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RESUMEN

Mario Alberto Flores Valdez Fecha de Graduacion : Marzo, 1999

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio : EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
ENDOGENOS DE hPLs y hGH-V EN CULTIVO
PRIMARIO DE PLACENTA

Numero de paginas : 59 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con Especialidad en
Biologia Molecular e Ingenieria
Genética

Area de estudio : Biologia Molecular

Propésito y Método del Estudio : Los genes del lactégeno placentario y de la hormona del
crecimiento humano pertenecen a una familia de cinco genes conocida como hGH-hPL.
Estos genes comparten una similitud mayor al 90% en su secuencia nucleotidica, sin
embargo, se expresan en forma tejido-especifica y a diferentes niveles. Sec han estudiado ¢n
cultivo de células algunos factores involucrados en la expresion diferencial de estos genes,
~como también se ha logrado establecer cultivos primarios de células normales de placenta
que simulan la condicién fisiolégica real del tejido. En este sistema se ha detectado RNAm
y proteina de lactégenos, sin determinarse la contribucién individual de cada uno de los
genes del complejo. =

En este trabajo se adapt6 una técnica para aislar células de placenta ¢ iniciar cultivos
primarios, y se evalud por RT-PCR la expresién endégena en este sistema, de todos los
genes del complejo hGH-hPL que se expresan en placenta. Se utilizaron diferentes sucros

y dcido retinoico para verificar su efecto estimulante en la transcnpeion de estos genes.

y si estos compuestos afectaban a uno o mas de ellos.

Contribuciones y conclusiones : Se logrd adaptar una técnica para aislar citotrofoblastos de
placenta a término y mantenerlos en cultivo durante una semana, tiempo suficiente para
que se diferenciaran hacia sinciciotrofoblastos y expresaran todos los genes hPLs y el gen
de hGH-V. Se logro verificar tanto la calidad como la cantidad de RNA por electroforesis
y densitometria de los geles. Por los andlisis de RT-PCR y cortes con enzimas de
restriccion especificas, se establecié que todos los genes del complejo hGH-hPL que se
expresan en placenta, lo hacen también en cultivo primario, con un patron similar de
procesamiento para todos los transcritos. También se verificé que el dcido retinoico
estimula la transcripcion de los genes hPL-2 y hPL-3, ademds de hGH-V. No se pudo
concluir sobre el efecto del suero de mujer en el segundo trimestre de embarazo.

FIRMA DEL ASESOR : //,Z/ l) _
Dra. Herminia G}é %in‘é}/ Rodriguez

B
FIRMA DEL COASESOR : \ 175 l

i Dr. Hugo A. Barrera Saldana
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Localizacién y Caracteristicas de la Familia Multigénica hGH-hPL

El complejo multigénico de la hormona del crecimiento y del lactégeno
placentario (hGH-hPL) est4 constituido por cinco genes y se localiza en una region de
aproximadamente 60 kb entre las bandas q22-24 del cromosoma 17. Sus genes
muestran la siguiente distribucién de 5° a 3' : hGH normal (hGH-N); hPL-1 (o hPL-L,
por Like); hPL-2 (o hCS-A, hCS-1; llamado anteriormente hPL-4); hGH variante (hGH-
V); hPL-3 (o hCS-B, hCS-2) (Harper y cols., 1982) (Fig.1). Entre otras caracteristicas,
puede citarse que comparten una similitud en secuencia nucleotidica mayor al 90% y que
esta similitud se presenta incluso en las regiones 5' y 3' no traducibles, asi como en los

intrones.

1.2 Transcritos de los Genes de la Familia hGH-hPL.

A pesar de la alta similitud que existe entre los miembros de la familia
multigénica hGH-hPL, se sabe que la expresion es especifica de tejido: el gen hGH-N se
expresa principalmente en hipdfisis anterior y los demas genes del complejo lo hacen en
placenta. El RNAm de hGH-N constituye cerca del 3% en la hipofisis, mientras que los



otros genes se expresan en placenta en niveles relativos que van desde 3% para hPL-2 y
hPL-3 hasta 0.001% para hGH-V, pasando por 0.01% para hPL-1.

17q 22-24

C_ I 7 T N >

hGH-N hPL-1 hPL-2 hGH-V hPL-3

— - — il g
0kb (6 kb) (13 kb) (13 kb) (6.5 kb) 50 kb .
= @ =
——  Hipéfisis Placenta Tejidos
3 0.01 3 < 0.001 0.5 % RNAm
Fig.l. Anatomia del complejo multigénico hGH-hPL. Se muestra el arreglo de estos
genes, asi como la expresion diferencial y especifica de tejido (Harper y cols., 1982; Chen
y cols., 1989).

Respecto a los genes hPL-2 y hPL-3, si bien ambos codifican un RNAm
precursor con diferencias minimas entre ellos, de ambos genes se produce una proteina
madura idéntica, notindose que hay varios informes en la literatura donde se menciona
que la contribucién de cada uno es variable. Por ejemplo, Barrera Saldafia y cols en 1982
encontraron una relacién 3:2 entre los transcritos de hPL-2 y hPL-3; Chen y cols en 1989
encontraron una proporcién 6:1 y MacLeod y cols en 1992 mencionan 5 : 1. Estos
valores se obtuvieron en estudios realizados con una sola placenta. Por otro lado, en un
estudio con un grupo de placentas se encontré una proporcion variable entre ellos, que va
desde 1:1 a 6: 1 (Martinez Rodriguez y cols., 1997).

En cuanto al gen hPL-1, la primera evidencia de su transcripcion se tuvo con una
biblioteca de DNAc obtenido de placenta, que se tamiz6 con sondas de oligonucledtidos
especificas para este gen. Se detectaron transcritos en niveles cien veces menores que los
de los otros genes hPLs (Chen y cols., 1989). Como caracterisitica principal de su
expresion, se asume que el gen hPL-1 no es funcional, debido a que contiene una

transicion (G-»A) en el sitio consenso 5' donador de procesamiento en el segundo intron.



Ademas, se piensa que la transicion en el sitio de procesamiento no es el tnico
factor involucrado, porque cuando se construyeron plasmidos recombinantes donde se
reemplazd este sitio con la secuencia normal de hPL-3, y se transfectaron en células
COS-7, no se observd produccion de proteina (Chen y cols., 1989; Reséndez Pérez y
cols., 1990; MacLeod y cols., 1992). En contraparte a esto, otro estudio aporto
evidencias distintas a la presuncion de que hPL-1 es un pseudogen; en éste se lograron
detectar cinco transcritos alternativos de este gen y se determin6 por traduccion in vitro,
que al menos uno de ellos es capaz de producir una proteina de 22.6 kDa y que la
secuencia sefial de tal proteina se procesa correctamente (Misra-Press y cols., 1994).

Por lo que respecta al gen hGH-V, se han descrito cuatro formas de RNAm en
placenta a término: 1) una de ellas es la forma tipica de los otros genes del complejo, que
origina una proteina de 22 kDa (191 aminoacidos); 2) otra es una variante que posee 253
nucledtidos mas (hGH-V2, 230 aminoacidos) del cuarto intron, retenido gracias a un
procesamiento alternativo y cuya proporcion respecto al total del RNAm de hGH-V se
estimé en 30% (Cooke y cols., 1988); 3) un tercer transcrito procede de la utilizacion
alterna de un sitio donador de procesamiento, situado 4 pb hacia el 5' del sitio
convencional entre el exon 4 y el intrén inmediato; este RNAm codifica una proteina de
25 kDa (219 aminoacidos) que pierde un sitio de N-glucosilacion en la Asparagina 140 y
lo adquiere en la posicion 148, adem& de poseer un dominio rico en cisteinas hacia el
extremo carboxilo terminal, posiblemente involucrado en la formaciéon de multiples
puentes disulfuro (Untergasser y cols., 1998; Boguszewski y cols., 1998). La proporcion
de este transcrito dentro de la poblacién de mensajeros para hGH-V se estimé de un 10%
(Boguszewski y cols., 1998); 4) el cuarto transcrito se origina de la delecion de 45 pb por
el uso de un sitio alternativo de procesamiento dentro del exon 3 (similar al que ocurre en
hGH-N); y de él se predice una isoforma de hGH-V de 20 kDa. Este RNAm se detectd
en 2 de cuatro placentas normales a término (Boguszewski y cols., 1998).

1.3 Factores Involucrados en la Expresion Diferencial

Como ya se ha mencionado, los genes de la familia hGH-hPL presentan una alta
similitud en su secuencia nucleotidica. Sin embargo, las diferencias que presentan juegan
un papel decisivo en la expresion de cada uno de ellos. Si se hace una clasificacion de la



secuencia de los genes, dividiéndolas en anteriores, internas y posteriores al sitio de inicio
de la transcripcion, se pueden detallar algunos de los numerosos factores involucrados en
la expresion diferencial. Citando la regién anterior al inicio de la transcripcion, se vio que
para la sintesis de los RNAm se necesitan tanto factores ubicuos, como el Factor
Estimulador Rio Arriba (Upstream Stimulatory Factor-USF, unido a -290/-257;
Lemaigre y cols., 1989) y Spl (unido a -140/-116; Lemaigre y cols., 1989), como
factores especificos, tales como Pit-1. Para la unién de este ultimo factor transcripcional a
la region promotora, se han descrito dos sitios, uno proximal (entre -97 a -61 pb para
hPLs, -92 a -65 pb en hGH-N; Nachtigal y cols., 1989) y otro distal ( -130 a -105 en
hGH-N; -140 a -107 para hGH-V y -145 a -118 para hPL-2; Nickel y cols., 1990).

En los genes de lactogeno se identific que la interaccion de una proteina de
70kDa con la secuencia situada entre -15 y +1 (elemento iniciador), es necesaria para la
completa actividad de sus promotores (Jiang y cols., 1994).

