.0 29.0£1.0 30.0x1.1 286+1.1 30.0x1.1 30.8+1.2
IMC pregestacional (kg/m?) 228+15 231+21 326+3.02 35.0£562 309+7.32 29.2 +3.6 2P
Calcidiol | trimestre (ng/mL) 21.7+7.6 21.7+79 20.1+5.3 20.0+6.6 19.8+£5.6 2191+£7.0
Calcidiol Il trimestre (ng/mL) 27.8+10.9°¢ 28.6+9.8°¢ 25.4+6.8 24.1+9.1 23.7+8.9 27.7+9.2
Calcidiol Ill trimestre (ng/mL) 29.4+10.0¢ 26.2+10.0 26.5+10.1 26.3+8.0 24.4 +10.5 31.7+£9.0°
PAS (mmHg) 98.8+9.3 95.1+8.4 106 + 7.4 102 £ 9.9 156.3 +17.8 2P 151.6 +10.3 2P
PAD (mmHg) 643+7.1 59.4+4.0 62.8+6.4 61.5+5.8 94.2 +14.32b 91.6+7.52ab
Edad gestacional (semanas) 384+14 38.7+x1.1 38.6+1.5 38.7+1.2 37.3+2.1ab 37.9+2.08b
Parametros Neonatales
Peso (kg) 2971.1+£75.3 2830.4£78.0 3028.5 £90.7 2836.6 £ 101.4 2761.8 £90.7 2546.8 £93.0
Talla (cm) 475+15 46.9+1.8 47.1+21 46.7 1.7 46.5+25 455+19
Apgar 1 min 7.7+£13 79+1.1 7710 7.9+0.3 7.7+1.0 79%x1.0
Apgar 5 min 9.0+0.3 8.9+£0.2 9+0 9+0.3 8.9+0.3 9+0
Perimetro cefalico (cm) 342+15 33.7x1.2 349%15 34.0+£1.6 342+1.6 33509
Calcitriol en suero de cordén
50.3+13.5 43.3+145 33.9+9.12 46.0+17.0 32.2+9.0? 42.9+18.3

umbilical (pg/mL)

Medias de minimos cuadrados * error estandar de la media (SEM). La fuente en negrita representa diferencias significativas. IMC: indice de masa corporal; PAS: presion
arterial sistélica; PAD: presion arterial diastdlica; NE: embarazo normoevolutivo; OB: obesidad; PE: preeclampsia; M: sexo masculino; F: sexo femenino. a =P <0.05 vs mismo
sexo en NE, b = P < 0.05 frente al mismo sexo en OB, c= P <0.05 frente a calcidiol de | trimestre del mismo subgrupo.

36



8.3 Implicaciones inmunitarias dependientes del sexo del recién nacido.

8.3.1 Citocinas inflamatorias
La expresion relativa del RNA mensajero (RNAm) de diversas citocinas fue

significativamente mayor en el tejido placentario masculino en comparacién con el
de los neonatos femeninos. En particular, la expresion de IL-6, TNF-A, TGF-B1, IL-
16, IL-10, e IL-8 fue significativamente mayor en PE en comparacion a NE y OB (P
<0.05). Al realizar el andlisis de subgrupos, se observé una elevada expresion
placentaria de IL-6, TNF-A y TGF-B1 en las muestras de PE-M en comparacion al
subgrupo PE-F (P <0.001) (Figura 5). Por otro lado, la expresion de TLR-9 fue mayor
en el grupo OB vs NE y PE siendo mas elevada en el sexo masculino (P <0.001).
Se encontro una interaccion estadisticamente significativa entre el sexo del neonato
y la condicion OB para TLR-9 (P <0.001), asi como en la expresion de IL-8, IL-10,
IL-6, TNF-A, TGF-B1 y la condicion de PE, lo que sugiere que el dimorfismo sexual
observado en estas condiciones depende de la presencia de la patologia. No se
encontraron diferencias significativas en la expresion relativa del RNAm de otras

