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. RESUMEN

El calcitriol (1o,25-dihidroxivitamina Ds), es un secoesteroide sintetizado
principalmente por el rifidn; sin embargo, se sabe que también la placenta posee la
capacidad enzimatica para producir esta hormona. En el embarazo, las
concentraciones sanguineas del calcitriol se duplican durante el primer trimestre y se
mantienen asi hasta llegar a término. Actualmente, se desconoce el significado
biolégico de la sintesis placentaria de esta hormona, pero evidencias recientes en
células de coriocarcinoma muestran que el calcitriol aumenta la produccion del
lactégeno placentario y la expresion del gen CYP19, que codifica para la P450
aromatasa. Por otro lado, se ha demostrado que el calcitriol induce la acumulacién
de AMPc en otros tipos celulares. Considerando lo anterior, el propdésito del presente
trabajo fue determinar la participacion del calcitriol sobre la secrecion de la
gonadotropina coriénica humana (hCG), la progesterona (P4) y el estradiol (E>), asi
como sus efectos sobre el AMPc en trofoblastos cultivados. Asimismo se estudi6 la
regulacion de la expresion de los genes hCG/f5, HSD3B1 y CYP19 por el calcitriol.
Estos dos ultimos codifican para las enzimas esteroidogénicas implicadas en la
biosintesis de la P4 y el E,, respectivamente. Como modelo biolégico se utilizé el
cultivo de trofoblastos obtenidos de placentas humanas a término. La determinacion
de la hCG secretada se realizd por analisis inmunoenzimatico, mientras que la
secrecion de la P4 y el E; se analizé por radioinmunoandlisis. La incubacién de los
sinciciotrofoblastos en presencia de calcitriol provocé un efecto bifasico dependiente
del tiempo sobre la secrecion y la expresion de la hCG. A las 6 horas posteriores a la
adicion del calcitriol se incrementaron significativamente la expresion y la secrecion
de la hCG. Sin embargo, 24 y 48 horas después el calcitriol inhibié en forma
dependiente de la concentracion a la hCG, efecto que probablemente represente
mejor las acciones del calcitriol en el trofoblasto. Con el objeto de indagar el
mecanismo de accion del calcitriol se cuantific6 el AMPc intracelular. Los datos
mostraron que el AMPc se incrementd en presencia del calcitriol, lo cual sugiere que
la induccion de la sintesis de la hCG en tiempos cortos es mediada por la
acumulacion rapida (10 min) del AMPc. En apoyo a lo anterior, el bloqueo de la via
de la PKA anul6 el efecto estimulador del calcitriol sobre la secrecion y la expresion
de la hCG. Sin embargo, el efecto inhibidor en tiempos prolongados involucré otras
rutas de sefializacion, asi como probablemente la participacion del receptor para la
vitamina D. Por otra parte, se observd que el calcitriol incrementé de manera
significativa la secrecion de la P,y el E; asi como la expresién de sus enzimas,
efecto mediado en parte por el aumento del AMPc. Estos datos indican que el
calcitriol es un regulador fisiolégico de la produccion placentaria de algunas
hormonas durante el embarazo.



II. ABSTRACT

Calcitriol (1a,25-dihydroxyvitamin D3) is a secosteroid mainly synthesized by the
kidneys; however, the placenta also has the enzymatic capability to produce this
hormone. In pregnancy, maternal serum concentrations of calcitriol duplicate during
the first trimestre and remain high until the end of gestation. At present, nothing is
known about the biological meaning of placental synthesis of this hormone, but recent
evidence in choriocarcinoma cells shows that calcitriol increases the production of
placental lactogen and the expression of the gene CYP19 which encodes for the
P450 aromatase. In addition, calcitriol is able to induce cAMP accumulation in other
cell types. Considering this, we studied calcitriol actions upon human chorionic
gonadotropin (hCG), progesterone (P4), and estradiol (E;) secretion, as well as its
effects upon cAMP production. We also studied calcitriol dependent regulation of the
genes hCG/f5, HSD3B1 and CYP19. These latter genes encode for the steroidogenic
enzymes involved in the biosynthesis of P, and E, respectively. The biological model
used was the culture of human trophoblasts obtained from term placentas.
Determining hCG secretion was possible by means of an enzyme immunoassay,
whereas secretion of P4 and E; was analyzed by radioimmunoassay. In this study we
showed that calcitriol is a factor that modulates hCG in human trophoblasts. In fact,
calcitriol regulated hCG in a time-dependent manner, stimulating or inhibiting
hormone secretion and expression. Six hours after the addition of calcitriol there was
a significant increase in expression and secretion of hCG. However, calcitriol long-
term effects upon hCG were inhibitory, wich appears to be the more representative
biological effect. In order to investigate the action mechanism of calcitriol, we
examined calcitriol effects upon intracellular cAMP. Data showed that cAMP
increased in presence of calcitriol, which suggest that the induction of hCG synthesis
in short periods of time is due to the rapid accumulation (10 minutes) of cAMP.
Blocking the PKA signaling pathway impeded the stimulatory effects of calcitriol upon
the secretion and expression of hCG, which supports the previous findings. However,
hCG inhibition that ocurred in longer periods of time involved other pathways as well
as a possible participation of the receptor for vitamin D. On the other hand, it was also
determined that calcitriol increased significantly P, and E; secretion as well as the
gene expression of the enzymes involved in their biosynthesis; which is an effect
mediated in part by the cAMP increase. These data indicate that calcitriol is a
physiological regulator of placental hormogenesis during pregnancy.



lIl. INTRODUCCION

a) Generalidades

El embarazo implica condiciones Unicas que modifican el metabolismo vy la fisiologia
materna con el objeto de mantener la gestacion y el progreso de un nuevo
organismo, el cual posee un perfil antigénico diferente al de la madre. Por tal razén,
desde la fecundacion se producen cambios en las concentraciones en el suero
materno de hormonas polipeptidicas, esteroides, factores de crecimiento y citocinas,
gue funcionan en conjunto para permitir la implantacion y el correcto desarrollo del
producto [1, 2]. La placenta es el 6rgano que asegura el transporte de nutrimentos y
la excrecion de los metabolitos entre la madre y el feto. Ademas, es el principal
modulador de las fluctuaciones que se presentan de hormonas criticas durante la
gestacion, como la gonadotropina coridnica humana (hCG), el lactdégeno placentario
(hLP), la progesterona (P4), el estradiol (E2) y el calcitriol, que mantienen en
condicion estable los 6rganos tanto maternos como fetales y permiten la tolerancia
inmunolégica. No obstante, poco se sabe acerca de cdmo se regula la produccion de
cada una de ellas durante la gestacion. En particular, el calcitriol ha sido poco
estudiado; sin embargo, trabajos recientes han mostrado su participacion en el
ambito de la reproduccion y es considerado un compuesto importante durante el

embarazo.



b) Formacion y Metabolismo del calcitriol

El calcitriol es wun secoesteroide conocido quimicamente como 1la,25-
dihidroxivitamina D3 (1a,25-(OH);D3). Su sintesis comienza en la piel a partir del
precursor 7-dehidrocolesterol por accién de las radiaciones ultravioleta (UV 290-315
nm) provenientes de la luz solar, que rompen el enlace que existe entre el carbono 9
y 10 del anillo B de la molécula, dando lugar a un intermediario inestable que a través
de un proceso fototérmico se biotransforma en colecalciferol. El colecalciferol
formado es transportado por su proteina de union hasta el higado, donde es
hidroxilado por la enzima vitamina D-25-hidroxilasa (25-OHasa; CYP2R1)
produciendo asi la 25-hidroxivitamina D3 (25-OHD3 o calcidiol), el compuesto de la
vitamina D més abundante en la circulacion sanguinea (10-50 ng/mL) [3, 4]. La 25-
OHD3, posteriormente se traslada hasta el rifion, donde se hidroxila en el carbono 1
por accion de la 25-hidroxivitamina Ds-la hidroxilasa (la-hidroxilasa; CYP27B1)
mitocondrial la cual se encuentra abundantemente en los tdbulos proximales [5] para
asi obtener su forma hormonalmente activa: el calcitriol, el cual circula en la sangre

en concentraciones que oscilan entre 15-60 pg/mL (Figura 1).

Aunque la sintesis del calcitriol tiene lugar principalmente en el rifidn, la presencia del
CYP27B1 ha sido reportada en otros tejidos tales como la piel, la prostata, el tejido
mamario, el intestino, el musculo esquelético, el tejido adiposo, en los islotes
pancreaticos, en células del sistema inmune y en la placenta [6-12]. La presencia
extrarrenal del CYP27B1 permite la biodisponibilidad del calcitriol en sitios

especificos probablemente para ejercer efectos locales en el organismo.
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Figura 1. Biosintesis de calcitriol. La luz solar rompe el anillo B para formar al colecalciferol,
que al hidroxilarse en el higado por la accién del CYP2R1 (1), se convierte en calcidiol. La
forma activa se obtiene tras una segunda hidroxilacién en el rifién, placenta y otros érganos

por el CYP27B1 (2).



El proceso catabdlico del calcitriol se realiza por la accién enzimatica de la 1a,25-
dihidroxivitamina D-24 hidroxilasa (24-OHasa; CYP24Al), que provoca la
hidroxilacion de los carbonos 24 6 23 para formar a la 1a,24,25-trihidroxivitamina D3
o la 1a,23,25-trihidroxivitamina D3, los cuales son metabolitos inactivos que mediante
subsecuentes oxidaciones, hidroxilaciones y el rompimiento de la cadena lateral de la
molécula concluyen en la formacion del &cido calcitréico o de una lactona
respectivamente, (Figura 2). Cabe mencionar que el calcitriol ejerce un mecanismo
de autorregulacion en el organismo, donde altas concentraciones de calcitriol
reprimen la expresion del CYP27B1 y estimulan la del CYP24A1, lo cual permite

regular las sefiales biologicas del calcitriol dentro de las células blanco [13, 14].

Calcitriol

OH OH
OH / CYP24A1 \
OH OH
OH
| |
| CH, | CH,
N N OH
OH OH OH
1a,24,25-trihidroxivitamina D, 1a,23,25-trihidroxivitamina D,
Acido calcitréico 26,23-lactona del 1a,25-dihidroxivitamina D,

Figura 2. Ruta catabolica del calcitriol mediada por el CYP24A1.



c) Funciones del calcitriol

Las funciones mejor documentadas del calcitriol indican que es una hormona
esencial para el mantenimiento de la homeostasis mineral y del metabolismo ¢seo
[14, 15]. Asimismo, el calcitriol es capaz de regular la diferenciacion, proliferacion y
apoptosis celular por lo que se ha considerado un compuesto importante en la
prevencion de cancer [16, 17]. Ademas, induce la secrecion de insulina en células
del pancreas y modula la transcripcion génica que involucra el control de otros
sistemas hormonales [18-21]. La carencia de esta hormona ocasiona raquitismo,
defectos en el desarrollo 6seo y muscular, asi como diversas alteraciones

reproductivas e inmunoldgicas [22, 23].

Durante el embarazo el calcitriol tiene un papel importante en la mineralizacion del
esqueleto fetal, ya que estimula el paso transplacentario del calcio (Ca®") [24] y
promueve la produccion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de las calbindinas,
las cuales son proteinas transportadoras de este mineral [25]. Por otra parte, se ha
descrito que el calcitriol estimula la expresion y secrecion del hLP en trofoblastos
humanos [26], incrementa la expresion de la P450-aromatasa (CYP19) en la linea
celular de coriocarcinoma JEG-3 [27], induce la sintesis de estrogenos en las
gonadas [28] y promueve la expresion de HOXAL0 en células endometriales, un gen
implicado en procesos de implantacion [29]. Adicionalmente, en células naturales
asesinas deciduales, se ha demostrado que el calcitriol incrementa la expresion del
gen que codifica para el péptido antimicrobiano catelicidina y disminuye la sintesis de

citocinas tales como el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos-

10



2, el factor de necrosis tumoral y la interleucina 6. Por lo anterior, se ha considerado
al calcitriol como una hormona supresora del sistema inmunolégico en general, y que
consecuentemente puede participar en la aceptacion del aloinjerto fetal para evitar el

rechazo materno [7, 30, 31].

Por otro lado, estudios in vivo en donde se ha silenciado la expresion del receptor de
la vitamina D (VDR) han demostrado que los ratones mutantes nulos para el gen que
codifica para el VDR mostraron caracteristicas similares al raquitismo tipo Il
dependiente de vitamina D humana tales como alopecia, hipocalcemia, disminucién
en la concentracion de calbindina D9K, lento crecimiento con un 50% de reduccién
en el peso corporal comparado con ratones normales, hipofosfatemia e
hiperparatiroidismo aunado a defectos esqueléticos. Ademas los ratones hembra
presentan hipoplasia uterina, foliculogénesis anormal, reducida concentracion de
estrogenos y disminuida tasa de fertilidad [7, 28, 32, 33]. Por otra parte, los ratones
mutantes nulos para el gen CYP27B1, presentaron un fenotipo similar a los nulos
VDR pero sin alopecia y en ambos casos se mostré alteracion del sistema
inmunolégico [34-36]. Lo anterior destaca la participacion del calcitriol en diferentes
actividades fisiolégicas que involucran funciones de caracter reproductivo,

inmunolégico y de regulacion del metabolismo de Ca®* y del fésforo.
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d) El calcitriol y el embarazo

A lo largo del embarazo, la concentracion de calcitriol en el suero materno se duplica
a partir del primer trimestre y se mantiene asi hasta llegar a término [37, 38]. Dicho
incremento de calcitriol se atribuye a un aumento en la produccion renal tanto de la
madre como del feto, asi como a la contribucion placentaria [6]. No obstante, el
mayor aporte de calcitriol en el suero durante la gestaciéon es atribuido al
funcionamiento del CYP27B1 renal materno [39, 40]; por lo que el calcitriol de origen
placentario en este periodo parece ejercer funciones de naturaleza autocrina o
paracrina. Aun cuando existen estudios que indican que es posible el desarrollo de
recién nacidos sanos de madres que han cursado su embarazo con bajas
concentraciones de calcitriol [41], hay muchos otros que demuestran alteraciones en
el desarrollo y crecimiento fetal. A este respecto algunas investigaciones han
informado de nacimientos de nifios con hipocalcemia, raquitismo neonatal o que lo
desarrollaron mas tarde y crecimiento intrauterino reducido en casos donde la madre
presentaba concentraciones sanguineas reducidas de vitamina D [42-44]. Ademas,
existen estudios que indican que bajas concentraciones de calcitriol en el suero fetal
se asocian con talla pequefia y menor contenido mineral en el recién nacido [45]. Por
otro lado, la preeclampsia, una patologia del embarazo de etiologia desconocida
caracterizada por hipertension, edema Yy proteinuria, se asocia con bajas
concentraciones circulantes de calcitriol [46]; y si bien las causas de esto no se
conocen, es probable que esta caracteristica sea consecuencia de deficiencias en la

funcion endocrina de la placenta, del riidon materno o de ambos [47].
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e) Mecanismos de accion del calcitriol

El calcitriol es una hormona versatil, capaz de generar respuestas biologicas por
mecanismos gendmicos 0 no genodmicos [23, 48]. En el primer caso, el calcitriol lleva
a cabo sus efectos al unirse con el VDR que pertenece a la familia de receptores
nucleares, el cual presenta amplia distribucién en diferentes tejidos como el intestino,
la glandula paratiroide, el ovario, los testiculos y la placenta entre otros [49, 50]. El
calcitriol tiene una constante de disociacion de 0.1 nM y posee una afinidad por el
VDR 1 000 veces mayor que el calcidiol [11, 51]. El acoplamiento del secoesteroide
con su receptor permite la dimerizacion del VDR con otro receptor nuclear conocido
como el receptor de retinoide X (RXR) y el heterodimero formado se une a elementos
de respuesta para la vitamina D (VDRE) en la region promotora de los genes blanco,
(Figura 3). Para la activacion transcripcional el VDR y el RXR ocupan el extremo 3" y
5 del VDRE respectivamente [16]. El heterodimero recluta coactivadores vy
componentes del complejo de inicio de la transcripcion, con la finalidad de modular la
transcripcion de genes especificos [52, 53]. Asimismo, se han caracterizado
secuencias que funcionan en genes reprimidos por el calcitriol a través del complejo
ternario VDR, RXR y el factor de transcripcion llamado VDIR. Considerando lo
anterior, el calcitriol modula gendmicamente la activacion o la represion de la
transcripcion a través del remodelamiento local de la cromatina de los genes
regulados por esta hormona [54]. Los efectos biologicos producidos por esta via

requieren horas o dias.
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Por otra parte, el calcitriol también induce efectos de tipo no genomicos, que
involucran proteinas de membrana que activan diferentes vias de sefalizacion de
accion rapida (segundos a minutos), y que no dependen del proceso transcripcional
regulado por su receptor nuclear [55, 56]. Al respecto se ha identificado en las
membranas basolaterales del intestino de pollo una proteina de union al calcitriol no
relacionado al VDR clasico denominada proteina de union a esteroides de respuesta
rapida asociada a la membrana (MARSS) [57]. Asimismo se ha demostrado la
presencia de un receptor de membrana especifico para el calcitriol (VDRm) en
fracciones de membrana enriquecidas con caveolas en 2 lineas celulares que
expresan al VDR nuclear y en diferentes tejidos de pollo, ratbn y humano, como el
intestino, el rifidn y el pulmdn [58-60]. Aunque la posibilidad existe, no hay estudios

que lo hayan caracterizado en las células de la placenta.

Los cambios generados en las concentraciones de segundos mensajeros como el
adenosin monofosfato 3,5 ciclico (AMPc) y el Ca?* son ejemplos de activacion
iniciada en la membrana celular. En particular, se ha documentado que el calcitriol
incrementa las concentraciones intracelulares de AMPc en células del intestino de
rata y masculo cardiaco de pollo [61, 62] o de Ca®" en condrocitos y osteoblastos [60,

63, 64].
El incremento de AMPc intracelular es consecuencia de la activacion de receptores

de membrana acoplados a proteinas Gs, las cuales sufren la disociacién de sus

subunidades (a, B y v). La subunidad o activada estimula la adenilato ciclasa que
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cataliza la conversion del ATP hacia AMPc. El AMPc es el encargado de activar a la
proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila proteinas especificas responsables de las
respuestas bioldgicas [65]. Entre las proteinas que se fosforilan por accién de la PKA
se encuentran principalmente las proteinas de union a elementos de respuesta a
AMPc (CREB), el factor activador de la transcripcion 1 (ATF-1) y la proteina
activadora 2 o (AP2a), que han sido implicados en inducir la expresion de la hCG en

células placentarias [66].

Por otra parte, se ha descrito que el calcitriol induce la apertura de los canales de
Ca®" sensibles a voltaje en células de musculo cardiaco, esquelético y en
osteoblastos como un mecanismo inmediato de la accion hormonal [59, 67, 68].
Asimismo, el calcitriol incrementa las concentraciones intracelulares de Ca?* ([Ca*']))
al interaccionar con receptores acoplados a proteinas Gq, para activar la fosfolipasa
C (PLC) que hidroliza al fosfatidilinositol, liberando inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol. El IP3; liberado se une a receptores de membrana del reticulo
endoplasmico, lo cual promueve la liberacién de Ca?* y la subsecuente activacién de
la proteina cinasa C (PKC), culminando asi en diferentes efectos biol6gicos (Figura

3) [69, 70].
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Figura 3. Mecanismo de accién genémico (a) y no genémico (b) del calcitriol. En la primer
ruta el calcitriol se une a su receptor nuclear (VDR) y heterodimeriza con el receptor X de
retinoides (RXR) para unirse a elementos de respuesta para la vitamina D (VDRE) en genes
especificos para modular su actividad transcripcional. En la segunda ruta se plantea la unién

del calcitriol con un receptor ubicado en la membrana plasmatica (VDRm) acoplado a

proteinas G, con lo cual se inicia la activacién de la adenilato ciclasa (AC) o de la fosfolipasa

¢ (PLC), y subsecuentemente de PKA por AMPc o de PKC por calcio y/o diacilglicerol (DAG).

Asimismo, el calcitriol permite la apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje.
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Considerando lo anterior, es factible que el calcitriol producido por el trofoblasto [50]
induzca efectos de tipo autocrino o paracrino para modular la biosintesis de otras
hormonas importantes para el sostenimiento del embarazo como la hCG, la P, y el
E, tal como se ha documentado para el hLP [26]. Por tal motivo, resulta de interés

analizar las caracteristicas especificas de cada una de estas hormonas.

f) Caracteristicas generales de la hCG

La hCG es una glicoproteina de 237 aminoacidos (aa) con masa molecular de 38
kDa formada por dos subunidades, una o y otra B codificadas por genes
independientes. La actividad biologica de la hCG depende de la integridad y correcto
acoplamiento de las dos subunidades. El gen de la subunidad o de hCG (hCGa)
esta localizado en el cromosoma 6¢g21.1-23 y codifica para un polipéptido de 92 aa
que es idéntico a la cadena a de las hormonas foliculo estimulante, luteinizante y
estimulante de la tiroides. Por su parte, la subunidad  (hCGp) de 145 aa es rica en
residuos de prolina en el dominio carboxilo terminal, lo cual le otorga la especificidad
biolégica para la interaccion con su receptor [71]. La hCGa esta codificada por un
solo gen mientras que la subunidad B puede ser codificada por seis genes distintos
(hCGp 1, 2, 3,5, 7y 8), localizados en el cromosoma 199q13.3 en una region de 56
kb [72]. En células de la placenta y de coriocarcinoma humano se expresa

principalmente la hCG/5 [66].
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Se ha demostrado que la hCG es necesaria para evitar la lutedlisis, asi como para
mantener la sintesis y la secrecion de P4 por las células del cuerpo lateo [73]. Otros
estudios mostraron que la hCG promueve la diferenciacion de las células
placentarias, la angiogénesis e induce la produccion de metaloproteinasas
especificas de la matriz extracelular que favorecen la invasion de los trofoblastos en
el endometrio [74-77]. Asimismo, la hCG en la placenta regula la sintesis de las
prostaglandinas y de los estrégenos, la degradacion de glucégeno [78], suprime la
actividad de algunas enzimas proteoliticas e inhibe la infeccion de la placenta por el
virus de inmunodeficiencia humana [79, 80]. Ademas, se ha identificado a la hCG

como un agente inmunomodulador [81].

Aparte de las funciones descritas, la hCG disminuye la actividad contractil del
miometrio humano provocando la quiescencia uterina requerida para evitar
amenazas de aborto [82]. Janssens y cols. [83] mostraron que la administracion de
la hCG a ratas virgenes indujo la maduracion de las glandulas mamarias y la
secrecion de leche de forma similar a lo observado durante el embarazo, y proponen
que la hCG es importante en la prevencion de cancer de mama. Adicionalmente, la
hCG favorece la produccion de testosterona y corticoesteroides en los testiculos de
los fetos masculinos y neonatos [84]. En modelos de ratones mutantes nulos para el
gen del receptor hCG/LH se ha observado que los ratones de ambos sexos son
infértiles y con caracteristicas sexuales pobremente desarrolladas [85], destacando

su participacion en otros eventos reproductivos.
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Durante la gestacion, la hCG se incrementa de forma lineal en las primeras 9
semanas de gestacion, alcanzando en la décima semana valores de hasta 100 000
muUl/mL en el plasma materno. Posteriormente, entre la tercera y la segunda semana
antes del parto las concentraciones disminuyen significativamente, a diferencia de

otras hormonas como la P, o el E; cuyas concentraciones no se modifican [86, 87].

g) Caracteristicas generales de los esteroides

Las progestinas, los androgenos y los estrégenos son hormonas esteroides sexuales
que comprenden un amplio nimero de moléculas que han sido catalogados de
acuerdo a su estructura y su actividad biologica. Estas hormonas son producidas
tanto por el hombre como por la mujer en diferentes cantidades. En el embarazo, la
biosintesis de estos esteroides depende de la estrecha interrelacion entre la madre,
la placenta y el feto, y se le ha atribuido un papel preponderante a la P, para

mantener la gestacion.

La P4 es una hormona de 21 atomos de carbono con mudltiples funciones biologicas
relacionadas con eventos reproductivos. En el embarazo es producida inicialmente
por el cuerpo lateo y subsecuentemente por la placenta. La P, favorece la
diferenciacién y decidualizacién endometrial creando un ambiente propicio para el
proceso de la implantacién [88]. Por otra parte, de manera similar a la hCG, la P4
inhibe las contracciones uterinas, un efecto opuesto al ejercido por los estrogenos,

las prostaglandinas y la oxitocina. También disminuye las conexiones gap, estimula
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la actividad de la oxido nitrico sintasa uterina y ejerce un efecto supresor sobre la

secrecion de citocinas y el factor inhibidor de la leucemia [89-92].

Aunque la placenta es el principal productor de la P4 a lo largo de la gestacién, cabe
sefialar que este drgano presenta limitada capacidad para biosintetizar al colesterol,
el cual es el precursor de las hormonas esteroides. Por consiguiente, la placenta
obtiene al colesterol a partir de la captura de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) provenientes de la circulacion materna. El colesterol capturado es catalizado
por la P450scc (de las siglas en inglés side chain cleavage) para la conversion a
pregnenolona (PREG) [93] y posteriormente, por la accidn de la 3p-hidroxiesteroide

deshidrogenasa tipo | (33-HSDI) la PREG se convierte en Py, (Figura 4).

Referente a los andrégenos, se cuenta con escasas evidencias sobre su
participacion en procesos fisiologicos en la mujer durante el embarazo y se han

considerado s6lo como metabolitos intermediarios para la sintesis de los estrogenos.

En cuanto a los estrogenos, esteroides de 18 carbonos, esta descrito que favorecen
el flujo uteroplacentario y la neovascularizacién; en las células de la placenta
promueven la captura de LDL para facilitar la esteroidogénesis y estimulan la
actividad del citocromo P450scc incrementando asi la sintesis de la P4 [94-96].
Ademas, los estrogenos estan involucrados en el incremento de la concentracion de
varios agentes uteroténicos, como las prostaglandinas E; y F, [97] e inducen la

sintesis de canales ionicos y la concentracién de los receptores a oxitocina en el
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tejido miometrial [98, 99]. Adicionalmente, en la placenta los estrégenos favorecen la
conversion de cortisol materno a cortisona, lo que conlleva a la sintesis de novo de

cortisol fetal para la maduracion del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal del feto [88].

En el embarazo, la produccion de estrégenos depende de la aromatizacion de los
precursores con 19 carbonos (andrégenos) que provienen principalmente del
compartimento fetal, los cuales se biotransforman en la placenta por accion de la
sulfatasa que elimina el grupo sulfato del sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS) e inmediatamente la enzima P450 aromatasa (CYP19) realiza la

aromatizacion del anillo A del nacleo esteroidal [100, 101], (Figura 4).

Las concentraciones en el suero materno de la P, y del E; se incrementan de forma
lineal conforme avanzan las semanas de gestacion alcanzando al término del
embarazo valores entre 150 a 175 ng/mL y de 15 a 17 ng/mL, respectivamente [86,

88].
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h) Regulacion hormonal

La produccién de las hormonas tanto glicoprotéicas como esteroides esta sometida a
una regulacion compleja y multifactorial, donde diferentes moléculas inducen o
reprimen diversas vias de sefializacion para modular la cantidad adecuada de cada

hormona en un embarazo normal [66, 102].

En general, se ha demostrado en células de trofoblasto y lineas celulares de
coriocarcinoma humano que la sintesis de la hCG se induce por AMPc y Ca** [73,
103]. Asimismo, se ha descrito que el metabolito activo del acido retinoico (AR), el 9-
cis AR, compuestos sintéticos del AR, agonistas especificos del RXRa y la
rosiglitazona, la cual provoca la heterodimerizacion entre el RXRa y el receptor
activado por los proliferadores de peroxisomas (PPARy / RXRa), inducen la
produccion de la hCG [104, 105]. Considerando que los RXRs (a, B y y) pueden
acoplarse también con el VDR [106], la posibilidad de que el cacitriol module la

sintesis de la hCG por esta via en la placenta humana es alta.

Por otra parte, se acepta que la produccién de hormonas esteroides es a través del
incremento en las concentraciones intracelulares del AMPc [107]. Sin embargo, los
ligandos implicados en la produccibn de AMPc en la placenta no son del todo
conocidos. La biosintesis de los esteroides depende de la expresion y actividad de
las enzimas esteroidogénicas, las cuales se encuentran estrechamente reguladas de
una forma tejido especifico (Tabla 1). Como se describié y se esquematiza en la

Figura 4, la sintesis de P, a partir de PREG en la placenta depende de la actividad de
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la 3B-HSDI. La 3p3-HSDI es una proteina de 372 aa ubicada en la mitocondria y en el
reticulo endoplasmico (Tabla 1), la cual provoca el cambio del grupo 3-hidroxilo a 3-
ceto y modula la isomerizacién del doble enlace A5 hacia A4 [108]. En el ser
humano, el gen de la enzima se localiza en el cromosoma 1p13.1 conformado de 4
exones que en conjunto constituyen un fragmento de 7.8 kb [102, 109]. Trabajos
realizados en la linea celular JEG-3, han demostrado que la expresion del gen de la
3B-HSDI (HSD3B1) es estimulada por analogos del AMPc y ésteres de forbol, con
efecto sinérgico al ser adicionados simultaneamente [110]. Lo anterior muestra que
las vias de la PKA y PKC son rutas clave en la produccion de la enzima. Dichas vias
de sefializacion son moduladas por el calcitriol en diversos tipos celulares [59, 60,

70].

Por otra parte, la enzima encargada de aromatizar el anillo A de los estrégenos
(CYP19), es una proteina que consta de 503 aa con masa molecular de 58 kDa que
se ubica en el reticulo endoplasmico de las células productoras de estrégenos,
(Tabla 1). EI CYP19 se origina de un gen de copia Unica que se localiza en el
cromosoma 15qg21.1 [111]. El gen contiene 10 exones, de los cuales 9 implican la
region codificante como consecuencia del mecanismo de corte y empalme alternativo
(Tabla 1). En las células placentarias, el CYP19 contiene al exén I.1 encontrado a 89
kb rio arriba del exén Il. Aunque poco se sabe acerca de su regulacién, se ha
descrito que ademas del AMPc, su actividad se incrementa en presencia de ligandos
para los receptores RXR y RAR, asi como para el VDR en la linea celular JEG-3, y

se ha caracterizado un elemento en el promotor del exdn I.1 como responsable de
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inducir la expresion del CYP19 por estos compuestos. Dicho elemento se ha
catalogado como un lugar de unién atipico para el VDR [27, 102]. Considerando lo
anterior, este proyecto contempla el estudio de las acciones del calcitriol sobre la
regulacién de la sintesis y secrecion de hormonas clave en el mantenimiento del

embarazo.
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Tabla 1. Datos especificos de la 33-HSD y del CYP19.