- Estos factores situados antes del sitio de inicio de la transcripcion, entre otros, son
necesarios para que inicie la sintesis de los transcritos. Ademas de ellos, existen algunas
secuencias involucradas en el aumento de la produccion de los RNAms de lactogenos.
Tal es el caso de los elementos de respuesta a vitamina D (entre -1100 a-1070; -600 a .
-588 y -540 a -525; Stephanou y Handwerger, 1995), a triyodotironina (entre -497 y
-373, ademas entre -97 y -83; Voz y cols., 1991; Stephanou y Handwerger, 1995), a
4cido retinoico e IL-6 (Stephanou y Handwerger, 1995) y a AMPc (Qury y cols., 1994).
En forma interesante, Oury y cols. encontraron que el cambio de un s6lo nucleétido en el
elemento de respuesta a AMPc (-1102 a -1096) del promotor de hPL-3 respecto a hPL-
2, hace que el gen hPL-3 resulte menos estimulado con este compuesto; quiza por la
pérdida de interaccion con una proteina de 100kDa.

Las variaciones que se presentan en las secuencias de estos genes, explican los
cambios en la afinidad por diversos factores, y pueden involucrarse en la expresion
diferencial que se manifiesta entre los genes del complejo. Asi mismo, probablemente
tengan una funcion en la expresion tej ido-especifica; idea validada por la identificacion de
una region de 263 pb (elemento P), situada a -2 kb, que reprime la transcripcion de los
genes de lactogenos y de hormona del crecimiento variante en una linea celular
hipofisiaria, pero no en otra derivada de placenta. Tal secuencia se encuentra presente en
todos los genes, a excepcion de hGH-N (Nachtigal y cols., 1992).

Ya dentro de la unidad transcripcional, se aprecié que esta porcion del gen
también tiene alguna relacién con la produccion de los RNAms. De hecho, en hGH-N se

encontrd un elemento de respuesta a glucocorticoides dentro del primer intron (entre +86.



y +115), que conduciria a la estimulacién ante compuestos de esa naturaleza (Slater y
cols., 1985).

Dentro de la regioén posterior al inicio de la transcripcion, se identificd una
secuencia con caracter potenciador. De hecho, se sabe que para el gen hPL-3 , tal regién
de 138 pb, situada a 2.2 kb hacia el 3' del gen, es funcional (Walker y cols., 1990). Si
bien hPL-1 y hPL-2 poseen secuencias similares a tal potenciador, no se ha demostrado
que scan funcionales y paraddjicamente hPL-2 se expresa generalmente a mas alto nivel
que hPL-3. Para explicar esta controversia se ha propuesto que el potenciador de hPL-3
puede interactuar mas facilmente con el promotor de hPL-2 que con el suyo propio, por
la formacion de un "loop" en el DNA nucleosomal (Jaquemin y cols., 1996).

1.4 Proteinas que se Obtienen de la Traduccién de los
RNAms de los Genes hGHs y hPLs.

1.4.1 HGH-N.

El gen hGH-N codifica para varias proteinas o isoformas: un procesamiento
alternativo del transcrito primario de hGH-N genera tres RNAms, cada uno de los cuales
codifica para una proteina diferente. La especie mas abundante (80-90%) es de 22 kDay
191 aminoacidos, pero ademas existe una variante de 20 kDa (que carece de los residuos
aminoacidicos entre las posiciones 32 a 46 de la isoforma de 22 kDa y que constituye del
10-15% de la HGH hipofisiaria; De Noto y cols., 1981) y otra de 17.5 kDa (sin 40
aminoacidos), derivada de la pérdida del tercer exon (hasta un 5%; Singh y cols., 1974;
LeComte y cols., 1987) del transcrito primario.

La funcién primordial de la HGH es promover el crecimiento y desarrollo
postnatales, procesos que van acompanados de una gran variedad de efectos metabolicos,
fisiologicos y anatomicos; entre éstos se puede citar la influencia estimulante del
transporte de aminoacidos a través de la membrana celular, el estimulo en la sintesis de
proteinas, el aumento de los depésitos de glucogeno y el aumento en la liberacion de

acidos grasos (Hill, 1992).



1.4.2 HGH-V.

En el caso del gen hGH-V, éste se expresa durante el desarrollo de la placenta y a
partir de €l se producen varios polipéptidos. Uno de ellos, HGH-V, con un peso
molecular de 22 kDa, es una isoforma que se secreta y llega a la circulacion materna y
que al final del embarazo substituye casi completamente a la HGH producida por la
hipofisis materna; la proteina madura difiere en 13 aminoacidos (la mayoria no
conservados) respecto al producto de hGH-N. También se ha encontrado una forma de
25 kDa, procedente de la glucosilacion de la hormona de 22 kDa. Ademas se ha
detectado otro RNAm de hGH-V, del cual se predice la traduccion de una proteina
madura de 26 kDa (Cooke y cols., 1988) que al parecer retiene un dominio hidrofébico
que la anclaria en la membrana celular (Hill, 1992)

1.4.3 HPL.

El lactégeno placentario (HPL) también llamado somatomamotropina coridnica
humana (HCS), es una hormona que se produce en los sinciciotrofoblastos de la placenta
(McWilliams y Boime, 1980), y se expresa a partir de dos genes (hPL-2 y hPL-3) que
comparten un 98% de similitud. Ambos codifican para polipéptidos maduros idénticos
(Barrera Saldafia y cols., 1983). Esta hormona se sintetiza unicamente durante el
embarazo, a partir de un precursor de 25 kilodaltones (kDa) que pierde 26 aminoacidos
del extremo amino terminal (secuencia sefial); esto origina una proteina madura de 22
kDa, que posee dos puentes disulfuro intramoleculares y no tiene residuos de
carbohidratos (Barrera Saldaiia y cols., 1983).

HPL se detecta en el suero materno por radioinmunoensayo a partir de la tercera
semana de gestacion y su concentracion va en aumento hasta alcanzar nivelesde 5a 7
mg/mL en la trigésima semana (Handwerger, 1991). Cerca del parto, la secrecion de
HPL es de alrededor de 1 gramo al dia, lo cual es mucho mayor que para cualquier otra
hormona proteica (Handwerger, 1991) y su nivel de expresion constituye un 5% del
RNA total en placenta (Barrera Saldafia y cols., 1982). A pesar de ser expresada en tal
cantidad, la funcién exacta que desempefia no esté totalmente clara, pues si bien es cierto
que hay una correlacion directa entre los niveles circulantes de HPL en el suero materno y
el incremento en la masa de la placenta, se han informado casos de mujeres embarazadas

en cuya placenta hubo grandes deleciones que eliminaron en ambos cromosomas 17 a los



genes hPLs activos, y sin embargo tuvieron embarazos normales (Klassen y cols.,
1989). Entre las funciones que se le atribuyen se encuentran la de producir intolerancia a
la glucosa y promover la retencion de nitrogeno, esto en la mujer embarazada. En el feto

promueve la glucogénesis, la sintesis de ornitina descarboxilasa y la secrecion de insulina
(Hill, 1992).

1.5 Modelos Celulares de Expresion de los Genes hGH-hPL

Para el estudio de la expresion de los genes del lactogeno placentario y de la
hormona del crecimiento variante se han empleado diversas alternativas. Por un lado, se
han construido bibliotecas de DNAc a partir de los transcritos aislados de placentas a
término. De esta forma se determind la presencia de cada uno de ellos en placenta, asi
como sus niveles de expresion.

Mais adelante, varios modelos celulares han sido utiles para estudiar la expresion
genética en el complejo hGH-hPL. Ejemplo de ellos son las lineas derivadas de
carcinomas de hipéfisis de rata (GC) y de coriocarcinoma humano (JEG-3, JAR y
BeWo) en diferentes estadios de diferenciacién (MacLeod y cols., 1992). Ofra alternativa
ha sido utilizar células normales aisladas de placenta, que sirven para establecer cultivos
primarios, de caracter fisiologico més similar a la placenta. En la figura 2 se presenta un
esquema donde se resumen los diversos estudios que se han efectuado con células en

cultivo y los genes que se han incluido en ellos.
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Fig.2. Estudios de expresion en cultivo celular. Estos se han enfocado principalmente
a una porcion de los genes (p.¢j. promotor, potenciador, etc.). La flecha indica los
genes estudiados en cada linea celular anotada.

1.5.1 Ensayos en células GC.

Los estudios de transfeccién de la secuencia de hGH-N en células GC,
permitieron identificar algunos segmentos hacia la region 5' (-230 a -180 pb) que son
necesarios para la transcripcion eficiente de este gen (Cattini y cols., 1986). Asi se
determind que el factor GHF-1/Pit-1, 0 uno semejante, se enlaza en forma eficiente tanto
a la region distal (entre -145 a -118) como a la proximal (-97 a -61) del promotor de hPL-
2 (Cattini y cols., 1987; Nickel y cols., 1990; Nickel y cols., 1991); por otro lado se
reconocié que este mismo factor se une sélo a la regién proximal (-97 a -61) del
promotor de hPL-3 (Nickel y Cattini, 1996); y en el promotor de hGH-V tunicamente en
la region distal (entre -140 y -107) (Cattini y cols., 1987; Nickel y cols., 1990; Nickel y
cols., 1991).

En otro estudio donde se utilizo al gen CAT como reportero, se encontro que el
promotor del gen hPL-2 tiene de 5 a 25 veces mas actividad en células GC que en HelLa
o Rat 2. Esta actividad se incrementa aiin mas al adicionar 3, 3', 5-triyodotironina (Cattini
y Eberhardt, 1987). Con estos resultados puede asumirse que las diferencias sutiles que
existen entre los promotores de estos genes tienen relacion directa con la intensidad a la

cual sera transcrito cada uno de ellos.



1.5.2 Ensayos en Células COS-7.

En esta linea celular se transfectaron diversos vectores de expresion, donde los
DNACcs de los genes hPLs y hGH-N se colocaron bajo el control del promotor del gen de
la metalotioneina y del potenciador (enhancer) del virus de simio 40 (SV40). En este
experimento se observo una mayor produccién de RNAm a partir de la construccion con
hPL-3 que la de hPL-2, en una proporcién aproximada de 8:1 (Reséndez Pérez y cols.,
1990).