variables estudiadas (datos no mostrados).
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Figura 5 Expresion génica de TGF-B1, IL-10, TLR-9, IL-6, y TNF-A, IL-8, IL-1B en placentas de embarazos normovolutivos y afectados por obesidad o preeclampsia. La Figura
muestra la expresion génica relativa de TGF-B1, IL-10, TLR-9, IL-6, y TNF-A, IL-8, IL-1B se analizé mediante qPCR en placentas obtenidas de embarazos normoevolutivos (NE), con
obesidad (OB) y preeclampsia (PE) y se normalizé frente a la expresion del gen GAPDH. Las barras representan medias de minimos cuadrados + SEM. * P < 0.001 frente a los
subgrupos NE y OB del mismo sexo y frente al subgrupo PE-femenino. ** P <0.001 frente al subgrupo NE-femenino *** P <0.001 frente al subgrupo NE-masculino.
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8.3.2 CYP24A1

De manera similar a las citocinas estudiadas, la expresion del gen CYP24A1l se
encontrd significativamente mas elevada en placenta de recién nacidos de sexo
masculino en comparacion con aquellos de sexo femenino: 0.014 £ 0.002, vs. 0.003
+ 0.001 respectivamente. Ademas, la expresion de CYP24A1 fue significativamente
mayor en el grupo PE (0.01 + 0.002) en comparacion a NE y OB (0.007 £ 0.002,
0.003 £ 0.002, respectivamente, P <0.05).

Las placentas asociadas con recién nacidos masculino de embarazos afectados por
PE tenian una mayor expresion del gen de CYP24A1 en comparacién con mujeres
del mismo grupo (P <0.001). Se encontr6 una interaccion estadisticamente
significativa entre el sexo del neonato y la condicion clinica, lo que sugiere que la
diferencia de dimorfismo sexual en este rasgo dependia de la presencia de PE.

(Figura 6)

A CYP24A1 en placenta B CYP24A1 en placenta

0.020 * -
[ Masculino
Il Femenino I

0.015 003

0.010 0.02

0.005 - 0.01

CYP24A1/GAPDH mRNA en placenta
CYP24A1/GAPDH mRNA en placenta

0 24 1k

0.000 - 0.00
NE OB PE NE 0B PE

Condicion Sexo x Condicién

Figura 6. Expresion génica de CYP24A1 en placentas de embarazos normoevolutivos y afectados por obesidad o
preeclampsia. La expresion génica relativa de CYP24A1 se analizo mediante qPCR en placentas obtenidas de embarazos
normales (NE), con obesidad (OB) y preeclampsia (PE) (A) y los subgrupos por sexo de recién nacido (B). Los resultados
fueron normalizados vs. a la expresion del gen GAPDH. Las barras representan, medias de minimos cuadrados + SEM. * P
<0.001 vs. los subgrupos NE y OB del mismo sexo y frente al subgrupo PE-femenino.

8.3.3 Péptidos antimicrobianos

Con respecto a la expresion de péptidos antimicrobianos, los hombres mostraron
niveles méas elevados de expresion de DEFBL1 en tejido placentario NE, OB y PE en
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comparacion con las muestras de mujeres (P <0.05). Sin embargo, la expresion de
CAMP fue significativamente mas alta en el tejido placentario de mujeres en los
grupos NE y OB (P < 0.05 por T-test). Interesantemente, en el caso del grupo PE
en comparacion a NE y OB, la expresion de CAMP fue mayor en los hombres (P

<0.001 Figura 7).
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Figura 7. Expresion génica de DEFB1 y CAMP en placentas de embarazos normoevolutivos y afectados por obesidad o
preeclampsia. Se muestra la expresion génica relativa de DEF-B1 y CAMP analizada mediante gPCR en placentas obtenidas
de embarazos normales (NE), con obesidad (OB) y preeclampsia (PE) y se normalizo vs. la expresion del gen GAPDH. Las
barras representan, medias de minimos cuadrados + SEM. * P < 0.05 vs a los subgrupos NE y OB del mismo sexo y frente
al subgrupo PE-femenino por Two way ANOVA. * P < 0.05 vs el subgrupo de sexo opuesto de la misma condicion.