Nombre de la Sinénimos Expresion tejido especifico Localizacion
Gen proteina subcelular
(masa molecular)
HSD3B1 3B-HSDI 3B-HSD tipo 1, 3B-HSD/A5-A4 | Placenta, glandula mamaria, Reticulo
(42 kDa) isomerasa, 3p-hidroxi piel y prostata endoplasmico liso
esteroide deshidrogenasa, y mitocondria
3B-hidroxi 5 ene esteroide
HSD3B2 3B-HSD2 Igual al anterior Ovario, células de Leydig, y Reticulo
(42 kDa) glandula suprarrenal endoplasmico liso
y mitocondria
CYP19 CYP19 Aromatasa, P450arom, Corte y empalme dependiente Reticulo
Producto de (58 kDa) citocromo P450arom, del tejido: endoplasmico liso
un mismo estrégeno sintetasa
gen El ex6n 1.1 es el especifico de

la placenta

El exén 1.4 determina la
expreson en tejido adiposo,

piel y hueso

El ex6n If es especifico del

cerebro

El exén 1.3 se ubica en cancer

de mamayy tejido adiposo

El promotor Il proximal
determina la expresion en el
ovario (células de la

granulosa)

Tabla modificada (Payne AH y Hales DB, 2004 [102]).
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IV. JUSTIFICACION

El metabolismo placentario de la vitamina D constituye una linea de investigacion
activa en nuestro laboratorio [6, 47, 112, 113], en donde se ha demostrado la
produccion de calcitriol en cultivos de trofoblastos asi como la regulacion del
CYP27B1 por diversos factores; sin embargo, los estudios encaminados a indagar el
papel de esta hormona en la placenta son escasos. Se sabe de la presencia de
receptores para el calcitriol en el trofoblasto [50], lo cual sugiere funciones
especificas de esta hormona en la placenta. Es por ello que el presente estudio
analiza la participacion del calcitriol sobre la sintesis de la hCG, la P, y el E; en
trofoblastos humanos en cultivo. Los resultados de esta investigacion conduciran al

esclarecimiento de algunas funciones biologicas del calcitriol en la placenta.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto del calcitriol sobre la producciéon de hormonas placentarias en

un modelo de trofoblastos humanos en cultivo.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto del calcitriol sobre la expresion y secrecién de la hCG en

células de trofoblasto humano en cultivo.

2. Estudiar el efecto del calcitriol sobre las concentraciones intracelulares del

AMPc en el trofoblasto.

3. Caracterizar el efecto del calcitriol sobre la secrecibn de las hormonas

esteroides P4y E> en el trofoblasto.

4. Estudiar el efecto del calcitriol sobre la expresion de las enzimas

esteroidogénicas HSD3B1 y CYP19 en el trofoblasto.
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VI. HIPOTESIS

1.- Tomando en cuenta que la placenta humana produce calcitriol y considerando
la accion que induce esta hormona sobre la actividad endocrinolégica en otros sistemas
mediante mecanismos genomicos y no genomicos, es factible que el calcitriol regule la

produccién de la hCG, la P4y el E; en los trofoblastos humanos en cultivo.
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VII. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El calcitriol utilizado en este estudio fue donado por Hoffmann-La Roche Ltd (Basilea,

Suiza).

Los reactivos obtenidos de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EEUU) fueron:

La pregnenolona (PREG; 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona), la androstendiona
(androstan-4-ene-3,17-diona), el monofosfato 35 -ciclico de 8-bromoadenosina (8Br-
AMPc), el diclorhidrato de N-[2-(p-bromocinamilamino)etil]-5-isoquinolina sulfonamida
(H89), la 3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX), el éster tirosilmetilico del AMPc 2°-O-
monosuccinilado, la tripsina, la desoxirribonucleasa | (Dnasa 1), el Percoll, la

albumina de suero bovino (BSA), el etanol absoluto y el reactivo de Bradford.

Los reactivos obtenidos de Invitrogen, (EEUU) fueron:
El suero fetal de ternera (SFT), la penicilina, la estreptomicina, la anfotericina, los
medios de cultivo, Dulbecco alto en glucosa (DMEM-HG), Dulbecco con CaCl, 1 mM

y 1 mM NaH,PO, (DMEM-F12), las sales balanceadas de Hank's (HBSS) y el Trizol.

Los reactivos obtenidos de Roche (Roche Applied Science, IN, USA) fueron:
Las sondas TagMan, el estuche comercial Light Cycler Tagman Master, el estuche
para la retrotranscripcion Transcriptor First Strand cDNA Synthesis y los capilares de

vidrio de 20 uL para el termociclador LightCycler® 2.0.
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De inmunometrics Ltd. (London, UK) se obtuvo el estuche comercial de ensayo

inmunoenzimatico (EIA) para detectar la hCG.

De Diagnostic Products Corporation, se obtuvieron los estuches DPC Coat-A-Count

(Los Angeles, CA), para cuantificar P, y E2 por radioinmunoanalisis (RIA).
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Material biolégico

En este estudio se utilizaron placentas humanas a término, las cuales fueron
obtenidas previo consentimiento informado de pacientes sometidas a operacion
cesarea y previa aprobacion del comité de ética del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, asi como del Hospital de Gineco Obstetricia
"Luis Castelazo Ayala" del Instituto Mexicano del Seguro Social donde fueron
colectadas (ver anexo). Las placentas fueron obtenidas de embarazos normales de

mujeres con edad bioldgica entre 18 a 35 afios y edad gestacional > a 37 semanas.

Cultivo de trofoblastos humanos

El cultivo de trofoblastos se llevd a cabo mediante algunas modificaciones a los
lineamientos establecidos por Kliman y cols. [114], y el 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 sometidos a lavados con solucién salina 0.9 % a
temperatura ambiente con la finalidad de eliminar el exceso de sangre. Enseguida se
eliminaron las membranas corioamnidticas, el tejido decidual y los vasos sanguineos.
Posteriormente, se pesaron 50 g del tejido y se procesaron mediante 3 digestiones
enzimaticas con tripsina y Dnasa | en HBSS libre de Ca®** y magnesio como se
muestra en la Tabla 2. Para recuperar las células se colect6 el sobrenadante de las
digestiones y se centrifugd a 1457.68 gravedades (x g) (centrifuga Sorvall RT7,

USA).
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Tabla 2. Procedimiento para realizar la digestién enzimatica.

Digestion | HESS 1x (1Tr:g$;i2§L) (1 ngn/al 24.15 uL) Inc(g??c(;:;én Ce&tgff g\ailﬁ;én
1 150 mL 850 ul 150 uL 20 min 1457 /10
2 100 mL 550 pL 100 uL 20 min 1457 /10
3 75 mL 350 uL 75 uL 20 min 1457 /10

La pastilla celular resultante se resuspendié en 600 uL de DMEM-HG. La suspension
celular se colocé sobre un gradiente continuo de Percoll 5-70% en HBSS
previamente elaborado (Tabla 3), y se centrifugd a 1457 x g durante 20 minutos. Los
citotrofoblastos recuperados de la banda intermedia cuya densidad oscil6 entre 1.048
y 1.062 g/mL, se lavaron con medio DMEM-HG. Inmediatamente, se cont6 el numero
total de células y se sembraron en cajas de cultivo de 6 pozos a razén de 800,000
células por pozo y 3,000,000 de células por caja de 25 cm? en medio DMEM-HG
suplementado con penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1 mg/mL, anfotericina B
0.25 ng/mL y SFT al 20 % inactivado previamente a 56°C por 45 min. Las células se
incubaron en atmosfera himeda con aire (95%) y CO2 (5%) a 37°C. Después de 24
horas de la siembra las células se lavaron con HSSB 1x y se cambid el medio con
nuevo DMEM-HG suplementado. A las 48 horas del cultivo se cambid el medio por

DMEM-F12 sin SFT para realizar los diferentes tratamientos.
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Tabla 3. Montaje del gradiente de percoll

No. de tubo | percoll al 90 %* HBSS 1x % de Percoll

(12 x 75 mm) (mL) (mL)
1 2.33 0.67 70
2 217 0.83 65
3 2.00 1.00 60
4 1.83 1.17 55
5 1.67 1.33 50
6 1.50 1.50 45
7 1.33 1.67 40
8 1.17 1.83 35
9 1.00 2.00 30
10 0.83 217 25
11 0.67 2.33 20
12 0.50 2.50 15
13 0.33 2.67 10
14 0.17 2.83 S

* El Percoll al 90 % se prepard previamente adicionando 18 mL de Percoll + 2 mL de HBSS
10x. Con ayuda de una bomba peristaltica se hizo fluir el contenido de cada tubo (del tubo 1
al 14) en un tubo de 50 mL.

Evaluacion del calcitriol sobre hCG, P,y E;

Con el propdsito de estudiar el efecto del calcitriol sobre la secrecion de la hCG, la P4
y el E,, se incubaron los sinciciotrofoblastos en medio DMEM-F12 libre de suero fetal
con diferentes concentraciones de calcitriol (1 x 10" a 1 x 107 M) o su vehiculo (vh;
etanol) cuya concentracion final en pozo fue de 0.1 %. La determinacion de la hCG
se realizé por EIA mientras que la secrecion de la P4 y el E; (previa incubacién de las
células en presencia de sus precursores) se analizé6 por RIA. Por otra parte, las
células se procesaron para los estudios de expresion génica de hCG/5, HSD3B1 y

CYP19. Cada metodologia se describe con mas detalle a continuacion.
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Inmunodeteccion de la hCG

Se cuantificé la hCG secretada por los sinciciotrofoblastos incubados con las
diferentes concentraciones de calcitriol o su vh, en alicuotas del medio colectadas 6,
12, 24 y 48 horas posteriores al tratamiento. Asimismo, con la finalidad de indagar si
la via de la PKA estaba involucrada en el mecanismo de accion del calcitriol, se
incubaron las células en presencia de un analogo del AMPc; el 8Br-AMPc (0.6 mM) y

un inhibidor selectivo de la PKA; el H89 (5 uM).

La inmunodeteccién de hCG se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante. El
procedimiento general consistié en la interaccion de la hormona con dos anticuerpos
monoclonales anti-hCG mediante un procedimiento tipo “sandwich” (Tabla 4). El
primer anticuerpo unido a una particula magnética fue especifico para la region
carboxilo terminal de la cadena  de la hCG. Después de incubar la muestra con el
primer anticuerpo, se colocaron los tubos sobre una gradilla magnética para realizar
los lavados y asi eliminar los componentes diferentes a la hCG. Posteriormente, se
adicion6 el segundo anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina que reconoce la hCG
previamente unida a las particulas magnéticas. Al término de la incubacion vy
después de 2 lavados, se agrego el sustrato, cuya reaccion con la enzima mostré un
cambio de color amarillo a rosa proporcional a la cantidad de la hCG presente en la
muestra como consecuencia de la desfosforilacion del sustrato. Al cabo de la
incubacion la adicién de la solucién de paro detuvo la reaccién. Posteriormente se

determiné la densidad 6ptica de la curva estandar de la hCG (0, 8, 14, 65, 250 y 900
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UI/L) y de las muestras a 550 nm en un espectrofotémetro (Clima Plus 1093, Europa)

previamente calibrado.

Tabla 4. Ensayo inmunoenzimatico tipo “sandwich” para determinar a la hCG.

hCG
UI/L

uL

min

Lavado*

pL

min

Lavado*

uL

min

mL

Calibradores
(0-900)

Muestra

Primer
anticuerpo

100

15
(37°C)

Segundo
anticuerpo

250

60
(37°C)

Sustrato

500

30
(37°C)

Solucién de
paro

* La placa se lava con 500 puL de solucion de lavado.
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Cuantificacion dela P,y el E;

Para la cuantificacion de las hormonas esteroides los sinciciotrofoblastos se
incubaron con las diferentes concentraciones de calcitriol o su vehiculo 18 horas
antes de adicionar a los precursores PREG o androstendiona a la concentracion
equimolecular de 1 x 107 M, para evaluar la bioconversién a P, o E,,
respectivamente. La evaluaciéon del efecto se realizé 6 horas después de la adicion
de los precursores. Asimismo, se realizaron preincubaciones de las células con el

8Br-AMPc (0.6 mM) o el H89 (5 uM).

Radioinmunoensayo de los esteroides

Para determinar la cantidad producida de la P4 o el E; en los cultivos, se analizaron
las muestras mediante radioinmunoensayo de fase sodlida, donde la hormona

marcada con 1'%

compite con la de la muestra por sitios de unién al anticuerpo
durante un tiempo fijo. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la pared de
un tubo de polipropileno, la simple decantacién del sobrenadante es suficiente para
terminar con la competencia (Tabla 5). La lectura de cada tubo en un contador
gamma (Cristal Plus multidetector RIA system, Packard Instrument Company,

EEUU), proporciona un numero que se convierte por medio de una curva de

calibracion en una medida de la concentracion de hormona presente en la muestra.
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Tabla 5. Procedimiento para realizar el RIA para la deteccion de P4 0 Es.

P4 ng/mL | pL Tiempo E> pg/mL | puL
Calibradores Calibradores
A 0 100 | Despuesdela A 0 100
B 0.1 » adicion de todos B 20 »
C 0.5 ” los C 50 ”
D 2 » componentes el D 150 »
» tiempo de »
E ;8 i incubacion fue E 1580000 i
G 40 y de 3 horas. G 3600 y
Muestras 100 Muestras 100
P, marcada - 1000 E> marcado - 1000
con I'® con %

Cuantificacion del AMPc intracelular

La acumulacion del AMPc intracelular en los trofoblastos en cultivo en ausencia y
presencia de calcitriol, se determiné por RIA utilizando un anticuerpo anti-AMPc
(Calbiochem, EEUU) [115]. El ensayo consisti6 en la incubacion de los
sinciciotrofoblastos en presencia de las diferentes concentraciones de calcitriol o su
vehiculo durante 10 minutos. Posteriormente se retird el medio y se adicion6 a cada
pozo 500 uL de la solucion de lisis (9.1 mM de fosfato de sodio dibasico, 1.7 mM de
fosfato de sodio monobasico, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, pH 7.4)
con IBMX (0.1 mM) para romper las células y liberar el AMPc. Con la finalidad de
inactivar a las fosfodiesterasas, los homogenados celulares fueron calentados
inmediatamente a 95°C durante 5 minutos. Los extractos celulares, asi como la sal
de sodio del AMPc utilizada como estandar, fueron diluidas en acetato de sodio 5

mM (pH 4.7) y acetiladas con una mezcla de 2:1 de trietilamina y anhidrido acético.
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Las muestras se incubaron durante 18 horas a 4°C en presencia del anticuerpo anti-
AMPc 1:3 000 en solucion de acetato de sodio 50 mM pH 6.1 con BSA 0.1%. El éster

tirosilmetilico del AMPc 2’-O-monosuccinilado marcado con ['%®°

(Amersham
Pharmacia Biotech) por el método de cloramina T [116], se purificé en una columna
de dietilaminoetil-celulosa. El trazador fue utilizado a razén de 10 000 cpm por tubo.

Después de 18 horas a 4°C, se determindé la radioactividad presente en los

precipitados mediante el contador gamma.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Con la finalidad de contar con un parametro de normalizacién para los datos
obtenidos se evaludé el contenido de proteina total en pozo mediante el método
establecido por Bradford en 1976 [117]. Asi, posterior a la toma de alicuotas vy
aspiracion total del medio, a cada pozo se le adicionaron 500 uL de solucion de lisis,
se homogenizaron y con ayuda de un raspador se colecto la proteina, la cual se
sometié al ensayo utilizando BSA para realizar la curva estandar (Tabla 6). El
principio de este método consiste en que el reactivo de Bradford de coloracion café
produce diferentes tonalidades de color azul cuando reacciona con las proteinas de
las muestras, cuya intensidad es proporcional a la concentracion de las proteinas
presentes. La lectura de la absorbancia se determiné a la longitud de onda de 595

nm en un espectrofotometro (Labsystems 352, USA).
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Tabla 6. Concentraciones de la curva y dilucion utilizada de las muestras para determinar la
proteina total por pozo.

Proteina total Concentracion (ug / mL) puL por pozo

Calibradores 0.0 0
BSA 04 2
[200 ug / mL] 0.6 3
0.8 4
1.0 5

1.5 7.5

2.0 10

2.5 12.5
Muestra 1:3 5

Reactivo de Bradford 200 200

Estudios de expresion génica

Con el propdsito de correlacionar la secrecion de las hormonas de interés con la
expresion de los genes involucrados, paralelamente se cuantifico la expresion de
hCG/f5, HSD3B1 y CYP19. Se eligio estudiar el RNAm de la hCG/5 por ser el gen
que mas se expresa en la placenta en relacidén con los otros 5 que codifican para la
hCGpB. La HSD3BL1 se eligi6 como indicador del efecto del calcitriol sobre la sintesis
de la P4, considerando que esta enzima convierte a la PREG a P4 [88]. Para el E; se
eligid estudiar el gen CYP19, ya que cataliza la biosintesis de androgenos hacia
estrégenos [100]. Asimismo, se eligid evaluar la expresiéon del CYP24A1 como
control biologico de la respuesta al calcitriol. Ademas, para controlar la eficiencia de
la reaccidn y contar con un parametro para normalizar los resultados, se amplifico el

gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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Para evaluar la expresion de cada gen se llevaron a cabo los siguientes pasos:
1) Extraccion del RNAm

Brevemente: Para extraer el RNA de los sinciciotrofoblastos cultivados en cajas de
25 cm? se utilizé Trizol como reactivo comercial, de acuerdo a la técnica derivada de
Chomczynski y Sacchi [118] (Tabla 7). El Trizol disolvié los componentes celulares y
permitid la extraccion de los RNAs preservando su integridad. Asi, las células en
presencia de 1 mL de Trizol fueron raspadas y colectadas en tubos Eppendorf de 1.5
mL, a los cuales se les adicion6 cloroformo frio, se agitaron y centrifugaron
(microcentrifuga Eppendorf 5417R, USA), para la formacién de una fase acuosa y
una fase organica. La fase acuosa que contenia al RNA se transfirié a tubos nuevos,
y el RNA se precipitdé con isopropanol mediante centrifugacion, el sobrenadante se
descarto y el precipitado conteniendo el RNA fue centrifugado con etanol al 75%. Al
término, se invirtieron los tubos para evaporar el etanol residual y finalmente se

disolvié el RNA obtenido en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).
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Tabla 7. Ensayo para la extraccién del RNA por Trizol

RNA Muestra Centrifugacic"m a4°C
(>k) (x g / min)
Trizol 1000 pL
13672/ 20
Cloroformo 200 puL
Isopropanol | Recuperar fase 500 uL | 17 302/ 20

Incubar por 1 hora a 4°C

Etanol al 70% 500 pL 13672/20

Agua tratada

con DEPC 20 pL

() Cada muestra contenia 3 X 10° celulas por caja de 25 cm?

La cantidad y pureza del RNA de cada muestra se cuantificé con ayuda de una celda
de cuarzo y un espectrofotometro (Beckman DU-6, USA) calibrado con absorbancia
de 260 y 280 nm. La concentracion final del RNA se calcul6 tomando en cuenta que
una absorbancia con valor de 1 equivale a 40 uyg/mL. Considerando que en el estudio
se utilizaron 2 pL de muestra del RNA diluida en 1 mL de agua desionizada estéril, la

concentracion de RNA para cada muestra seria:

Concentracion de RNA (en pg/uL) = A260 nm X 40/2 = A260 nm X 20
1) Transcripcion reversa
Para la generacion del acido desoxiribonucléico complementario (ADNc), se utilizo el
RNA total de cada muestra, la transcriptasa reversa (RT) y el oligo-dT, siguiendo las
indicaciones del estuche comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis y

utilizando el termociclador, Perkin-Elmer 9600, previamente programado (Tabla 8).
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Tabla 8. Protocolo para obtener ADNc

ADNc Muestra Temperatura °C / minutos
RNA 1 ug
Oligo-dT
(50 uM) 1uL 65/10
Agua cbp 15 uL

Enfriamiento en hielo por 1 min

Mezcla (+) 7 ul 55 / 30 85/5

(+) Previamente se prepar6é un volumen de mezcla RT suficiente para el numero total de
muestras. Para cada muestra, se agregaron 4 uL de amortiguador 5x, 0.5 uL de inhibidor de
Rnasa (40 U / uL), 2 yL de una mezcla de los cuatro desoxiribonucleétidos (ANTPs, 10 mM
c/u) y 0.5 L de transcriptasa reversa (20 U / ulL).

Con el ADNc se llevé a cabo la amplificacion en cadena de la polimerasa en tiempo

real (QPCR) que se describe a continuacion.

2) Reaccioén en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
El gPCR es una técnica que permite la amplificacion y la cuantificacion del gen de
forma simultanea. Esta técnica utiliza sondas de hidrélisis que vienen marcadas con
un fluorocromo donador ubicado en el extremo 5’ de la sonda que emite florescencia
al ser excitado y un aceptor localizado en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia
liberada por el donador solo si se encuentran espacialmente préximas, es decir,
cuando la sonda se encuentra integra, el donador no emite fluorescencia. La sonda
es complementaria a un segmento del gen de interés. Durante el proceso de
amplificaciéon el desplazamiento de la DNA polimerasa que tiene actividad %

exonucleasa desplaza por hidrdlisis la sonda a partir del extremo 5’ liberando al
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donador, los nucledtidos y al aceptor. De esta manera, el donador libre y
espacialmente alejada del aceptor, emite fluorescencia que es captada por un lector
con una intensidad de emision proporcional a la cantidad de amplicones generados

en cada ciclo.

Para realizar el qPCR se utilizé el estuche comercial Light Cycler Tagman Master de
Roche. Cada ADNc fue amplificado en un volumen final de 10 uL, utilizando una
mezcla de reaccion que contenia para cada 2 uL de muestra: 5.7 yL de agua grado
PCR, 0.1 pyL de sonda + 0.1 yL de iniciador (primer) sentido + 0.1 uL de iniciador
antisentido + 2 yL de DNA polimerasa Tagman (Master Mix, 5x conc.). La mezcla se
coloco en capilares de vidrio, los cuales se centrifugaron a 95 x g a 4°C por 1 minuto
y se colocaron en el termociclador, LightCycler® 2.0, previamente programado para

realizar la qQPCR segun las caracteristicas que se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Protocolo de amplificacién del ADNc por gPCR

Ciclos T (°C) Suceso Segundos
1 95 Activacion de la TagMan y desnaturalizacién inicial del 600
DNAc
45 95 Desnaturalizacién el DNAc 10
60 Alineamiento 30
72 Alargamiento 1
1 40 Enfriamiento 10
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Para llevar a cabo el disefio de las secuencias de los iniciadores y las sondas
especificas para cada gen se utilizé el Universal Probe Library Assay Design Center

de Roche (https://roche-applied-science.com/index.jsp), con el cual se adquirieron las

secuencias mostradas en la Tabla 10.

Tabla 10. Secuencia de los iniciadores y sondas de hidrdlisis utilizadas para cada gen
asi como algunas caracteristicas particulares.

Producto Secuencia Orientacion Amplicén | No. sonda

HCG/5 gct cac ccc agc atc cta t Sentido 131 nt 79
cag cag caa cag cag cag Antisentido

HSD3B1 €gg acc aga att gag aga gg Sentido 88 nt 11
gaa tgg ctc atc cag aat gtc Antisentido

CYP19 gaa ttc atg cga gtc tgg atc t Sentido 56 nt 55
tca tta tgt gga aca tac ttg agg a Antisentido

CYP24A1 cat cat ggc cat caa aac aa Sentido 65 nt 88
gca gct cga ctg gag tga c Antisentido

GAPDH agc cac atc gctgag aca c Sentido 66 nt 60
gcc caa tac gac caa atc ¢ Antisentido




Anadlisis de los datos

Los datos obtenidos de la secrecion de las hormonas se expresaron como la media *
la desviacion estandar. Los datos de la expresion se graficaron como la media + el
error estandar. El significado estadistico se determin6 mediante las pruebas
estadisticas de t de Student y U de Mann-Whitney respectivamente. Las diferencias

entre los tratamientos se consideraron significativas cuando el valor de P < 0.05.
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VIIl. RESULTADOS

Morfologia celular

La fusion celular es un evento restringido solo a cierto tipo de células especializadas
entre las cuales se incluyen a las células placentarias [119]. Este proceso se puede
apreciar mediante microscopia Optica y sirve como indice de diferenciacion y
viabilidad celular. Como se observa en la Figura 5, el proceso de diferenciacion de
los citotrofoblastos cultivados hacia sinciciotrofoblastos se examind diariamente
durante 3 dias. La formacion de sincicios fue paulatina conforme avanzaba el tiempo,
observandose que después de 24 horas de cultivo las células presentaron
proyecciones citoplasméaticas que les permiten fusionarse entre células vecinas para
formar células multinucleadas que fueron apreciadas desde las 48 horas de la
siembra. Los sinciciotrofoblastos formados adquieren caracteristicas
endocrinoldgicas Unicas con mayor produccion hormonal que las células de

citotrofoblasto y su diferenciacion es un proceso dependiente de AMPc [114].
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Figura 5. Diferenciacion celular de citotrofoblasto mononuclear hacia sinciciotrofoblasto
multinuclear. A) Células de citotrofoblasto, B) Proyecciones citoplasméticas tipicas para
iniciar la fusion celular, C) Formacion de sinciciotrofoblastos multinucleados y D)

Sinciciotrofoblasto de 72 h.
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Funcionalidad celular

La funcionalidad endocrina de las células se determiné a las 24, 48 y 72 horas del
cultivo, mediante el estudio de su capacidad para secretar a la hCG en presencia o
ausencia de un analogo del AMPc permeable a la membrana celular: el 8Br-AMPc.

Como se muestra en la Figura 6, la secrecion de la hCG se incrementd
significativamente durante el proceso de citodiferenciacion en condiciones basales.
En presencia del 8Br-AMPc la secrecion de la hCG se incrementé significativamente

en cada dia del cultivo al compararse con el valor obtenido en ausencia del analogo.
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8Br- AMPc - + - + - +

1 2 3
Dias de cultivo

7/

hCG (mUI / mg prot / 24 h)

Figura 6. Secrecién de la hCG en ausencia (-) y presencia (+) del 8Br-AMPc (0.6 mM) en los
diferentes dias de cultivo. Cada barra representa la media de n = 3 + DE. *P < 0.05 vs. dia 1,
**P < 0.005 vs. secrecion basal del mismo dia.
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Considerando que la hCG/5 es el gen de la hCG que mas se expresa en las células
placentarias, se evalu6 su expresion a los diferentes dias de cultivo en ausencia y
presencia del 8Br-AMPc como control de la expresion génica de las células. Como se
aprecia en la Figura 7, la expresion de la subunidad B fue dependiente del proceso
de diferenciacion célular, incrementdndose significativamente en presencia del
analogo. Estos datos confirmaron la viabilidad y capacidad funcional de los cultivos

celulares.
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Figura 7. Expresion de la hCGS5 en ausencia (®) y presencia (4) del 8Br-AMPc (0.6 mM) en
los diferentes dias de cultivo. Los datos fueron obtenidos por gPCR atribuyendo el valor de 1
a la expresion obtenida en el dia 1. Cada simbolo representa la media £ EE (n = 3). *P < 0.05

vs. dia 1, **P < 0.005 vs. secrecion basal del mismo dia.

Del mismo modo y a manera de control, se evalu6 la capacidad del calcitriol de
incrementar la expresion del CYP24A1, el cual contiene 2 VDRE en su promotor
[120]. Como se muestra en la Figura 8, el calcitriol indujo la expresion del CYP24A1

de forma dependiente de la concentracion comparado con el vehiculo (vh).

49



500 -
400 o x
300 -
200 -

100 H

RNAm CYP24A1/ RNAm GAPDH

Calcitriol [-Log M] - 10 9 8 7

Figura 8. Efecto del calcitriol sobre la expresion del CYP24A1 24 horas después de su

adicion. Los datos fueron obtenidos por gPCR atribuyendo el valor de 1 al vh (-). Los datos

muestran la media + EE (n = 3). *P < 0.05 vs. vh.

Efecto del calcitriol sobre la secrecién de hCG

Se estudié el efecto del calcitriol sobre la expresion y secrecién de la hCG con
diferentes tiempos de incubacion. Como se aprecia en la Figura 9, el calcitriol
incrementod la secrecion de la hCG seis horas después de su adicion de manera
dependiente de la concentracion. Asimismo, el 8Br-AMPc a este tiempo mostré un
efecto equipotencial al ejercido a la mayor concentracién probada de calcitriol (1 X
107 M). Sin embargo, el calcitriol no modificé la secrecién de la hCG después de 24
horas (datos no mostrados), lo cual sugiere una pérdida del efecto inductor por el

calcitriol conforme transcurre el tiempo de exposicion.
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Figura 9. Efecto del calcitriol sobre la secrecion de hCG 6 horas después de su adicion.

Cada barra representa la media + DE (n = 3). *P < 0.05 vs. vh (-).

En otros experimentos se incubaron las células con calcitriol y el 8Br-AMPc de forma
sumultanea y se evalud la secrecion de hCG 6 horas después. La incubacion
simultdnea no incrementd mas la secrecidén de hCG, lo que sugiere la utilizacién de la
misma via de sefializacion. Con la finalidad de sustentar lo anterior las células fueron
incubadas en presencia de un inhibidor selectivo de la PKA, el H89, una hora antes
del calcitriol. El estimulo del calcitriol sobre la secreciéon de hCG se bloque6 por el
H89 (Figura 10) lo que sugiere que la activacion de la PKA es indispensable para el

efecto inducido por el secoesteroide.
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Figura 10. Efecto del calcitriol sobre la secrecion de la hCG en ausencia y presencia de H89
después de 6 horas del tratamiento. Cada barra representa la media = DE (n = 3). *P < 0.05
vs. vh (-) y **P < 0.005 vs. calcitriol 1 X 10° M.

Calcitriol y AMPc

Considerando que la produccion de la hCG es mediada principalmente por la
activacion de la PKA, y que el calcitriol es capaz de inducir la generacion de AMPc
en musculo cardiaco [61], se realizaron pruebas para determinar el efecto del
calcitriol sobre las concentraciones intracelulares del AMPc en los
sinciciotrofoblastos. En la Figura 11 se muestra que el nucledtido ciclico en presencia
de concentraciones crecientes de calcitriol se acumula de manera significativa con
respecto al vh. Cabe sefalar que este efecto fue observado desde los 10 minutos y

se mantuvo hasta 3 horas después de la adicion de la hormona.
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Figura 11. Acumulacion del AMPc intracelular 10 minutos posteriores a la incubacién en
presencia de diferentes concentraciones de calcitriol. Los datos fueron obtenidos mediante
RIA. Cada barra representa la media £ DE (n = 3). *P < 0.05 vs. Vh (-).

Efecto del calcitriol sobre la expresion de hCGf5

En cuanto al efecto del calcitriol sobre la expresion de la hCG/5 se observo que el
calcitriol 6 horas después de su adicion indujo significativamente la expresion de la
subunidad aproximadamente 2 veces sobre el vh, mientras que el 8Br-AMPc en este
mismo tiempo indujo la expresion cerca de 7.5 veces (Figura 12). El efecto

estimulador del calcitriol sobre la expresion de la hCG /5 fue abolido por el H89.
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Figura 12. Efecto del calcitriol sobre la expresion de la hCG/5 después de 6 horas de
incubacion. Los datos fueron obtenidos por qPCR atribuyendo el valor de 1 al vh. Cada barra
representa la media = EE (n = 6). *P < 0.05 vs. vh (-), **P < 0.005 vs. calcitriol 1 x 10° M.

Los datos anteriores muestran que la expresion de la subunidad B de la hCG es
regulada por el calcitriol de manera similar a lo observado en la secrecién de la
glicoproteina. Adicionalmente los resultados sugieren que la via que utiliza el
calcitriol para inducir la secrecion y expresion de la hCG es por la via de la PKA. Sin
embargo, la expresion de la hCG/5 24 horas después del tratamiento con el calcitriol
fue inhibida por el secoesteroide (Figura 13), efecto que no puede ser atribuido a un
efecto toxico ya que la expresion del CYP24A1 fue estimulada de forma dependiente
de la concentracion de calcitriol, (Figura 8). Ademas el cultivo aun era viable ya que

las células conservaron su capacidad de responder al 8Br-AMPc, (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del calcitriol sobre la expresion de hCGS5 después de 24 horas de
incubacion. Los datos fueron obtenidos por gPCR atribuyendo el valor de 1 al vh (-). Cada

barra representa la media £ EE (n = 6). *P < 0.05 vs. vh.

Debido a los hallazgos obtenidos con incubaciones prolongadas de calcitriol y la
expresion de hCG /5, se estudidé también la secrecion de la hCG 48 horas después
de la adicion del secoesteroide. El calcitriol inhibi6 la secrecion de la hCG de manera
similar a los resultados de la expresion de hCGp5 después de 48 horas de
incubacion, (Figura 14). Por otro lado, el 8Br-AMPc utilizado como control positivo,

después de 48 horas indujo la secrecion de la gonadotropina, (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del calcitriol y el 8Br-AMPc, sobre la secreciéon de la hCG 48 horas

después de su adicién. Cada barra representa la media = DE (n = 3). *P < 0.05 vs. vh (-).