1.5.3 Ensayos en las Lineas celulares JAR y JEG-3.

En las células de coriocarcinoma JAR y JEG-3 se han ensayado los genes hPL-2
y hPL-3 (Fitzpatrick y cols., 1990 ). Precisamente en estas lineas celulares se realizaron
ensayos de expresion transitoria que permitieron mapear el potenciador de hPL-3 a una
region de 138 pb.- Alli se apreci6 que cuando se liga este fragmento de 138 pb hacia el 3’
del gen CAT, se incrementa su-expresion entre 25 a 30 veces sobre. el nivel obtenido
{inicamente con el promotor de SV40 (Walker y cols., 1990). Ademas, en este estudio
surgi6 evidencia adicional de que el potenciador puede asociarse con la expresion tejido-
especifica, debido a que los plasmidos que contienen esta region son de 20 a 40 veces
més activos en células JEG-3 (de coriocarcinoma) que en Hep-G2 (de hepatoma), U373
MG (de glioblastoma) y HeLa (epiteliales) (Walker y cols., 1991).

El promotor de hPL-3 no muestra el caracter de especificidad, porque en conjunto
con el potenciador de SV40 conduce a una expresion similar del gen CAT en ambas
lineas celulares. Su papel parece estar mas bien asociado s6lo a conducir la expresion del
gen hPL-3 (Fitzpatrick y cols., 1990).

1.5.4 Ensayos en Células BeWo.

Dentro de los estudios que se han realizado en esta linea celular, se encontro que el
gen hGH-N no da seifial de expresion en estas células, lo cual sugiere la expresion
selectiva de los genes placentarios del complejo hG H-hPL, a diferencia de lo que ocurre
en células GC y COS-7 (Cattini y Eberhardt, 1987; Voz y cols., 1991). Existe un
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informe donde en base a los transcritos derivados de los genes hGH-hPL se aprecié que
la expresion relativa de los miembros placentarios de esta familia génica era mayor en
BeWo que en JAR y en esta tltima a su vez mayor que en JEG-3. Esto sugicre que la
proporcion relativa entre los transcritos de hPLs y hGH-V cambia en funcion del tipo
celular. Ademas, en ese trabajo se encontré que el tratamiento con T3 (10 nM)
incremento 6 veces los niveles de los RNAms de estos genes en células BeWo (Nickel y
Cattini, 1991).

Se piensa que el tratamiento de las células BeWo con metotrexato (MTX)
induciria un tipo celular intermedio entre el cito y el sinciciotrofoblasto. En ese estadio se
producc una disminucion en la expresion de los RNAms totales de hPLs-hGH-V y solo
se detectan hGH-V y especies alternas de hPL-2. Si el tratamiento con MTX realmente
induce un tipo celular intermedio, surge la posibilidad de que hGH-V y hPLs tengan un
patron de expresion temporal diferente en el trofoblasto en desarrollo (Nickel. 1993).

Es util sefalar que estos modelos han sido de gran ayuda en el estudio de la
expresion de los genes del complejo hGH-hPL. Sin embargo, presentan limitantes,
como el origen de las lineas celulares : GC son de rata y JAR, JEG-3 y BeWo son
derivadas de coriocarcionomas. Ademads, en cualquiera de los casos, estas células no
representan la situacién metabdlica que ocurre en las células normales de la placenta.

Por lo anterior, una alternativa que permite estudiar la expresion de los genes que
se expresan en la placenta en una situacion mas cercana a la fisiolégica, son los cultivos
primarios derivados de citotrofoblastos de placenta.

1.6 Cultivo de Citotrofoblastos de Placenta

Actualmente se puede establecer el cultivo primario en monocapa de células
derivadas de placenta. Una estrategia que se emplea comunmente es la que describieron
originalmente Hall y cols. en 1977, y que fue modificada por Kliman y cols. en 1986,
quienes utilizaron proteasas para dispersar las células de la placenta, luego las sometieron
a purificacion para obtener una fraccion enriquecida de citotrofoblastos mononucleares,
que ya en cultivo fueron capaces de fusionarse y formar los sinciciotrofoblastos.
Después de 48 h los sinciciotrofoblastos pudieron secretar HPL (Jaquemin y cols. 1993;
Handwerger y cols., 1994).
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Para que se establezca el cultivo en monocapa son necesarias las interacciones
entre algunas proteinas de la membrana celular con otras que se encuentran en la matriz
extracelular, representada por las cajas de cultivo. De hecho se conoce que al recubrir
tales cajas con fibronectina o coldgeno, los citotrofoblastos se pueden adherir a la
superficie plastica y formar sincicios en cultivo con medio sin suero, posiblemente por
asociacion de los trofoblastos al colageno via fibronectina (Kao y cols., 1988).

1.6.1 Obtencion de los citotrofoblastos y evolucion del cultivo

Las técnicas de obtencién de citotrofoblastos incluyen la separacion de las células
a partir de las vellosidades placentarias, por digestiones con tripsina (Nelson y cols.,
1986; Lobo y Bellino, 1989) y DNAsa (Kliman y cols., 1986; Kato y Braunstein, 1990;
Jaquemin y cols., 1993 ). En otros casos la digestion se ha realizado con pancreatina y
proteasa (Handwerger, 1994).

La digestién enzimatica seguida de la purificacion permite el aislamiento de una
poblacién predominante de citotrofoblastos, los cuales mantienen su viabilidad hasta la
décimotercera semana en cultivo en monocapa y a partir de su establecimiento se
observan cambios morfologicos : la ultraestructura muestra desmosomas y una extensa
red de microfilamentos citoplasmaticos (Nelson y cols., 1986).

Los citotrofoblastos aislados de esta manera, y analizados con métodos de
inmunocitoquimica, dan negativo a las tinciones para gonadotropina corionica (HCG),
HPL, glucoproteina B-1 (especifica del embarazo) o citoqueratinas de bajo peso
molecular; contrario a lo que sucede con los sinciciotrofoblastos. Por otra parte, no existe
contaminacién con células endoteliales, fibroblastos o macréfagos, lo que se demostro
porque no reaccionaron con anticuerpos antivimentina o ¢t-1-antiquimotripsina (Kliman y
cols., 1986).

Tras 24-48 h en cultivo, las células se agregan en sincicios, cuya autenticidad se
verificé por microinyeccién de a-actinina marcada con fluorescencia, la cual difundi6
completamente por todo el citoplasma sincicial en un tiempo de 30 min. (Kliman y cols.,
1986). Estos resultados llevaron al grupo de Kliman a concluir que los citotrofoblastos
se diferencian en cultivo y se fusionan para formar sinciciotrofoblastos funcionales, y
que es en esta etapa cuando son capaces de iniciar la secrecion de HPL. Sin embargo, se
demostrd que la funcion endécrina en cultivo se puede iniciar independientemente de la
formacién del sincicio, al haberse detectado el aumento de la HCG en respuesta al 8-



12

bromo-AMPc (Feinman y cols., 1986; Klassen y cols., 1989). También se comprobo
que antes de formar el sincicio, las células son capaces de sintetizar progesterona y
estrogenos, en este caso al usar androstendiona como precursor (Kliman y cols., 1986).

1.6.2 Aixlamiento de las células

Existen variaciones en cuanto al modo de procesar las cé¢lulas antes del cultivo.
anucmi;l y cols. realizaron lavados con medio de Hank hibre de calcio y magnesio, antes
de la digestion, mientras que Kato y Braunstein lavaron con PBS, al igual que Klassen y
cols.y Handwerger y cols. Después de la digestion. las c¢lulas se han separado por
gradientes discontinuos de Percoll de 3% a 70% con incrementos de 3% ( Klassen y
cols.. 1989: Kato y Braunstein, 1990: Golos y cols.. 1992 Jaquemin y cols., 1993:) de
donde ‘se separa la capa intermedia del gradiente (densidad 1.048-1.062). o bien por
diversos filtros para eliminar células no separadas y sincicios. seguida de separacion por
densidad en Percoll al 20% (Handwerger y cols., 1994). Klassen y cols. efectuan una
segunda centrifugacion en Percoll al 60% en PBS con HEPES y libre de magnesio.

El medio que se utiliza generalmente para el cultivo es el Medio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado.con 10 a 20 % de suero de ternera
fetal (Lobo y Bellino, 1989; Jaquemin'y cols., 1993) o bien el RPMI-1640 (Handwerger
y cols., 1994).

1.7 Estimuladores de la Expresion de hPL

1. 7.1 Suero materno.

El suero materno que se ha utilizado provenia de mujeres en el segundo trimestre
de su embarazo. fundamentalmente porque ¢s durante este periodo cuando se presenta un

oran incremento en la masa placentaria (de 30 a 120 g). lo que hace pensar que en esta _
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ctapa se encuentran factores involucrados en la diferenciacion de los citotrofoblastos. Al
comparar diferentes tipos de sueros como suplemento al medio de cultivo, se aprecié que
¢l patron de seerecion de HPL en cultivo primario de trofoblastos cs similar cuando sc
utiliza sucro de mujer en el segundo trimestre del embarazo, sucro de mujer no
embarazada, o sucro de hombre, lo que no ocurre con los niveles de secrecion, ya gue hay
al menos el doble de hormona cuando se utiliza suero de mujer en el segundo tnmestre de
embarazo. Las cclulas también son mis resistentes a la digestion con tripsini, contrario a
lo que sucede cuando se cultivan en medio suplementado con sucro de bovino tetal. en
cuyo caso se deforman, tienen menos adherencia y no sobreviven mas de dos semanas
(Richards y cols.. 1994). )

3 AMPE

Para verificar si los nucleotidos ciclicos tienen algiin efecto en la expresion de los
PL sc ensayé con el 8-bromo-AMPc, y se descubrio que esta molécula es capaz de
incrementar en promedio 4 veces los niveles de los RNAm's de la subunidad « de la CG
y del PL (en diferentes tiempos cada uno) en células de placenta de mono rhesus
obtenidas en los dias 28,750, 60 6 140 de embarazo, lo que sugiere en este caso, una
regulacion mediada via AMPc (Golos y cols.. 1992). También se ha visto que este
nucleotido tiene efecto estimulante para la expresion de hCG y estrogeno sintetasa
(aromatasa) cn cultivos primarios de trofoblastos obtenidos de placentas humanas a

término (Lobo y Bellino. 1989).

