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1. RESUMEN

El calcitriol (1a-25 dihidroxivitamina D) es el metabolito activo de la vitamina D
producido principalmente por el rifidn, sin embargo, durante el embarazo la
placenta también produce calcitriol y contribuye para incrementar las
concentracion de esta hormona en el suero materno (>70 pg/mL) asegurando el
paso transplacentario de Ca* al feto y regulando la produccién hormonal
producida en la placenta. Por otra parte, el calcitriol inhibe la secrecion de
citocinas proinflamatorias en células inmunoldgicas como los linfocitos T y los
macrofagos, ademas ejerce una accidn inmunosupresora para la aceptacion de
transplantes. Sin embargo, poco se sabe del papel que tiene el calcitriol sobre la
sintesis de citocinas producidas en la placenta. Considerando las funciones
inmunoldgicas del calcitriol, y que existen patologias del embarazo como la
preeclampsia (PE) que presenta altas concentraciones de citocinas
proinflamatorias, ademas de hipertension y bajas concentraciones circulantes de
calcitriol, el propésito de este trabajo fue determinar el efecto del calcitriol sobre la
expresion y secrecion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon gama
(INF-y), interleucina (IL)-6 e IL-10, producidas por el trofoblasto humano en cultivo.
Para el estudio se colectaron placentas humanas normales con edad gestacional
> a 37 semanas. El cultivo de trofoblasto se llevé a cabo mediante el método de
Kliman bajo algunas modificaciones. Posteriormente se realiz6 el tratamiento con
calcitriol en ausencia o presencia del TNF-a para simular el estado de inflamacién
predominante en la PE. La secrecion de las citocinas fue evaluada usando el
ensayo de inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA) y para la expresion de
los genes se realiz6 la extraccion de acido ribonucleico (RNA) por el método de
Trizol, finalmente se realizd la retro transcripcion y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real. Los resultados mostraron que la sintesis de
TNF-a, IL-6 e IL-10 fue mayor al inicio de la diferenciacion celular. Por otra parte,
se mostré que tanto la expresion como la secrecién de las citocinas placentarias
fue inducida por el TNF-a. En presencia del calcitriol se inhibié la expresion y
sintesis de las citocinas. Adicionalmente, se utiliz6 un antagonista especifico del
receptor de la vitamina D (VDR) TEI-9646 para indagar si el mecanismo de accion
genodmico del calcitriol esta involucrado. Se mostré que el efecto inhibidor del
calcitriol fue bloqueado por el antagonista TEI-9647, lo cual sugiere que el calcitriol
utiliza el mecanismo genomico para llevar a cabo su efecto. En conjunto los
resultados sugieren que el calcitriol actia como un potente supresor de la
produccion de citocinas trofoblasticas interviniendo de manera importante para la
aceptacion materna del aloinjerto fetal.

Vil



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

La formacién de una nueva vida depende de la union entre un espermatozoide y
un ovulo dando lugar a la fertilizacion y subsecuentemente a la formacion del
blastocisto, el cual entra en contacto tanto fisico como fisiolégico con el
endometrio materno durante la implantacion iniciando el desarrollo de la placenta
[1, 2]. La placenta es un o6rgano transitorio que se encarga del aporte de los
nutrimentos, el trasporte de oxigeno, y de excretar los desechos entre la madre y
el feto durante el embarazo [3, 4]. La placenta se origina a partir de las células que
conforman al blastocisto, las cuales se comprimen dando lugar a una capa celular
denominada trofoblasto, que es el tejido embrionario implicado en la implantacién
y la placentacion [5]. El trofoblasto se diferencia en células de citotrofoblasto
mononuclear velloso y citotrofoblasto extravelloso invasor, ambos con capacidad
de producir hormonas peptidicas, citocinas, factores de crecimiento, mediadores
lipidicos, agentes vasoactivos, factores de adhesion celular y enzimas
involucradas en la bioconversion de esteroides y secoesteroides [2-4].
Adicionalmente, el citotrofoblasto velloso prolifera y se fusiona para crear un tipo
celular denominado sinciciotrofoblasto que tiene mayor capacidad para producir
tanto hormonas glicoproteicas como esteroides [6]. Paralelamente, comienza la
vascularizacion del trofoblasto y el remodelado vascular materno para generar la
circulacién madre-placenta-feto (Figura 1), que en conjunto permiten el desarrollo

de un organismo con diferente perfil antigénico al de la madre [2, 7, 8].
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Figura 1. A) Implantacion del blastocisto en el endometrio materno. B) Aumento de la
imagen donde se aprecia la penetracion del trofoblasto invasor [9].

En general, se le ha atribuido a la gonadotropina coriénica humana (hCG) y a la
progesterona (P4) un papel preponderante en la aceptacién del feto al inducir la
quiescencia miometrial necesaria para permitir la implantacion del blastocisto, y
por suprimir al sistema inmunoldgico evitando el rechazo materno [10, 11]. Sin
embargo, poco se sabe de la participacion de otras moléculas que se producen en
la placenta como es el caso del calcitriol, el metabolito biolégicamente activo de la
vitamina D, que se ha involucrado recientemente en eventos reproductivos como

la gestacion [12-14].



2.2 Funciones del calcitriol

El calcitriol fue descubierto como una hormona esencial en contra del raquitismo
[15, 16]. Por tal motivo, sus funciones fueron relacionadas por mucho tiempo con
el mantenimiento de la homeostasis del calcio (Ca®") y del fésforo en el organismo,
promoviendo la absorcién de Ca?* en el hueso, rifién e intestino. Adicionalmente
se le atribuyen acciones antiproliferativas, prodiferenciantes, apoptoticas [17] y se

le ha asociado con la regulacion del sistema endocrino e inmunoldgico [18, 19].

Con relacion al efecto del calcitriol sobre aspectos endocrinos, se sabe que esta
hormona estimula la secrecién de la insulina en el pancreas e inhibe la secrecion
de la hormona paratiroidea (PTH) en la paratiroides [20]. Ademas el calcitriol
incrementa la actividad de la P450-aromatasa en células de coriocarcinoma
humano e induce la sintesis de estrégenos en células gonadales [21, 22]. En el
trofoblasto humano en cultivo el calcitriol estimula la secrecion del lactégeno

placentario humano, la P, y el estradiol e inhibe la secrecion de la hCG [23, 24].

Con respecto al sistema inmunoldgico, se ha demostrado que el calcitriol inhibe la
proliferacion de los linfocitos T y suprime la sintesis de citocinas proinflamatorias
como las interleucinas (IL's) 2, 12, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el
interferon gama (INF-y) [25, 26], lo cual se correlaciona con estudios
experimentales donde se ha demostrado que el calcitriol disminuye el desarrollo
de varias enfermedades autoinmunes dependientes de citocinas proinflamatorias

como la encefalomielitis alérgica experimental, la artritis reumatoide, la esclerosis



multiple, la diabetes tipo | y la enfermedad inflamatoria intestinal [18, 27].
Padecimientos cuya causa se desconoce pero que experimentalmente se hacen
mas severas por la deficiencia de vitamina D [28]. Asimismo el calcitriol favorece la
tolerancia de transplantes como el rifién, el higado y el corazén. En este ultimo
organo se ha observado que en ratones neonatos al adicionar calcitriol se
prolonga la supervivencia del injerto de un donador incompatible de 13 a 51 dias
comparado con ratones que recibieron tratamientos con placebos [18]. Por otro
lado en humanos el tratamiento con calcitriol favorece el transplante renal al

suprimir el sistema inmune del individuo receptor del 6rgano [29, 30].