8.4 Asociacion entre metabolitos de Vitamina D y el perfil de expresion de
citocinas inflamatorias y péptidos antimicrobianos.

Se realizaron estudios de asociacion entre cada variable, considerando también la
expresion de mRNA. Las Tablas 5y 6 muestran los grupos y subgrupos donde se

encontraron asociaciones estadisticamente significativas en al menos un caso.

Como se observa en la Tabla 5, de las asociaciones estadisticamente diferentes se
observd asociacion negativa entre la concentracion sérica de calcidiol en suero
materno de Il y lll trimestres y la expresion de génica placentaria de 1L-8 en el grupo

PE. Esta asociacion negativa también fue significativa en las muestras de Il trimestre
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del grupo NE. Por su parte, la expresion de TLR-9 se correlacioné negativamente
con el calcitriol de suero de corddén umbilical en el grupo OB. Los niveles séricos de
calcidiol en suero materno de | trimestre (VD3 | trim) se asociaron negativamente
con la expresion de IL-6 en placenta (p = 0.01) solo en el subgrupo OB-F. Al analizar
los datos con significado estadistico considerando los subgrupos de sexo del
neonato (Tabla 6), encontramos correlaciones negativas entre la expresion de IL-6
placentaria y el calcidiol en suero materno de primer trimestre en el grupo OB-F, asi
como entre la expresion placentaria de IL-10 e IL-8 y el calcidiol de segundo
trimestre en el grupo NE-M. Por el contrario, la expresion de DEFB1 se asocio
positivamente con el calcidiol de segundo y tercer trimestre solamente en el

subgrupo NE-F.

De manera similar, se observdé una correlacién positiva significativa entre la
concentracion sérica de calcidiol en suero materno de Il trimestre y la expresion

génica de CAMP solo en muestras de placenta del subgrupo NE-M.

Finalmente, en lo que respecta al calcitriol en suero de cordon umbilical, se encontro

correlacion negativa con TLR-9 solamente en el grupo OB (Tabla 5).

Al analizar por sexo del recién nacido, se evidenci6é correlacion positiva entre los
niveles de calcitriol en el suero de cordén umbilical y la expresion placentaria de IL-
8 en OB-M (P =0.001) y DEFB1 en PE-M (P =0.016), Mientras que hubo correlacién
negativa con TGF-B1 en el subgrupo OB-F (P =0.03) (Tabla 6).
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Tabla 5. Correlaciones entre parametros con al menos un resultado significativo.

Grupos
) NE-total OB-total PE-total
Factores correlacionados

r p r p r p
VD3 I trim PAS -0.417 0.022 044 0.051 0.093 0.579
VD3 Il trim IL-8 PL -0.441 0.019 0.080 0.717 -0.49 0.028
VD3 Il trim PAS -0.536 0.002 0.122 0.61 0.234 0.174
VD3 Il trim PAD -0.393 0.035 0.18 0.453 0.014 0.934
VD3 Il trim IL-8 PL -0.18 0.383 -0.050 0.817 -0.505 0.032
VD3 Il trim PAS -0.564 0.002 0.117 0.626 0.346 0.052
VD3 Il trim PAD -0.431 0.025 0.182 0.448 -0.069 0.704
Cal cordon TLR-9PL -0.123 0.582 -0.648 0.020 -0.018 0.946
IMCp VD3 Itrim  -0.263 0.056 -0.187 0.295 -0.446 0.005
IMCp VD3 Il trim  -0.207 0.145 -0.165 0.363 -0.405 0.016

VD3, Calcidiol en suero materno; Trim, trimestre; PL, placenta.; Cal, calcitriol en suero de corddon umbilical. Los genes
representados en cursiva indican la expresion de RNAm. Los valores significativos se muestran en negrita.