1.7.3 Imterleucina 6 v Factores de crecimiento.

En otro estudio realizado con 1L-6, ademas de los Factores de Crecimiento
Epidérmico (EGF). Derivado de Plaquetas (PDGF) y Factor de Crecimiento Tumoral 3
(TGF-[B). sc pudieron reconocer algunos efectos que ¢stos tienen sobre los
citotrofoblastos humanos en cultivo. En el caso del EGF sc aprecia que estimula la
sintesis de HPL y HCG, lo que lo vincula con el proceso de diferenciacion. PDGF
estimula la proliferacion celular y TGF-B e IL-6 estimulan tanto la diferenciacion como la

proliferaciéon de estas células (Aoki y cols.. 1991). Al tercer y sexto dia de estimulacion
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con 500 U/mL de IL-6 sc aumenta la expresion de los hPLs entre 2.2 a 4.7 veces
respecto a las c¢lulas control, con un efecto dependiente de la dosis y con un minimo
estimulante de S0 U/mL (Stephanou y Handwerger, 1994a) Posteriormente se postulo
quc los cfectos de la IL-6 sobre la expresion de los genes hPLs estan mediados, al menos
en parte, por ¢l enlace del factor nuclear NF-IL6 a una region entre -1376 a -1088 en el

promotor de hPL, que contienc tres clementos de respuesta a NF-IL6 (Stephanou y
Handwerger, 1995 ¢).

|.7 4 Moleculas esteroideas.

Se ha utilizdo el acido retinoico (RA). triyodotironina (T3).y vitamina D3 (como
la forma activa 1.25-dihidroxicolecalciferol). Los receptores de cada una de estas tres
sustaneias son miembros de la superfamilia de receptores nucleares tiroideos/esteroideos..
que funcionan como activadores transcripcionales inducibles al unirse a su ligando y cuya
sccuencia comparte un alto grado de homologia en el dominio enlazante de DNA
(Stephanou y Handwerger. 1995b).

Para los casos de RA y T3 se ha comprobado que aunque no tienen efecto
significativo sabre la formacion del sincicio, ambos incrementan (en una relacion
dependiente de la dosis) la expresion y liberacion de HPL en cultivos de citotrofoblastos
humanos: ademas estimulan la expresion del RNAm de hGH en células de hipofisis; con
RA se logra un aumento en la secrecion de hasta 5.3 veces sobre el niyel de los controles,
mientras que para T3 hay un aumento de 5.5 veces (ambos al quinto dia); tanto RA como
T3 estimulan la sintesis del RNAm de hPL previo al aumento en los niveles de proteina
(Stephanou y Handwerger. 1995b).

La 1.25-(OH)7D?2 se produce en placenta, y en cultivo es capaz de estimular la
secrecion de HPL. en niveles de 2.54 y 4.14 veces mayores (al cuarto y quinto dia) a los
obtenidos en células control. con un efecto dependiente de la dosis. todo esto con un

incremento previo en los niveles de RNAm (Stephanou y Handwerger. 1994b).
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1.8 Justificacion

El uso de los cultivos primarios derivados de placenta podria contribuir a
esclarecer si el patron de expresion de las hormonas placentarias esta determinado por
substancias estimuladoras o inhibitorias procedentes de la madre o del feto, por factores
autocrinos o paracrinos. por ¢l cambio en la proporcion citotrofoblastos/
sinciciotrofoblastos conforme avanza el embarazo, o bien por ser una propiedad intrinseca
de los trofoblastos placentarios (Kato y Braunstein, 1989). '

Por otra parte, se conoce que diversas moléculas son capaces de esumular la
expresion de los genes de hPL-2 y hPL-3. sin embargo. hasta hoy no se ha evaluado
simultaneamente qué es lo que sucede con los demas miembros del complejo hGH-hPL
que se expresan ¢n placenta. En este sentido. se puede especular que tales moléculas
seran capaces de estimular también la expresion de tales genes o, en su defecto. podrian
surgir estrategias que permitan determinar si hay otros factores involucrados en la
expresion especifica de cada gen. ya sea por su afinidad diterente o por un patron de

reconocimiento de las secuencias que sea distinto en cada caso.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la expresion diferencial de los genes endogenos de hormona del
crecimiento variante y lactogeno placentario en cultivo primario de citotrofoblastos -

obtenidos de placenta humana.

2.2 Objetivos Especificos

2.2. 1 Adaptar una técnica para aislar citotrofoblastos a partir de placentas a térmmo.

2.2.2 Establecer los cultivos primarios.

16
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2.2.3 Determinar los niveles endogenos de expresion de los genes hGH-V y hPLs en ¢l

cultivo primario.

2.2.4 Evaluar la expresion de los genes de hGH-V y hPLs despucs de la induccion con
acido retinoico o suero materno de segundo trimestre, comparandola con la expresion de

un gen constitutivo.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen de los Reactivos

Las endonucleasas de restriccion fueron adquiridas de las casas comerciales
Gibeo-BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, EUA) y New England Biolabs,
Inc. (Beverly, MA, EUA). En cada caso se utilizaron las condiciones recomendadas por
la casa comercial.

Las cajas de plastico para cultivo celular se adquirieron de Falcon (Lincoln Park,
NI, EUA).

El medio de cultivo RPMI-1640 fue de la compaiiia. Gibco-BRL, Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg. MD. EUA): también la enzima transcriptasa reversa
del virus de la leucemia murina de Moloney (TR/MML-V).

El suero de bovino fetal se adquirié de la compaiiia Hyclone, Inc. (Logan, UT,
EUA).

La tripsina fue de DIFCO Laboratories (Detroit. MI. EUA).

De SIGMA-Aldrich (St.Louis, MO, EUA) se adquirid la DNAsa, asi como el
fenol y los reactivos inorganicos. [l dcido retinoico ( todo frans ) provino de esta misma

casa comercial. El isotiocianato de guanidina se adquirié de Gibco-BRL Life

Technologies, Inc. N
El cloroformo utilizado fue de Merck™ (EM SCIENCE. Gibbstown, NJ,

EUA).
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La enzima Taq DNA polimerasa se adquirié de Perkin Elmer-Cetus (Alameda,
CA, EUA) y Promega (Madison, WI, EUA); los dNTP's también fueron de la
corporacion Promega.

El Percoll® fue de Pharmacia (Uppsala. Succia).

Los oligonucleotidos utilizados en ¢l analisis de PCR fueron sintetizados en el
[Laboratorio de Quimica Biomolecular de nuestro departamento, a excepcion de los
miciadores para GAPDH que fueron donados por Gibeco-BR1 Life Technologies.

[E] sistema de RT-PCR en un solo paso, s¢ adquino de Gibco-BRL Life

Technologies.

3.2 Secuencias de los Iniciadores Utilizados

Iniciador consenso para hGHs y hPLs (112) : S'-ctcaggatcctgtyacagetcaccta-3'
Iniciador consenso para hGHs y hPLs (113) :5'-tegaaticcaggagaggcactggg-3'
Iniciador 5' para hGH-V: 5'-cgegeccgtegectggta-3'

Iniciador 5' para hPL-1: 5'-ccaggagtttataagetiggggaatgg-3'

Iniciador 5' para GAPDH : §'-aggtcggagtcaacggattiggt-3'
Iniciador 3' para GAPDH : 5'™- catgtgggccatgaggtccaccac-3'

3.3 Origen del Material Biologico

Todas las placentas utilizadas fueron de embarazos normales, a término, y se

recolectaron de la Unidad de Toco-Quirirgica del Hospital Universitario "José Eleuterio

Gonzalez".
Los sueros humanos que se emplearon para suplementar el medio de cultivo se

obtuvieron de donadores sanos, miembros de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y

Expresion Genéticas (ULIEG).
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3.4 Equipo

Se utiliz6 un horno de microondas Goldstar modelo MA-857M, microcentrifugas
Eppendorf modelos 5402 y 5415 C. una fuente de poder Gibco-BRL modelo 250, un
ultracongelador marca So-Low Enviromental Equipment (Cincinnati. OH. EUA). una
campana de flujo laminar marca Labconco Corporation (Kansas City, MO. EUA).
También se utilizo un termociclador MJ Research modelo PT150 (Watertown, MA,
EUA), una balanza digital marca Sartorios modelo 1206 MP (Camibh Gottingen,
Alemania). una balanza analitica OHAUS modelo AP1105 (Florham Park. Suiza),
micropipetas Pipetman Gilson de Rainin Instrument Co..Inc. (Emeryville, CA, EUA), un
agitador G10 marca New Bussines Scientific Co., Inc (Edison, NJ, EUA), jeringas y
agujas Becton Dickinson & Co. (Rutherford. NJ. EUA), laminas de bisturi Becton
Dickinson (Juiz de Fiora. MG. Brasil). un equipo de video-computadora marca BioRad.
xmodelo GelDoc 1000 (Hercules, CA. EUA). El pH de las soluciones se ajusto en un
potenciémetro Beckman @320, Para observar las células se utilizaron microscopios
Karl Zeiss (Alemania). |

El procesamiento de datos se realizo en computadoras marca Macintosh modelos
Classic 11, LC HI y Power PC ( Apple Computer Inc., Cupertino, CA, EUA).

Se empleo ¢l procesador de textos AMicrosoft Word version 5.1a (©1987-1992
Microsoft Corporation), procesadores de graficos Microsoft Power Point version
0(01987-1992 Microsoft. Corporation), Adobe Photoshop  Limited Edition
5.1.(T1989-1993 Adobe Systems Inc.) y Molecular Analyvst version 1.5 de BioRad
Laboratories (Hercules. CA, EUA).

Para ofcctuar los analisis relacionados con la Biologia Molecular se usaron los

o LI

programas Amplify version 1.2b (Bill Engels © 1992, University of Wisconsin, Genetics
M.. Madison. WI. EUA) y DNA Strider™ 1.1 (€Ch. Marck and CEA, 1989, Service de
Biochimic-Département de Biologie- Institut de Recherche Fondamentale-CEA-Francia).
Para la busqueda de informacion se empled el servicio via Internet, bajo Netscape
Navigator 2.0 y Netscape Navigator 4.0 (Netscape Communications Corp.. ©1995-1996)
dentro de la base de datos MEDLINE. servicio que proporciona el National Center for

Biotechnology Information (NCBI).
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3.5. Cultivo Celular

3.5.1 Obtencion de los citotrofoblastos y establecimiento de los cultivos primarios.

El protocolo se adapté de las téemcas deseritas por Handwerger v cols. y Kato'y
Braunstein.