Efecto del calcitriol sobre la secrecion de hCG inducida por el 8Br-AMPc

Con la intencion de corroborar el efecto inhibidor del calcitriol a largo plazo, se
decidio evaluar el efecto del calcitriol sobre la secrecién de la hCG inducida por el
8Br-AMPc después de 48 horas. Como se observa en la Figura 15, el estimulo
causado por el 8Br-AMPc sobre la secrecion de la hCG fue inhibido

significativamente en presencia del calcitriol.
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Figura 15. Efecto del calcitriol sobre la secrecion de la hCG inducida con 8Br-AMPc durante
48 horas de exposicion. Cada barra representa la media £ DE (n = 3). *P < 0.05 vs. 8Br-

AMPc en ausencia de calcitriol.

En conjunto los resultados demostraron que el calcitriol induce un efecto bifasico
dependiente del tiempo sobre la secrecion y expresion de la hCG, y sugieren que
mecanismos distintos operan en cada caso. En tiempos cortos el calcitriol estimuld
hCG mediante la activacion de la via AMPc/PKA, mientras que la inhibicion

observada en tiempos largos utiliza otra via de sefalizacion.

Efecto del calcitriol sobre la secrecién de la P4

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la sintesis de hormonas
esteroides se encuentra bajo la influencia de factores que actian mediante el AMPc

como segundo mensajero [121]. Por lo tanto, los resultados obtenidos en la Figura
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11, nos indican que ademas de la hCG otras hormonas como la P, y el E; serian
blanco de accion del calcitriol. Asi, se estudio el efecto del calcitriol sobre la
secrecion de la P4 en ausencia y presencia del precursor PREG. Como se aprecia en
la Figura 16A, el -calcitriol en ausencia del precursor exdgeno indujo
significativamente la produccion de P, de forma dependiente de la concentracion
hasta 3.5 veces sobre el control. Mientras que en los experimentos llevados a cabo
en presencia de PREG el calcitriol indujo un incremento de aproximadamente 1.7

veces (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto del calcitriol sobre la secrecidon de P4, en ausencia (A) o presencia (B) de
pregnenolona [1 x 107 M]. Cada barra representa la media + DE (n = 3). *P < 0.05 vs. vh (-).
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Efecto del calcitriol sobre la secreciéon del E,

Para estudiar el efecto del calcitriol sobre la secrecion del E, fue necesaria la
presencia del precursor androstendiona, debido a la incapacidad de los
sinciciotrofoblastos de producir androgenos. Como se aprecia en la Figura 17, el
calcitriol estimuld significativamente la bioconversion de androstendiona a E; hasta

1.6 veces sobre el control.
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Figura 17. Efecto del calcitriol sobre la secrecion de E,. Las células fueron incubadas en
presencia de androstendiona [1 x 10”7 M]. Cada barra representa la media + DE (n = 3). *P <
0.05 vs. vh ().
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Efecto del bloqueo de la via de la PKA sobre la sintesis de P, y E; mediada por

calcitriol

Con la finalidad de indagar el posible mecanismo por el cual el calcitriol modula la
sintesis de los esteroides, las células se incubaron con calcitriol y H89. Como se
aprecia en la Figura 18, el estimulo del calcitriol sobre la bioconversién de ambos
esteroides se bloqueo en presencia de H89 en un 20 % y 90% después de la adicion

de los precursores de P,y E», respectivamente.
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Figura 18. Efecto del calcitriol sobre la secrecién de P4 (A) y E, (B) en ausencia y presencia
de H89. Los datos mostrados son en presencia del precursor correspondiente para cada
esteroide. Cada barra representa la media + DE (n = 3). *P < 0.05 vs. vh (-), **P < 0.05 vs.
calcitriol en ausencia de H89.
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Efecto del calcitriol sobre la expresion de HSD3B1y CYP19

Adicionalmente se evaluo la expresion del gen que codifica para HSD3B1 y CYP19,
enzimas relacionadas con la produccion de la P, y el E;, respectivamente. Las
células fueron incubadas en ausencia o presencia de calcitriol como se indicé en
materiales y métodos. Este estudio mostré que la expresion de ambas enzimas es
estimulada significativamente por el calcitriol después de 6 horas de incubacion,
(Figura 19). Asimismo, se observo que el H89 bloguesd la expresion de ambas

enzimas y revirtié el estimulo mediado por el calcitriol.

I HSD3B1
*
T 254 1 cYrP19
: [
5 27 *
£ |
< 1.5-
pd
o *%
~ 14 * *%
£ = * %
Z 054 T T T
o
0
Calcitriol [-Log M] - 9 9 - - 9 9 -
H89 [0.5 uyM] = - + + - - + +

Figura 19. Efecto del calcitriol sobre la expresion génica de HSD3B1 y CYP19, 6 horas
después de su adicion. La normalizacion se realizé comparando los datos de cada gen vs.
GAPDH. Cada barra representa la media + EE (n = 6). *P < 0.05 vs. vh (-) al cual le fue

asignado el valor de 1, **P < 0.05 vs. calcitriol 1 x 10° M.
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IX. DISCUSION

General

El calcitriol fue catalogado durante mucho tiempo como un compuesto cuya Unica
funcion era la regulacion del metabolismo mineral; sin embargo, actualmente su
estudio sobre aspectos endocrinolégicos e inmunologicos abre un vasto panorama
ya que se le ha implicado en diversas funciones no relacionadas al sistema 6seo y si

en eventos reproductivos como la gestacion [23].

Las células placentarias son las responsables de regular el metabolismo materno-
fetal mediante la secrecidon hormonal en diferentes etapas de la gestacion. En el
presente trabajo, el proceso de diferenciacion celular y la secrecion de la hCG in
vitro, asi como la respuesta de las células a determinados estimulos corroboraron la
funcionalidad y viabilidad del sistema experimental, lo cual mostré que el cultivo de
trofoblastos es un modelo de estudio confiable para entender mas acerca de los

procesos biolégicos que se llevan a cabo en el metabolismo placentario.

En particular, este trabajo muestra los efectos del calcitriol sobre la secrecion
hormonal en células de trofoblasto humano en cultivo. Se demostré que el calcitriol
modula la secrecion y expresion de hormonas glicoproteicas y esteroides
involucradas en el mantenimiento del embarazo. Los datos mostrados concuerdan

con estudios previos llevados a cabo en lineas de coriocarcinoma [26, 27].
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Regulacién de la hCG por el calcitriol

En los cultivos incubados en presencia de diferentes concentraciones de calcitriol se
demostro un efecto regulador bifasico dependiente del tiempo y de manera
dependiente de la concentracién, sobre la secrecion y expresion de la hCG en los
trofoblastos. Se demostré6 que en las células incubadas en presencia del calcitriol
durante 6 horas la secrecion de la hCG se incrementé significativamente comparada
con el vehiculo. Ademas, se observdé que la secrecion inducida a la mayor
concentracién probada del calcitriol (1 X 10”7 M) fue equipotencial con respecto al

efecto inducido por el 8Br-AMPc a este mismo tiempo.

En lo que respecta al mecanismo de accion por el cual el calcitriol indujo la secrecion
de la hCG, se demostré que el tratamiento con el inhibidor de la PKA, abolié dicho
estimulo. Esto sugiere que el calcitriol utiliza al AMPc como segundo mensajero para
activar la via de la PKA. Para sustentar lo anterior, en este estudio también se
demostrd que el calcitriol es capaz de incrementar el AMPc intracelular después de
10 minutos de su adicion. Este efecto rapido del calcitriol implica la activacion de la
adenilato ciclasa, como ha sido descrito en otros tipos celulares [61, 62], que es
iniciada en la membrana celular y es independiente de los receptores nucleares. La
acumulacioén intracelular del AMPc permite explicar el estimulo del calcitriol sobre la
secrecion y la expresion de la hCG después de 6 horas. Sin embargo, la induccion
ejercida por el calcitriol sobre la hCG no se observo en incubaciones prolongadas, lo
cual puede deberse a la disminucion de la concentracion intracelular del AMPc (en

vista de que este nucledtido ciclico es de vida corta por la presencia de
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fosfodiesterasas), o bien por la activacion de vias alternas que resultan en la
regulacién negativa de la hCG. Esta ultima posibilidad se ve sustentada por el hecho
de que la expresion y secrecion de la hCG se inhibieron después de 24 y 48, horas
respectivamente. Ademas, se demostré que la secrecion de la hCG inducida por el
8Br-AMPc es bloqueada por el calcitriol después de 24 (dato no mostrado) y 48
horas cuando ambos compuestos se incuban conjuntamente. Esta evidencia sugiere
gue el efecto inhibidor del calcitriol es en Ultimo término, el efecto real del
secoesteroide en la sintesis de la hCG en el embarazo, y considerando el perfil de
concentracion del calcitriol en el suero materno en los diferentes trimestres y el de la
hCG [86, 87, 112], el calcitriol podria fungir como responsable, al menos en parte de

la disminucion de la glicoproteina después del primer trimestre de gestacion.

Para explicar el efecto inhibidor del calcitriol sobre la hCG, se sugieren diferentes
mecanismos:

1) Que el calcitriol como resultado de su catabolismo se biotransforme en otro
metabolito como la 1,24,25-trihidroxivitamina D3 [23], resultando en la inhibicion de la
sintesis de la hCG por un efecto secundario del metabolito trihidroxilado, lo cual es

poco probable debido a su baja actividad biologica.

2) Que el efecto inhibidor sea mediado por algun factor inducido por el calcitriol.
Apoyando lo anterior, los resultados del presente trabajo demostraron que el calcitriol
estimulé la secrecién de P, de forma dependiente de la concentracién y se sabe que
la P, inhibe la secrecion de hCG en la placenta y en la linea celular Rcho-1 [122,

123], en la cual se demostré que la interaccion del receptor activado de P4 con las
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CREB inhibi6 la fosforilacion de estas ultimas, bloqueando asi su unién con los

elementos de respuesta al AMPc [123].

3) Alternativamente, la inhibicion de hCG podria deberse al secuestro de las CREB
directamente por el complejo calcitriol-VDR, de manera similar al mecanismo

reportado para la regulacion del gen de la renina [124].

4) Finalmente, es probable la participacion de eventos gendmicos mediados
directamente por el VDR, capaces de inhibir la transcripcion del gen de la hCG o
factores involucrados en su expresion. A este respecto, durante el estudio se realizd
la busqueda in silico, de sitios potenciales de union para el heterodimero RXR-VDR
(Mat-Inspector V2.2, http://www.genomatix.de/) en la region promotora del gen que
codifica para la hCG/5 (gi|31719|emb|X00265.1|HSGG02), encontrando 5 regiones
de union para el heterodimero, lo cual aporta informacién adicional de secuencias
especificas a las que han sido previamente reportadas a partir del uso de lineas
celulares [66] y que podrian ser blanco del calcitriol para la regulacion de la hCG. Lo
anterior es factible ya que como se mencion0 existen otros heterodimeros
funcionales con los RXRs, que son capaces de inducir o reprimir la secrecion de la
hCG de forma tejido especifico [75, 104, 105]. Sin embargo, la funcionalidad de estas

secuencias queda aun por determinar.
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Consideraciones de laregulacion de la hCG por el calcitriol

Este estudio permite ubicar al calcitriol como un factor regulador de la produccion de
la hCG durante el embarazo, que junto con otras moleculas modulan el delicado
balance que existe en la produccibn de la gonadotropina para obtener
concentraciones adecuadas de hCG a lo largo de la gestacién. Es probable que
alteraciones en la produccién del calcitriol se traduzcan en modificaciones de la
sintesis de la hCG, como lo que ocurre en la preeclampsia, donde se han descrito
bajas concentraciones de calcitriol y altas concentraciones de hCG [125]. Aunque,
esta enfermedad es de etiologia desconocida, el incremento de la hCG podria
deberse en parte, a la disminuida concentracion de calcitriol. Sin embargo, hacen
falta estudios para sustentar esta hipotesis. En suma, los resultados del presente
trabajo con respecto a la hCG, indican que el calcitriol es un factor regulador de la
secrecion de la hCG en la placenta humana, ejerciendo un efecto bifasico

dependiente del tiempo.

Efecto del calcitriol sobre la produccién de la P4

En este estudio se demostrd que el calcitriol indujo significativamente la secrecion de
P4. En condiciones basales se observo un efecto dependiente de la concentracion
debido probablemente a la actividad enzimatica de la P450scc y la 33-HSDI a partir
del colesterol almacenado intramitocondrialmente en los sinciciotrofoblastos. Aunque
se sabe que el paso limitante en la sintesis de la P, a partir del colesterol es el
transporte de electrones que realizan la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa
de la P450scc cuya expresion es inducida por el AMPc [109, 126, 127], se ha

demostrado que en células de coriocarcinoma humano la expresion y actividad de la
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3pB-HSDI también se inducen por el AMPc [110]. Tomando en cuenta que el calcitriol
provoco la acumulacién del AMPc en los trofoblastos y que induce la expresion de
otras deshidrogenasas como la HSD17B tipo 2, 4 y 5 en otro sistema [21], en este
estudio se delimitaron los pasos enziméaticos al adicionar la PREG como precursor
exdgeno y se cuantificd su bioconversion hacia P4. El calcitriol estimul6 la produccién
de P, en presencia del precursor exdégeno, la cual resultd significativamente diferente
del vehiculo, pero no se observdé que fuera dosis-respuesta. Por otro lado, la
expresion de la HSD3B1 fue inducida por el calcitriol y su expresion fue bloqueada
en presencia del H89. Sin embargo, los resultados en ausencia del precursor
exégeno sugieren que el AMPc actia preferencialmente sobre la adrenodoxina
reductasa y la P450scc. Por otro lado, se observé que la actividad de la 33-HSDI en
presencia de calcitriol y PREG fue parcialmente blogueada de manera no

significativa por el H89.

Efecto del calcitriol sobre la produccién del E;

Como se sabe, la produccion de los estrogenos por el trofoblasto es dependiente del
aporte de los andrégenos de origen fetal, debido a la carencia de la 17a-hidroxilasa
placentaria [128]. Por lo cual, la determinacion del E; se realiz6 mediante la adicion
de androstendiona como sustrato para el CYP19. Los resultados mostraron que el
calcitriol incrementd la bioconversion de androstendiona hacia E; de una forma

dependiente de la concentracion.

Aunque el calcitriol como el VDR son producidos en la placenta, las funciones del

VDR vy su ligando natural no han sido del todo determinadas. Evidencias previas
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muestran que el calcitriol juega un papel primordial en la biosintesis de estrogenos.
Al respecto, Kinuta y cols [28], demostraron que la expresion y actividad del CYP19
disminuyd en las génadas de ratones mutantes nulos para el VDR. En otro estudio
Sun y colaboradores, mostraron en una linea de coriocarcinoma humano que la
actividad del CYP19 se estimulé por el calcitriol y retinoides, caracterizando un
VDRE atipico en el promotor del CYP19. Lo anterior sugiere que el efecto del
calcitriol sobre el citocromo en el trofoblasto es a través de la modulacién
transcripcional. Esta posibilidad es apoyada por la observacion de que la adicion
simultdnea del calcitriol y androstendiona no aumentaron significativamente la
secrecion del estradiol (dato no mostrado). La busqueda in silico de regiones
reguladas por el calcitriol en el promotor del gen CYP19 mostré 2 VDRE que podrian
ser sitios regulados por el calcitriol. Sin embargo, el hallazgo de que el inhibidor
selectivo de la PKA previno el efecto del calcitriol sobre la secrecion del E;, coincide
con previos reportes que muestran que la conversion de los andrégenos hacia
estrogenos en celulas JEG-3 y ovario se estimul6 con téxina del colera y forskolina
[129, 130]. Por lo tanto, el hecho de que el calcitriol no ejercio efecto sobre la
secrecion del E, en presencia del H89 indica que también la via de sefializacion de
la PKA estad involucrada. Apoyando lo anterior, el trabajo mostré que el calcitriol
propicié la acumulacion de AMPc intracelular, con lo cual se sugiere que el calcitriol
estimulé la secrecion del E; en el trofoblasto actuando sobre el promotor del CYP19
ya sea por la via de sefalizacién de la PKA o a través de algun VDRE localizado en

la region promotora del gen.
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Consideraciones de laregulacion de la P,y el E; por el calcitriol

En conjunto, los datos muestran que el calcitriol induce la secrecion de la P, y el E;
en las células de trofoblasto en cultivo mediante el estimulo de sus respectivas
enzimas. Lo anterior resulta relevante en vista de que poco se sabe de los ligandos
naturales que contribuyen al incremento de hormonas esteroides durante la
gestacion. Ademas con los hallazgos obtenidos resulta interesante estudiar la
participacion del calcitriol sobre otras secuencias y factores de transcripcion que
regulan la expresion de la HSD3B1 y del CYP19, las cuales son moduladas de
manera especifica en el trofoblasto [102, 109, 131, 132]. Por otra parte, los
resultados sugieren que el calcitriol podria modular la actividad enzimética de otras
deshidrogenasas y/o citocromos involucrados en la biosintesis esteroidal, asi como
la sintesis de otros compuestos como el 2-metoxiestradiol, un derivado del E; que se
forma por accion de la catecol-o-metiltransferasa, el cual actia como agente
protector en contra de la preeclampsia [133], o tal vez favorecer la biosintesis del
estetrol en el compartimento fetal, el cual se ha identificado como marcador de

viabilidad fetal y preventivo de la osteoporosis [134].

En general, basados en los resultados, en la presente tesis se han integrado algunas

vias que participan en la regulacion de la produccién de la hCG, P4y E, por el calcitriol.

Los datos mostrados pueden ser de utilidad en medicina reproductiva, ya que algunas

patologias del embarazo se asocian con concentraciones inadecuadas de alguna de

estas hormonas y los resultados podrian considerarse para el disefio de estrategias

especificas en el tratamiento de dichas patologias.
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Perspectivas

Los datos presentados demostraron un efecto bifasico del calcitriol sobre la secrecién
y expresion de la hCG, asi como un efecto inductor sobre la secreciéon de la P, y el
E,. Se prob6 también que para ejercer estas respuestas, uno de los mecanismos de
accion es por una via dependiente del incremento del AMPc intracelular. Sin
embargo, sera interesante comprobar la participacion de las corrientes de calcio que
el calcitriol pudiera estar regulando en las células de trofoblasto. Se propone utilizar
como herramienta electrofisiolégica la técnica de patch-clamp para llevar a cabo
dichas evaluaciones. Asimismo, se sugiere evaluar el impacto del calcio sobre las

concentraciones intracelulares del AMPc.

Por otra parte, sera importante evaluar los efectos del calcitriol en presencia de un

antagonista especifico del VDR, con la finalidad de conocer si el mecanismo

gendmico del calcitriol esta implicado en la disminucion de la hCG a largo plazo.
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X. CONCLUSIONES

El calcitriol en la placenta ejerce un efecto de tipo autocrino en la regulacion

de hormonas tanto glicoproteicas como esteroides.

Los resultados obtenidos muestran que el calcitriol ejerce un efecto bifasico
dependiente del tiempo sobre la secrecion y expresion de la hCG: el estimulo
es mediado por la acumulacion rapida de AMPc intracelular, mientras que la

inhibicién puede deberse a un evento genémico mediado por el VDR.

Las observaciones de este estudio indican que el calcitriol es capaz de
incrementar significativamente la secrecion P, y E, en trofoblastos humanos

en cultivo.

La biotransformacién de los esteroides involucra primordialmente la regulacion
de las regiones promotoras de HSD3B1 y CYP19 que fueron inducidos

significativamente por el calcitriol.

El efecto del calcitriol sobre la 33-HSDI sugiere un mecanismo que depende
parcialmente de la activacion de la PKA, mientras que para el CYP19 se utiliza
tanto la generacién de AMPc, asi como de la accion directa sobre elementos

de respuesta en la region promotora del gen CYP19.
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Abstract

Calcitriol exerts a diverse range of biological actions including the control of growth and cell differentiation, modulation of hormone
secretion, and regulation of reproductive function. The placenta synthesizes calcitriol through the expression of CYP27B1, but little is known
about local actions of this hormone in the fetoplacental unit. The objective of this study was to investigate the effects of calcitriol upon
progesterone (P4) and estradiol (E;) secretion in trophoblasts cultured from term human placenta. Cells were incubated in the presence of
calcitriol for 18 h and pregnenolone or androstenedione were subsequently added as substrates for the 33-hydroxysteroid dehydrogenase (33-
HSD) or P450-aromatase (CYP19), respectively. Calcitriol stimulated in a dose-dependant manner E, and P4 secretion. The use of a selective
inhibitor of PKA prevented the effects of calcitriol upon E, secretion, but not on P4. These results show that calcitriol is a physiological
regulator of placental E, and P, production and suggest a novel role for calcitriol upon placental steroidogenesis.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Calcitriol (1,25-dihydroxyvitamin D3) has well-establi-
shed effects on bone metabolism, mineral homeostasis and
as an antiproliferative and immunomodulatory hormone [1].
Besides the organs involved in mineral homeostasis, the vita-
min D receptor (VDR) and the vitamin D-activating enzyme
CYP27BI1 are expressed in many tissues and cell types, which
respond to calcitriol with a diverse range of biological actions.
Innon-classic vitamin D target organs, calcitriol induces local
autocrine—paracrine effects that diverge from the traditional
endocrine effects. The placenta expresses CYP27B1 [2] and
the VDR [3,4]; but the potential role of locally generated
calcitriol as a modulator of fetal-placental development and
function is still under investigation. Previous studies have
demonstrated that calcitriol promotes calcium transport in
the placenta [5], stimulates placental lactogen expression
[6], decidualization of the endometrium [7], and regulates

* Corresponding author. Tel.: +52 5 555731160; fax: +52 5 556559859.
E-mail address: lorenzadiaz@gmail.com (L. Diaz).

0960-0760/$ — see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jsbmb.2006.12.097

HOXAT10 expression [8], a key target gene associated with
the implantation process. Furthermore, since calcitriol is
an immunosuppressive agent [9] and regulates the synthe-
sis of several cytokines including decidual prolactin [10],
it may contribute to the establishment of the fetoplacen-
tal unit. The hormones estradiol (E;) and progesterone (P4)
are produced from testosterone and pregnenolone by P450-
aromatase (CYP19) and 3B-hydroxysteroid dehydrogenase
(3B-HSD), respectively [11]. P4 and E; rise in concert with
advancing gestation, and these hormones synthesized within
the placenta play a major role in homeostatic mechanisms
important to pregnancy maintenance and the development of
the fetus. In general, E; regulates the maternal cardiovascular
system, uteroplacental blood flow, and placental neovas-
cularization, while progesterone helps to maintain uterine
quiescence as well as maternal immunotolerance to the fetal
allograft [11]. In the present study we investigated a direct
effect of calcitriol upon androstenedione and pregnenolone
biotransformation into E, and P4, respectively, in cultured
human syncytiotrophoblasts, in an effort to understand some
of the biological actions of calcitriol in the placenta.
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2. Materials and methods
2.1. Reagents

Culture media and fetal bovine serum (FBS) were
from Invitrogen (Grand Island, NY). Calcitriol was kindly
donated from Dr. Perrin, Hoffmann-La Roche Ltd. (Basel,
Switzerland). 8-Bromo cAMP (8-Br-cAMP), 33-hydroxy-
5-pregnen-20-one (pregnenolone) and androst-4-ene-3,17-
dione (androstenedione) were from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). Radioimmunoassays (RIA) for E, and
P4 were from Diagnostic Products Corporation (Los Ange-
les, CA) and the immunoassay (EIA) for human chorionic
gonadotrophin (hCG) was from Immunometrics Ltd. (Lon-
don, UK).

2.2. Trophoblast cell culture

This study was approved by the Institutional Human
Ethical Committee. Term placentae were obtained from nor-
mal gestations. Trophoblasts were cultured as previously
described [2]. Briefly, villous tissue was enzymatically dis-
persed and cells were separated on density Percoll gradients.
Trophoblasts were plated at a density of 8 x 10° cells/ml
in supplemented medium [(DMEM) 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin, 0.25 pwg/ml fungizone], containing
20% heat-inactivated FBS. Incubations were performed in
humidified 5% CO0,-95% air at 37 °C. Secreted hCG was
measured by EIA. Protein content was determined by the
method of Bradford [12] and results were expressed as [lU/mg
protein.

2.3. P450-aromatase and 3 B-HSD activity

Trophoblasts cultured for 24h were incubated with
increasing concentrations of calcitriol in serum-free
DMEM/F12. After 18 h, pregnenolone or androstenedione
were added as substrates for 33-HSD and P450-aromatase,
respectively, and incubations continued for 3 and 6 more
hours. P4 and E; were evaluated in culture media by RIA,
and results normalized against total protein content.

2.4. Statistical analysis

Statistical significance among comparisons was estab-
lished using Student’s -test. A P-value < 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Morphological and functional evaluation of
cultured syncytiotrophoblasts

Cultured purified cytotrophoblasts aggregated and formed
syncytia in a time dependent manner. Cell culture viability
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Fig. 1. Temporal pattern of hCG secretion by cultured human syncytiotro-
phoblasts. Mononuclear cells were incubated for 3 days in the absence
(closed circles) or the presence (open circles) of 8-Br-cAMP (1.5 mM).
hCG in culture media was measured daily and data are presented as the
mean £ S.D. of three cell cultures. “P<0.005 vs. day 1; **P<0.005 vs.
control.

was evaluated by measurements of hCG in the presence or
absence of 8-Br-cAMP. Basal secretion of hCG into the cul-
ture media increased during the cytodifferentiation process.
Cells cultured in the presence of 8-Br-cAMP secreted signif-
icantly more hCG (Fig. 1). These data, in addition to mor-
phological cell evaluation, further confirmed the functional
integrity of the culture system used throughout this study.

3.2. Stimulation of P450-aromatase and 38-HSD
activity by calcitriol

Incubation of cells in the presence of calcitriol during 18 h
and subsequent addition of androstenedione or pregnenolone
resulted in a dose-dependant increase in E, (Fig. 2A) and P4
(Fig. 2B) secretion, which was statistically significant after
3 and 6h respectively. However, no differences in steroid
secretion between control and calcitriol stimulated cells were
observed when calcitriol and steroid precursors were added
simultaneously and incubated for only 6 h. Interestingly, cal-
citriol stimulated P4 secretion even in the absence of the
corresponding exogenous precursor (data not shown).

3.3. Effects of H-89 upon calcitriol-dependant hormone
stimulation

Incubation of cells in the presence of calcitriol and
H-89, a selective inhibitor of the protein kinase A (PKA),
abrogated the stimulatory effects of calcitriol upon the
bioconversion of androstenedione to E; (Fig. 3); however,
calcitriol-mediated 33-HSD activity was not affected by the
PKA inhibitor (Fig. 3).

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that calcitriol
stimulates E; and P4 secretion in cultured human syncytiotro-
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Fig. 2. Calcitriol effects upon E; and P4 secretion in cultured human
syncytiotrophoblasts. Cells were incubated in the presence of increasing
concentrations of calcitriol (1 x 107! to 1 x 10~7 M) during 18 h. Subse-
quently, E, and P4 secretion was measured after 3 or 6 h incubation with
1 x 10~7 M androstenedione (A) or pregnenolone (B), respectively. Results
were expressed as percent over ethanol-treated control cultures. Each bar
represents the mean + S.D. of three cell cultures. “P <0.05 vs. control.
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Fig. 3. Effects of a PKA inhibitor upon calcitriol-dependant stimulation of
P4 and E; secretion in cultured human syncytiotrophoblasts. Cells were
incubated with calcitriol (1 x 10~7 M) in the presence or absence of H-
89 (5 uM). Following 18h, steroid precursors (1 x 1077 M) were added,
and the incubations proceeded for 3 or 6h for E; and P4 quantification,
respectively. Calcitriol incubations in the absence of H-89 represent 100%
biotransformation. Bars are the mean + S.D. of three cell cultures. * P <0.005
vs. calcitriol incubations without H-89.

phoblasts. Calcitriol effects upon other placental hormones
such as placental lactogen and prolactin have previously been
shown [6,10]. These observations support the concept that
calcitriol is a regulator of placental endocrine function. Even
though calcitriol and VDR are synthesized and expressed in
the placenta [2,3], the functions of the VDR and its natural
ligand in this tissue are poorly understood. Two pieces of
evidence have shown that calcitriol, acting through the VDR,
plays a primordial role in estrogen biosynthesis. Kinuta et
al. showed that P450-aromatase activity and CYP19 gene
expression are decreased in gonads of the VDR null mutant
mice [13]. In another study, Sun et al. demonstrated in a
human choriocarcinoma cell line, that P450-aromatase activ-
ity and expression are stimulated by calcitriol and retinoids;
and characterized an atypical vitamin D response element in
CYP19 promoter [14]. These findings suggest that calcitriol
stimulation of CYP19 activity in the model used in this study,
was probably at the level of CYP19 gene transcription. This
possibility was further supported by the observation that con-
comitant addition of calcitriol and steroid precursors did not
significantly augment E, secretion. Additional research to
this regard is being undertaken in our laboratory. The finding
that a selective inhibitor of PKA activity (H-89) prevented
calcitriol effects upon E; secretion was in line with previous
reports showing that bioconversion of androgens to estrogens
in JEG-3 cells and ovary is stimulated by cholera toxin and
forskolin [15,16]. Harada et al. demonstrated that cAMP is
involved in CYP19 transcription, and characterized a cAMP
responsive element in CYP19 placental-specific promoter
[16]. Furthermore, the observation that calcitriol did not stim-
ulate E; secretion in the presence of H-89 suggested that the
PKA signaling pathway is involved in calcitriol actions at
the placental level. In fact, it has been shown that calcitriol
significantly increased cAMP within a period of 1-10 min
in heart muscle cells and human trophoblasts [17,18]. These
data suggest that calcitriol stimulates E, secretion in the tro-
phoblast acting at different levels of the CYP19 promoter;
either by the PKA signaling pathway, or through the atypi-
cal VDR response element. Our results also showed that P4
secretion was stimulated by the secosteroid, but in contrast to
Ej, the presence of H-89 did not abrogate calcitriol-stimuli.
In placenta and other tissues, pregnenolone, produced by the
action of the P450 side chain cleavage enzyme (P450scc),
is converted to P4 by the 33-HSD [19]. It is accepted that
the rate-determining step in placental P4 synthesis is the
electron transport to the P450scc, indicating that the con-
centrations of adrenodoxin reductase (AR) is the limiting
component for P450scc activity [19]. Although Chaudhary
et al. demonstrated that hCG stimulation of P4 secretion is
through a cAMP second messenger pathway [20], cAMP
does not seems to act directly upon the 33-HSD, but rather
on P450scc and AR [19]. In our study, the rise on P4 secretion
appeared to be an effect independent of the PKA signaling
pathway. Considering previous results from our laboratory
demonstrating that cultured trophoblasts synthesize calcitriol
[2], the present study indicates that this hormone acts as an
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autocrine—paracrine signal in the regulation of E; and P4
secretion in placental cells.

In summary, the results presented herein showed that
calcitriol stimulated both 33-HSD and P450-aromatase in
cultured human syncytiotrophoblasts, and suggested that
the mechanism underlying calcitriol-mediated effects upon
androstenedione bioconversion to E, was a PKA-mediated
pathway, whereas regulation of 33-HSD appeared to be con-
trolled by a different mechanism independent of cAMP.
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Immunological role of progesterone
in the maintenance of pregnancy

ABSTRACT

Progesterone is an essential hormone for pregnancy mainte-
nance. This hormone acts by binding to its intracellular re-
ceptor or by rapid non-genomic actions to regulate a wide
variety of biological functions in the feto-placental unit. Pro-
gesterone regulates blastocyst implantation and placental
development by inducing immunosupression through type
Th2 cytokines secretion. This review summarizes current re-
search about the role of progesterone as critical regulator of
expression and secretion of cytokines by T-cell and other pla-
cental cells.