Por otra parte, estudios realizados con ratones mutantes nulos para el receptor
nuclear de la vitamina D (VDR) han demostrado que el calcitriol es fundamental
para que se lleven a cabo las funciones reproductivas de manera normal, ya que
existe una disminuciébn en la tasa de fertilidad de los ratones mutantes
comparados con los ratones silvestres [31]. Froicu y col. en 2006 demostraron que
las células T de ratones mutantes al VDR tienen un fenotipo inflamatorio y
secretan mas INF-y que los de tipo silvestre por lo que se sugiere que el balance
de las citocinas circulantes es mediado de manera importante por el calcitriol,
mientras que en ratones con doble mutacién (IL-10/VDR) demostraron que la
deficiencia de vitamina D acelera el desarrollo espontdneo de enfermedades

inflamatorias y eventualmente induce muerte prematura [32].



Tomando en cuenta lo anterior, se considera al calcitriol como una hormona
reguladora de algunas acciones del sistema endocrino e inmunolégico, y podria
participar en la modulacion de citocinas producidas en la interfase materno fetal

para contribuir en la receptividad materna.

2.3 Calcitriol y el embarazo

La concentracion del calcitriol en un individuo adulto sano oscila entre 15 y 60
pg/mL la cual se duplica en el embarazo durante el primer trimestre y se mantiene
asi hasta el parto [33, 34]. El incremento de calcitriol se atribuye ademas del
aporte renal de la madre y del feto, a la contribucion placentaria [35]. El ajuste en
la sintesis del calcitriol promueve la absorcién intestinal de Ca?*, conserva el Ca**
renal e incrementa la expresibn de las calbindinas que son proteinas
transportadoras de este mineral [36], lo cual favorece el crecimiento y la

mineralizacion del esqueleto fetal asi como la produccién de la leche materna [37].

Aunque existen estudios que muestran el desarrollo sin complicaciones de
embarazos que han cursado con bajas concentraciones de calcitriol [38], hay otros
que demuestran crecimiento intrauterino reducido y alteraciones en el desarrollo
fetal, asi como nacimientos de nifios con hipocalcemia, raquitismo neonatal o que
lo desarrollaron mas tarde [39-41]. Asimismo, la deficiencia del calcitriol se ha
relacionado con algunas patologias del embarazo como los abortos recurrentes o
la preeclampsia (PE), la cual clinicamente se caracteriza por hipertension, edema

y proteinuria, con desorden hormonal e inmunologico que repercute en el



desarrollo de la placenta y en la vasculatura utero placentaria, afectando el
proceso invasor del trofoblasto que presenta hipoxia, inflamacién, estrés oxidativo
y aponecrosis [9, 42]. Lo anterior resulta importante ya que la PE es exclusiva del
embarazo humano y representa una de las principales causas de morbimortalidad

materno-fetal en el mundo [43].

Si bien, algunos autores proponen que la PE es debida al dafio celular endotelial
materno, este fendmeno es probablemente secundario a factores citotdxicos
liberados por la placenta en respuesta a la hipoxia e isquemia a las que se
encuentra sometida [44]. En apoyo a lo anterior se ha descrito que en mujeres
preeclampticas puede llegar a producirse TNF-a y otras citocinas inflamatorias que
son capaces de producir activacion de las células endoteliales y disfuncion de las
mismas [45]. Destacando que el exceso en la produccidbn de citocinas
inflamatorias es dafiino para el embarazo [46, 47]. Aunque se ha demostrado que
el calcitriol inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12 e INF-y, en células asesinas naturales (NK) deciduales [13] a la fecha se
desconoce el papel del calcitriol sobre la produccion de citocinas de origen
placentario. En particular, de las células del trofoblasto que expresan diferentes
citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, el INF-y, el TNF-a y el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) entre otras [31,

32, 48],



2.4 Biosintesis del calcitriol

El calcitriol se obtiene a partir del 7-dehidrocolesterol que es el precursor de la pre
vitamina D y sus derivados, el cual se localiza abundantemente en la piel y esta
constituido por los cuatro anillos caracteristicos de las hormonas esteroides que
son denominados por las letras A, B, C y D. El término genérico de “vitamina D” se
refiere a un grupo de secoesteroides que como consecuencia de la accion de los
rayos ultravioleta provenientes de la luz solar presentan abierto el anillo B del
ndcleo esteroidal, formando a un intermediario inestable (pre vitamina D), que a
través de un proceso fototérmico cambia su conformacion espacial para dar lugar
al colecalciferol, este cambio facilita su interaccién con la proteina de union a la
vitamina D (DBP) que se encarga de su transporte hasta el higado, donde se
hidroxila el carbono 25 de la hormona por la enzima 25 hidroxilasa, produciendo
de esta manera al calcidiol. Posteriormente, el calcidiol unido a la DBP es
acarreado hasta el rifién, donde por accién de la la-hidroxilasa se biotransforma
en calcitriol (Figura 2). El calcitriol se puede obtener también de la dieta diaria en
forma de ergocalciferol (vitamina D), el cual sé hidroxila por el mismo sistema de

la 1a-hidroxilasa para formar calcitriol [49].

Cabe seialar que la la-hidroxilasa ubicada en las mitocondrias de los tubulos
proximales del rifion es la principal productora del calcitriol, sin embargo, esta
enzima ha sido detectada en otros tejidos como el colon, el cerebro, el pancreas,
la piel, células del sistema inmune como los macréfagos y las células dendriticas

[17, 35, 50] y en patrticular en la placenta [51].
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Figura 2. Ruta de sintesis de calcitriol. En la piel (1) la luz solar rompe el anillo B del 7-
dehidrocolesterol para formar la vitamina D, la cual se transporta al higado (2) donde se
hidroxila en el carbono 25 para formar al calcidiol. Finalmente, el calcidiol se transporta a

tejidos blanco (3) para producir al calcitriol [15, 35].



2.5 Mecanismo de accion del calcitriol

El calcitriol es una hormona capaz de generar sus efectos biolégicos por la via
gendmica a través del VDR, o por la via no genémica utilizando receptores de
membrana [14, 15, 52]. En el primer caso, una vez que el calcitriol se une con el
VDR el complejo hormona/receptor se acopla con otro receptor nuclear conocido
como el receptor retinoide X (RXR) formando un heterodimero funcional que activa
a elementos de respuesta para la vitamina D (VDRE) en la regién promotora de
los genes blanco. El heterodimero recluta coactivadores y componentes del
complejo de inicio de la transcripcién con la finalidad de modular la transcripcion
génica y provocar respuestas bioldgicas [53]. Estos efectos se alcanzan después
de tiempos relativamente largos (horas, dias). Por ejemplo, estudios realizados en
linfocitos T demostraron que el calcitriol regula negativamente la activacion del

factor nuclear kappa beta (NF-xB) al inducir la produccién del factor inhibidor de

NF-xB (IxB) [54], bloqueando asi la sintesis de citocinas inflamatorias.