A partir de placentas a termino :

1. Sc cortaron. con tijeras estériles. 3 6 4 cotiledones de la placenta (aproximadamente 40

[¢

“

) v sc colocaron en PBS (pH 7.4, libre de calcio y magnesio) estéril y frio para su

(¥

transporte al laboratorio. Tales porciones se tomaron de la region central de la placenta,
de la parte mis distal al cordon umbilical.

2. Se corto el tejido con bisturi esteril, luego, se coloco en tubos de 30 mL estériles, se
afiadio PBS y s¢ agitd por inversion. Se centrifugo 30 s a 1000 rpm: repitiéndose el
proceso 3 veces. Los cortes se realizaron sobre capsulas de porcelana (estériles)
colocadas sobre hiclo. Este proceso se llevo a cabo en la campana de flujo laminar.

3. Se digirio durante 30 min. a 37°C con 1'volumen de tripsina al 0.5% y 1 volumen de
DNAsa 100U Kunitz/mL (o bien Pancreatina 1 mg/mL); ambas en solucion salina de
Hank suplementada con HEPES. Transcurrido este tiempo. se coloco la suspension en
tubos de 50 mL y se centrifugé 2 min, a 2200 rpm. Se desecho el sobrenadante para
afiadir 1a misma cantidad de tripsina y DNAsa. Enscguida se incubo durante 15 min. (10
min. cuando sc usé pancreatina | mg'mL).

4. Después de la incubacion se filtré la suspension sobre tubos de 30 mL estériles (con
tela de gasa esténl). Estos se centrifugaron durante 2 min. a 2200 rpm, se desecho el
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio RPMI-1640. Al tejido se le
afiadié nucvamente tripsina y DNAsa y s¢ incubé otros 135 min.. El proceso se repitio en
una ocasion adicional. '

5. Después de reunir los filtrados que conticnen los citotrofoblastos. se centrifugo durante
2 min. a 2200 rpm (para concentrar ¢n un volumen menor). Lucgo se coloco
suavemente (con puntilla estéril ) la suspension obtenida sobre un gradiente discontinuo
de Percoll de 10 a 50% (con incrementos de 10%. diluido en PBS esténl) y se centrifugo
a 1200g (3360 rpmen la centrifuga Eppendorf 5403) durante 20 min. a 20°C.

6. Se removio la capa intermedia (densidad 1.048-1.062 ¢/mL) con una puntilla estéril,
previo retiro de las capas superiores. A la capa con citotrofoblastos se le anadieron 7 vol.

de PBS estéril, para lavar, y s¢ centrifugd durante 2 min. a 2200 rpm. Después de
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decantar el PBS, se afiadi6 | mL de medio RPMI-1640, se tomaron 10 pL y se hizo el
conteo de cé¢lulas, enseguida se ajusto a una densidad que permitio tener | x 100 células
por pozo, en placas de 24 pozos (1 pulgada cuadrada de drea). los cuales contenian 250
uL de medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero de bovino fetal. Sc colocaron
en una incubadora a 37°C y una atmésfera con 5% de CO2. Después de incubar 4 h se
cambi6 el medio de cultivo, para empezar a cultivar en presencia de medio que contenia,
segun fuera el caso. 10% de suero de bovino fetal. de suero de hombre. de suero de mujer
no embarazada o de sucro de mujer en su scgundo tnmestre de embarazo  El proceso de
cambio de medio de cultivo se repitié cada 48 h. Todo el proceso se esquematiza en la

figura 3 (pagina siguiente).

3.5.2 Adicion de acido retinoico al medio de cultivo.

Después de dejar a las células en cultivo durante 24 h en medio-suplementado con
10% de suero de bovino fetal, se procedio a imciar los ensayos de adicion de acido
retinoico al medio de cultivo. Paraello fue necesario trabajar con una luz tenue y alejada:
entonces se procedié a hacer lo siguiente :
I. Se retird el medio de cultivo con una puntilla estérl.
2 Adicionose medio de cultivo RPMI-1640 con : (a) 10% de sucro de bovino fetali(b)
10% de suero-de bovino fetal con 0.023% de dimetilsulfoxido (DMSO). 0 (¢) 10% de
suero de bovino fetal con acido retinoico 0.5 uM disucito en DMSO.
3. Después se incubd de nuevo a 37°C con una atmosfera de 3% de CO2. El proceso se

repitié cada 48 h, hasta que el cultivo estuvo en su s¢pumo dia.
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3.6. Extraccion del RNA

ElI RNA total de las células en cultivo se extrajo por el método de 1sotiocianato de
guanidina-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para ello se emplearon 200
uL de solucion D en cada pozo, se disgrego la monocapa de células con un “gendarme” y
s¢ recupero la suspension de 3 pozos para colocar en total 600 pl. en cada tubo
Eppendorf de 1.5 mL. A éstos se les anadieron 60 puL de acetato de sodio 2 M pH 4.0,
se agitd por inversion, se agregaron 600 pL de fenol saturado con agua tratada con
dictilpirocarbonato, se mezcld bien y se adicionaron 120 uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (49:1). Luego se agitd en vortex durante 10 segundos para despues incubar en
hiclo durante 10 min. y enseguida se centrifugd durante 10 min. a 14 000 rpm y 4°C.
Después de la centrifugacion se recuper el sobrenadante. al cual se le agregaron 2 vol. de
ctanol absoluto, frio. Se mezclé bien y los tubos se guardaron a -70°C durante toda la
noche para precipitar el RNA. Transcurrido este tiempo, los tubos se centrifugaron
durante 10 min. a 14 000 rpm y 4°C, se desecho el sobrenadante y se aadieron 200 uL
de solucion D. ademas de 500 uL de etanol absoluto frio: se dejo precipitar nuevamente a
-70°C durante toda la noche. tras lo cual se repitié la centrifugacion bajo las mismas
condiciones: luego el RNA se lavé con 300 pL de etanol al 70% (en agua DEPC). se
centrifugd igual, se-deseché el sobrenadante y se dejo secar duranie 30 min.. a
temperatura ambiente y dentro de la campana de flujo laminar. La calidad y cantidad de
RNA sc determind por electroforesis en gel de agarosa-isotiocianato de guanidina al
1.5%, comparandola contra la de un RNA estandar (131.6 ng/uL)(Goda. SK: Minton,
NP. 1995). Las clectroforesis se corrieron inicialmente a 30 V y despucs de 30 min. s¢

aumento ¢l voltaje a 90V.

3.7 Cuantificacién de los Niveles de Expresion de hPLs v hGH-V

Para evidenciar la diferencia entre la expresion de ¢stos genes bajo las distintas
condiciones de cultivo ensayadas, fue necesario realizar la sintesis de DN Ac. el cual sirvio

después como molde en reacciones de amplificacion especitica por PCR
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3.7.1 Sintesis de DNAc.

El RNA total se convirtié a DNAc (Kawasaki. 1991) por transeripeion reversa
con iniciadores al azar (random primers). Para cllo. se reahzo la reaccion detallada en la
tabla 1.

EI RNA sc diluy6 en el agua-DEPC y se sometio a desnaturalizacion durante §
min. a 95°C. Luego se mantuvo en hielo durante 10 mun.. para enseguida anadirle la

mezcla de los demas reactivos ¢ incubar durante 30 nun. a 37°C.

3.7.2 Amplificacion.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo con iniciadores
especificos que permitieron obtener productos amphtficados de cada gen hPL y del gen
hGH-V. Para detectar los transcritos de hPL-2 y hPL-3 se utilizaron miciadores
consenso que permiten amplificar todos los genes del complejo hGH-hPL. pero como
los genes anteriormente citados son los que sc expresan mayormente, la cinctica de su
amplificacion guiaba el curso de la reaccion. La mezcla de reaccion se describe en la tabla
2

Tabla 1. Componentes de la Reaccion de Transcripeion Reversa

Reactivo Cantidad

RNA total 2.5 pg
Buffer 5X 6.0 uL
DTT 100mM 1.0 uL
Random primers 100 mM 1.0 uL
dNTPs 10 mM 1.5 ul
TR/MML-V (200 U/uL) 20 ul

Agua tratada con DEPC c.b.p. 30.0uL
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Tabla 2. Preparacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa para hPLs

Recactivo Volumen (ul)
DNAc 3.0
Buffer 10X 5.0
MgClp 25 mM 3.0
dNTPs 10 mM L3
Primer 112  (5uM) 5.0
Primer 113 (5uM) 5.0
Taq DNA polimerasa (5 uw/pL) 0.3
Agua milhQ 27.0

El programa de PCR consto de los siguientes pasos : desnaturalizacion a 94°C, |
min.; apareamiento de los iniciadores a 60°C, 1 min.; extension a 72°C, 1 min.; luego s¢
dieron 30 ciclos de estos 3 pasos para enseguida pasar a 94°C 1 min. y medio; 60 °C, 1
min. y finalizar con un tiempo de 5. min. a 72°C. Después de utilizar este programa sc
obtuvo una banda de 740 pb, a partir de los DNAcs de hPLs.

3.7.3 Amplificacion preferencial de los DNAcs de hPL-1'y hGH-V.

Se utilizaron iniciadores especificos para amplificar estos genes. debido a que sus
niveles de expresion normalmente son muy bajos. El iniciador antisentido en ambos

casos es el de clave 113. Para efectuar la amplificacion se utilizaron los reactivos

descritos en la tabla 3.
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Tabla 3. Composicion del Medio de Reaccién para la Amplificacion Especifica de los
DNAcs de hGH-V o hPL-1

Reactivo Volumen (uL)
DNAc¢ 3.0
Buffer 10X 5.0
MgCl2 258 mM 3.0
dNTPs 10 mM 1.5
Primer hGH-V o hGPL-1 (5 uM) 5.0
Primer 113 (3 uM) 5.0
Taq DNA polimerasa (5 u/uL) 0.5
Agua milliQ 2710

El programa de PCR que sc utilizd en estos casos estuvo constituido por los
siguientes pasos: desnaturalizacion inicial por 5 min. a 94°C; luego 35 ciclos de
desnaturalizacion durante 1.5 min. a 94°C; aparcamiento durante 1 min.a 63°C y
extension a 72°C por | min.