Key words. Progesterone. Cytokines. NF-kB. Calcineurin. T-
lymphocytes. Trophoblast.

INTRODUCCION

La progesterona (P,) es una hormona esteroide
de 21 atomos de carbono con numerosas funciones
biolégicas, principalmente ligadas a eventos repro-
ductivos. En la mujer esta hormona es producida
principalmente en el ovario por las células del cuer-
po lateo. En caso de que ocurra la fertilizacion, los
trofoblastos sintetizaran P, en gran cantidad, gra-
cias a la bioconversion de lipoproteinas de baja den-
sidad maternas a pregnenolona y posteriormente a
P,. Las concentraciones séricas de P, durante el em-
barazo se incrementan significativamente de forma
lineal conforme avanzan las semanas de gestacion,

RESUMEN

La progesterona es una hormona esteroide muy versatil y
esencial para el mantenimiento del embarazo. El principal me-
canismo de accion de la progesterona es el clasico, via receptor
intracelular, regulando diversas funciones, aspectos celulares
y vias moleculares implicadas en el proceso de la implanta-
cién. Asimismo existen mecanismos adicionales que no depen-
den de la interaccién del complejo hormona receptor con la
magquinaria transcripcional y que son capaces de regular rapi-
damente cascadas de senalizacién que determinaran la res-
puesta de la célula. En particular se ha demostrado que la
progesterona ejerce efectos inmunosupresores durante la ges-
tacion al favorecer la secrecién de citocinas de tipo Th2 por los
linfocitos T, evento importante para regular el sistema inmu-
nolégico materno y evitar el rechazo de la placenta. El objeti-
vo de esta revisién se centra en analizar la influencia de la
progesterona en la interfase materno-fetal sobre la expresion
y secrecion de citocinas por las células T y no T como es el
caso del trofoblasto.

Palabras clave. Progesterona. Citocinas. NF-kB. Calcineu-
rina. Linfocitos T. Trofoblasto.

alcanzando valores que oscilan entre 475-556 nmol/
L (150-175 ng/mL) al término.! Este aumento favo-
rece la adaptacion del sistema materno-fetal al indu-
cir cambios directos sobre blancos especificos a P, o
mediante su biotransformacién a otros esteroides ta-
les como andrégenos y estrégenos (Figura 1) produ-
cidos por la unidad funcional fetoplacentaria.?

Se ha descrito que la P, tiene efectos sobre la ovu-
lacion y el desarrollo de la glandula mamaria. Des-
pués de la fecundacion, la P, induce la proliferacién,
diferenciacion y decidualizacion de las células del
endometrio creando un ambiente propicio para el
proceso de la implantacién. Asimismo, la P, contri-
buye a la inhibicién de las contracciones uterinas,

Revista de Investigacion Clinica / Vol. 59, Nom. 2 / Marzo-Abril, 2007 / pp 139-145
Version completa de este articulo disponible en internet: www.imbiomed.com.mx
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arom), y ¢) Principales componentes del hRP.
Fostfatos (P); chaperonas (Chp), dominio de ac-
tivacion funcional (AF), dominio de unién al
DNA (DBD), secuencias de localizacién nu-
clear (SLN), region bisagra (H), dominio de
union al ligando (LBD).

disminuye las conexiones gap, estimula la actividad
del 6xido nitrico sintetasa uterina y regula la secre-
cién de citocinas.3® Sin embargo, los mecanismos
para ejercer estos efectos son diversos y en algunos
casos no han sido totalmente esclarecidos. En esta
revision se analizan las principales vias que utiliza
la P, para modular el proceso de implantacién y la
retencion del feto a lo largo de la gestacion, enfati-
zando sus propiedades inmunolégicas.

~ MECANISMO
CLASICO DE ACCION DE LA P,

Desde hace varias décadas el mecanismo por el
cual la P, ejerce sus efectos ha sido motivo de estu-
dio, atribuyendo en gran parte sus acciones al meca-
nismo clasico de la accién gendmica de las hormonas
esteroides. Por sus propiedades hidrofébicas la P,
atraviesa la membrana plasmatica de las células
blanco y se internaliza en el citoplasma para inte-
raccionar con su receptor intracelular especifico
(hRP). La interacciéon del esteroide con su receptor
en el dominio de unién al ligando (LBD) induce un
cambio conformacional que permite separar las mo-
léculas chaperonas (hsp90, hsp70, hsp40, Hop y
p23) que se encuentran unidas al hRP y favorece la
fosforilacion del receptor para iniciar su dimeriza-
cion. Posteriormente el complejo hormona-receptor
se une a los elementos de respuesta a P, en el DNA
y se acoplan los factores de transcripcién necesarios
para que la polimerasa se una al promotor e inicie la
transcripcion de genes especificos dependiendo del

tipo celular (Figura 1). La expresion de genes blan-
co es modulada a través del efecto de coactivadores o
correpresores, respectivamente.5’

RECEPTORES AP,

En el ser humano existen principalmente dos iso-
formas del receptor para P, que son estructuralmente
similares pero diferentes funcionalmente: el receptor
A (hRP,) de 94 kDa y el B (hRPy) de 116 kDa que
pertenecen a la familia del tipo I de los receptores a
hormonas nucleares.® El gen del hRPy consiste de
ocho exones separados por siete intrones que codifi-
can para una proteina que contiene diferentes domi-
nios funcionales. El ex6n 1 codifica para la regién
N-terminal del receptor y para uno de los tres domi-
nios de activacién funcional: el AF-3. Los exones 2 y
3 codifican para el AF-1 y el dominio de unién al
DNA altamente conservado, que contiene dos dedos
de cinc asimétricos coordinados cada uno por cuatro
residuos de cisteina. Los exones 4-8 codifican para el
LBD y para el AF-2. En esta parte también se codifica
para la region bisagra, los sitios de localizaci6n nu-
clear y motivos importantes para la dimerizacién del
receptor y unién de las proteinas de choque térmico
(hsp) e inmunofilinas. El hRP, proviene del mismo
gen que el hRPy, pero su transcripcién es regulada
por un promotor alterno que presenta la terminaciéon
N-terminal truncada, y que carece de 164 aminoaci-
dos que corresponden al dominio AF-3.9:10

Las isoformas de los receptores a P, al igual que
otros miembros de la familia de receptores a hormo-
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nas esteroides, son susceptibles de ser fosforiladas
por multiples proteinas cinasas principalmente sobre
residuos de serina a través de toda la molécula, pero
particularmente en la regién amino terminal (Figu-
ra 1). Los RPs contienen un total de 14 sitios de fos-
forilacién conocidos (ser 20 25, 81, 102,130, 162, 190, 213, 204,
345,400y 676 y Thy 430,554) T,0s residuos de serina en la
posicién 81, 162, 190, 400 y un residuo de treonina
son definidos como sitios basales constitutivamente
fosforilados en ausencia de la hormona, mientras
que las serinas 102, 294 y 345 son sitios inducidos
por la hormona que se fosforilan entre 1-2 horas des-
pués del tratamiento con progestinas.!! Aunque la
importancia de la fosforilacion no ha sido totalmen-
te estudiada, se ha implicado en la regulacion de la
transcripcion de genes al permitir la interaccion del
receptor con algunos correguladores atn indepen-
dientemente del ligando. Por otra parte, la P, y los
RPs pueden activar vias de senalizacién que involu-
cran el entrecruzamiento de senales para inducir di-
ferentes efectos biolégicos.1214

ACCIONES INMUNOSUPRESORAS
Y ANTIINFLAMATORIAS
DE LA P, DURANTE EL EMBARAZO

El embarazo es una condicién tnica que garantiza
el desarrollo de un organismo independiente con di-
ferente perfil antigénico al de la madre. El proceso
de la implantaciéon se controla por la integracién de
mecanismos promovidos por los diferentes tipos ce-
lulares presentes en la interfase materno-fetal que
incluyen: células del trofoblasto, células deciduales y
linfocitos T. Como ha sido revisado en extenso por
otros autores, durante este proceso estan involucra-
das diversas moléculas que incluyen a las hormonas
esteroides sexuales, los factores de crecimiento, las
citocinas, los mediadores lipidicos, los agentes vaso-
activos, el calcitriol, los factores de adhesion celular
y los factores de transcripcion que implican a los ge-
nes HOX, entre otros.!®16 Asimismo, la regulacién
del aspecto inmunolégico materno se mantiene en
constante estudio, senalandose que las moléculas
producidas por las células deciduales y del trofoblas-
to tienen una importante participacion en la acepta-
cién de la placenta por la madre.

En particular, la P, contribuye de forma prepon-
derante e integral en funciones de tolerancia inmu-
nolégica que permiten la supervivencia del feto al
evitar el rechazo de la placenta, que es considerada
como un alo-injerto dentro del ttero.!” Durante el
embarazo los diferentes tipos celulares que median
la implantacién, son susceptibles a los efectos de la

P, debido a la creciente produccién de esta hormona
y sus receptores en este periodo.!® El efecto de la P,
sobre estas células promueve la retencién del alo-in-
jerto fetal regulando el reconocimiento de antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad paternos,
la polaridad de las células T efectoras, la sensibili-
dad de las células presentadoras de antigeno y supri-
miendo la actividad de los macréfagos.

Es importante mencionar que diferentes estudios
han concluido que las citocinas como IL-12 (un po-
deroso inductor de IFN-y), IFN-y e IFN-a promue-
ven la diferenciacién de las células T virgenes hacia
células Thl y que son daninas para el embarazo,
mientras que en numerosos sistemas IL-4 es un fac-
tor que determina la polarizacion de las células T
virgenes y células Th de memoria a células Th2 para
favorecer asi la implantacion, evitando el rechazo de
la madre.!® Sin embargo, el mecanismo de regula-
ci6n de la secrecion de citocinas presentes en la in-
terfase continiia en estudio.

Los trabajos de Szekeres-Bartho, et al.?” senalan
que los efectos inmunomoduladores de la P, son me-
diados por una proteina de 34 kDa llamada factor
bloqueador inducido por progesterona (PIBF). El
PIBF es sintetizado por la accién de P, en los linfo-
citos de mujeres embarazadas sanas mediante el me-
canismo clasico antes descrito. El incremento del
PIBF en linfocitos bloquea la accién de la fosfolipasa
A2, evitando asi la liberacion del acido araquidénico
y la produccién de prostaglandinas y/o leucotrienos,
lo que conduce a su vez a la disminucién de la pro-
duccién de IL-12 dependiente de esta via. Paralela-
mente, se inhibe la actividad de las células “natural
killer” (NK) que son activadas por IL-12, con una
subsecuente degranulacién y liberacién de las perfo-
rinas.?! La biosintesis del PIBF se favorece por la
sobreproduccion de los receptores a P, en los linfoci-
tos activados entre las células del trofoblasto y las
células deciduales.?? Trabajos realizados en ratones
Balb/c y en humanos tratados con la antiprogestina
RUA486 han confirmado la importancia de la P, sobre
la produccion del PIBF. La administracién del
RU486 en ratones propicia la reabsorciéon de las
crias, lo cual se asocia con la incapacidad de las cé-
lulas del bazo para producir PIBF.2? Este efecto se
revierte cuando existe un tratamiento simultaneo
con PIBF. En el humano, se determiné que el indice
de expresion de esta proteina disminuye en los linfo-
citos de sangre periférica de mujeres embarazadas
que interrumpieron su gestacién por la administra-
cion del RU486 y los estudios inmunocitoquimicos
mostraron que el porcentaje de linfocitos positivos a
PIBF se redujo después de la administraciéon de la
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antihormona.?* Experimentos in vivo e in vitro
muestran que en linfocitos activados y tratados con
PIBF se induce la producciéon de citocinas de tipo
Th2 (IL-3, IL-4 e IL-10) capaces de suprimir la dife-
renciaciéon a Thl. El mecanismo propuesto para ex-
plicar este hecho es por la interaccion del PIBF con
las proteinas transductoras de senales y activadoras
de la transcripciéon (STATSs), las cuales juegan un
papel importante en la sintesis y vias de senalizacion
de las citocinas.?’ Diferentes miembros de la familia
STAT (en los mamiferos la familia STAT consta de
al menos seis miembros, designados como STAT 1-
6), son activados por una variedad de citocinas que
incluyen a los interferones a, B y v, la IL-6, hormo-
nas de crecimiento, la eritropoyetina y la leptina de
una forma dependiente de la familia Janus cinasas.
Este tipo de tirosinas cinasas pueden activar a las
proteinas STAT, fosforilando directamente los resi-
duos de tirosina criticos para que las moléculas
STAT formen homo- o hetero-dimeros. Los comple-
jos STAT fosforilados en residuos de tirosina entran
al nidcleo y activan genes blanco al unirse con sus
secuencias de DNA especificas. En particular se sabe
que STAT-4 es principalmente fosforilado por una
via dependiente de IL-12 en células T y en las célu-
las NK por las tirosinas cinasas Jak2 y Tyk2, lo que
conduce a la produccién de citocinas de tipo Th1.2%
Sin embargo, el PIBF producido por la accién gené-
mica de la P, ejerce efectos negativos sobre la fosfo-
rilacion de la proteina STAT-4 impidiendo su
translocacién al ntcleo. En contraste, el PIBF fosfo-
rila a la proteina cinasa C (PKC) y al receptor de IL-
4 los cuales interaccionan con la proteina STAT-6
para favorecer su fosforilacion y translocacién nu-
clear e inducir la producciéon de citocinas de tipo

Th2.2627 Cuando IL-4 e IL-12 estan presentes, la di-
ferenciacion de las células T y NK es regulada por el
balance de PKC activa y las concentraciones de cal-
cio, de manera que la alta actividad de PKC y la baja
concentracion de calcio favorecen el desarrollo tipo
Th2 y viceversa (Figura 2).

INMUNOSUPRESION )
DE P, POR INTERFERENCIA DE LA VIA NF-kB

Por otra parte, el proceso de polarizacién celular
de los linfocitos T hacia un fenotipo Thl vs. Th2 es
un evento regulado por la activacion y/o inhibicién
del factor nuclear NF-kB. Al respecto se ha descrito
que la P, ejerce su funcién inmunosupresora en los
linfocitos de forma similar a los glucocorticoides, al
impedir la activacién del NF-kB (Figura 2).28 El NF-
KB es un factor de transcripciéon que esta formado
por dimeros pertenecientes a la familia proteica Rel
constituido principalmente por el heterodimero pro-
totipico p65/p50, considerado como el mejor induc-
tor de genes inflamatorios. E1 NF-kB se localiza en
el citoplasma inactivado por una proteina inhibidora
llamada IkB de 60 a 70 kDa que se asocia especifica-
mente con los dimeros NF-kB formando un trimero
incapaz de unirse al DNA. El mecanismo de senaliza-
cién comienza cuando IkB es fosforilado por la via
dependiente del complejo IkB cinasa (IKK), un com-
plejo con una masa molecular de aproximadamente
700-900 kDa, que contiene una subunidad regulado-
ra IKKyYNEMO 2 y dos subunidades cataliticas;
IKKa e IKKR. La activaciéon de IKK requiere de la
fosforilacion previa de las dos subunidades cataliti-
cas y finalmente de IkB, marcandola para su degra-
dacién por la via de la ubiquitina-proteosoma, asi el

a) b)

IL-4R[) Membrana plasmatica

Figura 2. Control de la P, sobre la secre-
cion de citocinas tipo Th1/Th2. a) El complejo
hormona receptor en el DNA induce la produc-

IBF-R Fosfolipasa A2
A\

eicosanoides * ¢

Jak1

=i

Degradacion por la via:
Ubiquitina-proteosoma

cién del PIBF. EI PIBF permite la fosforilacién
(P) del receptor a IL-4 (IL-4Ra) y de la PKC
con la subsecuente activacion de STAT-6. Asi-
mismo, el PIBF inhibe la fosforilacion de
STAT-4 y la accion de la fosfolipasa A, impi-
diendo la liberacion de los eicosanoides y la
produccién de citocinas Th1, b) Inhibicién de
la P, sobre la produccién de citocinas proinfla-
matorias inducidas por NF-kB, c) Interaccion
de la P, con canales de K* en la membrana ce-
lular, disminuyendo la [Caz*],. y en consecuen-
cia evitando la activacion de NF-AT,
respectivamente. Notese la supresion de citoci-
nas tipo Th1. Las lineas punteadas representan

Despolarizacion

A\
*cah

IL-2, 3, 4, GM-CSF,
FasL, otros

las vias de sefializacion bloqueadas.
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NF-kB queda activado para su translocacion nuclear
e inducir la expresion de algunas citocinas que in-
cluyen: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-a entre otras.??
En la linea celular T47D, que expresa constitutiva-
mente los receptores a P,, se mostré la capacidad
de P, para inducir la produccién de IkBa (inhibidor de
NF-kB) interfiriendo directamente con la activacién
de NF-kB.?° Asimismo se propone que la P, unida a
su receptor puede competir con NF-kB por un sitio
de unién adyacente al DNA impidiendo la expresion de
genes inducidos por parte del NF-kB, asi como por la
competicion de cofactores esenciales para su trans-
cripcién o bien al modificar la produccién de citoci-
nas por efecto de transrepresiéon del RP con el
NF-kB directamente o con factores de transcripciéon
clave de forma tejido especifico.?°

ACCIONESDE LA P,
POR VIAS NO GENOMICAS

En contraste a la accién genémica de la P, exis-
ten efectos que han sido catalogados como de tipo no
genémico,?! determinados por su rapido inicio de ac-
ciéon (de segundos a minutos), que resultan en dife-
rentes vias de senalizacion que involucran proteinas
de membrana. La activacién de dichas vias favorece
o reprime la produccién de algunas citocinas linfoci-
tarias, que en consecuencia determinaran su tipo de
polarizacion. En efecto, se determiné que los canales
de potasio (K*) de la membrana de linfocitos T son
sensibles a la accién de P, mas que a otros esteroi-
des como testosterona o estradiol. Los canales de K*
activados por voltaje y los canales de K* activados
por calcio son bloqueados por accién directa de la P,
de forma rapida y reversible. El bloqueo provoca la
despolarizacion de la membrana y la inhibicién de
vias que dependen de la concentraciéon de calcio in-
tracelular ([Ca2*],).3233 En los linfocitos T la expre-
sion del gen IL-2 puede activarse mediante el factor
nuclear de las células T activadas en el citoplasma
(NF-ATe), sin embargo, la activacion del NF-ATc es
dependiente de una fosfatasa de treonina y serina,
llamada calcineurina. Cuando el receptor de la célu-
la T interacciona con el antigeno, se induce la libe-
racién de Ca2* de almacenes intracelulares y la
captura de Ca?* extracelular por la apertura de
los canales de calcio regulados por capacitancia
(CRAC) en la membrana celular. El incremento en
la [Ca®*], activa a la calcineurina, que se une y des-
fosforila al NF-ATc para promover su translocaciéon
al nicleo e inducir la expresién de IL-2. Este proce-
so es reprimido por la interacciéon de P, sobre los ca-
nales de K* que al despolarizar la membrana

disminuye la [Ca?*], evitando la activacién de la cal-
cineurina, de NF-ATc y la expresion génica de IL-2,
respectivamente. Las concentraciones séricas de P,
secretada por las células de la placenta son suficien-
tes para bloquear los canales de K+ en los linfocitos
circulantes en la interfase materno-fetal, mostrando
un mecanismo que contribuye al efecto inmunosu-
presor que presenta la P, de manera independiente a
la unién con su receptor especifico (Figura 2).

El efecto dual de la P, en su mecanismo de accién
incrementa la posibilidad de su asociacién en las di-
ferentes vias y mecanismos de senalizacion, para
direccionar el fenotipo Th2 durante el embarazo y
mantener el efecto inmunosupresor a lo largo de la
gestacion; no obstante, su interaccién con otras mo-
léculas se encuentra en constante estudio. Intere-
santemente, reportes recientes han mostrado que
ademas de los linajes Thl y Th2, existe el subtipo
poblacional Th17, involucrado en enfermedades au-
toinmunes y cancer.3* Las células Th17, asi como
las células de cito- y sinciciotrofoblasto secretan IL-
17, una citocina proinflamatoria que se encuentra
involucrada en procesos de neovascularizacion, en la
produccion de moléculas proangiogénicas y en el
proceso invasor del trofoblasto.3%36 En general, la
produccién de células Th17 es determinada por
la asociacién de TGF-B1 e IL-6 y en menor grado
por IL-23.343738 Sy diferenciacién depende de la acti-
vacion de STAT-3 por accién de IL-6 o IL-23, mien-
tras que su produccién es inhibida por IL-4, IL-13 e
IL-25.3° Estas observaciones abren importantes
fuentes de investigacién del efecto de la P, en la re-
gulacién de esta subpoblacién y en la produccién de
IL-17 de una forma autocrina o paracrina por las cé-
lulas del trofoblasto o las deciduales. Cabe mencio-
nar que las células del trofoblasto expresan ademas
de IL-17 otras citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-6,
IL-10, el IFN-y, el TNF-a y el GM-CSF35:4041 y se ha
descrito que en mujeres con preeclampsia la placen-
ta secreta cantidades mayores de IL-2, IFN-y y
TNF-a y produce menos IL-10 que las embarazadas
normales.*? Asimismo, se ha determinado que los ni-
veles de IL-4 e IL-10 producidos por las células T de-
ciduales son bajos en mujeres que sufren abortos
espontaneos en comparaciéon con los de una mujer
normal,*? estos hallazgos sugieren que la secrecién
de citocinas no es regulada correctamente porla P,.

P, Y EL PARTO

Es interesante destacar que los trabajos realiza-
dos a la fecha no han logrado determinar si la fun-
cionalidad de la P, se pierde durante el parto en el
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ser humano, ya que a diferencia de otras especies, la
concentracién de la P, en circulacién no disminuye
en relacion con el inicio de la labor. Con base en
esta observacion, algunas explicaciones han sido su-
geridas para el inicio de trabajo de parto:

1. La inactivacién de P, en tejidos blanco antes
de la interaccion con su receptor, por un cam-
bio en la sintesis local de su metabolismo o me-
diante su secuestro por una proteina de unién.

2. Un cambio en el nimero, afinidad o distribucién
de los receptores a P,, determinando que en muje-
res que no han entrado a labor la isoforma pre-
dominante es hPR; mientras que en mujeres que
entraron a trabajo de parto es hPR, 4% con el
subsecuente aumento en la expresion de los re-
ceptores de estrégenos. Asimismo, no se descarta
la participacion de nuevas isoformas del RPs pre-
sentes en la decidua.*®

3. La produccién de antiprogestinas endégenas y/
o la participacion de inhibidores naturales de
las cascadas de senalizacion, los cuales previenen las
acciones bioldgicas de la P,.

4. Elincremento en la concentracion de agentes ute-
roténicos, los cuales mimetizan las acciones ini-
ciales de la P, y/o cambian el patrén de secrecién
de algunas citocinas que han sido reguladas por
la P, y en consecuencia provocan un cambio local
del balance Th1/Th2 al término del embarazo, y

5. Las acciones génomicas de las isoformas del RP
podrian ser diferencialmente modificadas por su
asociacion con las chaperonas y correguladores
nucleares o bien ser moduladas por la fosforila-
cion del receptor y por el entrecruzamiento con
otras vias de senalizacion.

CONCLUSION

Las evidencias mostradas dilucidan de manera ge-
neral como la P, afecta el balance Th1/Th2 durante
el embarazo; evento indispensable para contrarres-
tar el rechazo inmunolégico materno. Asimismo, la
produccion local de citocinas por las células del tro-
foblasto podrian ser influenciadas por la P, interac-
tuando de forma paracrina sobre la polaridad de los
linfocitos circulantes. Sin embargo, no se ha deter-
minado atn cudl via es la mas importante para re-
gular el evento de la tolerancia inmunolégica y la
retencion del producto. Sin duda, es necesaria la in-
tegracion simultanea de diversos mecanismos para
mantener el embarazo, asi como la interacciéon de la
P, con otras moléculas indispensables para el proce-
so de implantacién, lo cual es favorecido por el cons-

tante incremento de las concentraciones séricas de
la P, durante la gestacién. Por ejemplo, no se exclu-
ye la interaccién de la P, con otros esteroides para
sinergizar o potenciar su efecto. Dichos esteroides
pueden ser otras progestinas o el calcitriol, que dis-
minuye la expresién de IL-2 e INF-y cuando es ad-
ministrado periféricamente,*’” lo cual evoca un
patréon de respuesta Th2 beneficiando la implanta-
cién.*® Cabe senalar que algunas citocinas derivadas
de las células Th2 como IL-4 e IL-6 estimuladas por
la presencia de P,, inducen la liberacién de la gona-
dotropina coriénica humana (hCG) del trofoblasto y
esta hormona a su vez estimula la secrecién de P,
estableciéndose una estrecha relacion entre el siste-
ma endocrino y el inmunolégico.%?
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Abstract

Background: In pregnancy, maternal serum concentrations of calcitriol significantly rise as a result
of increased renal and placental contribution in order to assure calcium supply for the developing
fetus. Considering that placenta is a site for vitamin D activation, and the versatility and potency of
calcitriol, it is feasible that this hormone participates in fetal/placental development and physiology.
In the present work we studied calcitriol actions upon human chorionic gonadotropin (hCG)
secretion and expression in cultured trophoblasts, as well as vitamin D receptor (VDR) and
CYP27B| immunolocalization in placental villi.

Methods: Quantification of hCG in culture media was performed by immunoassay. Expression
studies were carried out by real time PCR. Analysis of CYP27B1 and VDR localization in placental
slides were performed by immunohistochemistry. Statistical significance was established by one
way ANOVA using Tukey test for comparisons.

Results: Calcitriol regulated hCG in a time-dependent manner: at 6 h the secosteroid stimulated
hCG, whereas longer incubations (24 h) showed opposite effects. Interestingly, calcitriol
stimulatory effects on hCG were accompanied by an increase in intracellular cAMP content and
were abolished by pre-incubation of the cells with a selective protein kinase A inhibitor.
Immunohistochemical techniques showed differential VDR localization in the syncytiotrophoblast
layer or in the vascular smooth muscle cells depending on the epitope to which the antibodies were
raised (specific for the carboxy- or amino-terminal regions, respectively). CYP27BI was
immunolocalized in the syncytiotrophoblast layer of placental villi.

Conclusion: The presence and location of the vitamin D activating enzyme CYP27BI as well as
the specific receptor for vitamin D were shown in placental sections. The latter, together with
findings demonstrating specific effects of calcitriol acting through the VDR and the cAMP/PKA
signaling pathway upon hCG expression and secretion, indicate that there is a functional vitamin D
endocrine system in the placenta, and recognize calcitriol as an autocrine regulator of hCG.
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Background

Vitamin D is metabolized to the steroid hormone 1,25-
dihydroxyvitamin D5 or calcitriol, which regulates cal-
cium homeostasis, modulates the immune response, and
promotes cellular differentiation, among other actions.
Calcitriol, the most active vitamin D metabolite, exerts its
biological effects by binding to the vitamin D receptor
(VDR), which is a ligand-activated transcription factor
that recognizes cognate vitamin D response elements
(VDREs) in target genes, and can also elicit rapid
responses mediated by membrane receptors [1]. Placenta
is a source and target of calcitriol [2]. In a similar manner
to the renal process, placental production of calcitriol is
catalyzed by the mitochondrial CYP27B1 [3]. In early
reproductive events, calcitriol has shown to evoke specific
biological effects such as regulation of the decidualization
and implantation processes [4,5]. In addition, calcitriol
regulates placental lactogen expression as well as proges-
terone and estradiol secretion in cultured human syncyti-
otrophoblasts [6,7]. Regarding other molecules that are
regulated by calcitriol in the placenta, Evans et al showed
that calcitriol acts in an autocrine/paracrine fashion to
regulate both acquired and innate immune responses,
decreasing synthesis of cytokines such as granulocyte-
macrophage colony stimulating factor 2, tumor necrosis
factor, and interleukin 6, but increasing expression of
mRNA for the cathelicidin antimicrobial peptide [8].
Since human chorionic gonadotropin (hCG) is a pivotal
hormone for pregnancy maintenance, the aim of the
present work was to broaden the knowledge of calcitriol
actions in the placenta, focusing in the study of its effects
upon hCG expression and secretion in cultured human
syncytiotrophoblasts. The data presented herein display a
functional vitamin D endocrine system present in human
placenta and suggest its involvement in regulating placen-
tal physiology.

Methods

Reagents

Culture media, fetal bovine serum (FBS) and Trizol were
from Invitrogen (NY, USA). TagMan Master reaction, Taq-
Man probes and the transcriptor RT system were from
Roche (Roche Applied Science, IN, USA), calcitriol
(1a,25-dihydroxycholecalciferol) was kindly donated
from Hoffmann-La Roche Ltd (Basel, Switzerland). 3-Iso-
butyl-1-methylxanthine (IBMX), 8-Bromo cAMP (8-Br-
cAMP), H-89 and the enzymes used for cell cultures were
from Sigma-Aldrich (MO, USA). Immunoassay for hCG
was from Immunometrics Ltd, (London, UK). CYP27B1
antibody (sheep anti-murine 25-hydroxyvitamin D-1la-
hydroxylase) was from The Binding Site (Birmingham,
UK). The VDR antibodies (rabbit polyclonal anti-VDR N-
20 sc-1009 and anti-VDR C-20 sc-1008), as well as the sec-
ondary antibodies rabbit anti-sheep-horseradish peroxi-
dase, and mouse anti-rabbit IgG-HRP were purchased
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from Santa Cruz Biotechnology (CA, USA). DAB (3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) was from Zymed
Laboratories Inc. (CA, USA).

Immunohistochemistry

This study was approved by the Institutional Human Eth-
ical Committee (Hospital de Gineco-Obstetricia "Luis
Castelazo Ayala", IMSS, México), and written informed
consents forms were obtained from each placental donor.
Term placentae (37-42 weeks of gestation) were acquired
from uncomplicated pregnancies.

Fresh placental tissue from 5 term placentas was embed-
ded in paraffin after fixation in 4% paraformaldehyde in
0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Serial sections (7 um)
were obtained according to standard procedures. Slides
were treated with methanol-hydrogen peroxide in order
to block the endogenous peroxidase activity. Normal rab-
bit serum and 1% BSA were used as blockers to decrease
non-specific signal. Slides were then incubated with pri-
mary antibodies (anti-CYP27B1, anti-VDR-N and anti-
VDR-C) during 45 minutes at room temperature, fol-
lowed by further washing and incubation with secondary
antibodies for another 45 minutes. Staining was devel-
oped using DAB substrate and the chromogen was con-
trasted with Mayer's hematoxylin. Immunolabeling
specificity was tested by omitting the primary antibody.

Trophoblast cell culture

Trophoblasts were cultured as previously described
[3,9,10]. Briefly: Villous cytotrophoblasts were obtained
by enzymatic dispersion and cells were separated on den-
sity Percoll gradients. Trophoblasts were plated at a den-
sity of 8 x 105 cellsymL in supplemented medium
[(DMEM) 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin,
0.25 mg/ml Fungizone], containing 20% heat-inactivated
FBS. Incubations were performed in humidified 5% CO,-
95% air at 37°C. The morphological aspects of cells were
examined daily, secreted hCG was measured by immu-
noassay (EIA) following manufacturer instructions and
results were normalized against total protein content. Pro-
tein was determined by the method of Bradford [11].