Por otra parte, los efectos no gendémicos del calcitriol involucran proteinas de
membrana que activan vias de sefalizacion de accion rapida (segundos o
minutos) que inducen cambios en las concentraciones de segundos mensajeros
como el adenosin monofosfato 3,5 ciclico (AMPc) o que modifican las corrientes
de Ca* ylo CI para generar respuestas que no dependen del proceso
transcripcional regulado por el VDR nuclear [55, 56]. Por ejemplo, se ha
demostrado que el calcitriol en linfocitos T bloquea la formacion del complejo;

factor de transcripcion de células T/proteina activadora 1 (NFATp/AP1) el cual es



un complejo dependiente de Ca* y que también involucra la produccién de

diferentes citocinas [25, 26].

Tomando en cuenta que la gestacibn se controla por la integracién de los
diferentes tipos celulares presentes en la interfase materno-fetal que incluyen:
células del trofoblasto, células endometriales y las células inmunoldgicas que en
conjunto tienen la capacidad de producir citocinas, es factible que el calcitriol
producido por el trofoblasto [35] induzca efectos de tipo autdcrino o paracrino
sobre la sintesis de citocinas especificas para mediar la estabilidad gestacional
evitando el rechazo del feto considerado como un aloinjerto. Por tal motivo resulta
de interés revisar las caracteristicas particulares de algunas citocinas que
potencialmente podrian ser blanco de la accién del calcitriol en células de

trofoblasto humano en cultivo.

2.6 Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que al actuar sobre células
blanco tienen efectos bioldgicos a concentraciones pico o nano molares [57, 58].
No se almacenan como moléculas preformadas; su sintesis se inicia mediante una
nueva transcripciéon génica como resultado de un proceso de activacion celular
donde la sintesis y transcripcion son transitorias. Como caracteristicas particulares
para inducir sus efectos bioldgicos, las citocinas presentan acciones pleiotropicas
(una citocina puede actuar sobre distintos tipos celulares) y redundantes (algunas

citocinas tienen los mismos efectos funcionales). Frecuentemente algunas
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citocinas influyen sobre la sintesis de otra citocina o interaccionan entre ellas para

antagonizar mutuamente sus acciones o producir efectos sinérgicos, Figura 3.

Figura 3. Acciones que ejercen las citocinas sobre distintos tipos celulares, esquema
modificado de Abbas A. y Lichtman A., 2005 [59].

Existe una gran cantidad de citocinas y se producen en respuesta a varios factores
qgue incluyen la presencia de un patégeno en el organismo, una herida,
infecciones, factores ambientales, hormonales, etc. Por tal motivo sus funciones
son amplias e incluyen la regulacién de las respuestas inflamatorias locales y
sistémicas. Asimismo estan involucradas en eventos reproductivos como el

desarrollo del foliculo ovarico y la implantacion, remodelan el tejido endometrial,
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modulan el crecimiento, el desarrollo y la produccion hormonal placentaria e
intervienen en el trabajo de parto [57, 60, 61]. Son producidas por diferentes tipos
celulares como los macrofagos, las células NK, las células dendriticas, los
linfocitos T asi como otros tipos celulares que no son considerados de tipo

inmunolégico como las células del trofoblasto de la placenta [48].

Entre las citocinas benéficas en el embarazo se menciona a la IL-10 que se
encarga de regular negativamente la produccion de citocinas proinflamatorias en
linfocitos T y macrofagos e inhibe la actividad citotoxica de las células NK.
Promueve la proliferacion del trofoblasto para invadir los tejidos maternos e
incrementa la resistencia del trofoblasto a la apoptosis mediada por la via Fas [57],
lo cual contribuye en la tolerancia materna al inducir la expresion de Antigeno-G

de leucocitos humanos (HLA-G).

Por el contrario algunas citocinas como la IL-6, el TNF-a y el INF-y comprometen
el bienestar del embarazo ya que el TNF-a se ha relacionado con la deficiente
invasion del trofoblasto en la PE como posible consecuencia de su produccion
aumentada por leucocitos deciduales activados [62]. Ademas, el TNF-a es
considerado como un mediador de la disfuncién endotelial [63]. Aunque el INF-y en
concentraciones adecuadas elimina las células trofoblasticas anormales, provee
proteccion al feto contra la transmision de microorganismos maternos durante el
embarazo [60, 64] y junto con otras citocinas regula el crecimiento de las células

trofoblasticas de la placenta, asi como su invasion [57], en altas concentraciones
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es dafino para el embarazo ya que junto con TNF-o estimulan la apoptosis del

trofoblasto.

Tabla 1. Algunas citocinas producidas por el trofoblasto placentario [44, 64, 65].

Citocina / Peso Molecular en kDa

IL-4 /20
IL-10/18
IL-5/40
GM-CSF / 14

Antiinflamatorias

PLACENTA

IL-1/17.5
IL-2/15.4
Proinflamatorias | |L-6 / 26
INF+y / 1517
TNF-a /17

Con respecto a la IL-6 se sabe que esta citocina provoca el aumento de la
actividad citotoxica de las células NK al inducir la actividad de IL-2 e incrementa la
sintesis de hCG en el trofoblasto [66]. Su concentracion se encuentra
incrementada en el liqguido amnidtico, miometrio, decidua y membranas fetales de
embarazos que presentan infecciones y de mujeres con PE [67, 68], asi como en
ratones con abortos recurrentes [69]. Estudios recientes han demostrado que tanto
el TNF-a como la IL-6 inhiben la actividad de la 113-HSD tipo 2 placentaria, lo cual
podria resultar en una excesiva exposicion fetal al cortisol materno [70]. Por lo
tanto resulta interesante estudiar el impacto que tiene el calcitriol sobre estas

citocinas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos bioldgicos de la vitamina D en cultivos de trofoblasto humano
constituye una linea de investigacion activa en el laboratorio [35, 51, 71-73], en
donde se ha demostrado el efecto del calcitriol sobre la secrecion de hormonas
tales como la hCG, la P, y el E; en este tejido. Sin embargo, a la fecha no existen
estudios del efecto del calcitriol sobre la produccion de las citocinas derivadas del
trofoblasto, por lo tanto, el presente trabajo estudia la participacion del calcitriol en
el perfil inmunoldgico de la unidad fetoplacentaria, con lo cual se pretende que el
resultado de esta investigacion contribuya en el entendimiento de la compleja red
inmunoldgica en la que se encuentra inmersa la placenta y de algunas patologias

en la cual se encuentra incrementada la produccién de citocinas.
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4. HIPOTESIS

Tomando en cuenta que el calcitriol modula la regulacion hormonal en el
trofoblasto y de citocinas producidas por linfocitos T, es factible que regule la
sintesis de citocinas producidas por el trofoblasto humano en cultivo participando

en la aceptacion del aloinjerto fetal.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar el efecto del calcitriol sobre la sintesis de citocinas producidas por

trofoblastos humanos en cultivo.