La especificidad y amplificacion lograda con estos olignonucleotidos especificos
para hPL-1 y hGH-V fue verificada por lturbe Cantu (1993). quien utilizé diferentes
condiciones de amplificacion y probo las secuencias de lactogenos 'y de hormonas del
crecimiento, asegurandose que se amplificaran exclusivamente los transcritos deseados en
cada caso. Ademas, en un principio, por simulacion computacional con el programa
Amplifv, encontro que se producirian bandas de 492 y 561 pb para los DNAcs de hPL-1,
y de 586 y 838 pb para los de hGH-V. En ¢l primer caso, tales bandas serian producto
de la remocion alternativa del scgundo intrén en el transcrito primario de hPL-1; para

hGH-V. la diferencia seria producto del procesamiento completo o de la retencion del

cuarto intron.
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3.7.4 Transcrito de referencia en la PCR.

Para normalizar los resultados de la RT-PCR se selecciono la coamplificacion del
DNAc del gen que codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), que tiene un nivel de expresion constitutivo, junto con los DNAcs de los
lactogenos placentarios. Las condiciones de reaccion fueron las que se presentan en la
tabla 4.

[l programa de coamplificacion de PCR consisitio en una desnaturalizacion micial
durante 5 n*{in. a 94°C, seguida de 30 ciclos con 30 s de desnaturalizacion a 94C,
aparcamiento de 30 s a 64°C y extension por | min. a 72°C: finalmente una extension de
5 min. a 72°C. La banda del producto amplificado de GAPDH tuvo un tamaiio
aproximado de 983 pb, en tanto que la de hPLs fue de 740 pb.

Con el programa de coamplificacion, los transcritos de hPLs que se vieron
multiplicados representaban préacticamente la poblacion de hPL-2 y hPL-3. Esto es
debido a que. como ya se ha reiterado en varias ocasiones. los mveles de los RNAms de

hPL-1 y hGH-=V son mucho menores y en cierta forma quedaban ocultos.

Tabla 4. Preparacion de la Mezcla para Coamplificar GAPDH con hPLs

Reactivo Volumen (itL)
DNAc : 30
Buffer 10X 50
MgClp 25 mM N0
dNTPs 10 mM 1.5
Primer 112 (5uM) 3.0
Primer 113 (5uM) S0
Primers GAPDH (5uM) 20
Taq DNA polimerasa (5 u/uL) 0.3

Agua milliQ N0
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3.7.5 Coamplificacion GAPDH con hGH-V.

Los DNAcs de hGH-V y GAPDH se coamplificaron bajo las mismas
condiciones de la PCR utilizadas para la coamplificacion GAPDH/hPLs; obviamente, se
substituy6 el iniciador 112 por el especifico de hGH-V.

3.7.6 Analisis densitométrico.

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al

2% y se tifiieron con bromuro de etidio para luego analizarse con el equipo GelDoc.

3.7.7 Analisis con endonucleasas de restriccion.

Una vez obtenidos los productos de las reacciones de PCR. se realizo la
caracterizacion con endonucleasas de restriccion. En el caso concreto de los productos de
coamplificacion, se utilizo la enzima Pvu I/, que permitio diferenciar entre los productos
de hPL-3 y hPL-2, ayudando a estimar asi la proporcion de los transcritos de cada uno de
estos genes. Como resultado de la digestion enzimatica con Pvu Il sc obtuvieron los

siguientes fragmentos :

hPL-2:497,172'y 68 pb.
hPL-3: 569 y 172 pb.

3.7.8 Verificacion de la identidad de los productos amplificados para hGH-V.

En la PCR para hGH-V se utilizé un oligonucledtido especifico. que. junto con las
condiciones de reaccion, permitié la amplificacion selectiva de los transcritos de cste gen.
Con el propdsito de certificar que los transcritos que s¢ detectaron en cultivo primario
correspondian a hGH-V, se realizo una caracterizacion enzimatica con la endonucleasa de
restriccion Bgl 11, para la cual se presenta Gnicamente un sitio de corte en el producto de la

PCR para este gen, obteniéndose fragmentos de 364 y 222 pb.
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3.7.9 Verificacion de la identidad de los productos amplificados para hPL-1 con Rsa 1.

Al igual que para hGH-V, en la amplificacion realizada para hPl -1 s¢ utihzo un
iniciador especifico para este gen. También, y solo para precisar que se trata de hPL-1. se
realizo una caracterizacion con la endonucleasa de restriccion Rsa /, de la cual se presenta
solo un sitio de corte en el producto de PCR especifico de hPL-1.

Todas las reacciones de digestion se realizaron con 5.0 ul. de producto
amplificado, con 10 U de cada enzima en reacciones con el buffer optimo en cada caso y
a un volumen final de 10 uL. Después de incubar durante toda la noche. se analizaron

los productos de digestion en geles de agarosa al 2%.



CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Aislamiento y Cultivo de los Citotrofoblastos

Inicialinente se practico un (nico paso de digestion de los cotiledones placentarios
durante 30 min.. con 1 vol. de tripsina (0.5%) Yy 1 vol. de pancreatina (2 mg/mL),
tomando como referencia el peso del tejido a procesar . Asi, la recuperacion de células
era minima, por lo que sc hicicron algunas modificaciones, como realizar 3 digestiones
durante 15 min. después de la digestion inicial de 30 min., filtrando después los
sobrenadantes de cada digestion para recuperar de ellos los citotrofoblastos.

La cantidad promedio de células recuperadas de 40 g de tejido fue de 1.2 x1 07, de
manera que se podian cultivar 4 cajas de Petri de 35 mm de diametro, con 3x100 células
por caja. Con ello se cubria completamente la superficie de las cajas de Petri. Sin
embargo, al retirar ¢l medio de cultivo solo permanecian adheridas aproximadamente un
30% de las células inoculadas.

Otra modifiacion que se hizo al mismo protocolo de aislamiento fue substituir la
pancreatina (2 mg/mL) por DNAsa (100 U/mL). Con la combinacion de tripsina (0.3%)
y DNAsa (100 U/mL) se logro obtener un promedio de 1 x 10 7 células por cada 40 g de
tejido, cultivandose 2.5 x 10 6 células por caja de Petri, suficientes para cubrir una
superficie aproximada del 80%. Realizado el cambio de medio de cultivo, permanecia
adherido un 90% de las c¢lulas; debido a esto fue que se decidio tomar como método de
rutina el protocolo ya citado. de la tripsina y DNAsa. Aun asi, posteriormente se cambio

el soporte para ¢l cultvo. de cajas de Petri (35 mm de diametro) a placas de 24 pozos (1
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pulgada cuadrada de area), colocando 1x100 células por pozo para cubrir la totalidad de la
superficic. Esto permiti6 asegurar la formacion de la monocapa de células después de 4-
6 h. Resultados similares se obtuvieron con tripsina (0.5%) y pancreatina (1 mg/mL).

En la figura 4 se muestra la imagen de las c¢lulas tras 24 h en cultivo, tiempo
suficiente para que iniciaran la agregacion en simcicios, aunque todavia se observaban

algunas c¢lulas aisladas.

Fig. 4. Cultivo primano de citotrofoblastos d¢ placenta a las 24 h. A ¢ste tempo se
aprecia claramente como se empieza a producir la fusion intercelular. evidencia de que se _
ha iniciado ¢l proceso de diferenciacion hacia la ctapa de sinciciotrofoblastos.

Después de las 48 h, la mayoria de los citotrofoblastos se ha fusionado para

formar agregados celulares conocidos como sinciciotrofoblastos. los que se pueden

apreciar en la figura 5.

Basicamente toda la poblacion celular se ha

....... <

Fie.s. Cultivo pnmario despucs de 48 b

\ciado hacia sinciciotrofoblastos, que s¢ oPwrvin como células mulunucleadis.

diferer
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4.2 Aislamiento del RNA Total de los Cultivos Primarios

Después de mantener las células en cultivo durante 7 dias, plazo descrito en la
literatura como el de mayor produccion de los transeritos de hPLs en cultivos primarios
(Handwerger y cols.. 1994). se extrajo ¢l RNA por ¢l método de isotiacianto de

cuanmdina-fenol-cloroformo (Chomezynski y Sacchi, 1987).

4.3 Verificacion de la Integridad y Cantidad de los RNAs

Inicialmente los RNAs se verificaron en geles de agarosa/MOPS-formaldehido, y
se cuantificaron por espectrofotometria leyendo la absorbancia a 260 nm. Después,
debido a la gran variabilidad en los resultados obtenidos en la cuantificacion por
espectrofotometria, se decidio revisar tanto la calidad como la cantidad por electroforesis
en geles de agarosa-isotiocianato de guanidina.| La integridad de las muestras se aprecio
por visualizacién de las bandas 28 S. 18 Sy 5.8 S del RNAr. La cantidad se determin
por densitometria. para lo cual se construyo una curva de calibracion (Fig. 6 ) con los
datos de la intensidad de las bandas 28 S y 18 S del RNA. obtenidas de 3 muestras de
concentracion conocida (carriles 1 al 3 en la figura 7). de la linea celular BeWo y contra

las cuales se comparaban las muestras problema (carriles 4 al 11 en la figura 7).
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Fig. 6. Curva de calibracion para cuantificar los RNAs de cultivo primano D¢ menor a
mavor, los datos corresponden a la intensidad de fluorescencia emitida por los camles
donde se resolvieron 131.6, 263.3 y 395 ng de RNA de la linea celular BeWo. Los RNAs
de cultivo-primario se cuantificaron segun la ccuacion de la recta ya ajustada

RNA Estdndar RNAs de cultivos primarios

i/ T 1

RNAr

Fio. 7. RNAs totales de cultivos primarios de placenta. Los RNAs se extrajeron con la
. o de guanidina-fenol-cloroformo y se sometieron a electroforesis en
nato de guanidina, a 30V durante 30 min. y 1 h a 90V. Los
a diferentes cantidades de RNA estandar

linca celular BeWo y cuantificad

técnica de isotiocianat
geles de agarosa-isotiocian
primeros 3 carriles corresponden
(131.6:263.3 y 395 ng. respectivamente) obtenido de la

contra ¢l RN;’\ comercial RNA ladder de GIBO-BRL. El resto de las muestras son de

RNAs extraidos de cultivos pnmarios.
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4.4 Deteccion de los Transcritos Totales de hPLs por RT-PCR

A partir de los RNAs de los cultivos primarios se sintetizaron los DNAcs con la
enzima transcriptasa reversa, y una alicuota de este DNAc se tomo para la amplificacion
por PCR, en la que sc utilizaron oligonucleotidos consenso. Con éstos. se obtuvo una
banda dec 740 pb, que representaba basicamente a hPL-2 y hPL-3, debido a que los
RNAms de hPL-1 y hGH-V constituyen cerca de 100 y 1000 veces menos.
respectivamente, que los de hPL-2 y hPL-3 (Harper y cols., 1982: Chen y cols., 1989).