Tabla 6. Correlaciones entre pardmetros con al menos un resultado significativo en los diferentes

subgrupos.
Subgrupos
NE-M NE-F OB-M OB-F PE-M PE-F
Factores correlacionados
r p r p r p r p r p r p

VD3 | trim IL-6 PL -0.2 0.538 0.177 0.514 0.076 0.8 -0.655 0.018 0.4 0.75 0.417 0.243
VD3 I trim PAS -0.703  0.000 0.25 0433 0438 0.223 0.311 0.339 -0.074 0.754  0.358 0.141
VD3 I trim PAD -0.504 0.027 0.153 0.633 0.292 0.407 0.0771 0.818 0.328 0.166 -0.316 0.195
VD3 Il trim IL-10 PL -0.671  0.015 0.218 0.409 -0.038 0.886 -0.19 0.619 0.4 0.517 0.1 0.755
VD3 Il trim IL-8 PL -0.753  0.002 0.229 0403 -0.151 0.603 -0.167 0.643 -0.071 0.839 -0.531 0.070
VD3 Iltrim DEF-B1PL 0.035 0.904 0.554 0.031 -0.154 0.619 0.383 0.285 0.2 0.714 -0.121  0.682
VD3 Il trim PAS -0.707  0.000 -0.295 0.384 0.238 0.52 0.080  0.811 0.068 0.78 0.421 0.089
VD3 Il trim PAD -0.557  0.013 0425 0.199 0.348 0.331  0.088 0.785 0.38 0.116 -0.32 0.203
VD3 Il trim  DEF-B1PL -0.227 0.484 0.534 0.057 -0.292 0.384 0.442 0.185 0.2 0.714 -0.133 0.667
vD3Illtrim  CAMP PL 0552 0.0391 0.108 0.704 -0.103 0.759 0.00909 0.968 -0.643 0.0956 0.0182  0.946
VD3 Il trim PAS -0.631 0.004 -0.533 0.124 -0.081 0.839 0.162 0.614 0.458 0.062 0.272 0.319
VD3 Il trim PAD -0.546  0.018 -0.009 0948 0.464 0.233  0.048 0.881 0.238 0.351 -0.427  0.107
Cal cordon TGF-B1PL -0.583 0.087 -0.0424 0.892 0.25 0.545 -0.886 0.033 0.829 0.058 0.214 0.602
Cal cordon IL-8 PL -0.297 0.384 0.132 0.656 0.85 0.001 0 1 0.464 0.255 -0.714 0.136
Cal cordon DEF-B1PL 0.283 0.434 0.168  0.588 0 0.968 -0.371 0.497 0.943 0.016 -0.071  0.843

IMCp VD3 I trim -0.56  0.002 0.036 0.861 -0.176 0476 -0.129 0.639 -0.214 0.373 -0.65 0.003

IMCp VD3 Il trim -0.38  0.046 0.032 0.88 -0.0744 0.761 -0.185 0511 -0.384 0.112 -0.586  0.013

IMCp VD3Il trim  -0.596  0.001 0.082 0.724 0.122 0.64 -0.213 0453 0.15 0.559 -0.55 0.032

VD3: Calcidiol en suero materno; Trim: trimestre; PL: placenta. Cal: calcitriol en suero de cordon umbilical. Los genes
representados en cursiva indican la expresion de RNAm. Los valores significativos se muestran en negrita.
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9. DISCUSION

Los trastornos hipertensivos del embarazo afectan de manera critica la
morbimortalidad, causando aproximadamente 46,000 muertes maternas y 1.5 a 2
millones de muertes neonatales al afio a nivel mundial. La incidencia de estos
trastornos ha aumentado considerablemente debido a varios factores, como el
aumento de la edad materna, la prevalencia de la obesidad, el uso de técnicas de
reproduccidén asistida y la presencia de comorbilidades médicas como la diabetes,
la hipertension y la enfermedad renal. A pesar de los avances en la comprension de
estos trastornos, su causa aun no se comprende completamente, por ejemplo, la
fisiopatologia de la PE sigue siendo parcialmente desconocida, destacando el papel
de las alteraciones en la invasién del trofoblasto, isquemia placentaria, disfuncién
endotelial y aumento de la produccion de factores vasoconstrictores placentarios
[56,98,99]. Sin embargo, mecanismos adicionales pueden participar en la
hipertension relacionada con la PE, incluida la inflamacion sistémica mediada por la
produccion exacerbada de citocinas inflamatorias. En efecto, la PE se asocia con
activacion inmunitaria cronica, que deriva en la produccién aumentada de citocinas
inflamatorias por células T y una disminucion de citocinas reguladoras y
antiinflamatorias, lo que conduce a un estado hiperinflamatorio y al desarrollo de

hipertension [100].