5.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar la secrecion de TNF-aq, IL-6, INF-y y IL-10 durante la diferenciacion

del trofoblasto en cultivo.

2. Determinar el efecto del calcitriol sobre la expresion y la secrecion de TNF-
a, IL-6, INF- y e IL-10 en los trofoblastos cultivados en ausencia o presencia

de TNF-a.

3. Estudiar el efecto del antagonista del VDR TEI-9647, como posible via de

accion del calcitriol.
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6. MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron placentas humanas a término bajo el consentimiento
informado de mujeres de entre 18 y 40 afios que cursaron embarazos normales
igual 0 mayores a 37 semanas de gestacion, con operacion cesarea programada.
Las muestras fueron colectadas bajo la aprobacion del comité de ética de la
Clinica 4 de Gineco Obstetricia “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran (INCMNSZ).

6.1 Cultivo de trofoblasto humano

Con la finalidad de realizar el cultivo celular de trofoblastos humanos, las
placentas obtenidas fueron inmediatamente trasladadas al laboratorio del
Departamento de Biologia de la Reproduccion del INCMNSZ para ser procesadas
bajo los lineamientos establecidos por Kliman en 1986 [74] con algunas
modificaciones: con material de cirugia (pinzas vy tijeras; Stainless, Pakistan), se
extrajeron los cotiledones placentarios, los cuales se lavaron con solucién salina al
0.9 % en vasos de precipitado de 500 mL para eliminar el exceso de sangre.
Inmediatamente se retiraron las membranas corioamnidticas, el tejido decidual, los
vasos sanguineos y se pesaron los cotiledones en 3 porciones de 50 g en 3
matraces erlenmeyer (Pirex, EUA) de 1 L. Para realizar las digestiones
enzimaticas se utilizo tripsina a una concentracion de 1 mg/5 pL (Sigma-Aldrich,
Alemania) y DNAsa | de pancreas bovino 41.4 mg/mL (Sigma Chemical Co. St

Louis, MO, EUA) en solucion balanceada de Hank’s 1X (HBSS) libre de calcio y
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magnesio (Gibco,Life tecnologies. Grand Island, NY, EUA), como se muestra en la
tabla 2, en cada digestion los matraces se incubaron durante 20 minutos (min) en

bafio maria a 37<C con agitacion constante.

Tabla 2. Volumen y cantidad de reactivos para cada digestion enzimatica.

HBSS 1x Tripsina DNAsa |
Digestiones
(mL) (ML) (ML)
12 150 850 300
22 100 550 200
32 75 350 100

Posteriormente se colect6 el sobrenadante de cada matraz, el cual fue depositado
sobre 5 mL de suero fetal de ternera (SFT) (Gibco,Life tecnologies. Grand Island,
NY, EUA), en tubos conicos de 50 mL (DB Falcon, EUA), el SFT fue previamente
inactivado en bafio maria a temperatura de 56° C dur ante 45 min. A continuacion
se centrifugaron a 3 000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 min, el
sobrenadante se desechd y al boton celular se le adicionaron 600 puL de medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco alto en glucosa (DMEM-HG; Gibco,Life
tecnologies. Grand Island, NY, EUA). Con una pipeta de transferencia se recuperé
la parte superior del botén celular en un nuevo tubo de 50 mL que se mantuvo en

bafio maria a 37°C.

Al terminar las tres incubaciones la suspension celular recolectada se coloco sobre

un gradiente continuo de Percoll (GE Healtcare, Bio-Sciences AB) 5 % a 70 % en
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HBSS (anexo 1), y se sometio a centrifugacion a 3 000 rpm durante 20 min (figura
4A). Por densidad los citotrofoblastos fueron recuperados de la banda intermedia
entre 1.048 y 1.062 g/mL (figura 4B). Los citotrofoblastos fueron colocados en un
nuevo tubo con medio DMEM-HG y centrifugados a 3 000 rpm durante 10 min y
asi, se obtuvo el boton celular que sé resuspendio en 5 mL de medio DMEM-HG
suplementado al 20 % con SFT, 100 unidades de penicilina/mL, estreptomicina

100 pg/mL y amfotericina 0.25 pg/mL (Gibco,Life tecnologies. Grand Island, NY,

EUA).
A) B)
é
% g/mL
Suspension b _o—a%%
celular Percoll 1017 = b 0.9 O% o
5 . 3 08%49808
s Centrifugacién OOO Oc()bo 5-29%
_ 10 , 1033—| °— ¢
g © _0300
— 30 .
20 20min.a
— 3000 rpm 1.048 —> —
30
—20
R 30-50 %
_ 40 — Citotrofoblastos
——10
50 1.062 —
60 } 51-70%
—
70 1.075

Figura 4. Gradiente de Percoll. A) Las células colectadas se colocaron sobre el gradiente
de Percoll 5-70%, B) Separacion celular por densidad en 3 bandas: la banda superior con
elementos de tejido conectivo, pequefios vasos y fragmentos de tejido velloso fue
desechada, en la intermedia estaban las células citotrofoblasticas que fueron colectadas y
la banda inferior estaba conformada por eritrocitos, linfocitos, neutréfilos y macréfagos
gue fueron eliminados.
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El nimero total de células en la muestra se determin6 con un hemocitometro
(Boeco, Alemania) con una dilucion 1:10 en azul tripan. En promedio para cada
cultivo se obtuvieron 130 millones de células que se repartieron en cajas de cultivo
de 6 pozos de 35 mm con 900 000 células por pozo en 2 mL de medio DMEM-HG
suplementado para evaluar la secrecion de las citocinas. Para los estudios de
expresion génica se utilizaron cajas de 25 cm? con 3 000 000 de células en 5 mL

de medio suplementado.

6.2 Cuantificacion de citocinas.

Para evaluar la secrecion de las citocinas en los diferentes dias de diferenciacion
celular, se tomaron alicuotas del medio cada 24 h durante 3 dias consecutivos. El
efecto del calcitriol a diferentes concentraciones (1 x 10*° a 1 x 10 M), se evalué
24 h después de su adicion. La secrecion fue cuantificada mediante el ensayo de
inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISA) descrita brevemente a continuacion:
La secrecion de las citocinas se llevo a cabo con un estuche comercial de inmuno
ensayo (R&D Systems; Minneapolis, EUA). En esta técnica se utilizaron placas
para ELISA de 96 pozos, en los cuales se adiciond el anticuerpo de captura
correspondiente a cada citocina, la cual quedo unida a un segundo anticuerpo en
sus sitos de unién (procedimiento tipo sandwich), inmediatamente se eliminé el
material no unido mediante un lavado. Después se adicioné estreptavidina-HPR y
posteriormente solucion sustrato por tiempos determinados. Finalmente la

reaccion se detuvo con solucion de paro. La cantidad de citocina se determiné por
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el cambio de color que fue proporcional a la concentracién de citocina presente en

cada muestra.