Calcitriol effects on hCG secretion

Two days-cultured trophoblasts were incubated in the
presence of different concentrations of calcitriol or etha-
nol as vehicle, in serum-free DMEM-F12 during 6 h or 24
h. Additional experiments were performed incubating the
cells with a selective protein kinase A inhibitor (H-89).
Incubations were stopped by media collection, cell lysis
with RIPA buffer (9.1 mM dibasic sodium phosphate, 1.7
mM monobasic sodium phosphate, 150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0.1% SDS, pH 7.4) was used for protein
determination and hCG was quantified in culture media.
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Calcitriol effects on hCG expression

For expression studies 3 x 10° cells were plated in 25 cm?
cell culture flasks and subjected to the same treatments as
stated above. Total RNA was extracted using Trizol and 1
pg was reverse transcribed using the transcriptor RT sys-
tem. Real-time PCR was carried out using the LightCycler
2.0 from Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many), according to the following protocol: activation of
Taq DNA polymerase and DNA denaturation at 95°C for
10 min, proceeded by 45 amplification cycles consisting
of 10sat 95°C, 30 s at 60°C, and 1 s at 72°C. The primer
pair was targeted to the  subunit of the hCG mRNA and
the sequences were as follows: GCTCACCCCAGCATC-
CTAT and CAGCAGCAACAGCAGCAG. The house keep-
ing gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was also amplified as an internal control, using
the  primers: AGCCACATCGCTGAGACAC and
GCCCAATACGACCAAATCC. The sizes of the resulting
amplicons were 131 bp and 66 bp, and the probes utilized
were # 79 and # 60 (Roche human universal probe
library), for hCG and GAPDH, respectively. The expres-
sion of CYP24A1 used as a control for calcitriol effects was
evaluated using the following sense and anti-sense prim-
ers: CATCATGGCCATCAAAACAA and GCAGCTCGACT-
GGAGTGAC and probe # 88 from Roche human universal
probe library.

Calcitriol effects on cAMP accumulation

Cells were incubated in the presence of calcitriol or its
vehicle in DMEM-F12 supplemented with IBMX (0.05
mM). Incubations were terminated after 10 minutes by
media collection and homogenization of the cells in RIPA
buffer. Samples were boiled during 5 min for phosphodi-
esterases inactivation and intracellular cAMP was meas-
ured by specific radioimmunoassay (RIA) as previously
described [12]. Results were normalized against total pro-
tein content and expressed as fmol CAMP/mg protein.

Statistical analysis

Data are presented as the mean + S.D. Statistical signifi-
cance among groups was established by one way ANOVA
using Tukey test. A P value < 0.05 was considered statisti-
cally significant.

Results

Immunohistochemical studies

Analysis of sequential placental tissue sections indicated
the presence of immunoreactive CYP27B1 in the syncyti-
otrophoblast layer (Fig. 1A). A similar immunostaining
pattern for VDR was visualized using an anti C-terminus
specific antibody, immunostaining was also identified in
vascular smooth muscle cells (VSMC, Fig. 1C). Interest-
ingly, the use of an anti N-terminus VDR specific antibody
disclosed intense immunostaining in the VSMC, and
weak signal in the syncytiotrophoblast layer was observed
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(Fig. 1E). Control incubations without primary antibod-
ies are shown in figure 1B, D and 1F. These results demon-
strated the presence in the placenta of two important
components of the vitamin D endocrine system. Consid-
ering these data, we searched for a marker of placental
function. Since trophoblast cell culture has proven to be a
good model to study placental physiology and hCG is a an
important marker of placental functionality, we decided
to use this system in order to evaluate calcitriol regulatory
actions at the placental level.

Calcitriol effects on hCG in cultured trophoblasts
Cultured purified cytotrophoblasts aggregated and
formed syncytia in a time dependent manner. Cell culture
viability was evaluated by measurements of hCG in the
presence or absence of 8-Br-cAMP, an analog of cAMP, a
well known regulatory factor of hCG expression [13,14].
Basal secretion of hCG into the culture media increased
during the cytodifferentiation process, and cells cultured
in the presence of 8-Br-cAMP secreted significantly more
hCG than controls (Fig. 2A). Similarly, hCGB mRNA
increased with the same pattern observed under basal
conditions (Fig. 2B), and in the presence of 8-Br-cAMP the
highest hCGf} gene expression was observed on day 2,
which preceded the maximal hCG secretion on day 3.
These data, in addition to morphological cell evaluation,
further confirmed the functional integrity of the primary
culture system.

In the presence of calcitriol, hCG secretion increased sig-
nificantly after 6 hours of incubation (Fig. 3A). Calcitriol
also upregulated hCGB mRNA (Fig. 3B). Since hCG is
highly regulated by the cAMP/PKA pathway, and calcitriol
has shown to induce cAMP accumulation [12,15], we
investigated the participation of this second messenger
upon hCG-upregulation by calcitriol. For this purpose,
cAMP was quantified in calcitriol-incubated cells. Results
indicated that after 10 minutes of treatment, the secoster-
oid significantly increased intracellular cAMP content in a
dose-dependent manner (Fig. 4A). Preincubation of cells
with a selective inhibitor of PKA (H-89) reduced hCG
expression below basal levels and prevented the calcitriol-
dependent protein and gene hCG-stimulation detected at
the 6 h incubation period (Fig. 4B and 4C, respectively).
The same results were obtained in 72 h cultures (data not
shown).

Calcitriol long-term effects upon hCG were also studied.
The stimulatory effects observed at 6 h were no further evi-
dent after 24 h (data not shown), and when cells were
incubated in the presence of calcitriol during 2 consecu-
tive days, the effects were rather inhibitory (Fig. 5A). Inhi-
bition was evident at the mRNA level after 24 hours
treatment (Fig. 5B), preceding the observed response in
hCG protein. This repressive calcitriol effect could not be

Page 3 of 8

(page number not for citation purposes)



Reproductive Biology and Endocrinology 2008, 6:3 http://www.rbej.com/content/6/1/3

o » Pl
R A }1“ S 1 e
7L < -‘;} el 33
= g P I « P
b e - - g ;- K &=
2\ -’f .a *ﬁ” : gm‘

-
.-?.M-o-___._"' N n\.‘_‘l' %

0 . =
- - -y

Figure |

Immunolocalization of CYP27B1| and VDR in placental chorionic villi. Placental sections were incubated with specific antibodies
in order to localize important components of the vitamin D endocrine system. CYP27B| protein was located in the syncytio-
trophoblast layer (A). The use of anti N-terminus VDR specific antibody disclosed intense immunostaining in the VSMC (E),
whereas a VDR-C-terminus antibody preferentially stained the syncytiotrophoblast layer (C). Figure shows representative pic-
tures of 5 different placentas. Negative controls in the absence of first antibodies are shown in B, D and F. SC = syncytiotro-
phoblast layer, VSMC = vascular smooth muscle cells, RBC = red blood cells. (200x).
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Figure 2

Temporal pattern of hCG secretion (A) and expression (B)
in cultured human trophoblasts. Cytotrophoblasts were
plated in the absence () or presence () of 8-Br-cAMP (1.5
mM). Two scale bars were used in order to show all data
[stimulated () vs. non stimulated ()] in the same graphic.
Media was changed every day. A) Secretion of hCG in culture
media was measured daily and results were expressed as
mlU/mg protein. B) Real time PCR analysis of hCGf expres-
sion in different culture days. Results were normalized
against GAPDH mRNA. Vehicle data were arbitrarily given a
value of |. Basal hCG secretion and expression increased sig-
nificantly compared with day |I. Note that hCG mRNA
increased considerably on day 2 in the presence of 8-Br-
cAMP (B), which was reflected on hCG secretion on day 3
(A), showing an important protein synthesis activity between
day 2 and 3 of the cell culture. Data are presented as the
mean * S.D. of three different cell cultures. *P < 0.05 vs. day
I; **P < 0.05 vs. control.

attributed to decreased cell viability, since under the same
conditions, calcitriol upregulated CYP24A1 gene expres-
sion (Fig. 5C).

Discussion

Serum concentrations of biologically active hCG depend
on the rate of synthesis of its specific B subunit; whereas at
the cellular level multiple factors modulate hCG produc-
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Figure 3

Stimulatory effects of calcitriol on hCG secretion and gene
expression in cultured syncytiotrophoblasts. A) Hormone
secretion was determined by EIA after 6 hours incubation in
the presence of increasing concentrations of calcitriol or its
vehicle (-). B) Real time PCR analysis of hCGf3 gene expres-
sion of calcitriol-treated cells. Results were normalized
against GAPDH mRNA. Vehicle data were arbitrarily given a
value of |. Each bar represents the mean % S.D. of triplicate
cultures. *P < 0.05 vs. control.

tion by interacting with specific membrane receptors on
placental trophoblasts. The most studied factors that
modulate hCG are the gonadotropin releasing hormone
(GnRH), hCG itself and other molecules that activate
cAMP-dependent signal transduction pathways [16-18].
Indeed, both hCGa and hCGp genes are highly transcrip-
tionally induced by cAMP [19-21]. In this study we
showed that calcitriol is an additional factor that modu-
lates hCG in human trophoblasts. In fact, calcitriol regu-
lated hCG in a time-dependent manner, stimulating or
inhibiting hormone secretion and expression. The stimu-
latory effect after 6 hours was probably due, as demon-
strated in this study, to the rapid calcitriol-dependent
increase in intracellular cAMP. This assumption was fur-
ther supported by results in the presence of H-89, a selec-
tive inhibitor of PKA. Indeed, blocking the cAMP/PKA
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Figure 4

Calcitriol stimulatory effects on hCG involve cAMP. A)
Dose-dependent effects of calcitriol upon intracellular cAMP.
Quantification of intracellular cAMP was determined by RIA
after 10 minutes incubation in the presence of increasing
concentrations of calcitriol or the vehicle (-). Effects of H-89
(a selective PKA inhibitor) upon calcitriol-dependent stimula-
tion of hCG secretion and gene expression are shown in B
and C, respectively. B and C) Cells were incubated with calci-
triol (I %X 10 M) in the presence or absence of H-89 (5 uM)
during 6 hours. In panel B, calcitriol incubations in the
absence of H-89 represent 100% stimulation. In panel C
results were normalized against GAPDH mRNA, giving vehi-
cle data an arbitrarily value of |. Each bar represents the
mean * S.D. of triplicate experiments. *P < 0.05 vs. control.

signal transduction cascade impaired the ability of calci-
triol to elicit transcriptional induction of hCGp gene, as
well as hCG secretion into the culture media. Rapid cAMP
generation induced by calcitriol has been previously
reported in other cell types [15,22], and may be the result
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Figure 5

Long-term inhibitory effects of calcitriol on placental hCG.
A) hCG concentration in culture medium was determined
after 2 days incubation in the presence of increasing concen-
trations of calcitriol or the vehicle alone (-). B) Real time
PCR analysis of hCGJ3 gene expression in calcitriol-treated
cells after 24 h. Results were normalized against GAPDH
mRNA, vehicle data were arbitrarily given a value of I. C)
CYP24A1 mRNA induction by calcitriol after 24 h. Results
were normalized against GAPDH mRNA. Vehicle data were
arbitrarily given a value of I. The inhibitory effects of calci-
triol upon hCG gene expression detected after 24 h (B) were
reflected in a reduction of secreted hCG after 48 h (A).
These effects were not due to a toxic effect of calcitriol since
cells showed increased CYP24A| gene expression, as
expected (C). Each bar represents the mean + S.D. of tripli-
cate experiments. *P < 0.05 vs. control.

of its interaction with membrane-VDR or other surface
proteins. In addition, since it has been demonstrated that
calcium ion channels are involved in GnRH dependent-
hCG secretion [23], calcitriol could also release stored
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hCG through promoting a rapid calcium entry into the
cell. Further studies are needed in order to clarify this mat-
ter.

The concentration of hCG was also measured after 12, 24
and 48 h of calcitriol treatment, but the results reported in
the present study were only those that differed signifi-
cantly when compared with the vehicle alone. The stimu-
latory effects observed at 6 h were no further evident after
12 or 24 h, and when cells were incubated in the presence
of calcitriol during 2 consecutive days, the effects were
rather inhibitory. Inhibition was evident at the mRNA
level after 24 hours treatment, preceding the observed
response in hCG protein. These data are probably more
likely to be reflective of the true biological situation.
Indeed, our results that calcitriol inhibited hCG were in
line with previous data from this and other laboratories
where low serum calcitriol and high serum hCG levels
were found in preeclampsia [24-26], that conjointly with
the fact that [3H]25-hydroxyvitamin D bioconversion into
[3H]1,25-dihydroxyvitamin D was significantly reduced
in preeclamptic placentas [9], may suggest a direct regula-
tory effect of calcitriol on hCG production. Regarding the
inhibitory effects of calcitriol on hCG, it is likely that a sec-
ondary metabolic C23/C24 calcitriol oxidation pathway
might play a role, since the resulting trihydroxylated
metabolite is considered biologically inactive [1]. Alterna-
tively, since calcitriol has been shown to stimulate proges-
terone secretion [6] and in turn this hormone inhibits
hCG secretion [27], this mechanism could additionally
participate in calcitriol long term inhibitory effects in pla-
centa. In any case, the demonstration in this study of
genomic mediated effects of calcitriol on hCG suggested
the presence of VDR dependent regulatory regions on
hCG promoters. Indeed we found five putative VDR/RXR
heterodimer binding sites in the hCGp-5 gene promoter
[28], which probably may be acting as calcitriol depend-
ent-transcriptional regulatory regions. Nevertheless, the
sole presence of the VDREs in the hCGf-5 promoter is not
sufficient to indicate transcriptional function; therefore,
functional evaluation of the putative VDREs deserves fur-
ther investigation.

In non pregnant women the physiological concentration
of calcitriol fluctuates between 40-100 pM. In the present
study the calcitriol doses tested were: 100 pM, 1 nM and
10 nM. The lowest concentration (100 pM) is within the
physiological range of circulating calcitriol levels in mexi-
can pregnant women (127 pM and 151 pM) as observed
previously [24,29]. The other doses tested were supra-
physiological, nevertheless, calcitriol effects upon hCG
were evident starting with the lowest concentration.

Placenta is considered not only as a source but also as a
target of calcitriol [2]. In order to get insights on calcitriol
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paracrine/autocrine effects in placenta, we investigated
the immunolocalization of VDR and CYP27B1 in placen-
tal chorionic villi. In accordance with previous reports
[30], CYP27B1 protein was located in the syncytiotro-
phoblast layer, corroborating that the endocrine pheno-
type of trophoblasts cells is responsible for vitamin D
activation in placenta. To answer where the locally pro-
duced calcitriol acts in the placenta, we looked for VDR
protein in placental sections. To our knowledge, this is the
first report to show immunoreactive VDR in different
locations in the placental villi, since VDR expression has
been mainly addressed at the mRNA level in placenta
[2,31]. The antibodies showed the presence of VDR in the
endocrine placental cells and VSMC, suggesting that calci-
triol could be involved in regulating hormonal produc-
tion and vascular remodeling through the VDR. The latter
assumption derives from previous studies demonstrating
that calcitriol acts in the vasculature promoting VSMC
growth and migration [32,33]. Interestingly, the C-termi-
nus antibody intensely stained the syncytiotrophoblast
layer and faintly stained the surrounding cells of placental
vessels, whereas the N-terminus antibody detected a
strong signal in the endothelial and VSMC. These observa-
tions may indicate different epitopes recognized by the
antibodies depending on the topological position of the
VDR. An interesting challenge would be to define specific
VDR responses in different placental structures.

Conclusion

In summary, the present study broadens the knowledge of
placental vitamin D endocrine system by demonstrating
the physiological effects of calcitriol on an important bio-
chemical placental function marker such as hCG. In addi-
tion, this is the first report to show immunoreactive VDR
in different locations in human placental villi, and opens
the field to address important research questions on the
role of calcitriol in specific placental structures.
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Mecanismos de regulacion de la
sintesis y secrecion de la gonadotropina
corionica humana (hCG) durante el embarazo
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Mechanism of regulation of synthesis
andsecretionofhuman Chorionic
Gonadotropin (hCG) during pregnancy

ABSTRACT

Human chorionic gonadotropin (hCG) is an essential hormone
for development and sustaining of gestation. Adequate hCG
production is fundamental for pregnancy success since
abnormal hCG serum concentrations have been correlated
with pregnancy anomalies such as recurrent abortions and
preeclampsia. Regulation of hCG production involves diverse
molecules associated with different signaling pathways, which
have complicated the establishment of the mechanisms
involved in its production. The present study provides a critical
review of the most relevant findings related to hCG production
and functions during pregnancy, in order to help to
understand some related pathologies and to treat them more
adequately.

Key words. hCG. Pregnancy. Trophoblast. cAMP. Calcium.
Nuclear receptors.

INTRODUCCION

El embarazo modifica el metabolismo y la fisiolo-
gia materna con el objeto de mantener la gestacion y
el progreso de un nuevo organismo, el cual posee un
perfil antigénico diferente al de la madre. Por tal ra-
z06n, desde la fecundacidn se producen cambios en
las concentraciones séricas maternas de hormonas
polipeptidicas, esteroides, factores de crecimiento y
citocinas, que funcionan en conjunto para permitir
la implantacién y el correcto desarrollo del produc-
to. La placenta es el érgano que coordina el trans-
porte de nutrientes y la excrecién de los metabolitos

RESUMEN

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una hormona
proteica esencial para el desarrollo y sostenimiento de la gesta-
cion. La adecuada produccién de la hCG es fundamental para
que el embarazo llegue a término, ya que concentraciones anor-
males de la hormona han sido correlacionadas con anomalias
como los abortos recurrentes y la preeclampsia. La regulacién
de la produccién de la hCG implica diversas moléculas que em-
plean diferentes vias de sefializacién para mediar sus efectos
sobre las concentraciones de hCG, lo cual ha dificultado el esta-
blecimiento de los mecanismos involucrados en su produccién.
En este trabajo se hace una revision critica de los hallazgos
mas relevantes relacionados con la produccién de la hCG y su
funcién durante el embarazo con el objeto de comprender cier-
tas patologias relacionadas y tratarlas de la manera mas apro-
piada.

Palabras clave. hCG. Embarazo. Trofoblasto. AMPc. Calcio.
Receptores nucleares.

entre la madre y el feto. Ademas, es el principal mo-
dulador de las fluctuaciones que se presentan en
hormonas criticas durante la gestacion, como la go-
nadotropina coriénica humana (hCG), el lactégeno
placentario, la progesterona (P,), el estradiol y el
calcitriol, que mantienen en condicidn estable los 6r-
ganos del sistema materno-fetal y permiten la tole-
rancia inmunologica. A pesar de que la hCG es una
hormona fundamental en el embarazo, alteraciones
en su concentracidn se han correlacionado con de-
fectos en la implantacién, abortos espontaneos,
desarrollo de tumores trofoblasticos, sindrome de
Down y preeclampsia. Considerando lo anterior, el
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objetivo de esta revision es mostrar el panorama ac-
tual de las funciones, el origen y la regulacién de la
produccién de la hCG en el embarazo.

GENERALIDADES

La hCG es una glicoproteina de 237 aminoacidos (aa)
con masa molecular de 38 kDa formada por dos
subunidades, una o y otra p codificadas por genes
independientes. La actividad bioldgica de la hCG de-
pende de la integridad y correcto acoplamiento de las
dos subunidades. El gen de la subunidad o de hCG
(hCGa) esté localizado en el cromosoma 6g21.1-23 y
codifica para un polipéptido de 92 aa que es idéntico
a la cadena a de las hormonas foliculo estimulante,
luteinizante y estimulante de la tiroides (FSH, LH y
TSH). Por su parte, la subunidad B (hCG) de 145
aa es rica en residuos de prolina en el dominio car-
boxilo terminal, lo cual le otorga la especificidad bio-
I6gica para la interaccién con su receptor.! La
hCGua esté codificada por un solo gen mientras que
la subunidad  puede ser codificada por seis genes
distintos (hCGp 1, 2, 3, 5, 7y 8), localizados en el
cromosoma 19g13.3 en una region de 56 kb.2 En cé-
lulas de la placenta y de coriocarcinoma humano se
expresa principalmente la hCGp5.3

FUNCIONES

La hCG lleva a cabo sus efectos al unirse con el
receptor de LH/hCG, que pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteinas G y presenta am-
plia distribucion en diferentes tejidos. Debido a la si-
militud estructural entre la hCG y la LH, ambas se
unen al mismo receptor, aunque las acciones de la
hCG son maés potentes, ya que tiene mayor afinidad
por el receptor y mayor vida media en la circulacién
sanguinea.* El gen del receptor esta localizado en el
cromosoma 2921 y esté constituido por 11 exones.
Los exones 1-10 codifican para la mayor parte del
dominio extracelular, mientras que el exén 11 codifi-
ca para una pequefa parte del dominio extracelular,
la region transmembranal y la regién intracelular
gue contiene el extremo carboxilo terminal.®

Las funciones mejor documentadas de la hCG es-
tan relacionadas con eventos reproductivos, particu-
larmente con el embarazo. Se ha demostrado que la
hCG es necesaria para evitar la lutedlisis, asi como
para mantener la sintesis y la secrecion de P, por
las células del cuerpo IGteo.® Otros estudios mostra-
ron que la hCG promueve la diferenciacion de las cé-
lulas placentarias y la angiogénesis e induce la
produccién de metaloproteinasas de matriz especifi-

cas que favorecen la invasién de los trofoblastos en
el endometrio.” 1% Asimismo, la hCG en la placenta
regula la sintesis de las prostaglandinas y de los es-
trégenos, el rompimiento de glucégeno,* suprime la
actividad de algunas enzimas proteoliticas e inhibe
la infeccidn de la placenta por el virus de inmunode-
ficiencia humana.112 Ademas, se ha implicado a la
hCG como un agente inmunomodulador.® Por otra
parte, una variante hiperglicosilada de la hCG se
ha correlacionado con la exitosa proliferacion e in-
vasion del citotrofoblasto en la decidua durante la
implantacion.415

Ademas de las funciones descritas, la hCG dismi-
nuye la actividad contréactil del miometrio humano
provocando la quiescencia uterina requerida para evi-
tar amenazas de aborto.® Janssens, et al. mostraron
gue la administracion de la hCG en ratas virgenes in-
dujo la maduracién de las glandulas mamarias y la
secrecion de leche de forma similar a lo observado
durante el embarazo, y proponen que la hCG es
importante en la prevencion de cancer de mama.” Adi-
cionalmente, la hCG favorece la produccién de testos-
terona y corticoesteroides en los testiculos de los
fetos masculinos y neonatos, respectivamente.’® En
modelos de ratones mutantes nulos para el gen del re-
ceptor hCG/LH se ha observado que los ratones de
uno y otro sexos son infértiles y con caracteristicas
sexuales pobremente desarrolladas,!® destacando su
participacién en otros eventos reproductivos.

ORIGEN DE LA hCG DURANTE EL EMBARAZO

La hCG se expresa al inicio de la gestacion en el
estadio de seos a ocho células embrionarias y se se-
creta en el blastocisto siete dias después de la fertili-
zacion in vitro,® coincidiendo con el momento del
desarrollo cuando se produce la implantacion en el
Utero. Después de la implantacion, el trofoblasto se
diferencia en células de citotrofoblasto mononuclear
velloso y citotrofoblasto extravelloso invasor, ambos
con capacidad de expresar y secretar hCG.20 El cito-
trofoblasto velloso prolifera y se fusiona para crear
un tipo celular denominado sinciciotrofoblasto. El
sinciciotrofoblasto tiene caracteristicas endocrinol6-
gicas unicas que le permiten mayor produccién de la
hCG y expresion del gen que codifica para el recep-
tor de hCG/LH que las células del citotrofoblasto.?!
Estudios realizados en cultivos de trofoblastos hu-
manos mostraron que la secrecion de hCG varia se-
gun el tiempo de gestacidn. Al respecto, estudios in
vitro hallaron que se produce mayor cantidad de la
hormona en células obtenidas del primer trimestre
que en células del tercer trimestre,?? lo cual va
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acompafiado de la disminucién observada en las
concentraciones séricas de hCG durante el embarazo
y de los receptores para la hormona ubicados en el
miometrio al término de la gestacion.?%24 Esto sugie-
re que el tiempo de gestacién determina cambios que
repercuten en el sistema endocrino de la placenta.

CONCENTRACION SERICA DE LA hCG
DURANTE EL EMBARAZO Y SUS IMPLICACIONES

La concentracion sérica de hCG es utilizada como
indicador temprano del embarazo. Durante la gesta-
cién, la hCG se incrementa de forma lineal en las
primeras nueve semanas de gestacion, alcanzando
en la décima semana valores de hasta 100,000 mUl/
mL en el plasma materno. Posteriormente, entre la
tercera y la segunda semanas antes del parto las
concentraciones disminuyen significativamente, a di-
ferencia de otras hormonas como la P, o el estradiol
cuyas concentraciones no se modifican.2325

Las concentraciones bajas de hCG durante el em-
barazo se han correlacionado con la incidencia de
abortos recurrentes.?® En contraste, se ha determina-
do que existe un incremento anormal de la concentra-
cion sérica de la hCG en mujeres que sufren
preeclampsia. La preeclampsia es un sindrome de
etiologia desconocida caracterizada por hipertension,
edema, proteinuriay desorden hormonal e inmunol6-
gico. En relacion con el desorden hormonal, Basirat,
et al. hallaron que la concentracion sérica de hCGf
en embarazos a término fue mayor en mujeres con
preeclampsia que en mujeres normotensas. Ademas,
la concentracion de hCGf de pacientes con preeclamp-
sia moderada fue menor a la de pacientes con pree-
clampsia severa, indicando que la severidad de la
enfermedad se acompafia del incremento en la produc-
cion de hCG.?” Por otra parte, la aparicién de tumo-
res trofoblasticos durante el segundo trimestre de
gestacion, asi como la alteracion cromosémica pre-
sentada en individuos con el sindrome de Down estan
asociados con mayor produccion de hCG.28 Conside-
rando lo anterior, es importante entender como se re-
gulan las concentraciones de la hCG con el objeto de
comprender su relacién con dichas patologias.

REGULACION DE LA PRODUCCION DE LA hCG

El estudio de la regulacion de la produccion de la
hCG ha involucrado diferentes modelos experimen-
tales con capacidad para secretar la hormona, como
los explantes o las células de la placenta en cultivo y
lineas celulares de coriocarcinoma humano, que han
permitido avanzar en la identificacion de ligandos,

factores de transcripcién y elementos reguladores en
el ADN que controlan la expresion y secrecién de
esta hormona. El esfuerzo para identificar los meca-
nismos que inducen o reprimen la producciéon de
hCG ha generado hallazgos relevantes, mismos que
se describen a continuacion.

REGIONES REGULADORAS
EN LOS PROMOTORESDE hCGa Y f3

El uso de lineas celulares que producen hCG ha
sido atil para el estudio de los promotores de la hor-
mona. En el promotor de la hCGa se han caracteri-
zado algunos elementos reguladores ubicados entre
-180 y -80 pb del sitio de inicio de la transcripcion
del gen, como son:

1. Dos secuencias idénticas a los elementos de res-
puesta para AMPc (CRE), donde interacttan pro-
teinas de unidén a los elementos de respuesta a
AMPc (CREB) junto con otros factores de trans-
cripcion miembros de la familia B-Zip.

. El elemento especifico del trofoblasto (TSE).

3. El elemento activador-a (a-ACT), que €s una se-
cuencia reconocida por factores de transcripcion
GATA.

. El elemento regulador de unién (JRE).

5. Laregion CCAAT, que es reconocida por un poli-

péptido de 50 kDa responsable de aumentar la ex-
presion de la hCGa.?®

N

N

Por otra parte, el promotor de la hCGp ubicado
entre -311 y -188 pb de su sitio de inicio de la trans-
cripcién, es rico en nucledtidos de guanina y citosi-
na que interactdan con factores de transcripcién
conocidos como el factor promotor selectivo (Sp) y la
proteina activadora 2 (AP-2), los cuales también in-
ducen la expresion de la cadena o.. Secuencias locali-
zadas entre -315 y -279 mantienen la expresion
basal, mientras que la transcripcion dependiente de
AMPc requiere una region mas extensa en el extre-
mo 5’, entre -311y -202 pb.3

MOLECULAS REGULADORAS
DE LA PRODUCCION DE LA hCG

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
esta considerada como el principal inductor de la li-
beracién de la hCG durante el embarazo, ya que la
GnRH y su receptor son sintetizados por la placen-
ta. Sin embargo, existen otras moléculas que acti-
van la expresion y la secrecién de la hCG durante la
gestacion, como la leptina, la corticotropina, la nora-
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drenalina, la dehidroepiandrosterona, el &cido retinoi-
co, la glicodelina A, la albumina, el calcio, factores
de crecimiento como el epidérmico, el fibroblastico,
los IGF-1 y 11, la activina, las interleucinas (IL)
IL-1, IL-6, el factor de necrosis tumoral oo (TNF-o) y
la hCG que regula su propia sintesis.®3%-37 Por el
contrario, los inhibidores de la hCG descritos son la
P,. la inhibina, la folistatina, la insulina, el calci-
triol, el factor de crecimiento tumoral (TGF-a y B),
la dopamina, neuropéptidos opioides como la endor-
fina y el neuropéptido Y, y factores de transcripcion
como c-Jun, Oct-3/4 y el receptor X del higado
(LXR).6’31'38'43

Lo anterior muestra que la regulacion de la hCG
es compleja y multifactorial, y que diferentes molé-
culas interaccionan para modular la cantidad ade-

cuada de hCG durante el embarazo. Diversos estu-
dios han establecido algunas de las vias de sefializa-
cion que regulan la produccion de la hCG, las cuales
son descritas a continuacion y esquematizadas en la
figura 1.