4.5 Caracterizaciéon del Producto Amplificado de hPLs
La digestion con Pvu /I indicé que el producto obtenido de la PCR con los
iniciadores 112 y 113 representaba esencialmente la poblacion de mensajeros provenicnte
de los genes hPL-2 y hPL-3; ya que el producto amplificado de hPL-2 produjo la banda
de 497 pb; en tanto que para hPL-3 los tamanos de las bandas producidas son de 569 y
172 pb, aunque en el caso de los ensayos con los distintos tipos de sueros practicamente
no se apreciaron. Los resultados mostraron que ¢n los cultivos primarios. al igual que en

la placenta, el gen hPL-2 se expresa en mayor proporcion que hPL-3 (véase la figura 8).
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Fig. 8. Productos amphficados de los transcritos de hPL-2 y hPL-3: digendos con Pyu /]
y separados por clectroforesis en geles de agarosa al 2%. 30 min. a S0V y [ ha 90V, La
banda sin digerir ¢s de 740 pb: con Pvu I1 se genera un fragmento grande de 497 pb para
hPL-2 v de 569 pb para hPL-3. La PCR se realizé con los iniciadores consenso 112 y

113, con una temperatura de aparcamiento de 60°C. M= marcador de peso molecular:
pPICY « Alw l: CPSH = cultivo pnmario con sucro de hombre: CPSMNE = culuvo
primariv con sucro de mujer no embarazada: Pla = placenta. Los rectangulos numerados
simbolizan la secuencid codificante de los RNAms, las lineas representan las regiones 87y
3 po traducibles v Tas flechas colocadas en ambos sentidos murcan los sitios de umon pars
los imcradores utihzados en e PCR

4.6 RT-PCR para Detectar los Transcritos de hGH-V

El iniciador sentido utilizado para amplificar los DNAcs que corresponden a los
RNAms alternativos del gen hGH-V fue especifico para este gen y sc alinea 32
nucleotidos antes del final del segundo exon: en tanto que el iniciador antisentido fue el
iniciador consenso de todos los genes hGH y hPL (clave 113). El producto amplificado
principal es de 386 pb (transcrito maduro).

Tras rcalizar las amplificaciones. se observo que en los cultivos primarios
predomina ¢l procesamiento completo de los RNAms, independientemente de las

condiciones de culuvo.
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Fig. 9. Productos amphiticados de hGH-V sometidos a clectroforesis en geles de agarosa

al 2%; 30 min. a 30V v | ha 90V, La PCR se¢ realizo con ¢l iniciador especifico para
hGH-V y el iniciador consenso 113, a una temperatura de aparecamiento de 63°C. Se
observa una banda de 586 pb que indica el transernito maduro. M= marcador de peso
molecular, pBR322 + Alu I© (=) = testigo negativo de la PCR: SBF = sucro de bovino
fetal: SH = suero de hombre; SMNE = sucro de mujer no embarazada: S2T = suero de
mujer en ¢l segundo/trimestre de embarazo: Pla = placenta. Las flechas colocadas ecn ambos
sentidos marcan los sitios de union para los imciadores utilizados en la PCR.

4.7 Verificacion de la Identidad del Producto Amplificado para hGH-V

Se utilizo la enzima Bel [, que del producto de 386 pb deriva rragmentos de 364
y 222 pb. Como se aprecia en la figura 10, los productos amplificados que se obtuvieron

correspondieron efectivamentc a hGH-V.
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Fig. 10. Digestion de los productos de PCR de hGH-V con Bgl If, separados por
clectroforests en geles/de agarosa al 2%. 30 min.a SOV y | ha 90V . Ll prodacto sin
digerir ¢s de 586 pb. 'y los fragmentos obtenidos son de 222 y 364 pb. M = marcador de

peso molecular, pPIC9 + Alu I; SBF = suero de bovino fetal; SH = suero de hombre:
SMNE = sucro de mujer no embarazada: S2T = suero de mujer en ¢l segundo trimestre de
embarazo: Pla = placenta.

4.8 RT-PCR Selectiva de los Transcritos de hPL-1

Debido a que los transcritos de hPL-1 tienen poca representatividad dentro de la
poblacion de RNAms en placenta ( al igual que los de hGH-V), se recurrio a la alternativa
de utilizar un oligonucléotido especifico para este gen, en combinacion con el antisentido
de caracter consenso. El iniciador especifico se aparea a una extension del segundo exon
que sc origina por el patron particular de procesamiento en este gen (en los demas genes

del complejo, esta area forma parte del segundo intron).
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El patrén peculiar de procesamiento del gen hPL-1 dié como resultado una serie
de bandas en muestras de placenta, de 492, 561, 818 y 1112 pb. Las primeras dos
bandas corresponden a dos formas de RNAm ya citadas en la literatura (MaclLeod y
cols., 1992): la de 818 pb que coincide con la que encontrd lturbe Cantd (1995). mientras
que la de 1112 pb corresponde al transcrito primario. En todas las muestras de cultivo
primario sc¢ obtuvo la banda de 1112 pb; en algunos casos se observaron las bandas de
818 y 561 pb, senalando cierto grado de procesamiento de los RNAms del gen hPL-1
En la figura 11a puede compararse el patron de expresion de hPL-1 para ambos tipos de
muestras.

4.9 Verificacion de la Identidad del Producto Amplificado para hPL-1

Los productos de la PCR para hPL-1 fueron sometidos a caracterizacion
enzimatica con Rsa /, que produjo los fragmentos del tamaiio esperado, segun se aprecia

en la figura 11b (pagina siguiente).

4.10 RT-PCR para los transcritos de GAPDH

Con el propésito de normalizar los resultados obtenidos con los genes hGH-V y
hPLs, se detectaron por RT-PCR los transcritos del gen constitutivo GAPDH (enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), para lo cual se utilizd un par de

oligonucledtidos especificos. con los que se obtuvo una banda de aproximadamente 983

pb, tal y como se observa en 1a figura 12 (pagina siguiente).
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Fig. 11 (a). RT-PCR de los transcritos de hPL-1 en cultivo primario y placenta. Se
observa una banda de 1112 pb obtenida del transcrito sin procesar, una banda de 818 pb y
una banda de 569; ambas producto del procesamiento parcial de los RNAms de este

gen. La PCR se efectud con el iniciador especifico para hPL-1 junto con el iniciador 113,
con una temperatura de apreamiento de 63°C. M = marcador de peso molecular, pPIC9 +
Alu I; () = testigo negativo de PCR; SBF = suero de bovino fetal; SH = suero de

hombre; SMNE = suero de mujer no embarazada; S2T = suero de mujer en el segundo
trimestre de embarazo; Pla = placenta.

(b) Caracterizacién con Rsa / de los productos amplificados para hPL-1. Obsérvese que de
la banda predominante de 1112 pb se originan fragmentos de 515 y 597 pb.

Todas las muestras se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2%,30 min. a
50V y 1 ha9ov.

Los rectangulos numerados simbolizan las regiones codificantes de los RNAms, las lineas
representan las regiones 5y 3" no traducibles y las flechas colocadas en ambos sentidos
marcan los sitios de unién para los iniciadores utilizados en la PCR.
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Fig. 12. Producto amplificado del transcrito de GAPDH, sometido a e.lectrof0{e§is en
geles de agarosa al 2%, 30 min. 2 50 V y 1 h a 90V. L_a PCR se realizd con iniciadores
especificos para este gen, a una temperatura de apareamiento de 65°C; se obtiene una
banda de 983 pb. M = marcador de peso molecular, pPIC9 + Alu I; (-) = testigo negativo
de PCR; SBF = suero de bovino fetal; SH = suero d; hombre; SMNE = suero de mujer no
embarazada; S2T = suero de mujer en el segundo trimestre de embarazo; Pla = placenta.
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4.11 Coamplificacién de los Transcritos de hPLs y GAPDH

Después de la coamplificacion se detectaron dos bandas como resultado de la
PCR, una de 983 pb (GAPDH) y otra de 740 pb (hPLs). Sin embargo, la reaccién no
resulté eficiente para las muestras de cultivo primario, ya que solo se detectd un barrido a
lo largo del carril (Fig. 13). Cabe remarcar que la reaccion de coamplificacion se realizo
con la temperatura de apareamiento (64°C) y concentracion de MgCl2 (4mM) 6ptimas
para GAPDH, no para hPLs (60°C y 1.5 mM). Incluso, la temperatura de apareamiento
ideal para GAPDH es de 65°C y se disminuyd a 64°C para que la intesidad de la banda de
este gen no resultara mucho mayor que la de la banda para hPLs.

Aunque se variaron las condiciones de la PCR para tratar de obtener las bandas de
los dos genes con una intensidad apropiada para realizar la normalizacion, esto no se
logro.