En especifico el anticuerpo de captura fue reconstituido y diluido a la
concentracion de trabajo, el cual fue utilizado para preparar las placas de 96 pozos
(Costar, Corning Incorporated. NY, EUA), al adicionar 100 pyL del anticuerpo por
pozo durante 18 h. Posteriormente a cada pozo se le adiciond 400 pL de
amortiguador de lavado repitiendo el proceso 2 veces e inmediatamente se realizé
el cambio por 100 pL de reactivo de dilucion para IL-10, IL-6 y TNF-a o
amortiguador de bloqueo para INF-y durante una hora. Nuevamente se lavd la
placa y se adicioné 100 pL de los estandares y de las muestras en los pozos
correspondientes durante 2 h. A continuacién se lavo y se afiadio 100 pL de
anticuerpo de deteccidn durante 2 h. Después de 2 lavados mas se adicion6 100
pL de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (HPR) por 20 min, se
lavo la placa y se afiadié 100 pL de solucion sustrato (R&D Systems; Minneapolis,
EUA) por 20 min. Finalmente, la reaccion se detuvo con 50 pL de solucion de
paro, Figura 5. Durante las incubaciones la placa fue protegida de la luz y la
cantidad de citocina en pozo se determind leyéndola a 450 nm en un
espectrofotbmetro (Multiskan MS fotdmetro tipo 352, Labsystems, Helsinki,
Finlandia) y los resultados fueron obtenidos en pico gramos de citocina por mililitro

de medio (pg/mL).
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6.3 Estudios de expresion génica

La expresion de las citocinas en los trofoblastos se determind en distintas etapas
de diferenciacion celular, asi como en ausencia o presencia del calcitriol el cual se
adicion6 3 h después de la siembra. Adicionalmente se realizaron pruebas con
calcitriol 1x10°® en presencia del antagonista TEI-9647 con el propésito de indagar
el posible mecanismo de accion del calcitriol y se extrajo el acido ribonucléico
(RNA) de cada muestra 24 h posteriores a su adicion. El procedimiento para la
extraccibn de RNA y su procesamiento hacia acido desoxirribonucléico

complementario (DNACc) se describe a continuacion.

6.3.1 Extraccion de RNA total

Para aislar el RNA total de los trofoblastos se utilizé Trizol como reactivo comercial
(Invitrogen. CA, EUA) de acuerdo a la técnica derivada de Chomczynski y Sacchi
[75]. Posterior al tratamiento con calcitriol (24 h), se desecho el medio de cultivo y
se agregd 1 mL de Trizol a las células. Con raspadores (Corning, EUA) se
homogeneizé y se colectdé una alicuota de cada muestra en tubos eppendorf
estériles utilizando un raspador diferente por caja. A cada muestra se le adicion6
200 pL de cloroformo (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) frio y fueron
centrifugados a 12 000 rpm durante 20 min a 4 (microcentrifuga Eppendorf
5417R, EUA), con lo cual se formaron tres distintas fases; una inferior con el DNA,
una intermedia con proteinas y una superior con el RNA. La fase superior que
contenia el RNA se colectd en nuevos tubos y a cada muestra se le agreg6 500 pL

de isopropanol (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA), se agitdo y se dejo
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reposar a 4C durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron a 13 500 rpm por 20
min a 4T para precipitar el RNA. El sobrenadante s e decanté de un solo golpe y
se agregd 1 mL de etanol (Merck. México, S.A.) al 75 %. Se agitaron los tubos, se
repitid el Ultimo paso de centrifugacion y se desecho el sobrenadante. A
continuacion se invirtieron los tubos para evaporar el etanol y obtener el RNA que
fue disuelto en 20 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para

inactivar RNAsas.

La cuantificacion del RNA se realiz6 tomando 2 pL de la muestra diluida en 1 mL
de agua desionizada estéril. La lectura de la absorbancia para determinar la
cantidad de RNA se realizdé a 260 y 280 nm en un espectrofotdmetro (Beckman
DU-6, EUA). Utilizando una celda de cuarzo (Sigma-Aldrich; Steinheim, Alemania)

la concentracion de RNA se calculé de la siguiente manera:

Concentracion de RNA (en pg/pL) = Azgo nm X 40/2

Lo anterior se basa en que una unidad de densidad optica es equivalente a 40

pMg/mL de RNA. Una relacion A260/A280 igual a 2.0 implica que se tiene 100 % de

RNA y 0 % de proteinas por lo tanto, en nuestro ensayo se descartaron aquellas

que tuvieran una pureza menor a 1.6.
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Tabla 3. Condiciones experimentales para la extracciéon de RNA.

TOTAL DE 3x10° CELULAS VOLUMEN CENTRIFUGACION
POR MUESTRA (ML) rpm/min a 4°C
Trizol 1000
Cloroformo 200 12 000/20

Recuperacion de fase superior

Isopropanol 500 13 500/20

Incubacién por 1h

Etanol 1000 13 500/20
Agua tratada con 20
DEPC

6.3.2 Transcripcion Reversa

El RNA fue utilizado para obtener el DNAc por RT, para lo cual se utilizé el
estuche comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Alemania)
siguiendo el manual del fabricante.

Para esta técnica se utilizaron tubos eppendorf de un volumen de 200 pL nuevos y
estériles donde se depositaron los mL correspondientes a 1 pg de RNA total de

cada muestra junto con 1 pL de Oligo dT 50 pmol/pL y se ajusto a un volumen final
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de 15 pL por tubo con agua grado PCR. Los tubos fueron colocados en un

termociclador (Perkin-Elmer 9600, EUA) bajo los siguientes parametros:

a) 10 min a 65T para eliminar la formaciéon de estructuras secundarias en el
RNA.

b) los tubos se retiraron del termociclador y se colocaron sobre hielo por un
minuto, y para regresarlos al termociclador se les agregé 7 L de la mezcla de
reaccion por tubo (anexo II).

c) 30 min a 55T para la alineacion.

d) 5 minutos a 85T para alargar la cadena.

6.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Para realizar la amplificacion del DNAc se empleo qPCR que utiliza el sistema de
sondas de hidrdlisis Tagman (Roche, Alemania). Las sondas de hidrdlisis son
oligonucledtidos que contienen un fluorocromo donador en el extremo 5’ que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3 que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador cuando existe acercamiento entre ellos [76].
En la etapa de extension la DNA polimerasa, hidroliza la sonda, permitiendo asi la
emision de la fluorescencia al separarse ambos fluorocromos. Durante cada ciclo,
la cantidad de fluorescencia emitida es determinada siendo proporcional a la

cantidad de amplicones presentes en cada ciclo.