Regulaciénpositiva
de la hCG mediada por AMPc

En las células de trofoblasto y las lineas celulares
de coriocarcinoma humano que producen hCG, la
sintesis de ambas subunidades (hCGo/f se induce por
accién del AMPc. El uso de analogos del AMPc, asi
como de ligandos que generan este nucleétido ciclico,
han corroborado este efecto.** El incremento de
AMPc intracelular es consecuencia de la activacién
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------- > Posibles rutas

9cis-AR,
rosiglitazona

—
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N\
\
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Figura 1. Principales vias de sefializacion que inducen la transcripcion de la hCG. A. Via de activacion de la hCG mediada por receptores acopla-

dos a proteinas Gs. La union de ligandos (por ejemplo, hCG) a receptores (R) acoplados a proteina Gs inducen la activacion de la adenilato ciclasa (AC)
para generar AMPc que activa a la PKA, las subunidades cataliticas de la PKA se translocan al nicleo y activan factores de transcripcion (ATF, AP2ccy
CREB) que inducen la expresioén génica de las subunidades cy/o . B. Activacion de canales de Ca2t membranales. Hipotéticamente, la GnRH podria
activar los receptores acoplados a canales de Ca2* provocando el influjo de iones de Ca2* extracelular, lo que posiblemente conduce a la activacion de
AC dependiente de este idn y a la activacién de PKC. C. Via de activacion de receptores acoplados a proteinas Gq inducida por la GnRH. La unién de la
GnRH a receptores acoplados a proteinas Gq conduce a la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza PIP2 para generar IP3 y diacilgicerol (DAG).
El IP3 se internaliza en el citoplasma hasta el reticulo endoplasmico lo cual promueve la liberacion de Ca2* al citosol. Los iones de Ca2* y DAG activan
ala PKC, que podria fosforilar a las CREB. Alternativamente, el calcio podria activar a la AC y ambas vias conducirian a la expresion génica de la
hCG. D. Activacion de los receptores RXR. La unién de ligandos agonistas (9-cis-AR y rosiglitazona) a receptores nucleares especificos (AR y PPAR-7)
induce su heterodimerizacion con el RXR, que resulta en la activacion de la transcripcion de la hCG.
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de receptores de membrana acoplados a proteinas Gs,
las cuales sufren la disociacion de sus subunidades
(o, By ). La subunidad o activada estimula la adeni-
lato ciclasa que cataliza la conversién del ATP hacia
AMPc. El AMPc es el encargado de activar la PKA, la
cual fosforila proteinas especificas responsables de las
respuestas biolégicas.*® Entre las proteinas que se
fosforilan por accion de la PKA se encuentran las
CREB, el factor de transcripcion activado 1 (ATF-1) y
la AP2q, que han sido implicados en inducir la expre-
sion de ambas subunidades de la hCG (Figura 1A).
Knofler, et al. realizaron mutaciones en los CRE del
promotor de la hCGa en células de trofoblasto y en-
contraron que la pérdida de estas secuencias disminu-
ye la expresion del gen entre 90 y 95%, mientras que
mutaciones dirigidas en otras secuencias como cACT,
JRE y la secuencia CCAAT afectan la expresion entre
12 y 50%, dependiendo del tiempo de cultivo, resal-
tando asi la importancia de los CRE en la induccién
del gen o. Adicionalmente, se demostro que conforme
avanza el proceso de diferenciacion en cultivos prima-
rios de trofoblastos aumenta la fosforilacion de las
CREB y del ATF-1, que podrian modular la produc-
cién de hCGo/p de una forma dependiente de la dife-
renciacion celular.?®

Por su parte, el AMPc induce la hCGf mediante
rutas alternas de activacion como el factor de trans-
cripcion AP2a. La AP2 en forma de homodimero in-
teracciona con el ADN para inducir la expresion de
genes y modular las respuestas inducidas por el
AMPc en la célula.® Las AP2 se encuentran en célu-
las de trofoblasto y su expresion se incrementa de
forma paralela al proceso de diferenciacion celular, y
en el caso de AP2a por una via dependiente de
AMPc. Jonson, et al. realizaron mutaciones dirigi-
das en las regiones de unién para AP2 en los promo-
tores de hCGa y 8, encontrando que las mutaciones
no alteraron la inducciéon de hCGo por AMPc, mien-
tras que la induccién de hCGp disminuy6 entre 50-
70%.%6 Por otra parte, se ha demostrado la presencia
de otros factores de transcripcion denominados Sp
en la regulacion de hCGp. Los Sp actian de una for-
ma sinérgica o antagdnica sobre la expresion géni-
ca, dependiendo de su abundancia y del contexto
celular. En el trofoblasto, las Sp obstruyen la union
de AP2 al ADN para asi coordinar la expresion de
las subunidades de hCG.3

Regulacién positiva
de la hCG mediada por calcio y PKC

El i6n calcio (Ca?*) es un mensajero intracelular
utilizado por neurotransmisores y hormonas para

activar multiples funciones celulares y regular res-
puestas biolégicas a través de diferentes mecanismos.
El incremento de las concentraciones intracelulares
de calcio ([Ca®*],) en los trofoblastos induce la ex-
presion y la secrecion de la hCG in vitro. Las fluc-
tuaciones en las [Ca®*]. mediadas por ligandos se
producen por dos rutas alternas, mediante la libera-
cion de Ca?* contenido en almacenes intracelulares o
la entrada de Ca?* extracelular. En la liberacién de
calcio intracelular participan proteinas Gq acopla-
das a la fosfolipasa C (PLC), mientras que la entra-
da de Ca?* extracelular puede ser mediada por la
apertura de los canales de calcio operados por volta-
je ylo receptor, los canales catidnicos permeables a
calcio, el influjo de calcio capacitativo, la activacion
de bombas de intercambio i6nico como las ATPasas de
Ca?* o la bomba de Na*/Ca?*.4748

La PLC se encarga del rompimiento del fosfatidi-
linositol, liberando inositol trifosfato (IP,) y diacil-
glicerol. El 1P, liberado se internaliza y se une a
receptores de membrana en el reticulo endoplasmico
que promueven la liberacion de Ca?* y la subsecuen-
te activacion de PKC que culmina con el aumento de
hCG (Figura 1C). Como evidencia de lo anterior se
ha demostrado que los ésteres de forbol interaccio-
nan con la PKC e inducen la secrecion de hCG.*° En
la placenta, existen diferentes tipos de PKC que son
activadas para mediar la fosforilacion de otras pro-
teinas. En particular, la PKC podria fosforilar las
CREB y posiblemente mediante esta via incrementar
la produccién de la hCG.%° Por otro lado, se ha de-
mostrado que el influjo mediado por canales de Ca2*
es una de las principales vias por la cual opera el in-
cremento intracelular de este i6n y subsecuentemen-
te de hCG (Figura 1B).*® Uno de los ligandos para
incrementar la secrecién de hCG por una via depen-
diente de Ca?* es la GnRH, la cual ha demostrado
que incrementa las [Ca?*]. en células de sinciciotro-
foblasto.5! Ademas, la adicion de GnRH en presencia
de antagonistas a GnRH o antagonistas de los cana-
les de calcio redujo la produccién de hCG, lo cual de-
mostré que el incremento de hCG es dependiente del
incremento de las [Ca?*].. Es posible que el incre-
mento de las [Ca?*]. por las diferentes vias active
las adenilatos ciclasas dependientes de Ca?* para ge-
nerar AMPc.5253

Regulacién de la hCG por receptores
nucleares acoplados a
receptores X de retinoides (RXRs)

Diferentes estudios han demostrado que la pro-
duccién de hCG es modulada por mecanismos media-
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dos por receptores nucleares especificos. Los recep-
tores X de retinoides (RXRs) forman homo- o hetero-
dimeros que regulan la expresion génica al
interaccionar con elementos de respuesta en el ADN.
Los RXRs (o, By v) se acoplan con otros receptores
nucleares, que incluyen los receptores del acido reti-
noico (RARa, B Yy v), los receptores activados por los
proliferadores de peroxisomas (PPARa, B 09, yv), el
receptor de vitamina D (VDR), el receptor de la hor-
mona tiroxina (TR) y algunos receptores huérfa-
nos.>* Se ha descrito que el metabolito activo del
acido retinoico (AR), el 9-cis AR, anélogos sintéticos
del AR y agonistas especificos del RXRa inducen la
secrecidn de hCG en las células de trofoblasto huma-
no en cultivo y en la linea celular JEG-3, demostran-
do que el AR forma el heterodimero RARo/RXRa que
se une a elementos de respuesta en el ADN (RARE y
RXRE) del gen de hCGp5.% Por otra parte, los
PPARs son activados por acidos grasos saturados e
insaturados, y sus derivados. Estos receptores,
de manera similar al RXRa, se han detectado durante
todo el proceso de diferenciacion trofoblastica. En
células de citotrofoblasto velloso, el ligando de
PPAR-y llamado rosiglitazona, indujo la expresion y
secrecién de hCGp, efecto que aumentdé sinérgica-
mente en presencia de un agonista selectivo al RXRa
(BMS649). En cambio, los ligandos fenofibrato y
L-165,041 de los PPARa y & respectivamente, no
afectaron la produccion de hCGp. Asimismo, se demos-
tr6 que el heterodimero funcional PPAR-y/RXRa se
une al elemento de respuesta RE5 ubicado en la se-
cuencia promotora de hCGp5,%¢ sugiriendo que la
union sobre este elemento de respuesta es una de las
causas del incremento de la hCG (Figura 1D). Con-
troversialmente, se observé que la activacion de
PPAR-y por rosiglitazona inhibié la expresion y se-
crecion de hCGo/p en el citotrofoblasto extravelloso
invasor,® indicando que estos procesos varian de-
pendiendo del tipo celular.

Recientemente, nuestro grupo demostro6 que
el metabolito biol6gicamente activo de la vitamina D, el
calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D) induce un efec-
to bifasico dependiente del tiempo sobre la secrecion
de la hCG en los trofoblastos humanos en cultivo.
Se observo en tiempos cortos un efecto inductor del
calcitriol sobre la produccion de la hCG mediado por
la activacién de la PKA, mientras que incubaciones
prolongadas reprimieron la expresion y la secrecién
de hCG. Esto ultimo sugiere la regulacion negativa de
la hCG mediada por el heterodimero VDR/RXR,
ya que también existen sitios potenciales de
union para el RXR y para el VDR en el gen que
codifica para la hCG5.4°

Regulaciénde la hCG por citocinas

En la produccién de la hCG se ha sugerido la par-
ticipacion de citocinas, las cuales son proteinas de
bajo peso molecular involucradas en eventos inmu-
noloégicos. Como ha sido revisado por otros autores,
la placenta tiene la capacidad de expresar y secretar
citocinas y se ha determinado que las citocinas pre-
dominantes en el embarazo normal son del tipo Th2,
mientras que en eventos patoldgicos se observa pre-
dominio del tipo Th1.57:58

La IL-6 esta considerada como una citocina pro- o
anti- inflamatoria dependiendo de su concentracion en
el tejido. En la placenta, modula multiples efectos bio-
légicos sobre la proliferacion y diferenciacion celular.
Estudios en trofoblastos han demostrado que esta cito-
cina induce la secrecion de hCG. Sin embargo, existen
controversias al respecto, debido a que otros estudios
no mostraron cambios en la secrecion y expresion de
hCG en presencia de IL-6. Igualmente, estudios reali-
zados en lineas celulares de coriocarcinoma han mos-
trado resultados contradictorios.3":5

En relacion con otras citocinas, en trofoblastos
cultivados y en células JEG-3 se ha observado que el
TNF-a vy la IL-1 incrementaron la secrecion de hCG,
y que la adicién simultanea de ambas citocinas sobre
las células de trofoblasto mostraron un efecto sinér-
gico en la secrecién de la hormona.®%6! Paralela-
mente, el TNF-a y la IL-1 indujeron la produccién
de IL-6, y el pre-tratamiento del trofoblasto con un
anticuerpo monoclonal contra el receptor de IL-6
(PM-1) bloqued la induccidn de la secrecidon de hCG
ejercida por ambas citocinas,5? sugiriendo que el au-
mento en la secrecién de hCG inducido por estas ci-
tocinas estd mediada por la unioén de IL-6 con su
receptor. No obstante, otro estudio realizado con
trofoblastos en cultivo mostré que el TNF-ay la IL-
1 inhibieron la secrecion de hCG.36 Asimismo, se de-
mostré que las IL’s -18, 2, 4, 10, 13, 15y TNF-a, no
modificaron la expresion de hCGa ni de hCGp a ex-
cepcién de TNF-q, el cual inhibi6 la expresién de
hCGB.%’

Considerando lo anterior se puede inferir que los
modelos y disefios experimentales empleados hasta
ahora no permiten dilucidar el papel que las citocinas
juegan en la regulacion de la hCG en la placenta, y
que nuevas aproximaciones deberan ser utilizadas
para este tipo de estudios.

Regulacién negativadelahCG

Estudiar los factores que regulan negativamente
la produccién de hCG son de gran importancia para
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entender los cambios que se producen en las concen-
traciones séricas de hCG a lo largo del embarazo.
Los factores que inhiben la produccion de hCG mas
estudiados son c-Jun, Oct-3/4, LXRs, y P,. La pro-
teina c-Jun pertenece a los factores de transcripcion
AP1, que tienen en su estructura distintos dominios
de activacion transcripcional referidos como Al, A2
y Epsilon. Pestell, et al. demostraron que c-Jun re-
prime la transcripcién de la hCG@ a través de su do-
minio A2, mientras la represién de la hCGa esta
mediada por la interaccion de c-Jun sobre los CRE
del promotor.*! El factor de transcripcion Oct-3/4 es
otro inhibidor de la expresién de hCGo/p, el Oct-3/4
se une al promotor de la hCGa sobre la secuencia
ACAATAATCA. Este factor pertenece a la familia
POU vy es expresado en células embridnicas toti- y
pluri-potentes en estados iniciales de diferenciacion.
En cuanto a la hCGa, el mecanismo especifico de re-
presion no ha sido esclarecido.®®3 Por otra parte, la
funcién principal de los LXRs es mediar la homeos-
tasis de los lipidos en diferentes tejidos, pero el papel
gue tienen en la placenta es poco claro. Experimen-
tos realizados en la linea celular de trofoblasto hu-
mano BeWo demostraron que la interaccién del LXR
con el agonista natural 22(R) hidroxicolesterol o el
agonista sintético T0901317, estimulé la sintesis de
lipidos y disminuyo la secrecion de hCG durante el
proceso de diferenciacion celular. Por otra parte, la
expresion del LXRa es inducida por darglitazona, un
ligando sintético de PPAR-y, indicando que los genes
de los LXRs son un blanco de activacion por PPAR-y,
por lo cual se especula que la produccion de LXR
mediada por PPARY es una via alterna de autorre-
gulacion en la produccion de hCG en las células pla-
centarias.®® Otro factor inhibidor de la expresion y
secrecion de hCG es la P,, la cual es un esteroide
producido en cantidades crecientes por el trofoblasto
durante el embarazo. Se ha sugerido que la inhibi-
cion de hCG por P, esta mediada por el bloqueo en la
produccién de la GnRH placentaria. No obstante, en
la linea celular Rcho-1 se ha observado que la inte-
raccion del receptor de P, activado con las CREB in-
hibié la fosforilacion de estas Gltimas.*® Es posible
gue éstos y otros factores aln no descritos partici-
pen en la disminucién de las concentraciones de la
hCG desde la décima semana de gestacion hasta el
final del embarazo.

CONCLUSIONES
Diferentes estudios han demostrado que la regula-

cién de la produccién de la hCG es multifactorial,
donde diferentes moléculas participan en la estimu-

lacion o inhibicion de la sintesis de esta hormona en
el sistema materno-placento-fetal. Sin embargo, aun
queda mucho por comprender acerca de la regula-
cion de la produccién de la hCG a lo largo de la ges-
tacion. El uso de diferentes modelos de estudio asi
como variaciones en las condiciones experimentales
empleadas por los distintos grupos de investigacion,
tales como la concentracién de los compuestos de
prueba o el tiempo de incubacidn, han arrojado re-
sultados contradictorios en algunos casos. Por lo
tanto, es importante plantear nuevas aproximacio-
nes que permitan interrelacionar los resultados ob-
tenidos y esclarecer si los eventos observados in
vitro pueden ayudar a comprender lo que ocurre
in vivo en la placenta. Basados en los resultados mas
concluyentes, en la presente revisidn se han integra-
do las vias que participan en la regulacion de la pro-
duccién de la hCG. El modelo aqui propuesto puede
ser de utilidad en medicina reproductiva, ya que al-
gunas patologias del embarazo estan correlaciona-
das con concentraciones inadecuadas de la hCG, y
entender los mecanismos que regulan la produccion
de esta hormona pueden ser relevantes para el dise-
fio de estrategias especificas para su tratamiento.
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Abstract

Human placenta synthesizes and metabolizes 1,25-dihydroxyvitamin D5 [1,25(OH),Ds/calcitriol] through the activity of 25-hydroxyvitamin
D;-la-hydroxylase (CYP27B1) and 1,25(OH),Ds3-24-hydroxylase (CYP24A1), the two key enzymes for Vitamin D metabolism. In this
study, calcitriol rapidly generated intracellular cAMP accumulation in cultured human syncytiotrophoblast cells, which in turn enhanced hCG
secretion, a marker of trophoblast endocrine activity. The effects of 1,25(OH),D3 upon the expression of CYP27B1 and CYP24A1 were also
investigated. 1,25(OH),D; and activators of the PKA signaling system decreased the expression of CYP27B1, whereas increased CYP24A1
gene transcription. The use of a selective inhibitor of PKA (H-89) prevented the effects of calcitriol on CYP27B1 gene and hCG secretion, but
not on CYP24A1 transcription. Addition of ZK 159222, a Vitamin D receptor (VDR) antagonist, blocked the calcitriol-mediated upregulation
of 24-hydroxylase gene expression but did not affect calcitriol-induced downregulation of CYP27B1 gene or hCG stimulation. In addition,
our study also demonstrated a role of calcitonin on Vitamin D hydroxylases gene regulation in placenta. The overall data suggest that calcitriol
downregulates CYP27B1 expression via a cAMP-dependent signaling pathway, whereas upregulates 24-hydroxylase gene expression through

a VDR-dependent mechanism.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH),D3] or cal-
citriol is a pluripotent seco steroid, which besides its role
on mineral and ion homeostasis is associated with impor-
tant cellular processes including cell proliferation and dif-
ferentiation [1]. Synthesis of calcitriol from the Vitamin
D precursor, 25-hydroxyvitamin D3 [250HD3], takes place
mainly in proximal renal tubular cells and is catalyzed
by the enzyme 25-hydroxyvitamin D3-1a-hydroxylase (1a-
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hydroxylase/CYP27B1). However, expression of CYP27B1
has also been reported in a variety of extrarenal tissues,
including the immune system, skin, and placenta [2-6].
The identification of extrarenal CYP27B1 gene transcrip-
tion products may indicate a possible role for calcitriol in
autocrine or paracrine actions. Another important modula-
tor of 1,25(OH),D3 is the mitochondrial cytochrome P59
1,25(0OH),D3 24-hydroxylase (24-hydroxylase/CYP24Al1),
which inactivates calcitriol to water-soluble products by
the C23/C24 oxidation pathway [2,7,8]. Calcitriol through
its binding to the Vitamin D receptor (VDR) enhances
CYP24A1 and downregulates 1a-hydroxylase gene expres-
sion [2,9,10], which constitute an important negative feed-
back regulatory mechanism in the metabolism and function
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of Vitamin D. Hence, coordinated regulation of CYP27B1
and CYP24A1 gene expression represents a pivotal mecha-
nism to keep adequate serum and cellular concentrations of
1,25(0OH);,Ds.

The identification of CYP27B1 gene expression products
in cultured human placental syncytiotrophoblast cells [4],
together with other reports concerning its expression patterns
throughout pregnancy and decidual localization [5,6], sug-
gests an active participation of 1,25(OH),Dj3 in early stages
of fetoplacental development, particularly in those during
implantation and/or placentation [11-13]. In this study, we
have examined the effects of 1,25(OH),D3 and cyclic AMP
(cAMP) on both CYP27B1 and CYP24A1 gene expression
in cultured human syncytiotrophoblast cells, in an effort to
understand the regulation and biological implications of Vita-
min D metabolism in placenta.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Culture media, fetal bovine serum, trizol, and RT-PCR
reagents were from Invitrogen (Carlbad, CA). (125)Nal
and (32P)-dCTP were purchased from Amersham Phar-
macia Biotech (Buckinghamshire, UK). Cholera toxin and
anti-cAMP antibody were from Calbiochem-Novabiochem
(La Jolla, CA). Calcitriol was a donation from Hoffmann-
La Roche Ltd. (Basel, Switzerland). Human calci-
tonin and parathyroid hormone (PTH), IBMX, 8-Bromo
cAMP (8-Br-cAMP), H-89, tyrosil methyl ester of 2'-O-
monosuccinyladenosine 3’,5'-cyclic monophosphate and the
enzymes used for cell culture were from Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO). The VDR antagonist ZK 159222 was a donation
from Schering (Berlin, Germany).

2.2. Cell culture and assay methods

This study was approved by the Human Ethical Commit-
tee of the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran. Term placentae were obtained from normal
pregnant women (38-42 weeks of gestation). The isolation
of cytotrophoblasts and culture conditions were as previously
described [4,14]. Briefly: villous tissue was enzymatically
dispersed with trypsin and DNase I, and cytotrophoblasts
were separated on a Percoll gradient. The cytotrophoblasts
were plated in DMEM with 20% fetal bovine serum at a
density of 8 x 10° cells/ml and incubated in humidified 5%
C0O,2-95% air at 37 °C. Unless otherwise indicated, at 48 h
from plating, cells were incubated in serum-free DMEM and
treated with the compounds of interest. The morphological
aspects of cells were examined daily. The concentration of
human chorionic gonadotrophin (hCG) in culture media was
measured by specific enzyme immunoassay (Immunometrics
Ltd., London, UK) according to the manufacturer instructions
and results were expressed as IU/mg protein. Total protein

content was determined by the method of Bradford using
BSA as standard [15].

Intracellular cAMP was measured by radioimmunoassay
(RIA) as previously described [16]. For this purpose, cells
were treated with IBMX (0.1 mM) and homogenized in RIPA
buffer (phosphate buffer saline, pH 7.4, containing 1% Non-
idet P-40, 0.1% SDS). Samples were boiled during 5 min
before the assay. The sensitivity of the assay was 40 fmol/ml
and the inter- and intra-assay coefficients of variation were
<12% and <6%, respectively.

2.3. RT-PCR and Southern blots

cDNA was prepared from total RNA isolated from tro-
phoblast cells and the following primers were used for
PCR amplifications: CYP27B1: 5-ACCAGATGTTTGC-
ATTTGCTC-3’ and 5-GGACGAAAAGAATTTGGCTCT-
3/,and CYP24A1: 5-CCTCGTGTTGTATGAGAAGAGAT-
T-3" and 5'-TTTAAATACGGCATATTCCTCAAA-3, yield-
ing a 517 and 486 bp RT-PCR products, respectively. These
products were separated in agarose gels, blotted onto nylon
membranes and hybridized with (32P)-dCTP-radiolabeled
specific nested probes. The probes used throughout this study
were obtained by RT-PCR as previously described [17]. Nor-
malization was done by parallel amplifications of the house-
keeping gene, cyclophilin.

2.4. Statistical analysis

Statistical significance among comparisons was estab-
lished using Student’s r-test. A P-value of <0.05 was con-
sidered statistically significant.

3. Results

3.1. Morphological and functional evaluation of
cultured syncytiotrophoblasts

As previously shown [4,17-19], cultured Percoll-purified
cytotrophoblasts aggregated and formed syncytia in a time
dependent manner. At 3 days from plating, syncytiotro-
phoblasts appeared as network structures of multinucleated
cells. As shown in Fig. 1, addition of 8-Br-cAMP increased
significantly hCG content in culture media. A significant
increase on hCG secretion, although to lesser extent, was
also observed in the absence of the cyclic nucleotide ana-
log (Fig. 1). These data further confirmed the functionality
and morphological integrity of the culture system used in this
study.

3.2. Rapid cAMP accumulation and hCG stimulation by
calcitriol

In placenta, cAMP is a second messenger involved in
the transcriptional regulation of the Vitamin D hydroxylases
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Fig. 1. Temporal pattern of hCG secretion by cultured human trophoblasts.
Mononuclear cells (8 x 107 cells/ml) were incubated for 3 days in the
absence (—) or presence (+) of 8-Br-cAMP (1.5 mM). Secretion of hCG in
culture media was measured daily and data are presented as the mean + S.D.
of three cultures. “P <0.05 vs. day 1; **P <0.05 vs. control.

CYP27B1 and CYP24A1 [17]. In addition, rapid cAMP gen-
eration induced by calcitriol has been previously reported
in other cell types [20,21]. Herein, we studied if calcitriol
affects cAMP generation in cultured trophoblasts. For this
purpose, the presence of an operating G-protein mediated
pathway in placental cell cultures was investigated by incu-
bations performed in the presence of cholera toxin, an agent
that modifies G-protein activity. The presence of cholera toxin
rapidly increased in a dose-dependent manner the intracellu-
lar concentration of cAMP (data not shown). Then, the effects
of calcitriol on cAMP generation were evaluated. As shown
in Fig. 2A, dose—response studies revealed that calcitriol at
physiological concentrations were able to significantly stim-
ulate cAMP accumulation within 10 min of treatment. Since
calcitriol increased intracellular cAMP, we asked whether
the rapid changes in cAMP were significantly enough to
affect the secretion of hCG, a cAMP-dependent placental
marker. As depicted in Fig. 2B, 3 h incubation in the pres-
ence of increasing concentrations of calcitriol significantly
stimulated hCG secretion. Calcitriol effects on hCG were
not observed when cells were coincubated in the presence of
H-89, a selective inhibitor of PKA (8.14 £ 1.88 IU/mg pro-
tein versus 2.0 £ 1.6 IU/mg protein; P <0.05, in the absence
or presence of the PKA inhibitor).

3.3. Effects of 8-Br-cAMP and 1,25(0OH);D3 on
CYP27B1 and CYP24A1 gene expression

To investigate the molecular mechanisms by which Vita-
min D3 metabolism is regulated in placenta, total RNA was
extracted from syncytiotrophoblasts treated with increas-
ing concentrations of 8-Br-cAMP or 1,25(0OH);D3; and
subjected to RT-PCR using primers based on human la-
hydroxylase and 24-hydroxylase genes. Fig. 3A shows a
representative Southern blot analysis of RT-PCR products of
CYP27B1 (517bp) and CYP24A1 (486 bp) genes obtained
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Fig. 2. Dose-dependent effects of calcitriol on intracellular cAMP levels
(A) and hCG secretion (B) by cultured trophoblasts. Intracellular cAMP was
measured by specific RIA after 10 min incubation in the presence or absence
of increasing concentrations of 1,25(OH),D3. Immunoassayable hCG was
measured after 3 h incubation with calcitriol as above indicated. Results
were expressed as percent over ethanol-treated control cultures. cAMP and
hCG concentrations in control cultures were 1.73 £ 0.21 pmol/mg prot and
1.9 £ 0.05 IU/mg prot, respectively. Each bar represents the mean = S.D. of
three cell cultures. “P <0.05 vs. control.

from cells treated with 8-Br-cAMP. As depicted, CYP27B1
was expressed in the absence of 8-Br-cAMP and its expres-
sion was substantially inhibited in a dose-dependent manner
by the cyclic nucleotide analog. On the contrary, incubations
of cells in the presence of increasing concentrations of 8-Br-
cAMPresulted in upregulation of CYP24 A1 gene expression.
Next, the role of 1,25(OH);D3 on placental CYP27B1 and
CYP24A1 expression was studied. As shown in Fig. 3B,
1,25(0OH), D3 suppressed expression of CYP27B1 gene in
a dose-dependent manner. At the same time, 1,25(0OH);D3
strongly increased CYP24 A1 transcription even at the lowest
dose used (Fig. 3B). Parallel amplifications of the house-
keeping gene cyclophilin were used as internal and loading
controls.

Our results with calcitriol and 8-Br-cAMP on Vitamin D
hydroxylases expression may indicate that calcitriol, by a
mechanism probably linked to cAMP signaling, modulates
both hydroxylase genes. In order to support this observation,
placental cells were treated with calcitriol in the presence
of the PKA inhibitor H-89. As shown in Fig. 4, inhibition
of CYP27B1 expression by 1,25(0OH),D3 was prevented in
the presence of H-89 with no effects on calcitriol-mediated
upregulation of CYP24A1. On this regard, and in order to
investigate the role of a VDR-dependent mechanism, the
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Fig. 3. Dose-dependent effects of 8-Br-cAMP (A) and calcitriol (B) on
CYP27B1 and CYP24A1 gene expression in cultured trophoblasts. Total
RNA was obtained from cells treated during 18 h with different concentra-
tions of 8-Br-cAMP or calcitriol and subjected to RT-PCR and Southern
blot analysis as described in Section 2. RT-PCR products were hybridized
with (32P)-labeled nested probes for CYP27B1, CYP24A1 and cyclophilin,
respectively. Figure shows a representative result from at least three experi-
ments.

effects of ZK 159222, a specific antagonist of VDR, were
studied. Fig. 4 shows that preincubation with ZK 159222
during 2 h decreased 1,25(OH),Dj3 stimulation of placental
CYP24A1 gene expression. In contrast, the presence of the
VDR antagonist did not affect calcitriol suppressive effects
on CYP27B1. ZK 159222 alone resulted in a slight increase
on CYP24A1 and decrease on CYP27B1 mRNA (Fig. 4).
In order to identify natural hormone regulators of calcitriol
production in placenta acting through a G protein coupled
receptors pathway, trophoblasts were incubated in the pres-

CYP24A1 ; g - .

Cyclophilin | dih 4 45 % % &
Calcitriol - + + - + -

H-89 - - + + - -

ZK 159222 - - - -+ +

Fig. 4. Effects of a PKA inhibitor and a VDR antagonist on calcitriol-
induced regulation of CYP27B1 and CYP24A1 genes. Cultured cells were
preincubated during 2 h in the absence or presence of H-89 (5 uM) or ZK
159222 (1 x 1077 M) prior the addition of calcitriol (1 x 10-19M). After
18 h incubation period, total RNA was extracted for RT-PCR and South-
ern blot analysis. RT-PCR products were hybridized with the corresponding
(32P)-labeled nested probes. Figure shows a representative result from three
experiments.

ence of human PTH and calcitonin, two hormones known to
regulate calcitriol synthesis and metabolism in the kidney.
As depicted in Fig. 5SA, PTH, calcitonin and calcitriol were
able to significantly rise intracellular cAMP content in a short
period of time (10 min), being calcitonin the most potent acti-
vator of adenylate cyclase in this system. ZK 159222 alone
was able to induce cAMP accumulation, and its coincuba-
tion with calcitriol increased even more the cAMP synthesis.
These effects were also observed on hCG secretion (Fig. SB),
used as a marker of cAMP biological actions at the placental
level. As in the case of cAMP, calcitonin provoked the highest
stimulation on hCG secretion. In addition, these hormones,
as shown in Fig. 5C, decreased and increased CYP27B1 and
CYP24A1 gene expression, respectively, in a similar manner
than 1,25(OH);Ds.

4. Discussion

Cultured human syncytiotrophoblast cells have proved to
be a useful model to study placental physiology [4,17-19].
Our group has reported the ability of this culture system to
synthesize 1,25(OH),;Ds3, as well as the presence of tran-
scriptional products of CYP27B1, CYP24A1 and VDR genes
[4,17,18]. It is now generally accepted that the majority of
circulating 1,25(OH);D3 is made by the kidney and that
extrarenal 1,25(OH),D3 production most likely has a local
autocrine/paracrine function [1]. It is noteworthy to mention
that in some cases extrarenal 1a-hydroxylation of 250HDj is
not influenced by the same mechanism that controls enzyme
activity and gene expression in kidney [17,22,23]. This is
not due to differences in gene structure, since placental
CYP27B1 gene products are identical to those from kid-
ney [4]. In this study, we have examined the effects of
1,25(OH);D3 on cAMP, a second messenger of PTH and cal-
citonin action, and their effects on both 1a-hydroxylase and
24-hydroxylase gene expression. Our results demonstrated
an elevation of intracellular cAMP levels within 10 min
of treatment with 1,25(OH);D3 in a dose-dependent man-
ner. Moreover, 1,25(OH);D3 and 8-Br-cAMP inhibited 1«-
hydroxylase and stimulated 24-hydroxylase transcription,
which indicated the presence in the placenta of a nega-
tive feedback regulatory mechanism of calcitriol on its own
production. Rapid actions of 1,25(OH),D3 by transcription-
independent mechanisms have been previously shown. These
membrane effects are thought to be mediated via calcitriol
binding to VDR or to other surface membrane binding pro-
teins [20]. Although there is no evidence for the interaction
of VDR with G-proteins, recent studies have suggested the
association of VDR with lipid-raft-rich areas in the plasma
membrane that are involved in G-protein-Ga subunit activa-
tion [24].

Itis generally accepted that PTH and 1,25(OH), D3 are the
most important physiological regulators of 1a-hydroxylase
expression. In the kidney, PTH causes an upregulation of
la-hydroxylase through a cAMP-dependent process, which
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Fig. 5. Effects of calciotropic hormones on intracellular cAMP content (A), hCG secretion (B), and CYP27B1 and CYP24A1 gene expression (C) in human
cultured syncytiotrophoblast cells. cAMP was measured after 10 min incubation in the presence or absence of calcitriol (1 x 10~7 M), PTH (1 x 10~7 M),
calcitonin (1 x 1077 M), ZK 159222 (1 x 10”7 M) or the vehicle alone. hCG secretion and Vitamin D hydroxylases gene transcription were evaluated in
cultures incubated as above during 18 h. Results were expressed as percent over vehicle-treated control cultures. Each bar represents the mean £ S.D. of three

cell cultures. “P<0.05 vs. vehicle; “* P <0.05 vs. calcitriol.

leads to recruitment of coactivators and transactivation of
the CYP27B1 gene [9]. Calcitriol exerts its inhibitory effect
on la-hydroxylase gene by binding to the VDR, which is
associated indirectly to the promoter through an atypical
VDRE. This process involves the interaction of the liganded
VDR to the intermediate molecule VDIR (VDR interact-
ing repressor) leading to dissociation of coactivator com-
plexes and recruitment of corepressors, to finally transrepress
CYP27B1 gene [9]. Huening et al. [25] provided evidence in
osteoblastic cells of a PKA-dependent cAMP early repres-
sor (ICER) that downregulates PKA-mediated VDR tran-
scription. ICER binds to CREs in cAMP-responsive genes
not allowing recruitment of CRE-binding protein (CREB)
and/or related factors needed to activate transcription. It was
of interest in this study the observation that other cAMP-
mediated processes such as 24-hydroxylase expression and
hCG secretion were rather stimulated than inhibited by the
cyclic nucleotide analog, which may suggest specific reg-
ulatory mechanisms for ICER on some cAMP-dependent
process or the presence of a different regulatory mechanism
for placental Vitamin D metabolism. Recently, Ebert et al.
[26] showed that 1a-hydroxylase promoter is suppressed by
NFkB and the use of sulfasalazine, an inhibitor of NFkB,
stimulates endogenous 1a-hydroxylase mRNA expression in
HEK-293 cells. In addition, consensus sequences for NFkB
in la-hydroxylase promoter have been identified [26], and
both cAMP analogs and agents that stimulates cAMP produc-
tion induced NFkB DNA-binding activity in human myeloid
cells [27]. These observations suggest that regulation of pla-

cental la-hydroxylase by cAMP may be a tissue selective
mechanism mediated via CRE or through additional tran-
scription factors at the level of promoters.