Si bien en un escenario infeccioso estos mediadores inmunitarios se producen para
defenderse de agentes invasores, una respuesta exacerbada bajo cualquier
circunstancia, incluida las no infecciosas, podria condicionar para un resultado
perinatal adverso. Por lo tanto, la placenta ha desarrollado estrategias de
retroalimentacion reguladoras, como la produccion de factores antiinflamatorios,
entre los cuales esta el calcitriol [1L01]. Las citocinas inflamatorias y/o LPS aumentan
la expresion de CYP27B1 en la placenta, induciendo la produccién de calcitriol
[102,103], que a su vez disminuye la inflamacion e induce péptidos antimicrobianos
[19,21,104]. Ademas, son bien conocidos los efectos del calcitriol sobre algunos
componentes del sistema renina-angiotensina, relacionandolo con la disminucion

de la presion arterial [105,106].
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Se ha descrito que existen niveles disminuidos de calcitriol tanto en OB como PE
[65,66]. Acorde, nuestros resultados mostraron una tendencia similar, siendo
significativa solo cuando comparamos el total del grupo NE vs. PE,
independientemente del sexo, por ANOVA de una via. Adicionalmente, se observé
un patrén de dimorfismo sexual al analizar los niveles de calcitriol en suero de
cordon umbilical, encontrando niveles significativamente mas bajos en aquellos de
sexo masculino pertenecientes a los grupos PE y OB, en comparacion a recién
nacidos del grupo NE del mismo sexo. Este dato es interesante ya que destaca el
dimorfismo sexual que prevalece en el metabolismo de la VD en la placenta, y
corrobora que los bebés masculinos son mas susceptibles de sufrir deficiencia de
VD, con el consecuente impacto en los efectos benéficos derivados de la
bioactividad del calcitriol durante el embarazo, como ya se ha descrito anteriormente
[32].

Con relacion a lo anterior, se ha demostrado previamente que el calcitriol en el suero
de corddn umbilical se asocié significativamente con menor presion arterial materna
en presencia de infeccion del tracto urinario. Bajo esta condicion infecciosa, tanto la
PAS como la PAD se correlacionaron negativamente con los niveles de calcitriol en
el suero del corddén umbilical [83]. Los resultados del presente trabajo no
encontraron dicha asociacion con el calcitriol en la cohorte en estudio,
probablemente porque en la poblacidn reportada previamente habia una condicion
inflamatoria relacionada con una infeccion, que como es conocido, aumenta los
niveles de calcitriol. En contraste, en este estudio, la condicion inflamatoria no se
asocio en ningun caso a infeccion y, de hecho, las concentraciones de calcitriol
fueron menores en PE y OB vs. NE, al menos en las muestras de neonatos
masculinos. Lo anterior aun considerando que no hubo diferencias significativas
entre los niveles de calcidiol materno entre los grupos de estudio, lo que sugiere
qgue las diferencias en las concentraciones de calcitriol en el suero de cordén
umbilical dependen de la produccién placentaria exclusivamente. Acorde a lo
anterior, ya se ha demostrado que las placentas de bebés masculinos tienen menor
capacidad de bioconvertir calcidiol en calcitriol, probablemente por el efecto
inhibidor de la testosterona asociada al bebé masculino sobre la expresion de
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CYP27B1 y la estimulacion de CYP24Al1l [32]. Interesantemente, nuestros
resultados sugieren que el calcidiol en la madre gestante puede estar involucrado
con la reduccidn de la presién arterial materna en un embarazo NE sano. De hecho,
en embarazos NE, la presion arterial sistélica y diastdlica se correlacion6
negativamente con los niveles de calcidiol en el suero del cordén umbilical a lo largo
de los tres trimestres del embarazo, con altos coeficientes de correlacion y
significancia estadistica. Aunque correlacion no implica causalidad, estos resultados
respaldan firmemente el papel protector de la suficiencia de VD en el control de la
presion arterial materna. Ademas, analizando los subgrupos por sexo del bebé, se
mantuvo la correlacion inversa y significativa entre el calcidiol del suero de la madre
y la PAS y PAD materna pero solamente en el subgrupo NE masculino, a lo largo
de los tres trimestres, lo que sugiere una tendencia dependiente del sexo no
relacionada con las condiciones PE y OB. Esta relacion sexualmente dimoérfica se
ha descrito para otros parametros que pueden estar relacionados con el objeto de
estudio de este trabajo, por ejemplo, en la asociacion de deficiencia sérica de VD y
un mayor riesgo de trastornos cardiometabolicos [107]. Aunado a lo anterior, otros
efectos de la VD asociados a su accion cardioprotectora incluyen el efecto
vasodilatador debido a la presencia del receptor de vitamina D en los vasos
sanguineos, lo que desempefia un papel esencial en la funcién de las células