La gPCR se llevo a cabo usando el estuche comercial LightCycler Tagman Master

(Roche, Alemania) como se describe a continuacion:
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Se realiz6 una mezcla de reaccidén que contenia 5.5 pL de agua grado PCR, 0.1
uL de iniciador correspondiente al gen a analizar a una concentracién 20 mM, 0.1
pL de sonda Tagman y 2 pL de DNA polimerasa Tagman 5X, de la cual se coloco
8 uL + 2 pL de DNAc en capilares de vidrio de 20uL. Los capilares fueron
centrifugados a 1 000 rpm por 30 segundos y después se colocaron en un
termociclador previamente programado (LightCycler 2.0, Roche Instrument Center

AG, Rotkreuz. Suecia) bajo las condiciones mostradas en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones bajo las cuales se llevo a cabo la PCR en tiempo real

. . Temperatura | Tiempo
NuUmero de ciclos (<) (segundos)
Activacion de la enzima 1 95 600
Tagman
PCR
Desnaturalizacion 45 95 10
Alineacion 60 30
Elongacion 72 1
Enfriamiento 1 40 10

Los iniciadores y las sondas especificas fueron elegidos usando el Universal
Probe Library Assay Desing Center de Roche

(http://gpcr2.probefinder.com/organism.jsp), obteniendo las siguientes secuencias:
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Tabla 5. Secuencias de los iniciadores y sondas utilizadas en la gPCR

Orientacion del oligonucleétido
GEN Secuencia (5"--- 3") # de sonda
sentido (s) antisentido (as)
ctggcccatagtgatcttt (s
TBP gclgg alg (s) 3
cttcacacgccaagaaacagt (as)
cattttgaagaattggaaa (s
INF-y 8]¢) gaagaattgg (s) 21
ttggatgctctggtcatcttt (as)
cagcctcttctccttectga (s
TNF-a J 9 (s) 29
gccagagggctgattagaga (as)
t agaacctgaagac (s
IL-10 gggggag gaagac (s) 30
acagggaagaaatcgatgaca (as)
atgagtacaaaagtcctgatcca (s
IL-6 gatgag giccig (s) 40
ctgcagccactggttctgt (as)
ctcaccccagcatcctat (s
hCG J J ) 79
cagcagcaacagcagcag(as)
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7. ANALISIS DE LOS DATOS

Para el estudio se procesaron 15 placentas y los tratamientos fueron realizados por lo
menos en triplicado tanto para la expresion como para la secrecion en cada placenta. Los
datos obtenidos se compararon y se expresaron como la media + la desviacion estandar
(DE). Los datos obtenidos en los diferentes dias de cultivo y entre las diferentes
concentraciones de calcitriol utilizadas se analizaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA de una via. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P <

0.05
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8. RESULTADOS

8.1 Viabilidad y funcionalidad del cultivo celular

8.1.1 Cambios Morfoldgicos

Como pardmetro para medir la viabilidad de los trofoblastos en cultivo se evalué el
cambio morfolégico mediante microscopia Optica. Asi, se observo la diferenciacion
de los citotrofoblastos que son células mononucleares hacia agregados celulares
denominados sinciciotrofoblstos (Figura 6). ElI proceso de diferenciacion fue
apreciado a partir de las 24 h después de la siembra, donde las células
mononucleares modificaban su aspecto celular por las evidentes proyecciones
citoplasméaticas para unirse entre ellas creando el fenotipo multinucleado. La
formacion de sincicios en cultivo depende exclusivamente de la fusién celular, ya

que su proliferacion es escasamente del 10 % [74].

do di d2

Figura 6. Diferenciacion del trofoblasto en cultivo. dia O citotrofoblastos, dia 1
alargamiento celular para fusionarse entre células vecinas (24 h) y dia 2
sinciciotrofoblastos (48 h).
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Por otra parte, la diferenciacion celular del trofoblasto se acompafia del aumento
en la secrecion hormonal de hCG la cual sirvi6 como un parametro de la
funcionalidad celular. Como se aprecia en la Figura 7 tanto la expresion (a) como
la secrecion (b) de hCG se incremento significativamente a los diferentes dias con

respecto al dia 1.
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Figura 7. Expresion (a) y secrecién (b) de hCG durante 3 dias de diferenciacion. La
expresion de la hCG fue evaluada por gPCR atribuyendo el valor de 1 al dia 1. Cada barra

representa la media + DE (n = 4), *P< 0.05 respecto al dia 1.

8.2 Determinacion de la secrecion de citocinas producidas por el trofoblasto.

Las citocinas producidas por el trofoblasto humano en cultivo a los diferentes dias
mostrd que tanto la expresién como la secreciéon de IL-10, IL-6 y TNF-a disminuyo
significativamente con respecto al dia 1 (Figura 8 a y b respectivamente). En
contraste, la expresion de INF-y aumento paulatinamente con respecto al proceso
de diferenciacion celular. Sin embargo, nuestro sistema de deteccion no registro

INF-y secretado en ningun dia de cultivo.
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Figura 8. Expresion (a) y secrecion (b) de IL-10, IL-6, TNF-a e INF-y durante 3 dias de
cultivo. La expresioén de las citocinas fue evaluada por gPCR atribuyendo el valor de 1 al
dia 1 para cada citocina. Los datos de la secrecién representan la media + DE de n = 3,
*P < 0.05 respecto al dia 1.

8.3 Efecto del calcitriol sobre la expresion y secrecion de las citocinas en

ausencia o presencia de TNF- a

Considerando que la mayor produccion de citocinas se presentd el dia 1, los
tratamientos con el calcitriol y su vehiculo (Vh, etanol 0.1%) se efectuaron 3 h
después de realizar el cultivo en ausencia o presencia de TNF-a y se evalud la
secrecion y expresion de TNF-a, IL-6, INF-y e IL-10 24 h posteriores al

tratamiento.
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8.3.1 Efecto del calcitriol sobre TNF- «a

Como se muestra en la Figura 9a el TNF-a estimula 3 veces su propia expresion.
En presencia del calcitriol el estimulo de TNF-a se bloqued significativamente
manteniendo la expresion en condiciones basales. Por otro lado el calcitriol inhibio
significativamente la secrecion de TNF-a (Figura 9b) solo con la mayor

concentracion probada.
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Figura 9. Efecto del calcitriol sobre la expresion (a) y secrecion (b) de TNF-a en ausencia
o presencia de TNF-a 10 ng/mL. Los datos muestran la media + DE (n = 3), *P < 0.05

respecto al Vh sin TNF-a, **P < 0.05 respecto al Vh con TNF-a.
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8.3.2 Efecto del calcitriol sobre IL-6

Con respecto a IL-6, el TNF-a indujo su expresién y secrecion 5 y 2 veces
respectivamente (Figura 10 a y b). El calcitriol bloqueé significativamente el
estimulo de forma dependiente de la concentracion tanto de la expresion como de
la secrecion de IL-6. Sin embargo, en ausencia de TNF-a exdgeno la tendencia

inhibitoria no fue significativa con respecto al Vh.
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Figura 10. Efecto del calcitriol sobre la expresion (a) y secrecién (b) de IL-6 en ausencia o
presencia de TNF-a 10 ng/mL. Los datos muestran la media + DE (n = 3), *P < 0.05

respecto al Vh sin TNF-a, **P < 0.05 respecto al Vh con TNF-a.
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8.3.3 Efecto del calcitriol sobre INF- vy
Para INF-y los resultados muestran que el TNF-a induj6 2 veces su expresion, sin
embargo no se detectd su secrecion en los medios de cultivo. Ademas se observo

que el calcitriol inhibio la expresion de INF-y inducida por el TNF-a.
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Figura 11. Efecto del calcitriol sobre la expresion de INF-y en presencia de TNF-a 10
ng/mL. Los datos muestran la media + DE (n = 3), *P < 0.05 respecto al Vh sin TNF-a, **P