Herein, we present evidence showing that calcitriol and
cAMP downregulate CYP27B1 through a PKA signaling
pathway. In this regard, the PKA selective inhibitor H-89
but not the VDR antagonist prevented the calcitriol-mediated
CYP27B1 inhibition. Although no effects with the VDR
antagonist were observed, the participation of VDR-mediated
calcitriol actions on CYP27B1 cannot be totally excluded,
considering that intracellular cAMP raised with the VDR
antagonist alone. The increase of hCG secretion with the
VDR antagonist by itself further supported these observa-
tions.

Calcitriol and cAMP increased in a dose-dependent man-
ner CYP24A1 mRNA levels. Incubations in the presence of
H-89 or ZK 159222 alone completely inhibited or increased,
respectively, the basal expression of this gene. These obser-
vations are in line with the concept that the PKA-signaling
pathway, in addition to the VDR-dependent mechanism, also
contributes to control 24-hydroxylase expression by cal-
citriol or other calciotropic hormones [28]. cAMP effects
on CYP24A1 are probably mediated by phosphorylation of
CREB and binding to putative CRE sites at the promoter level
[29,30]. In addition, the observation that calcitriol induced
the strongest transcriptional response on CYP24A1 gene,
suggested, as previously shown in kidney [31], that cAMP
upregulation of VDR is probably one mechanism involved
in cAMP-mediated modulation of CYP24A1 transcription
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[31,32]. Furthermore, Dhawan et. al. [33] recently established
in osteoblastic cells the functional cooperation between the
C/EBP family of transcription factors and VDR on calcitriol-
induced CYP24A1 transcription. CCAAT enhancer bind-
ing protein 3 (C/EBP@) increased 1,25(OH);D3-mediated
CYP24A1 and PKA-mediated VDR gene expression. In
addition, both PTH and calcitriol induced C/EBP(. These
observations, together with those demonstrating the pla-
centa as a source of C/EBP@ [34], suggest the presence of
a similar mechanism of cross-talking between cAMP and
1,25(OH),D3 upon VDR-dependent CYP24A1 gene regula-
tion in placenta.

It was of interest to note that the two natural occurring
calciotropic hormones such as PTH and calcitonin used in
this study induced the same Vitamin D3 hydroxylases gene
expression patterns as those obtained with 8-Br-cAMP and
calcitriol. These results indicate and support the presence of
functional G-protein coupled receptors for PTH and calci-
tonin [35,36] and may also help to establish their role on
placental physiology.

In summary, the results presented herein indicate that in
cultured human syncytiotrophoblast cells both 1,25(OH),D3
and cAMP modulate transcription of CYP27B1 and
CYP24Al. Calcitriol and cAMP suppressed 1a-hydroxylase
expression, whereas both of them upregulated 24-
hydroxylase mRNA. The mechanistic differences in gene
transcription regulation of these two key enzymes between
placenta and kidney are probably mediated via tissue specific
transcription factors at the level of individual promoters.
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Abstract

Calcitriol is an antiproliferative prodifferentiating secosteroid that exerts a protective role for some kinds of cancer. Alterations in
25-hydroxyvitamin D-1a-hydroxylase (CYP27B1) activity have been found in some tumor cells, but there are no studies performed in human
choriocarcinoma. In the present work, calcitriol production and CYP27B1 gene regulation were studied in the human choriocarcinoma
cell line JEG-3, and compared with normal human syncytiotrophoblasts (hS) in culture. In JEG-3 cells, secretion of [*H]calcitriol was
significantly less (P <0.001) than in hS (45 £ 17 fmol/mg protein versus 174 4= 87 fmol/mg protein, respectively; n=8). CYP27B1 mRNA
was similar in both JEG-3 and hS cells; but the protein was detected only in hS extracts. In contrast to the hS, JEG-3 CYP27B1 gene
expression was not regulated by calcitriol or by a cAMP analogue. Our results indicate that in JEG-3 cells calcitriol production is
diminished due to CYP27B1 dysregulation and low protein content, and suggest that hyperproliferation could be a consequence of these

alterations.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Trophoblast; Placenta; CYP27B1; Calcitriol; cAMP; Cancer

1. Introduction

Vitamin D3 derived from 7-dehydrocholesterol is acti-
vated to 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH);D3 or
calcitriol) after two successive hydroxylations in the
liver and kidney [1]. The rate-limiting step for calcitriol
production is the 25-hydroxyvitamin Dj3-lo-hydroxylase
(la-hydroxylase, CYP27B1). Most of calcitriol effects are
mediated by the vitamin D receptor (VDR), regulating
the expression of genes whose promoters contain specific
vitamin D response elements (VDREs). During gestation,
placenta is an important extrarenal source of calcitriol [2,3].
Human syncytiotrophoblasts (hS) synthesize calcitriol from
25-hydroxyvitamin D3 [4], and express CYP27B1 and VDR
[5]. The rates of extrarenal calcitriol synthesis and degrada-
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tion are under the control of local factors, which optimize
the levels of the secosteroid for cell-specific actions. Con-
sequently, the regulation of extrarenal CYP27B1 may be
different from that of the renal enzyme [1]. In the nor-
mal trophoblast, calcitriol production is inhibited by cAMP
and is produced in a lesser amount as the cell differentiates
into syncytium [5]. Extrarenal calcitriol seems to accomplish
autocrine/paracrine functions; however, little is known about
the actions of this hormone in the placenta [2], and nothing is
known about how placental calcitriol production is affected
in the malignant transformation of the trophoblast. In the
present work we studied calcitriol production and CYP27B1
abundance in choriocarcinoma cells and results were com-
pared with normal hS. Additionally, the effects of calcitriol
and cAMP upon CYP27B1 expression in the human chorio-
carcinoma cell line JEG-3 were also studied. The results of
this study will help to understand the biological function of
locally produced calcitriol, including the role of vitamin D
metabolism under normal and pathological conditions.
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2. Material and methods
2.1. Cell culture

This study was approved by the Institutional Human Ethi-
cal Committee. The human choriocarcinoma JEG-3 cell line
was from the American Type Culture Collection (Rockville,
MD) and cells were cultured in supplemented medium
[Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitro-
gen, Grand Island, NY), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 0.25 pg/ml anfotericin B] containing 5%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). Normal human
trophoblasts were cultured as previously described [4,6].
Briefly, villous tissue from term placentas was enzy-
matically dispersed and cells were separated on density
Percoll gradients. Trophoblasts were plated at a density of
8 x 10° cells/ml in supplemented medium with 20% FBS;
in humidified 5% C0,-95% air at 37 °C. Culture viabil-
ity was evaluated by radioimmunoassayable hCG in culture
media in the presence or absence of 8-bromoadenosine
3/5'-cAMP (8-Br-cAMP, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO).
Total protein content was determined by the method of
Bradford [7] and results were expressed as IU/mg pro-
tein.

2.2. CYP27BI activity in JEG-3 cells and cultured
human syncytiotrophoblasts

Confluent JEG-3 cells and 48h hS were incubated in
serum-free D-MEM/F12 in the presence of 3 nM 25-hydroxy-
[26,27-methyl-*H]cholecalciferol ([*H]250HD3; specific
activity: 30 Ci/mmol, Amersham Biosciences, Bucking-
hamshire, UK) during 60 min. After incubation, dried lipidic
extracts were dissolved in chromatographic phase contain-
ing unlabeled 1,25(OH), D3 (Hoffmann-La Roche Ltd, Basel,
Switzerland) and [*H]250HD; metabolites were separated
by HPLC (Model 1100, Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) using a Zorbax SIL column (4.6 mm x 250 mm,
5 wm) as previously described [4,6]. Enzymatic activity was
calculated by estimating the percentage of conversion of
[*H]250HD3 into putative [?H]1,25-(OH),D3. Results were
expressed as fmol/mg protein.

2.3. RT-PCR and Southern blots

cDNA was prepared from total cellular RNA and
the following primers were used for PCR amplifica-
tions: CYP27B1: 5-ACCAGATGTTTGCATTTGCTC-3/
and 5-GGACGAAAAGAATTTGGCTCT-3'. The 517-bp
CYP27B1 RT-PCR products were separated in agarose gels,
blotted onto nylon membranes and hybridized with [>*P]-
dCTP probes as previously described [5]. Normalization was
done by parallel amplifications of the housekeeping gene
cyclophilin.

2.4. Western blotting

Cells were homogenized at 4 °C in RIPA buffer (PBS,
1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, protease inhibitors). Aliquots
of 75 g of protein were separated on 10% SDS-PAGE and
transferred to a PVDF membrane by electroblotting. Final
antibody dilutions were: sheep anti-murine CYP27B1 1:500
(The Binding Site, Birmingham, UK); and rabbit anti-sheep-
horseradish peroxidase 1:500 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Immunocomplexes were visualized with
3,3’-diaminobenzidine and hydrogen peroxide.

2.5. Statistical analysis

Statistical significance among comparisons was estab-
lished using Student’s 7 test. A P value of <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

3.1. Morphological and functional evaluation of
cultured cells

Cultured Percoll-purified human cytotrophoblasts aggre-
gated and formed syncytia in a time dependent manner. The
presence of 8-Br-cAMP increased significantly the content of
hCG in the culture media. Control cells grown in the absence
of 8-Br-cAMP secreted less hCG; however, a progressive and
spontaneous increase was observed during the cytodifferen-
tiation process (Fig. 1). JEG-3 cells also secreted hCG to the
culture media (data not shown).

3.2. Comparison of CYP27BI activity in JEG-3 cells
and hS

Lipidic extracts analysis from JEG-3 and hS cultures
by HPLC showed the presence of a radioactive polar
metabolite that co-eluted as a single peak with authentic unla-
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Fig. 1. Temporal pattern of hCG secretion by cultured hS. Mononuclear
cells were incubated for 3 days in the absence (closed circles) or presence
(open circles) of 8-Br-cAMP (1.5 mM). hCG in culture media was measured
daily and data are presented as the mean = S.D. of three cultures. “P <0.001
vs. day 1; ““P<0.005 vs. control.
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Fig. 2. Enzymatic activity of CYP27B1 in hS and in JEG-3. Cells in serum-
free D-MEM/F-12 were incubated in the presence of 3 nM [*H]250HD3
during 1 h. Bars represent the mean & S.D. of eight different cell cultures.
“P<0.05 vs. hS.

beled calcitriol. In JEG-3, bioconversion of [PH]250HD;
into [3H]1,25-(OH),D3 was significantly less (P <0.05)
than in normal hS cells (45+ 17 fmol/mg protein versus
174 £ 87 fmol/mg protein, respectively; n = 8) (Fig. 2).

3.3. Expression of CYP27B1 in JEG-3 cells and hS

Considering the former results, we speculated that
CYP27B1 expression could be altered in JEG-3 cells. There-
fore, CYP27B1 abundance and mRNA were investigated.
Immunoreactive CYP27B1 enzyme was detected in hS
homogenates but not in JEG-3 extracts (Fig. 3A). CYP27B1
mRNA was expressed in both kinds of cells, but more strongly
in JEG-3 (Fig. 3B).

3.4. Effects of 8-Br-cAMP and calcitriol on CYP27B1
gene expression

As previously shown by our group, CYP27B1 gene
expression in normal hS is down-regulated by 8-Br-cAMP;

(A)
56 kDa —»

hS JEG-3

(B) hS JEG-3

CYP27B1

Cyclophilin

Fig. 3. CYP27B1 expression in hS and in JEG-3. Confluent JEG-3 and 48 h
cultured hS were lysed with RIPA buffer for Western blot (A) or used for
RNA extraction and RT-PCR analysis (B). (A) Shows representative results
from three different experiments. (B) Shows duplicate experiments for each
cell type.
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Fig. 4. Effects of 8-Br-cAMP (A) and calcitriol (B) on CYP27B1 gene
expression in hS and JEG-3. Total RNA was obtained from cells treated dur-
ing 18 h in the presence of 8-Br-cAMP (1.5 mM) or calcitriol (1 x 10~3 M)
and subjected to RT-PCR and Southern blot. RT-PCR products were
hybridized with CYP27B1 or cyclophilin [32P]-labeled probes. Figure shows
a representative result from three experiments.

therefore, the effects of the cyclic nucleotide analog in JEG-3
cells were investigated. As depicted in Fig. 4, basal CYP27B1
gene expression was detected in both kinds of cells. In con-
trast to normal hS cells, addition of 8-Br-cAMP did not
affect CYP27B1 gene expression in JEG-3 cells (Fig. 4A).
Similar results upon gene transcription were obtained when
cells were incubated in the presence of calcitriol (Fig. 4B).

4. Discussion

Local calcitriol inhibits proliferation and promotes
cell differentiation, exerting a protective effect against
different cancer types [8]. Studies in cells of the monocyte-
macrophage lineage have demonstrated that calcitriol
induced the expression of the cyclin-dependent kinase
inhibitor p21 [9], and that this induction arrests growth [10].
In kidney cells [11], osteoblasts [12], and the monocytic
cell line HL60 [13], calcitriol induced C/EBP[3 expression,
a transcription factor identified as a potent suppressor of
the oncogenic-cyclin D1 in human epithelial tumors [14].
In addition, studies in prostate cancer cells have shown a
marked decrease in CYP27B1 activity compared with normal
prostatic cells [15]. In the present study we found very low
CYP27BI1 activity in JEG-3 cells, which was explained by
the absence of immunoreactive CYP27B1. This finding could
reside at the translational level or be due to increased protein
turnover. In this regard, abnormal translational regulation of
la-hydroxylase has been described in kidney of hyp-mouse,
a murine model of human X-linked hypophosphatemia [16].

Trophoblast invasion share common biochemical mecha-
nisms with those of cancer; however, normal invasion of the
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endometrium is strictly regulated by autocrine and paracrine
factors derived from the decidua and the trophoblast itself
[17]. We believe that locally produced calcitriol could be
an important cell growth regulatory factor in the placenta,
and changes in its synthesis and metabolism may alter cell
proliferation as in the case of cancer cells [1]. Indeed, in
this study both expression and regulation of CYP27B1 by
cAMP and calcitriol were altered in JEG-3 cells. Full charac-
terization of the molecular mechanism underlying CYP27B1
regulation by cAMP and calcitriol remained elusive for some
time. Recently, Murayama et al., described the mechanism by
which calcitriol and parathyroid hormone regulate CYP27B1
gene expression in normal kidney cells [18]. CYP27B1 pro-
moter has an atypical VDRE, which drives calcitriol-induced
transrepression or cAMP-stimulation, by coupling to the
VDR interacting repressor. The presence of liganded-VDR
is mandatory for CYP27B1 repression. In as much as VDR
functionality and expression have been demonstrated in JEG-
3 [11,19], our results of a CYP27B1 dysregulation in these
cells could be better explained on the basis of an abnormal
promoter activity as suggested by Chen et al. [20]. These
authors reported a marked decrease in 1a-hydroxylase activ-
ity in cultured prostate cancer cells, a defect that resulted
from decreased promoter activity.

Additionally, cAMP response elements in CYP27B1 pro-
moter have been described [21]. As previously shown by
our group [5], incubations of hS in the presence of 8-Br-
cAMP resulted in CYP27B1 inhibition, an effect that was
not observed in the present study in the case of JEG-3 cells,
which might probably be explained by specific availability of
nuclear CYP27B1 transcriptional modulators. Further sup-
port to this concept was derived from the observation that
8-Br-cAMP increased hCG in culture media from JEG-3
cultures (data not shown).

Finally, the fact that no immunoreactive CYP27B1 was
found in JEG-3 cells could be explained by posttranscrip-
tional abnormalities such as aberrant mRNA translation,
enhanced protein degradation, or deranged posttranslational
modifications, resulting in low calcitriol production. Indeed,
further studies are needed in order to understand the causes
of CYP27B1 dysregulation and the mechanism underlying
the altered CYP27B1 translational process.

In summary, the results presented in this study clearly
point out that in JEG-3, as in other cancer cell lines, the
local vitamin D metabolism is abnormal, which suggest
that hyperproliferation could be a consequence of these
alterations.
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Calciotropic actions of parathyroid
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ABSTRACT

Parathyroid hormone (PTH) and 1,25-dihydroxyvitamin D
[1,25-(OH),D] participate in systemic regulation of calcium
homeostasis through endocrine effects mediated via the spe-
cific receptors PTHR1 and VDR, expressed in bone, kidney,
intestine and parathyroid glands. In bone, both hormones
PTH and 1,25-(OH),D promote calcium release into the cir-
culation; however, they also have anabolic effects in this tis-
sue. In kidney, PTH controls 1,25-(OH),D synthesis, and
together both hormones stimulate calcium reabsorption. The
most important calciotropic action of 1,25-(OH),D is stimu-
lation of intestinal calcium absorption. In the parathyroid
glands, 1,25-(OH),D regulates PTH synthesis through a nega-
tive feedback mechanism, while modulating the gland growth.
Finally, a general overview of the maternal adaptations re-
garding calcium homeostasis during pregnancy and lacta-
tion is presented.

Key words. Intestine. Bone. Kidney. Parathyroid gland.
VDR. Calcium. Calcitriol. Pregnancy. Lactation.

INTRODUCCION

El calcio es un elemento de gran importancia en
la fisiologia humana. Este elemento representa el
52% del contenido mineral corporal y es el nutri-
mento inorganico méas abundante en el organismo. En
promedio, el ser humano contiene 1 kg de calcio, del
cual 99% esta depositado como hidroxiapatita en la
fase mineral del hueso. El 1% restante se encuentra
en el fluido extracelular y en reservas intracelulares.
En la sangre, la concentracion de calcio total oscila
entre 9 y 11 mg/dL, de los cuales el 47.5% se en-
cuentra en forma idnica, 46% se fija a proteinas y el
resto circula como diversos complejos de calcio. El

RESUMEN

La hormona paratiroidea (PTH) y la 1,25-dihidroxivitamina D
[1,25-(OH),D] participan en la regulacion sistémica de la ho-
meostasis del calcio mediante efectos endocrinos secundarios
a la unién a sus respectivos receptores PTHR1 y VDR en el hue-
so, el rifién, el intestino y las glandulas paratiroides. En el
hueso, ambas hormonas favorecen la liberacion de calcio a la
circulacion; sin embargo, también pueden ejercer efectos ana-
bélicos. En el rifidén, la PTH controla la produccién de 1,25-
(OH),D y ambas hormonas incrementan la reabsorcién de
calcio mediante la regulacién de la actividad y la sintesis de la
maquinaria de transporte de calcio en los tubulos distales. La
principal accién calciotrépica de la 1,25-(OH),D es la estimu-
lacién de la absorcién de calcio en el intestino delgado. En las
glandulas paratiroides, la 1,25-(OH),D controla la sintesis de
la PTH mediante un mecanismo de retroalimentacidon negati-
va y funciona como un factor regulador del crecimiento de las
glandulas. Finalmente, se presenta un panorama general de
las adaptaciones del organismo materno en la homeostasis del
calcio durante el embarazo y la lactancia.

Palabras clave. Intestino. Hueso. Rifién. Glandulas parati-
roides. VDR. Calcio. Calcitriol. Embarazo. Lactancia.

calcio idnico representa la forma biolégicamente ac-
tiva y constituye la fraccion de calcio ultrafiltrable.
Dentro de las células, la gran mayoria del calcio se
encuentra almacenado en las mitocondrias y en los
reticulos endoplasmico y sarcoplasmico.

El mantenimiento de la concentracién normal de
calcio en la sangre es crucial para el organismo, ya
que sus desviaciones estan asociadas a problemas de
salud. El ajuste de la calcemia se lleva a cabo por
flujos frecuentes de calcio entre la sangre y otros
compartimientos corporales como el hueso, que
funciona como un gran reservorio de calcio; el ri-
fion, donde se efectla la reabsorcion del calcio, y el
intestino delgado, donde el calcio dietario se absorbe
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Figura 1. La PTH y el sistema endocrino
de la vitamina D en la homeostasis del calcio.
A. Las glandulas paratiroides responden a la
baja concentracion de calcio en la sangre se-
cretando PTH. Esta hormona estimula la resor-
cion osea, la reabsorcion tubular de calcio y la
sintesis de 1,25-(OH),D. La principal funcion
endocrina de la 1,25-(OH),D es el incremento
de la absorcion intestinal de calcio. Ademas, la
1,25-(OH),D también favorece la movilizacion
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| Respuestas celulares

Ca?* en el rifidn. Todos estos mecanismos res-
tauran la concentracion de calcio en la circula-
cion. B. Principales vias de sefializacion del
PTHR1. En ciertos tejidos, el PTHR1 activado
estimula solamente a la adenilato ciclasa (AC),
efecto mediado por la proteina G estimuladora,
Gas, resultando en la formacion de AMP cicli-
co, la activacion de la PKA y la estimulacion de
otros efectores que conducen a las principales
respuestas celulares que controlan la homeos-
tasis del calcio. En otras células, las acciones
de la PTH estan mediadas por la fosfolipasa C
(PLC) posterior a la activacion de la proteina
Gag/11. La activacion de la PLC resulta en la
formacion de diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-trifos-
fato de inositol (IP,); segundos mensajeros que
permiten la activacion de la PKC, la liberacion
de Ca®* de reservas intracelulares y finaimente
respuestas celulares.

(Figura 1A). La ingestion diaria promedio de calcio
es de 1 g; sin embargo, puesto que el calcio se absor-
be pobremente, s6lo el 35% (350 mg/dia) se encuen-
tra biodisponible y el calcio restante es eliminado
con las heces. Tomando en cuenta lo anterior, el
23% (230 mg/dia) del calcio consumido diariamente
se excreta en la orina.t

Las variaciones de la funcion intestinal, 6sea y
renal necesarias para la homeostasis del calcio son
controladas por los efectos concertados de la hor-
mona paratiroidea (PTH) y la 1,25-dihidroxivitami-
na D [1,25-(OH),D], el metabolito activo de la
vitamina D. La calcitonina contribuye de manera
importante en la homeostasis del calcio Unicamente
en la lactancia.? En términos generales, la PTH es

la hormona involucrada en la regulacion minuto a
minuto del calcio ionizado en el fluido extracelular
mientras que la 1,25-(OH),D controla el balance
del calcio en el organismo dia a dia.® Los efectos
biologicos de la 1,25-(0OH),D son el resultado de la
accién coordinada de proteinas transportadoras, hi-
droxilasas mitocondriales, receptores nucleares y
proteinas efectoras en distintos érganos que con-
forman el sistema endocrino de la vitamina D.*
Esta revision se enfoca en el conocimiento reciente
de los efectos de la PTH y la 1,25-(OH),D en los o6r-
ganos clasicos que participan en la homeostasis del
calcio. Adicionalmente, se presentan las adaptacio-
nes del metabolismo del calcio durante el embarazo
y la lactancia.

Avila E, et al. Acciones calciotrépicas de la hormona paratiroidea y del sistema endocrino de la vitamina D. Rev Invest Clin 2007; 59 (4): 306-317

307



LAPTH

En los mamiferos, la PTH es el regulador mas
importante de la homeostasis del calcio.® La PTH
se produce en las glandulas paratiroides como una
pre-pro-hormona de 115 aminoécidos. En el reticu-
lo endoplasmico se eliminan los 25 aminoé&cidos
del extremo amino terminal y la pro-PTH resul-
tante se transfiere al aparato de Golgi, lugar
donde endopeptidasas hidrolizan el hexapéptido
remanente de la prosecuencia. La PTH madura de
84 aminoéacidos PTH(1-84) se empaca en granulos de
secrecién que pueden ser de dos tipos: aquellos que
contienen solamente a la PTH(1-84) y otros que in-
cluyen a las catepsinas B y H junto con la PTH(1-
84).5 El metabolismo y la secrecion de la PTH a la
circulacién depende de la concentracién extracelular
de calcio ionizado, la cual es monitoreada perma-
nentemente por el receptor sensor de calcio locali-
zado en las glandulas paratiroides.® Cuando la
concentracion de calcio es baja, el receptor sensor
de calcio permite la sintesis y la liberaciéon de la
PTH(1-84).” En cambio, con alta concentracion de
calcio se activa el receptor sensor de calcio, lo cual
favorece la liberacion de calcio de las reservas in-
tracelulares y se inhibe la secrecion de la PTH(1-
84). Asimismo, la alta concentracion intracelular de
calcio activa a las catepsinas presentes en los granu-
los de secrecién, las cuales hidrolizan el extremo
amino terminal de la PTH(1-84).5 Es claro entonces
gue los cambios en la concentracién extracelular de
calcio no s6lo regulan la secrecion de la PTH(1-84)
por las glandulas paratiroides, sino que también mo-
dulan la abundancia relativa de varias formas mole-
culares de la PTH en la circulacién.

Las acciones calciotropicas de la PTH(1-84), asi
como las del péptido relacionado con la hormona
paratiroidea (PTHrP), estan mediadas por la acti-
vacion de un receptor comun de 7 dominios trans-
membrana acoplado a proteinas G Illamado
PTHR1.8 EI PTHrP es un factor paracrino que tie-
ne importantes papeles fisioldgicos que incluyen la
morfogénesis del tejido mamario, la regulacién del
metabolismo 6seo y el transporte de calcio desde la
circulacion materna hacia el feto y hacia la leche
durante la lactancia.> El PTHrP comparte similitud
en su secuencia de aminoacidos con el dominio amino
terminal de la PTH(1-84), el cual es el responsable de
la homeostasis del calcio.® En efecto, el PTHrP, la
PTH(1-84) y el analogo sintético PTH(1-34) son ca-
paces de unirse con alta afinidad al PTHR1. EI
PTHRL1 activado por la PTH(1-84) utiliza distintas
vias de sefializacion intracelular; sin embargo, las

acciones calciotropicas mas relevantes se llevan a
cabo a través de la generacién de AMP ciclico y
la activacién de la proteina cinasa A (PKA) (Figura
1B).5> Algunos fragmentos proteoliticos del extre-
mo amino de la PTH(1-84) como la PTH(7-84), im-
piden la formacion de AMP ciclico y favorecen la
internalizacion del PTHR1, resultando en la ate-
nuacion de los efectos calciotrdpicos de la PTH(1-
84).° Estas observaciones son interesantes dado
gue los fragmentos PTH(7-84) circulan en la san-
gre periférica y se incrementan en las enfermeda-
des terminales del rifion, lo cual podria explicar la
resistencia a la PTH en la falla renal a través de
la internalizacidn y actividad deficiente del recep-
tor PTHR1.5

El papel central del PTHRL1 en la homeostasis del
calcio se ilustra por algunas patologias que pertur-
ban la funcién normal de este receptor. Entre ellas
destacan la condrodisplasia letal tipo Blomstrand y
la condrodisplasia metafisaria tipo Jansen, ocasio-
nadas por inactivacion o activacion permanente del
PTHR1, respectivamente.® Es por ello factible que
ciertas patologias asociadas con trastornos de la ho-
meostasis del calcio y del esqueleto sean tratadas
con intervenciones farmacoldgicas dirigidas hacia
el PTHR1. A este respecto, la activacion pulsatil
del PTHR1 debido a la administracion intermitente de
PTH(1-34) tiene efectos benéficos en la osteoporosis
debido a acciones anabdlicas en el hueso.® Por otra
parte, el hiperparatiroidismo y la hipercalcemia hu-
moral maligna ocasionada por la elevada secrecién
de PTHYrP, podrian ser tratados eficazmente con an-
tagonistas o agonistas inversos del PTHR1.8

La estimulacion del PTHR1 por la PTH pone en
marcha varias acciones encaminadas a normalizar la
calcemia, tales como: 1) mayor resorcién ésea, 2) ma-
yor reabsorcion renal y 3) mayor absorcién intestinal
de calcio. Ademas, en el rifion la PTH regula la expre-
sién de la 25-hidroxivitamina D la-hidroxilasa (la-hi-
droxilasa), la enzima critica de la sintesis de la
1,25-(0OH),D. %

EL SISTEMA ENDOCRINO
DE LAVITAMINA D

El término vitamina D se usa para describir co-
lectivamente al ergocalciferol (vitamina D,) y al
colecalciferol (vitamina D,). La vitamina D, se ob-
tiene de la dieta, mientras que la principal fuente de
vitamina D, es la fotosintesis endégena a partir del
7-dehidrocolesterol. Ambas formas de la vitamina D
son biolégicamente inertes y requieren de procesos
metabdlicos en el higado y el rifidbn para convertirse
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Figura 2. Sintesis de 1,25-(OH),D,.
A. Por efecto de la luz solar, el 7-dehidrocoles-
terol presente en la piel se transforma en vitami-

naD,. Enel higado, la 25-hidroxilasa convierte a

la vitamina D, en 25-hidroxivitamina D, el meta-

bolito de la vitamina D més abundante en la cir-
culacion. La activacion final ocurre en el rifion,
donde la la-hidroxilasa sintetiza la 1,25-
(OH),D,, el metabolito con actividad hormonal.
B. Mecanismo de represion de la sintesis de la
lo-hidroxilasa y de la PTH por la 1,25-(OH),D.