endoteliales y el control de la presion arterial [108,109].

La PE es un estado de inflamacidn cronica caracterizado por la activacion de células
inmunoldgicas que contribuyen a la presentacién de los sintomas de PE durante el
embarazo, a través de la activacion tanto del sistema inmune innato como del
adaptativo. Este estado inflamatorio prolongado contribuye a la hipertension,
disfuncion endotelial y complicaciones fetales. Las células Thl desempefian un
papel importante en esta respuesta inflamatoria. Son un subtipo de células T,
componente del sistema inmunoldgico adaptativo, y se caracterizan por su
capacidad de producir citocinas inflamatorias como IFN-G y TNF-A. La isquemia
placentaria y la hipoxia, ademas, inducen la liberaciébn de factores bioactivos,
incluidos los factores proinflamatorios (TNF-A, IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-G), que

median dafios extensos en el endotelio vascular materno y provocan los sintomas
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tipicos de la PE. Se sabe que los niveles de TNF-A son mas altos en el suero
materno de embarazos complicados con PE en comparacion con embarazos NE, al
igual que los niveles de IL-6 e IL-8 [110,111].

Nuestros datos mostraron una mayor expresion placentaria de citocinas pro y anti-
inflamatorias, entre ellas, IL-6, TNF-A, IL-8, TGF-B1 e IL-10, en placentas del grupo
PE, esto coincide con la informacion ya publicada [112]. En lo referente a las
citocinas anti-inflamatorias, es conocido que la TNF-A aumenta la expresion de IL-
10 como parte de un loop autoregulatorio [113], lo que podria explicar su elevacion
también en el grupo PE. Congruentemente, niveles incrementados de IL-10 en la
PE ya han sido descritos [114]. Ademas, nuestros resultados muestran diferencias
asociadas al sexo del recién nacido, encontrando que tanto citocinas
proinflamatorias (TNF-A, IL-6 e IL-8) como anti-inflamatorias (TGF-B1, IL-10) fueron

significativamente mas altas en hombres del grupo PE.

Estas observaciones podrian explicarse, al menos en parte, debido a la disminucion
en la biosintesis placentaria de calcitriol en dicho grupo, como se menciond
anteriormente, ya que uno de los efectos mas contundentes del calcitriol en la
placenta es su funcion anti-inflamatoria. En efecto, nuestros resultados mostraron
gue precisamente en el grupo PE-M hubo menores concentraciones de calcitriol en

el suero de cordén umbilical.