< 0.05 respecto al Vh con TNF-a.
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8.3.4 Efecto del calcitriol sobre TNF- a, IL-6 e INF-y en presencia de TEI-9647

Para analizar si el calcitriol ejerce sus efectos a través de un mecanismo
gendmico, se adicioné el antagonista del VDR, TEI-9647. Como se muestra en la
Figura 12 el TEI-9647 bloqued el efecto inhibidor del calcitriol en cada citocina

proinflamatoria.
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Figura 12. Comparacion del efecto del calcitriol (1x10 ®) en ausencia o presencia de TEI-
9647 (1x10°) sobre la expresion de TNF-a, IL-6 e INF-y. Los datos son mostrados como
el porcentaje (%) + DE de n = 3, en el cual se le atribuyd el valor del 100% al Vh, *P <

0.05 respecto al Vh.
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8.3.5 Efecto del calcitriol sobre IL-10

Con la intencibn de comparar el efecto del calcitriol sobre una citocina
antiinflamatoria secretada por el trofoblasto se evalué la expresién y secrecion de
IL-10. De manera interesante en presencia de TNF-a aumento 3.3 veces la
expresion y la secrecién de la IL-10, (Figura 13) y el calcitriol inhibid tanto la
expresion como la secrecidon de IL-10 de forma similar a las citocinas

proinflamatorias.
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Figura 13. Efecto del calcitriol sobre la expresion (a) y secrecion (b) de IL-10 en ausencia
o presencia de TNF-a 10 ng/mL. Los datos muestran la media + DE (n = 3), *P < 0.05

respecto al Vh sin TNF-a, **P < 0.05 respecto al Vh con TNF-a.
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9. DISCUSION

9.1 General

El embarazo implica grandes cambios y adaptaciones maternas, con lo cual se
evita el rechazo del feto que presenta un perfil antigénico diferente debido a la
informacion paterna. Entre las multiples adaptaciones se ha descrito que hay un
predominio de citocinas antiinflamatorias denominadas tipo Th2 sobre las
proinflamatorias o tipo Thl. Ambos tipos son secretados de manera coordinada
por las células del sistema inmune como los linfocitos T y los macrofagos con la
finalidad de permitir la tolerancia inmunoldgica materna de manera sistémica. Sin
embargo, poco se sabe de la regulacion local de citocinas secretadas por la
placenta. Por lo tanto, el propdsito de esta tesis fue indagar el efecto del calcitriol
sobre la sintesis de citocinas producidas por el trofoblasto en cultivo como posible

regulador inmunoldgico en la interfase materno fetal.

9.2 Secrecion de citocinas proinflamatorias por el trofoblasto en cultivo

Los resultados demostraron que la secrecion y expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a producidas por el trofoblasto humano en cultivo
disminuy6 conforme avanzoé el tiempo de diferenciacion celular, un patrén opuesto
al observado con la hCG, la cual fue el control de viabilidad y funcionalidad de las
células en cultivo, descartando que la disminucion de IL-6 y TNF-a en los medios
fuera el resultado de la inactividad o de la muerte celular de los trofoblastos.
Ademas los datos obtenidos concuerdan con la sintesis de IL-6 y TNF-a. en el

embarazo, que se sabe es mayor durante el proceso de implantacion y va
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disminuyendo conforme avanza la gestacion [60] y con previos reportes en los
cuales la produccion de IL-6 y TNF-a es menor conforme transcurre el tiempo de
cultivo [67]. En contraste la expresion de INF-y se incrementé dia a dia, esto
coincide con la presencia de INF-y que estd incrementada hacia el final del
embarazo [77]. Sin embargo, la secrecion de la citocina no fue detectada en los
medios recolectados a los diferentes dias aun en presencia de TNF-a a pesar de
que indujo su expresion. La nula deteccidén de INF-y en las placentas utilizadas en
este estudio podria deberse al limite de deteccibn de nuestros estuches
comerciales, o bien debido a que las muestras pertenecian a mujeres que
cursaron embarazos sanos y probablemente algunos mecanismos celulares

compensadores bloquearon su traduccion.

9.3 Efecto del TNF-a sobre la sintesis de citocinas

Los datos mostraron que el TNF-a adicionado a los trofoblastos incremento su
propia expresion, asi como la de IL-6, INF-y e IL-10. En concentraciones
adecuadas el TNF-a y la IL-6 promueven la invasion del trofoblasto y participan en
la angiogénesis [60]. Sin embargo, el exceso de estas citocinas es dafiino para el
embarazo y se han correlacionado con algunas patologias como la PE, en la cual
también existe la deficiencia del calcitriol [71]. Considerada la enfermedad de las
teorias, no existe PE sin la presencia de placenta y por esto se le ha relacionado
como el origen de esta patologia [78]. Aunque algunos autores proponen que la
PE es debida al dafio celular endotelial materno, este fenédmeno es probablemente
secundario a factores citotoxicos liberados por la placenta en respuesta a la

38



hipbxia e isquemia a la que se encuentra sometida [44]. En apoyo a lo anterior se
ha descrito que puede llegar a producirse TNF-a y otras citocinas inflamatorias
gue son capaces de producir activacion de las células endoteliales y disfuncion de
las mismas [45]. Por tal motivo, se afadié al TNF-al como un estimulo
proinflamatorio e inductor de citocinas simulando un estado adverso para el
embarazo como el que se presenta en la PE, demostrando que las células de
trofoblastos normales reaccionan al estimulo exégeno de TNF-a alterando el

equilibrio placentario.

9.4 Efecto del calcitriol sobre la expresion y secrecion de las citocinas en

presencia de TNF-a

En general, los resultados mostraron que el calcitriol indujo un efecto inhibidor
sobre la expresion y secrecion de las citocinas de estudio (TNF-a, IL-6, IL-10 e
INF-y) aun en presencia de TNF-a, catalogando al secoesteroide como un fuerte
inmunosupresor de las citocinas producidas en el trofoblasto, lo cual coincide con
el efecto represor que ejerce sobre la produccion de citocinas proinflamatorias en
los linfocitos T, las células NK y en los macréfagos [26, 79]. En particular, el efecto
inhibidor del calcitriol sobre las citocinas proinflamatorias sugiere un efecto
protectivo del calcitriol durante el embarazo. Esto resultados son relevantes ya que
un importante mecanismo envuelto en la adaptacion materna es la supresion de
citocinas tipo Thl para favorecer las del tipo Th2. Asi, los resultados obtenidos en
esta tesis sugieren que el calcitriol ejerce efectos supresores de las citocinas de

una forma autécrina sobre las células de trofoblastos, y que consecuentemente
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podrian ejercer un efecto de tipo paracrino sobre la polarizacién de los linfocitos
deciduales, la activacién de las células NK, macréfagos o la maduracion de las
células dendriticas. En apoyo a lo anterior Evans y colaboradores mostraron que
el calcitriol inhibe significativamente la expresion de IL-6 y TNF-a producidas por

células NK deciduales durante el primer trimestre de gestacion [13].