Rifién
HO™
1,25 - dihidroxivitamina D4 25- hidroxivitamina D3
B Coactivadores
- .#A‘ —
Ausencia del1,25-(OH),D @
nVDRE PTH lo-hidroxilasa

Los promotores de los genes de la 1a-hidroxilasa

Correpresores

Presencia de 1,25-(OH),D

X

y la PTH contienen elementos de respuesta ne-
gativos para la 1,25-(OH),D (n\VDRE), a los cua-
les se une el factor llamado VDIR. En ausencia
de 1,25-(OH),D el VDIR recluta a proteinas co-
activadoras que facilitan el inicio de la transcrip-
cion. En presencia de 1,25-(OH),D, este
secosteroide se une a su receptor, el cual en for-
ma dimérica con el RXR se acopla con VDIR y

— <| PTH la-hidroxilasa |

los coactivadores son desplazados. En su lugar

se reclutan una serie de correpresores que blo-
quean la transcripcion de ambos genes.

en moléculas bioactivas (Figura 2A). La vitamina D
es llevada al higado por la proteina transportadora
de vitamina D (DBP), donde se hidroxila enzimatica-
mente en la posicion 25y se forma 25-hidroxivitami-
na D (250HD), el metabolito de la vitamina D mas
abundante en la circulacion y cuya concentracion
oscila entre 10 y 50 ng/mL.! La 250HD es transpor-
tada al rifién por la DBP y en los tubulos proximales
el complejo 250HD-DBP es reconocido por un recep-
tor membranal inespecifico llamado megalina, la
cual favorece la endocitosis del complejo.'? Una vez
dentro de las células, la DBP se degrada en los liso-
somas y la 250HD entra en las mitocondrias donde
es convertido a 1,25-(OH),D por la la-hidroxilasa.
La 1,25-(OH),D circula en la sangre en concentra-
ciones que oscilan entre 15-60 pg/mL. Se considera

que la 1,25-(OH),D es la forma hormonal activa de
la vitamina D3 en virtud de que se une al receptor
de la vitamina D (VDR) con alta afinidad (Kd = 1 x
10710 M) en comparacion con las menores afinidades
de unién de otros metabolitos de la vitamina D; y de-
bido a que la 1,25-(OH),D se encuentra libre en con-
traste con su precursor, que se encuentra casi
totalmente secuestrado por la DBP.13

Por otra parte, el VDR es un factor de transcrip-
cion dependiente de la 1,25-(OH),D que pertenece a
la superfamilia de receptores para hormonas esteroi-
des.’® EI VDR es un regulador transcripcional que
facilita o impide el ensamblaje de la maquinaria ge-
neral de la transcripcion por la RNA polimerasa 1.1
El VDR actua sobre los genes regulados por la 1,25-
(OH),D como un heterodimero con el receptor X
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para retinoides (RXR). Los genes que se inducen por
la 1,25-(OH),D contienen en sus promotores secuen-
cias cortas conocidas como elementos positivos de
respuesta a la vitamina D (VDRES), los cuales son el
sitio de interaccion del heterodimero VDR-RXR.
Recientemente se ha caracterizado un segundo tipo
de secuencias que funcionan en genes reprimidos por
la 1,25-(OH),D a través del complejo ternario VDR,
RXR y un nuevo factor de transcripcién llamado
VDIR (Figura 2B).'>16 De manera global, la 1,25-
(OH),D dispara la activacion o la represion de la
transcripcion a través del remodelamiento local de la
cromatina en los genes regulados por esta hormo-
na.lA

La 1,25-(OH),D es una molécula crucial en la ho-
meostasis del calcio. Baste sefialar que las mutacio-
nes inactivantes en los genes de la la-hidroxilasa
y del VDR son responsables del raquitismo tipo | y
tipo 11, respectivamente, en los que se presentan pro-
fundas alteraciones en el metabolismo del calcio.*®

EFECTOSDE LAPTHY
LA 1,25-(OH),D EN EL HUESO

El incremento sostenido de la PTH favorece la
movilizacién de calcio y fosfato del hueso a través de
la estimulacion de la diferenciacién de los osteoclas-
tos.3 Este proceso es indirecto y depende de la union
de la PTH al PTHRL1 presente en los osteoblastos.
Tanto la PTH como la 1,25-(OH),D aumentan la ex-
presion del ligando activador del receptor NF-xB
(RANKL) en los osteoblastos.l”*® La union de
RANKL a su receptor RANK presente en los preos-
teoclastos promueve su diferenciacién a osteoclastos
activos. Ademas, la 1,25-(OH),D incrementa la os-
teoclastogénesis al inhibir la expresion de la osteo-
protegerina, un receptor soluble del osteoblasto que
compite con RANK por la unién de RANKL. De
esta forma, la PTH y la 1,25-(OH),D aumentan la
calcemia al incrementar los osteoclastos activos en
el hueso.

De manera paraddjica, la administracion pulsatil
de la PTH resulta en la formacion del hueso al fo-
mentar la actividad y la vida del osteoblasto.1° Este
efecto anabdlico es la base para el uso clinico de la
PTH(1-34) en el tratamiento de la osteoporosis. La
PTH(1-34) administrada de manera pulsatil incre-
menta la densidad mineral ésea en modelos anima-
les y en pacientes con osteoporosis y también
reduce la incidencia de las fracturas al mejorar la
arquitectura 6sea.?’ La PTH ha sido aprobada para
su uso en EE.UU. en mujeres y hombres con alto
riesgo de fractura, como los que han tenido fractu-

ras previas debidas a la osteoporosis o0 aquellos en
los que han fracasado otros regimenes terapéuti-
cos. El tratamiento con la PTH debe ser reservado
a pacientes con alto riesgo debido a la necesidad de
una inyeccion subcutéanea diaria, al costo elevado y
debido a que no se conoce el margen de seguridad
del tratamiento a largo plazo.?° Una alternativa te-
rapéutica para obtener los efectos benéficos de la
PTH en la osteoporosis es la induccion de la secre-
cién intermitente de la PTH endd6gena bloqueando
al receptor sensor de calcio con compuestos antago-
nistas de este receptor conocidos como calcioliti-
cos.21

Por su parte, la 1,25-(OH),D es esencial para el
desarrollo y el mantenimiento del esqueleto, ya que
su deficiencia provoca raquitismo en los jovenes y
osteomalacia en los adultos.??> En personas mayores
a 50 afios, en las que la deficiencia de vitamina D es
frecuente por la menor sintesis cutanea,?® la admi-
nistracion de 1,25-(OH),D incrementa la densidad
mineral del hueso y en combinacién con la suple-
mentacién con calcio disminuye la incidencia de frac-
turas de cadera.?* Parte de los efectos benéficos de la
1,25-(OH),D en el tratamiento de la osteoporosis
posmenopausica se atribuyen a la normalizacion de
la absorcién intestinal de calcio.?®

En los altimos afios se han utilizado extensiva-
mente ratones con diversas ablaciones genéticas
con la finalidad de explorar la funcion y la regula-
cién de las proteinas clave de la homeostasis del
calcio. Por ejemplo, los ratones carentes de la-hi-
droxilasa y del VDR presentan hipocalcemia e hi-
perparatiroidismo secundario de manera similar a
lo observado en el raquitismo tipo | y 11, respectiva-
mente.26-28 Estos animales presentan volumen éseo
elevado y aumento del nimero de osteoblastos y di-
chas anormalidades se corrigen al alimentar a es-
tos ratones con dietas ricas en calcio.?*3 De igual
manera, los ratones carentes de la-hidroxilasa tra-
tados con 1,25-(OH),D normalizan su funcion osea,
indicando que la 1,25-(OH),D tiene un papel anabo-
lico en el hueso in vivo.?! En particular, la placa de
crecimiento ésea requiere la accién coordinada del
calcio y la 1,25-(OH),D para su adecuado desarro-
[10.2° La administracion de 1,25-(OH),D en ratones
con doble ablacion genética de la la-hidroxilasa y
la PTH normaliza la concentracidén sanguinea de
calcio a través del aumento en la absorcidn intesti-
nal del calcio y mediante la mayor reabsorcion re-
nal de calcio, sin movilizar el calcio depositado en
el hueso.%? Estos resultados refuerzan el concepto
de que la 1,25-(OH),D es un agente anabolico para
el hueso.
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EFECTOSDE LAPTHY
LA 1,25-(OH),D EN EL RINON

La PTH actda en el riiién regulando tres proce-
sos relacionados con el metabolismo mineral: 1) blo-
gueando la reabsorcién del fosfato, 2) incrementando
la reabsorcién de calcio y 3) favoreciendo la sintesis
de 1,25-(0OH),D.

La PTH contribuye a la homeostasis del fosfato al in-
hibir la actividad y la expresion de los transportadores
de este nutrimento en las membranas vellosas de los tu-
bulos proximales.2 Con respecto a la reabsorcion del cal-
cio en el rifidn, aproximadamente 80% de este i6n se
reabsorbe en el tibulo proximal y en la parte ascenden-
te del asa de Henle mediante transporte pasivo indepen-
diente de la PTH. El ajuste fino de la excrecion de calcio
se lleva a cabo principalmente en el tubulo distal por
transporte activo dependiente de la PTH, donde se reab-
sorbe 20% del calcio filtrado.! La reabsorcion activa de
calcio en las células del tubulo distal se lleva a cabo en
los siguientes pasos: a) entrada del calcio en el lado api-
cal mediante el canal selectivo TRPV5, b) union del cal-
cio a la calbindina D28K, la cual traslada el calcio hacia
el lado basolateral, y ¢) liberacion del calcio hacia la cir-
culacién sanguinea por accién conjunta del intercam-
biador Na*/Ca2* (NCX1) y la ATPasa de la membrana
plasméatica PMCA1b3 (Figura 3).

El PTHR1 se expresa en diferentes sitios de la ne-
frona incluyendo al tabulo distal.® En este segmen-
to, la unién de la PTH al PTHR1 promueve acciones
no gendmicas destinadas a realizar ajustes inmedia-
tos en la reabsorcion tubular de calcio. Adicional-
mente, la PTH opera en una escala de tiempo mayor
regulando la dindmica del proceso de reabsorcion de
calcio a través de efectos genémicos.3*

El principal efecto rapido de la PTH es la estimu-
lacion del transporte transepitelial de calcio por la
activacion de vias de sefializacion dependientes de
la PKA y de la proteina cinasa C (PKC).%53¢ En los
efectos réapidos de la PTH participa la hiperpolariza-
cion de la membrana por el aumento de la permeabi-
lidad al cloruro, la reinsercién a la membrana de
canales de calcio latentes en vesiculas intracelulares
y la activacion de la bomba de calcio PMCA1b.34

Los efectos a largo plazo de la PTH sobre la reab-
sorcion renal de calcio se han estudiado tanto con
intervenciones nutricionales y farmacol6gicas como
con la ablacién genética de moléculas criticas en la
homeostasis del calcio. En ratas paratiroidectomiza-
das se observa expresion reducida de TRPVS5, calbin-
dina D28K y NCX1 en los tabulos distales.®”
Resultados similares se obtuvieron en ratones trata-
dos con un calcimimético, un compuesto que bloquea
la secrecién de la PTH. Como resultado de la ausen-
cia de la PTH, los animales presentan baja reabsor-
cién renal de calcio y desarrollan hipocalcemia. La
administracién de PTH en las ratas paratiroidecto-
mizadas corrige la expresién renal de las proteinas
de transporte de calcio y normaliza la calcemia.3”
Por otro lado, los ratones con ablacion genética
para el receptor sensor de calcio presentan hiperpa-
ratiroidismo e hipercalcemia y sobrexpresion de
TRPVS5 en el rifién.38 En cultivos celulares de tabu-
los conectores tratados con PTH, aumenta la expre-
sion de TRPV5, calbindina D28K, NCX1 vy
PMCA1b.3” Estas observaciones en conjunto de-
muestran que la PTH incrementa la reabsorcion re-
nal de calcio a largo plazo a través de la expresién
coordinada de la maquinaria de transporte de calcio
en el tabulo distal.

. TRPV5/6 ¥\~ RNAM
Cadt * -
Lumen R l Calbindina D
U L]
° e ¢ ‘ . ' .
. . .° ._‘<‘>‘- . .
wevse 4 ReY -pycan

Calbindina D- Ca 2*

3Nat

Figura 3. Mecanismo de transporte epite-
lial de calcio (*) en el intestino y el rifion. El ca-
° nal TRPV5 es la principal via de entrada del

° calcio en el epitelio renal, mientras que TRPV6
actlia predominantemente en el intestino. Den-
B8 tro de las células epiteliales, el calcio unido a la
. calbindina D difunde hacia la membrana basola-
. teral y es extruido por la PMCA1b (ATPasa de

la membrana plasmatica) y por NCX1 (inter-
cambiador Na*/Ca?"). La 1,25-(0H),D estimula
el transporte de Ca?* incrementando la expre-
sién de los canales de calcio TRPV5/6, de la
calbindina D, la PMCA1b y NCX1.
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Otro de los efectos de la PTH en el rifidn es la re-
gulacion de la sintesis de la 1,25-(OH),D en los tu-
bulos proximales. La produccion de 1,25-(OH),D en
el rifidn depende del balance de calcio en el organis-
mo.3 Cuando el calcio es suficiente, la actividad de
la 1a-hidroxilasa es minima debido a la baja concen-
tracién de PTH en la circulacién. Bajo estas circuns-
tancias, el promotor del gen de la la-hidroxilasa se
encuentra bajo represién transcripcional de manera
independiente de la 1,25-(OH),D.*® Sin embargo,
cuando el calcio es insuficiente, la PTH incrementa
la actividad y la expresién de la 1a-hidroxilasa para
producir 1,25-(OH),D y asi asegurar una mayor ab-
sorcion de calcio en el tracto gastrointestinal.* La
sintesis de novo de la la-hidroxilasa por efecto de la
PTH se lleva a cabo mediante un mecanismo depen-
diente de AMP ciclico y del VDR.'® Es interesante
destacar que elevadas concentraciones de 1,25-
(OH),D inhiben la expresion del gen de la la-hi-
droxilasa a través de efectos en el promotor que son
mediados por el VDR (Figura 2B).® Por el contra-
rio, la 1,25-(OH),D es un inductor muy potente de la
1,25-(OH),D 24-hidroxilasa (24-hidroxilasa), la enzi-
ma mitocondrial que cataboliza a la 1,25-(OH),D.13
Los tubulos proximales ofrecen un microambiente
permisivo para la sintesis de 1,25-(OH),D debido a la
baja expresion de la 24-hidroxilasa y del VDR. La
PTH reduce la expresion de la 24-hidroxilasa ain en
presencia de 1,25-(OH),D, a través de reducir la es-
tabilidad de los transcritos de esta enzima.®®

Ademas de participar en el circuito que controla
su propia sintesis, la 1,25-(OH),D, a semejanza de
la PTH, también presenta efectos reguladores sobre la
reabsorcién de calcio. Las ratas deficientes en vita-
mina D desarrollan hipocalcemia originada por la
baja expresion renal de TRPV5.4° Los ratones con
ablacién genética de la 1a-hidroxilasa presentan hi-
perparatiroidismo, anormalidades éseas e hipocal-
cemia severa ocasionada por la baja reabsorcion de
calcio secundaria a la menor expresién de TRPVS5,
calbindina D28K y NCX1.264! Estos ratones corrigen
estos defectos tras la administracion de 1,25-
(OH),D.* Por lo tanto, la 1,25-(OH),D es un factor
de importancia capital en la regulacién concertada de
las proteinas de transporte renal de calcio y para
el mantenimiento del balance normal de este
elemento.

Recientemente se describié que TRPV5 es el factor
limitante del transporte activo de calcio en los tubu-
los distales renales.®* La entrada de calcio a través
de TRPV5 est4 controlada a varios niveles: a) la ex-
presion génica de este canal se regula por hormonas
calciotropicas como la PTH y la 1,25-(OH),D, b) la

regulacién de la actividad del canal por el calcio in-
tracelular a través de retroalimentacion negativa, c)
el control del trafico de vesiculas hacia la membrana
plasmatica por fluctuaciones en el pH del microam-
biente y d) por modificaciones a la estructura del ca-
nal presente en la membrana plasmatica.*? Con
respecto a este ultimo punto, la hormona urinaria
antienvejecimiento klotho posee actividad de pB-glu-
coronidasa sobre TRPV5.43 La desglicosilacion del
dominio extracelular de TRPV5 por efecto de klotho
estabiliza el canal sobre la membrana prolongando
su actividad y tiempo de vida media.*® Esta informa-
cién destaca a TRPV5 como el blanco critico en la
regulacion hormonal de la reabsorcion tubular de
calcio.

Por otro lado, la inactivacion genética de TRPV5
en ratones provoca alta excrecion renal de calcio
causada por la reabsorcion defectuosa de este i6n.*
Sin embargo, en estos animales no se desarrolla hi-
pocalcemia debido a la entrada en operacion de un
mecanismo compensatorio dependiente de 1,25-
(OH),D.* La alta concentracién de 1,25-(OH),D en
estos animales favorece la utilizacién de las reservas
de calcio en el hueso, pero sobre todo, incrementa la
absorcidn intestinal de calcio a través de la mayor
expresion de las proteinas de transporte de calcio en
el intestino.*® Este hallazgo indica que una fuga re-
nal de calcio debida a la ausencia de TRPV5 dispara
un mecanismo de rescate que resulta en el incremen-
to neto de la absorcién de calcio dependiente de 1,25-
(OH),D.

Es interesante sefialar que en los rifiones de los
ratones mutantes nulos para TRPV5, se observa
expresion baja de la calbindina D28K y NCX1, a pe-
sar de que existe alta concentracién de 1,25-
(OH),D en la circulacion de estos animales.3* La
conclusién de estos resultados es que TRPV5 parti-
cipa en la regulacion de las proteinas transportado-
ras de calcio en el rifion de manera independiente
de la 1,25-(OH),D. Debido a que TRPV5 es la puer-
ta de entrada apical de calcio, es factible que el in-
flujo de calcio a través de TRPV5 determine la
expresion de las proteinas de transporte de calcio
en el rifén.®* Esta hipdtesis fue recientemente in-
vestigada utilizando cultivos primarios de ductos
colectores corticales y de tibulos conectores de co-
nejo. El tratamiento de estas células con PTH au-
menta el transporte transepitelial de calcio e
induce la mayor expresion de TRPV5, calbindina
D28K y NCXL1.3” El bloqueo de la actividad de
TRPV5 por el rojo de rutenio elimina el transporte
de calcio estimulado por la PTH y suprime la ex-
presion de la calbindina D28K y NCX1.3” Estos ha-
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llazgos indican que efectivamente la entrada de cal-
cio a través de TRPV5 también controla la expre-
sién de las proteinas de transporte de calcio. En la
actualidad se esta explorando el mecanismo molecu-
lar que expligue la conexidn funcional entre el flujo
de calcio a través de TRPV5 y la regulacion de la
transcripcion de los genes que codifican para la ma-
guinaria de transporte de calcio en el rifién.

EFECTOSDE LAPTHY
LA 1,25-(OH),D EN EL INTESTINO

La absorcion intestinal de calcio involucra dos
procesos: uno pasivo que se realiza principalmente en
el yeyuno e ileon y por transporte activo en el duode-
no vy la parte proximal del yeyuno, el cual es respon-
sable de la absorcion del 90% del calcio.® La PTH
participa indirectamente en la absorcion intestinal de
calcio a traves de la 1,25-(OH),D. Puesto que la ab-
sorcion de calcio es poco eficiente, la 1,25-(OH),D tie-
ne un efecto estimulador mediado principalmente por
respuestas genodmicas.*® Adicionalmente, la 1,25-
(OH),D incrementa de manera aguda la absorcion de
calcio en el intestino, sin embargo, estos efectos no
gendmicos parecen no tener gran impacto in vivo en
la absorcion global de calcio.!3

El mecanismo general de la absorcion intestinal
de calcio es similar al descrito en los tubulos dista-
les del rifién, donde participan canales selectivos
para el calcio, calbindinas y proteinas extrusoras de
calcio (Figura 3). A diferencia del rifidén, en el epite-
lio intestinal la principal ruta de entrada de calcio
es mediada por el canal TRPV6.32 El papel critico de
TRPV6 en la absorcion intestinal de calcio se en-
cuentra ilustrado por el fenotipo del ratén con abla-
cion genética de este canal.*” Estos ratones
presentan mayor excrecion urinaria de calcio y baja
densidad mineral 6sea; sin embargo, la alteracién
mas importante es la restringida capacidad de absor-
cion de calcio en el intestino.*” Este fenotipo se ob-
serva aln a pesar del incremento de la PTH y la
1,25-(OH),D en la sangre de estos animales.

La entrada del calcio a las células epiteliales del
intestino constituye el paso limitante de la absorcién
del calcio y es dependiente de 1,25-(OH),D.#” El ana-
lisis con microarreglos de DNA ha mostrado que
TRPV6 es uno de los genes con mayor respuesta
transcripcional a la 1,25-(OH),D.*® Tanto TRPV6
como TRPVS5 incrementan su expresion en el intesti-
no de ratones suplementados con vitamina D y la
sintesis de ambos canales se encuentra severamente
comprometida en los ratones con ablacion genética
del VDR.* Interesantemente, algunos analogos de la

1,25-(OH),D con reducida accion calcémica son po-
bres activadores de la expresion de los canales
TRPV6y TRPV5.33

Por otro lado, el envejecimiento esta asociado con
alteraciones en la homeostasis del calcio, lo cual
predispone a las personas mayores al hiperparatiroi-
dismo y a la osteoporosis. La absorcion intestinal de
calcio disminuye con la edad, probablemente como
consecuencia de la menor expresion de TRPV6 y
TRPV5.%? Recientemente se demostrd en ratones que
la alta expresion del VDR en el duodeno protege a la
maquinaria de absorcidn de calcio contra la pérdida
de la funcion dependiente de la edad.>° No obstante,
se observo que la expresion duodenal de TRPV6 y
del VDR no depende de 1,25-(OH),D en las mujeres
mayores, lo cual puede explicar la menor absorcion
fraccional de calcio en mujeres posmenopausicas.>?

La 1,25-(OH),D controla ademas la sintesis de
otras proteinas duodenales que participan en la ab-
sorcion de calcio, como las calbindinas, NCX1y la
ATPasa PMCA1b.33 Durante décadas se consideré
gue la calbindina D9K era la acarreadora intracelu-
lar de calcio en el epitelio intestinal. Recientemente
se obtuvo un ratén con ablacion genética de la cal-
bindina D9K y se demostré que este animal no pre-
senta ninguna alteracién de la homeostasis del
calcio.>® Esta evidencia indica que la calbindina
D9K no se requiere para la absorcion de calcio de-
pendiente de la 1,25-(OH),D y plantea la interro-
gante acerca de la identidad del transportador
intracelular de calcio en las microvellosidades in-
testinales.

EFECTOSDE LAPTH Y LA 1,25-(OH),D
EN LAS GLANDULAS PARATIROIDES

Como se menciond anteriormente, las glandulas
paratiroides juegan un papel vital en el manteni-
miento de la calcemia a través de su capacidad para
monitorear permanentemente la concentracion ex-
tracelular de calcio por el receptor sensor de calcio y
por su efectos endocrinos mediados por la PTH.® No
se han descrito acciones biolégicas de la PTH en las
glandulas paratiroides. Sin embargo, la 1,25-(OH),D
secretada por el rifién ejerce efectos calciotrépicos
en estas glandulas, principalmente controlando la
sintesis de la PTH y el receptor sensor de calcio.!!

La 1,25-(OH),D incrementa la expresion del re-
ceptor sensor de calcio a través de 2 VDRES presen-
tes en la region promotora del gen.*® Por el
contrario, la 1,25-(OH),D suprime la sintesis de
novo de la PTH mediante represion transcripcional
dependiente del VDR de manera similar a lo que se
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observa en el gen de la la-hidroxilasa de los tubulos
proximales (Figura 2B).1¢ La represion de la sintesis
de la PTH ocurre cuando la concentracion de calcio
en el medio extracelular es normal.®> Aunque las
glandulas paratiroides pueden producir 1,25-(OH),D
para efectos autocrinos,®® las acciones reguladoras
sobre los genes del receptor sensor de calcio y de la
PTH se lleva a cabo por la 1,25-(OH),D sintetizada
en el rifidon y transportada hasta las glandulas para-
tiroides por la circulacion sistémica.*

Por otro lado, los ratones con ablacion genética
de la la-hidroxilasa y el VDR alimentados con die-
tas ricas en calcio corrigen el hiperparatiroidis-
mo,2%30 |o cual indica que ademas de la 1,25-(OH),D,
el calcio participa en la supresién de la sintesis y
liberacidn de la PTH. Estas observaciones sefialan
gue la sintesis y liberacion de la PTH en las glandu-
las paratiroides depende de la cooperacién funcional
entre el calcio y la 1,25-(OH),D.>

Adicionalmente, la deficiencia de 1,25-(OH),D
causa hiperplasia de las glandulas paratiroides e hi-
perparatiroidismo secundario mientras que la admi-
nistracion de 1,25-(OH),D evita la hiperplasia de las
glandulas paratiroides observada en ciertas patolo-
gias renales.**3 Interesantemente, la normalizacion
de la calcemia en los ratones mutantes nulos para
la 1a-hidroxilasa no suprime la hiperplasia de las glan-
dulas paratiroides.3* Los mecanismos por los cuales la
1,25-(0OH),D detiene el crecimiento de las glandulas
paratiroides incluyen: a) inhibicion de la sintesis y la
actividad del factor de crecimiento transformante a y
del receptor para el factor de crecimiento epidérmi-
co, los cuales conforman el circuito regulador que
dispara la mitosis y b) mayor biodisponibilidad de
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas, los
cuales son potentes supresores de la proliferacion
celular.?? Es interesante que la alta ingesta de cal-
cio en ratones mutantes nulos para el VDR detiene
el crecimiento de las glandulas paratiroides.?® Debi-
do a que en este modelo se incrementa la concen-
tracion de 1,25-(OH),D, es probable que los efectos
sobre el crecimiento de las glandulas paratiroides
sean debidos a acciones directas del calcio o a efec-
tos de la 1,25-(OH),D independientes del VDR.?2

EL CALCIO EN EL
EMBARAZO Y LA LACTANCIA

Durante eventos reproductivos la homeostasis de
calcio muestra ajustes radicales, ya que la placenta
y las glandulas mamarias son 6rganos que transpor-
tan cantidades considerables de calcio fuera del orga-
nismo materno. La gran demanda de calcio en el

embarazo responde a la necesidad de mineralizar
el esqueleto fetal, el cual llega a acumular 30 g de
este elemento a término. Aproximadamente 80%
de esta cantidad se transfiere hacia el feto durante el
tercer trimestre del embarazo a razén de 250-300
mg/dia.® En la circulacion materna el calcio ioniza-
do permanece constante, el PTHrP aumenta progre-
sivamente durante el embarazo, mientras que la
PTH disminuye moderadamente durante el primer
trimestre pero alcanza cifras normales al término.%®
La 1,25-(0OH),D en la sangre materna se incrementa
al doble de sus valores normales durante el primer
trimestre del embarazo hasta el término, aun sin
concentraciones altas de PTH.% La principal adap-
tacion materna para proveer los requerimientos feta-
les de calcio requiere de la 1,25-(OH),D elevada para
aumentar la capacidad de absorcién del calcio de la
dieta a partir de la semana 12 de gestacidn. Los ri-
fiones maternos son la principal fuente de 1,25-
(OH),D probablemente debido al efecto estimulador
del PTHrP sobre la 1a-hidroxilasa renal.5” No obs-
tante, la 1,25-(OH),D producida por la placentay la
decidua es otra fuente importante para regular pro-
cesos clave del embarazo como la implantacion y
aceptacién del aloinjerto fetal mediante efectos auto-
crinos y paracrinos independientes del calcio.585°

Cabe mencionar que la preeclampsia es una patolo-
gia hipertensiva del embarazo asociada con alteracio-
nes del metabolismo del calcio, como hipocalciuria y
baja produccién de 1,25-(OH),D.! No se conoce si el
rindn disminuye la produccion de 1,25-(OH),D en la
preeclampsia; sin embargo, nuestro grupo ha descrito
que las células placentarias tienen capacidad restrin-
gida de sintesis de 1,25-(OH),D en esta patologia.®°
Recientemente se demostré que la suplementacion de
mujeres embarazadas con calcio durante todo el em-
barazo no previene la preeclampsia pero reduce su se-
veridad y la mortalidad materna y neonatal .5

Por otra parte, la lactancia causa la pérdida dia-
ria de aproximadamente 280-400 mg de calcio por
dia.5® La lactancia se caracteriza por los siguientes
ajustes en la circulacion materna: a) concentracion
normal de fosfato, calcio ionizado y 1,25-(OH),D, b)
baja concentracién de PTH y estradiol y ¢) elevada
concentracion de prolactina, calcitonina'y PTHrP.%
La hiperprolactinemia durante la lactancia suprime
la sintesis de estradiol en los ovarios y estimula la
produccion de PTHrP en las glandulas mamarias, lo
cual incrementa la resorcion 6sea. En efecto, la ma-
yoria del calcio transferido a la leche proviene del
esqueleto materno, el cual se desmineraliza rapida-
mente durante la lactancia. Las mujeres pierden
hasta 10% del contenido mineral trabecular durante
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seis meses de lactancia.®” La calcitonina protege el
esqueleto materno de la desmineralizacion excesiva
mediante la inhibicién de la actividad de los osteo-
clastos, bloqueando la liberacién de la prolactina o su-
primiendo la sintesis de PTHrP en el tejido mamario.?
De manera interesante, tras el destete la densidad
mineral se incrementa a razén de 0.5-2% al mes,
retornando a los valores normales en un periodo de
tres a seis meses.>’

CONSIDERACIONES FINALES

Hasta finales de los ochenta, se consideraba que
la 1,25-(OH),D poseia acciones biologicas exclusiva-
mente relacionadas con el metabolismo del calcio.
Este concepto ha cambiado y actualmente se consi-
dera ala 1,25-(OH),D como el modulador central de
un sistema hormonal que controla funciones tan di-
versas como la modulacién de la respuesta inmune,
la regulacién del ciclo celular y el control de la se-
crecion hormonal.’* En términos generales, estos
efectos no relacionados con la homeostasis del calcio
son producto de la accién paracrina o autocrina de
la 1,25-(OH),D producida extrarrenalmente, cuya
regulacion es independiente del calcio.

Un gran nimero de estudios han revelado que la
deficiencia de vitamina D es comuUn alrededor del
mundo.2® Los factores principales que predisponen a
la deficiencia de vitamina D son la falta de exposi-
cién a la luz solar y el uso de bloquedores solares.
La deficiencia de vitamina D es un factor de riesgo
para el desarrollo de algunos tipos de cancer, de en-
fermedades autoinmunes como la artritis reumatoi-
de, hipertension y diabetes.?®> En virtud de sus
propiedades antiproliferativas y prodiferenciantes,
se ha utilizado a la 1,25-(OH),D como tratamiento
para la psoriasis.!® Sin embargo, los potentes efectos
calcémicos de la 1,25-(OH),D han limitado su uso con
fines terapéuticos. Desde hace afios se ha desarrolla-
do una serie de analogos sintéticos de la 1,25-(OH),D
gue funcionan como agonistas o antagonistas del
VDR pero que poseen menores efectos calcémicos que
la 1,25-(OH),D. Algunos de estos analogos se usan
para el tratamiento de pacientes con hiperparatiroi-
dismo secundario a la insuficiencia renal en virtud
de que pueden suprimir la sintesis de la PTH y la hi-
perplasia de las glandulas paratiroides.®? Sin embar-
go, este tratamiento no es efectivo en pacientes
sometidos a dialisis que presentan hiperparatiroidis-
mo secundario prolongado e hiperplasia nodular de-
bido probablemente a la baja expresion del receptor
sensor de calcio y del VDR en las glandulas parati-
roides.5

CONCLUSIONES

El sistema endocrino de la vitamina D es esen-
cial en la interaccidn entre el rifién, el hueso, el
intestino y las glandulas paratiroides, que en con-
junto mantienen la concentracion extracelular de
calcio en limites estrechos. De manera general, la
calcemia es regulada por la accién secuencial de
tres primeros mensajeros. El primero de ellos es el
calcio, que modula la actividad del receptor sensor
de calcio. La segunda hormona que se secreta en res-
puesta a la hipocalcemia es la PTH, la cual posee
numerosos efectos calciotrépicos a corto y largo pla-
zo en el rifion y el hueso. La 1,25-(OH),D es la ter-
cera hormona reguladora de la calcemia cuyos
efectos calciotropicos se llevan a cabo por varios me-
canismos. La 1,25-(OH),D induce la sintesis de las
proteinas que participan en el transporte activo de
calcio en el intestino. La PTH y la 1,25-(OH),D son
los mediadores de la movilizacion de calcio en el hue-
so en situaciones de deficiencia nutricional de este
elemento. Ademas, la reabsorcion de calcio en los tu-
bulos distales es modulada positivamente por la PTH
y la 1,25-(OH),D. Otro efecto importante de la 1,25-
(OH),D es la retroalimentacion negativa de la sinte-
sis y la secrecion de la PTH en las glandulas
paratiroides. Los efectos calciotrépicos de la 1,25-
(OH),D son ejercidos principalmente a través del con-
trol de la expresion de genes blanco dependientes del
VDR. Sin embargo, se han descrito efectos calciotro-
picos de la 1,25-(OH),D en el intestino debidos a ac-
ciones no gendmicas. Finalmente, la 1,25-(OH),D es
capaz de regular la proliferacién celular en las glan-
dulas paratiroides a través de efectos sobre el ciclo ce-
lular que son independientes del metabolismo del
calcio. Todas estas observaciones ilustran la versatili-
dad funcional de la 1,25-(OH),D en el organismo y
destacan la importancia que el sistema endocrino de
la vitamina D tiene sobre la salud.
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