Uno de los marcadores de inflamacién que llamé nuestra atencion fue el TLR-9. El
TLR-9 puede ser activado por diversos patrones moleculares asociados con dafio,
incluido el DNA libre, el cual puede ser liberado a la circulacion tras la apoptosis o
necrosis de los trofoblastos [112]. TLR-9 incrementado también puede ser indicativo
de dafo endotelial y desenlace adverso del embarazo [115,116]. Previamente ya se
ha reportado que TLR-9 estd aumentado en la PE [112,117]; sin embargo, nuestros
resultados mostraron que la expresion génica de TLR-9 también esta
significativamente incrementado en el grupo OB, sobre todo en las muestras de
placentas masculinas. Lo anterior sugiere que las madres obesas que portan fetos

masculinos también sufren de dafio significativo en sus placentas como
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consecuencia de hiperinflamacion, lo cual es relevante para su tratamiento

oportuno.

Nuestros resultados demuestran que este estado inmunoldgico diferenciado entre
los sexos ocurre de forma similar en embarazos afectados por PE, y qué el estado
inflamatorio propio de la misma condiciona un aumento de TNF-A y otras citocinas
inflamatorias y anti-inflamatorias en los varones. Esto indica que puede haber
diferencias sexuales en la respuesta inmunoldgica basal y que estas diferencias
podrian influir en el desarrollo y el riesgo de enfermedades en el embarazo. Sin
embargo, se requiere mas investigacién para comprender completamente estos

mecanismos Yy sus implicaciones clinicas.

El catabolismo del calcitriol a través de la enzima CYP24A1 desempeiia un papel
fundamental en la regulacion de los niveles de calcitriol y otros metabolitos de la
vitamina D en el organismo. La actividad de esta enzima permite la degradacion y
eliminacion de calcitriol, lo que mantiene un equilibrio adecuado de vitamina D. Se
ha reportado previamente que la expresion de CYP24Al se encuentra
incrementada en las placentas de embarazos con PE en comparacion con NE [118]
lo cual coincide con nuestros resultados, al identificar mayor expresion placentaria
en PE en comparacion a los grupos OB y NE. Ademas, se observa que esta
expresion incrementada en la presencia de PE se mantuvo en placentas obtenidas
de neonatos masculinos, en comparacion con NE y OB del mismo sexo, lo que

sustenta el dimorfismo sexual en el catabolismo del calcitriol en esta condicién.

La alta prevalencia de deficiencia de VD3 materna se ha asociado con desenlaces
perinatales adversos, como pueden ser las infecciones [4]. Al respecto, los recién
nacidos varones tienen niveles séricos de catelicidina en el cordon umbilical mas
bajos que los neonatos femeninos, lo que se atribuye a la disminucién de la
expresion placentaria de catelicidina, secundaria a la disminucién de la
biodisponibilidad del calcitriol, como resultado de una inhibicién dependiente de la
testosterona de la expresion del gen CYP27B1 [32]. En nuestro estudio, el grupo
PE mostré significativamente aumentada la expresion placentaria de CAMP y

DEFB1, observando ademas dimorfismo sexual, caracterizado por niveles
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significativamente mayores en las muestras de PE de sexo masculino en
comparacion con aquellas de sexo femenino del mismo grupo. Lo anterior podria
estar relacionado con la mayor expresion de TNF-A, la cual ha demostrado
aumentar la expresion de péptidos antimicrobianos [25] y coincide con nuestros
resultados que muestran una correlacion positiva y significativa entre TNF-A y
CAMP en placentas del grupo PE. Esto justifica el estudio de la regulacién de
péptidos antimicrobianos por calcitriol en células de placenta, ya que se ha descrito
por ejemplo que DEFBL1 se expresa de manera constitutiva en las células epiteliales
del tracto urinario y respiratorio [119], y que la CAMP juega un papel fundamental
en la modulacion de las respuestas inmunoldgicas innata y adquirida, ademas de
eliminar microorganismos invasivos y promover la reparacion de las heridas [120].
Sin embargo, se desconocen los mecanismos asociados a la regulacion de la
expresion placentaria de DEFB1 y CAMP en la PE, independientes de los
relacionados con la VD. Por otro lado, y acorde a lo ya reportado [32], en el grupo
NE femenino hubo mayor expresion placentaria de CAMP gue en el NE masculino.
Esta diferencia asociada al sexo femenino del bebé se observé también el grupo
OB. Por lo tanto, es posible que la regulacion de CAMP dependiente del calcitriol
sea la que prevalece en embarazos NE y OB, mientras que, en la PE, donde esta

reducida la produccién placentaria de calcitriol, se activen mecanismos alternativos.