Aunque se desconocen las causas de la PE, las citocinas proinflamatorias de
origen sistémico y placentario juegan un papel central en la fisiopatologia de la
enfermedad [80]. Por tal motivo, el efecto del calcitriol aporta evidencias cientificas
de un ligando hormonal que en la interfase materno placentaria parece equilibrar
su produccion. Asimismo no se descarta que las citocinas proinflamatorias influyan
en la inhibicion de la sintesis del calcitriol en mujeres con PE. Admitidamente
hacen falta estudios del efecto del calcitriol sobre la secrecion de las citocinas de

muestras de mujeres con PE.

Debido a que en la placenta se expresa la enzima CYP27B1 [35], la cual
contribuye para incrementar los niveles de calcitriol en la unidad fetoplacentaria y
tomando en cuenta todo lo anterior, los datos sugieren al calcitriol como una
alternativa preventiva y terapéutica potencial en el embarazo, particularmente en
condiciones proinflamatorias como en la PE o los abortos recurrentes, ambos con

una respuesta inmune materna exacerbada.
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9.5 Estudios sobre el modo de accion del calcitriol

Los resultados mostraron que la actividad del calcitriol sobre las citocinas en
estudio fue bloqueada por el TEI-9647, indicando que la inhibicién que el calcitriol
ejerce es mediado por un mecanismo genémico. Esto sugiere que el antagonista
bloqued el efecto del calcitriol sobre las citocinas proinflamatorias impidiendo la
union del complejo hormona/receptor y subsecuentemente la sintesis de las
mismas. Esto se fortalece ya que se ha reportado que TNF-o, IL-6 e INF-y
contienen VDRE en sus regiones promotoras [81-83]. Sin embrago, aun se
requieren estudios que ayuden a dilucidar los mecanismos de accién exactos y
factores de transcripcidn a través de los cuales el calcitriol ejerce su accion

inhibidora sobre las citocinas en estudio.

9.6 Diferenciacion celular, IL-10 y calcitriol

Con respecto a la citocina antiinflamatoria IL-10, los resultados demostraron que
su secrecion y expresion por el trofoblasto humano en cultivo disminuy6 conforme
avanzo el tiempo de diferenciacion celular. Asimismo se demostré que el TNF-a
indujo la produccién de IL-10, tal vez como resultado de una respuesta celular al
ambiente adverso en el medio causado por el TNF-a. Asi, el aumento en la
produccion de IL-10 podria compensar los efectos contrarios a otras citocinas de
tipo proinflamatorio que también son inducidas por el TNF-a como el INF-y que en

conjunto con el TNF-o se sabe induce la apoptosis del trofoblasto [62].
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En particular la IL-10 es una citocina que inhibe la produccion del linaje Thl, y que
ayuda en el crecimiento y diferenciacién del trofoblasto durante la placentacién
[84]. Sin embargo, Rinehat y col. en 1999 reportaron que la expresion de IL-10 se
encuentra incrementada en la PE y que la excesiva produccion de esta citocina es
dafiina para el embarazo ya que junto con otras citocinas como IL-1p inducen
disfuncion endotelial [85]. Estudios recientes han mostrado que existe controversia
respecto a la sintesis de IL-10 en mujeres con PE, en las cuales se ha encontrado

disminuida o incrementada [86, 87].

De manera interesante el calcitriol inhibid tanto la expresién como la secrecion de
IL-10 aun en presencia de TNF-a. En conjunto los resultados anteriores sugieren
que el calcitriol es un inmunosupresor general de las citocinas producidas en el
trofoblasto y que la regulacion negativa del calcitriol tiene un efecto dual al evitar
que las citocinas benéficas se produzcan excesivamente y suprimiendo las
citocinas dafiinas impidiendo que la exacerbada produccion de estos mediadores
celulares desencadenen disfuncion endotelial y/o comprometan la implantacion y

el correcto desarrollo de la placenta y el feto.
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10. CONCLUSIONES

1. La expresion y secrecion de TNF-qa, IL-6 e IL-10 disminuye conforme avanza la

diferenciacion celular.

2. La expresion de INF-y es mayor en el trofoblastos diferenciado.

3. El calcitriol es un agente inmunosupresor de citocinas en el trofoblasto humano.

4. El TNF-a induce la sintesis de IL-10, IL-6, INF-y y su propia sintesis.

5. El calcitriol inhibe el estimulo inducido por el TNF-a.

6. El efecto inhibidor del calcitriol sobre las citocinas proinflamatorias es mediado

por una via genémica.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados de la presente investigacion dan pauta para investigar el efecto del
calcitriol sobre otras citocinas que potencialmente podrian ser moduladas en la
placenta como GM-CSF, IL-1j3, IL-12, IL-8. Asimismo, de comparar el efecto del
calcitriol en conjunto con otras hormonas inmunosupresoras como la P4, con la
finalidad de saber si ejercen sus efectos de manera sinérgica o por separado. Del
mismo modo resulta de interés utilizar como modelo de estudio placentas de
mujeres con preeclampsia y comparar el perfil de secrecién de las citocinas
estudiadas, indagar el efecto del calcitriol en esta patologia y determinar si las
citocinas regulan la sintesis y catabolismo del calcitriol. En forma paralela también
serd necesario determinar si la cascada de segundos mensajeros podria estar

involucrada en la regulacién hormonal.
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ANEXO |

Gradiente de percoll

No. De tubo % de Percoll mL de Percoll 90 %* HBSS 1x
1 70 2.33 0.67
2 65 2.17 0.83
3 60 2.00 1.00
4 55 1.83 1.17
5 50 1.67 1.33
6 45 1.50 1.50
7 40 1.33 1.67
8 35 1.17 1.83
9 30 1.00 2.00
10 25 0.83 2.17
11 20 0.67 2.33
12 15 0.50 2.50
13 10 0.33 2.67
14 5 0.17 2.83

Preparacion de los tubos a diferentes porcentajes de Percoll para la preparacion
del gradiente de 70 a 5 % equivalente a densidades que van desde los tubos 1 al
14 de 1.017 a 1.075 g/mL. Percoll al 90%: 18 mL de Percoll al 100% + 2 mL de
HBSS 10x (Gibco,Life tecnologies. Grand Island, NY, EUA).

ANEXO Il

Mezcla de reaccién

REACTIVO Cada tubo
Solucion amortiguadora 5X 4 L
Inhibidor de sa 0.5 puL
Mezcla de Desoxinucléotido 2 L
Transcriptasa reversa 0.5 pL
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