Finalmente, los resultados encontrados en las asociaciones entre factores
demostraron que de manera general el calcidiol en suero materno se asocio
negativamente con citocinas inflamatorias como la IL-8 e IL-6, mientras que el
calcitriol placentario se correlaciond negativamente con el marcador de inflamacion
TLR-9 en OB. Estos resultados se encontraron ya sea en un grupo o subgrupo
especifico, lo cual puede ser consecuente a particularidades del sexo fetal o a la
condicidn, y merece estudios posteriores. Sin embargo, resultan relevantes ya que
sugieren que el estado saludable de los niveles de la VD durante el embarazo puede

ayudar a disminuir la inflamacién y sus consecuencias negativas.

Es posible que algunas de las observaciones de este trabajo estén ligadas al indice

de masa corporal pregestacional, ya que tanto el grupo OB como el PE fueron
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significativamente diferentes al NE en dicho parametro, y se conoce que la
adiposidad correlaciona negativamente con los niveles de VD, lo que merece la
realizacion de estudios posteriores. Por otro lado, el dimorfismo sexual encontrado
en algunos parametros de este estudio podria explicarse, al menos en parte, por la
regulacién diferencial de los esteroides sexuales sobre el metabolismo de la

vitamina D.

Resulta crucial garantizar niveles maternos adecuados de vitamina D durante el
embarazo, con el objetivo de prevenir complicaciones y propiciar una respuesta

inmunitaria adecuada en la placenta.

10. CONCLUSIONES

Se encontré que mayores concentraciones de calcidiol en el suero materno se
asociaron con menor presion arterial de la madre solo en embarazos
normoevolutivos. Esto puede estar relacionado con que en PE y OB existen factores
adicionales que aumentan la presion arterial, diferentes de los modulados por el
calcitriol en condiciones normales. Por otro lado, el calcidiol y/o el calcitriol se
correlacionaron negativamente con marcadores de inflamacion y positivamente con
péptidos antimicrobianos placentarios en al menos un grupo estudiado, sugiriendo
gue la VD esta relacionada con efectos anti-inflamatorios y de fortalecimiento de la
respuesta inmunolégica de manera sexualmente dimérfica durante la gestacion. De
manera general, las correlaciones negativas con marcadores inflamatorios se
observaron en los grupos caracterizados por presentar inflamacion (OB, PE),
mientras que las correlaciones positivas con los péptidos antimicrobianos se
encontraron en el grupo control, lo que destaca la importancia de los efectos
antiinflamatorios del calcitriol en embarazos con inflamacién no infecciosa. Los
resultados de este trabajo apoyan la necesidad de monitorear el estado nutricio de
la VD durante la gestacion, y en caso de ser necesario, suplementar
adecuadamente en tiempo y forma para prevenir alteraciones y desenlaces

adversos por deficiencia de dicha vitamina.
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Anexo |. Hoja de registro de datos clinicos de los participantes al momento de

la resolucion del embarazo.

Parametros NE PE OB

maternos

NE-F NE-M PE-F PE-M PE-F PE-M

IMCp (Kg/m?)

SDG

PAS (mm Hg)

PAD (mm Hg)

Parametros NE PE OB
del neonato

NE-F NE-M PE-F PE-M PE-F PE-M

Sexo (F o M)

Peso (g)

Talla (cm)

PC (cm)

Apgar (1 min)

Apgar (5 min

IMCp = indice de masa corporal pregestacional; F= femenino; M= masculino; Kg= Kilogramo;
g= gramos; mm Hg = milimetro de mercurio; NE = Embarazo Normal, PE = Preeclampsia,
OB = Obesidad, PAS= presion arterial sistolica, PAD = presion arterial diastélica; PC =

Perimetro cefélico; SDG = Semanas de gestacion.
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