() sBF SH  SMNE ST P

-

1093
821

521
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Fig. 13. Productos amplificados de los transcritos GAPDH y hPLs, separados por
clectroforesis en gel de agarosa al 2%, 30 min. a 50 Vy !l ha9V. LaPCR se realizd
con los iniciadores especificos de GAPDH, 112y 113, con una temperatura de
aparcamiento de 64°C. Obsérvese la banda de 983 pb para GAPDH y la de 740 pb de
hPLs. M = marcador de peso molecular, pBR322 + Alu _I en ¢l gel de la izquierda y
pPIC9 + Alu I en el gel de la derecha; (-) = testigo negativo de PCR; SBF = suero de
bovino fetal: SH = suero de hombre; SMNE = suero de mujer no embarazada; S2T =
suero de mujer en el segundo trimestre de embarazo: Pla= plgcenta. _

En la imagen (a) el S2T procede de la mezcla de distintas pacientes; en la imagen (b)
dicho suero se obtuvo de una sola paciente.
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4.12 Coamplificacion GAPDH/hGH-V

Debido a que las temperaturas de apareamiento 6ptimas para los iniciadores que
amplificaban GAPDH (65°C) y hGH-V (63°C) son similares, se decidié probar la
coamplificacion de estos genes con las muestras obtenidas de los cultivos primarios; esto
para intentar la normalizacion de los resultados del gen hGH-V. En la figura 14a (pagina
siguiente) se muestran los resultados obtenidos después de la PCR : una banda de 983 pb
que correspondié a GAPDH, una banda de 586 pb indicativa de hGH-V, y una banda de
aproximadamente 800 pb, cuya naturaleza se desconocia. Como la intencion era tener
una relacién entre la expresion de hGH-V respecto a GAPDH, se decidio tratar los
productos de coamplificacién con la endonucleasa Bgl /. Esto permitié saber que la
banda de 800 pb no correspondia a hGH-V, sefialando que en esta reaccion se producia
ademas de los productos esperados, una banda inespecifica (ver figura 14b). Esto
invalidé la coamplificacion GAPDH/hGH-V como herramienta para la normalizacion, al
menos bajo las condiciones que se ensayaron.

4.13 Efecto del Acido Retinoico sobre la Expresion de los Genes hPLs-hGH-V

Como en la literatura esta descrito que el acido retinoico estimula la expresion de
los genes hPLs, se adiciono este compuesto a cultivos primarios y se analizaron para ver
si se podia detectar esta estimulacion. En la figura 15 (pagina 44) se muestra que en los
casos donde se adiciond acido retinoico (0.5uM) a las células en cultivo primario,
aument? la intensidad de la scﬁz;l para el caso de hPL-2 y hPL-3, respecto a las células
control; para hGH-V la banda correspondiente sélo se derivo de las células a las que se
les adiciond el acido retinoico. La diferencia entre estos experimentos y los anteriores es
que aqui se usaron 600 ng de RNA total, en una sola reaccion consecutiva de RT-PCR
(kit SuperScript One-Step, Gibco-BRL Life Technologies), en comparacion con los 250
ng de DNAC total utilizados en los primeros experimentos, efectuados ademas como RT

y luego PCR, lo cual seguramente incremento en el primero la capacidad de deteccion del

producto amplificado.



14 Caracterizacion de los Transcritos hPLs de las Células Tratadas con AR

Para verificar si el incremento en la intensidad de la seial de hPLs en las células
tratadas con acido retinoico fue ocasionado solo por uno, o bien ambos, de los genes mas
activos (hPL-2'y hPL-3), se digirio el producto de PCR con /vu /1. @l v como se
describio lincas arriba.  Los resultados mostraron que sigue habiendo una mayor

yroporcion de =7 &4 = . 2l 8 .
proj on de hPL-2, aunque la banda para hPL-3 se visualiza mas facilmente que

cuando las células no recibieron el inductor (Fig. 16, pagina 44) = 5
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Fig. 14.(a) Productos de la coamplificacion para GAPDH v hGHEN L separados por
clectroforesis en gel de agarosa al 2%, con 30 mun.a SOV v T h o 90N - Notess gue
ademas de las bandas de GAPDH (983 pb) v de hGH-V (586 pby se obses o una banda ns

esperada (800 pb). La PCR se efectud con los mmertdores especiticos para GAPDH. ¢

iniciador especifico para hGH-V y ¢l imiciador 113, & una tempeiata
64°C. M = marcador de peso molecular. pPICY + Alu I (-) = testigo negativo de PCRT
SBF = suero de bovino fetal; SH = sucro de hombre: SMNE = sucre de nuger n
embarazada: S2T = suero de mujer en ¢l segundo trimestre de embarazo. Pla placenta
(b) Tratamiento con Bgl [/ de los productos de la coamplificacion GAPDH hGH-\
banda de 586 pb se digiere para dar los fragmentos del tamano esperado. a

treanuento Jdo

Mientras la
banda de S00 pb permancce ntacta,
muestras se sometieron a electroforesis ¢n geles de agarosa al 2%,

l1ha90 V.

lo que indica que no es denvada de hGH-V. Las
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30 . a MV Y
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Fig. 15. Estimulacién por acido retinoico de la expresion de hPLs y hGH-V. Los
cultivos primarios de citotrofoblastos fueron incubados en presencia de acido retinoico
(0.5 pM). Después de 7 dias de cultivo se obtuvo el RNA total y se realizaron las
reacciones de RT- PCRs bajo las condiciones ya mencionadas para cada tipo de transcrito
analizado. M = marcador de peso molecular, pPICS + Alu [; (-) = testigo negativo de
PCR: SBF = suero de bovino fetal; (+DMSO) = dimetilsulfoxido, disolvente del acido
retinoico: AR = acido retinoico; Pla = placenta. Las muestras s¢ sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 2%,30 min. a 50V y 1 h a 90V.
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Fig. 16. Productos amplificados de los transcritos de hPL-2 y hPL-3, digeridos con
Pvu Il y resueltos en un gel de agarosa al 2%, corrido a S0V durante 30 min. y luego a
100 V por 1 h. La banda sin digerir es de 740 pb; con Pvu Il se genera un fragmento
grande de 497 pb para hPL-2. y de 569 pb para hPL-3. La PCR se efectud con los
iniciadores consenso 112 y 113, con una temperatura de apareamiento de 60°C. Las
abreviaturas empleadas son, M = marcador de peso molecular, pPICY + Alu I; SBF =
suero de bovino fetal; AR = Acido retinoico; Pla = placenta; (+) = control positivo de.
la PCR y digestion, plasmido que porta el DNAc de hPL-3.



CAPITULO 5

DISCUSION

Los sistemas de lineas celulares en cultivo se han utilizado ampliamente para
analizar la funcion de la placenta, aunque posiblemente no son representativos de la
situacion fisiologica real, ya que son células transformadas. Estos estudios generalmente
se han enfocado a tratar de dilucidar el papel que juegan algunos de los componentes del
gen (p.ej. promotor, unidad transcripcional, potenciador, elementos de respuesta a
metabolitos, etc.) en la expresion del mismo. Una alternativa para realizar estos estudios
consiste en emplear cultivos primarios de citotrofoblastos, que una vez diferenciados se
acercan mas al comportamiento del tejido placentario, lo cual es importante cuando se
desean validar los resultados de una investigacion relacionada con los genes que se
transcriben en tal tejido.

Si se considera la alta similitud que existe entre los genes del complejo hGH-hPL
y la expresion diferencial que presentan, junto con las ventajas del cultivo primario, se
observa que la combinacion de ambos sistemas constituye un modelo adecuado en el
estudio de la regulacion génica de este complejo de genes.

En este trabajo se investigo cual es el comportamiento en cultivo primario, de
todos los genes del complejo multigénico hGH-hPL que se expresan en placenta. Para
ello, se establecio un protocolo de aislamiento de citotrofoblastos, basados de modo
general en las técnicas ya descritas, pero adecuandolo a las condiciones de trabajo
prevalecientes en nuestro medio. En un principio, solo se logré mantener un 30% de las
células adheridas a las cajas de cultivo después de hacer el primer cambio de medio de
cultivo. Tal porcentaje no era conveniente, pues se necesitaba una mayor interaccion entre
las células para su diferenciacion hacia sinciciotrofoblastos, estadio celular en el que se
expresan los genes hPLs y hGH-V en placenta, por lo que se buscaron las mejores

condiciones de digestién del tejido con las proteasas empleadas.

45
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Establecidas las condiciones Optimas para aislar las células de interés y
mantenerlas en cultivo, se analizé si todos los genes del complejo que se expresan en
placenta, lo hacen también en el cultivo primario. En estudios previos, basados en
hibridaciéon a RNA, se determin6 que estos genes efectivamente se expresan en cultivo,
sin verificar si éste era un fenémeno atribuible a todos ellos o s6lo a alguno(s) de ellos.

En nuestro caso, se emplearon herramientas experimentales mas sensibles y mas
especificas, como la retrotranscripcion seguida de reaccion en cadena de la polimerasa.
Asi, se comprobé que todos los genes hPLs y el gen hGH-V, se expresan en cultivo
primario. -

Las reacciones de amplificacion se efectuaron en forma conjunta para hPL-2 y
hPL-3, y por caracterizacion enzimatica con Pvu II se aprecié que hPL-2 se expresa
mayormente que hPL-3.

Para hGH-V en todos los ensayos de PCR se utilizod un iniciador especifico,
aumentandose la sensibilidad. Asi se detecté una banda correspondiente al RNAm
totalmente procesado, y en algunos casos se logré observar el transcrito de mayor
tamaifio, que retiene el cuarto intrén. En la literatura se cita que, conforme transcurre el
embarazo, aumenta la deteccion de este tltimo transcrito; se estima que en un principio
constituye un 5% y termina como un 15% respecto al RNAm maduro de hGH-V
(MacLeod y cols., 1992).

En el analisis de la transcripcion del gen hPL-1 en los cultivos primarios, también
se empled un iniciador especifico y se logré detectar un producto de PCR que
corresponde al transerito primario; y en algunos casos se observaron bandas que
implicaban la presencia de transcritos parcialmente procesados. Cabe decir que al tiempo
ensayado, las células en cultivo primario pueden procesar los transcritos de hPL-1, en
forma similar a como ocurre en la placenta (Misra-Press y cols., 1994).

Con las evidencias reunidas, puede asegurarse que los citotrofoblastos que se
aislaron con el protocolo sefialado en este trabajo, son capaces de diferenciarse hacia
sinciciotrofoblastos y asi pueden expresarse los genes de lactogeno placentario y de
hormona del crecimiento variante.

Basados principalmente en los datos obtenidos con hGH-V y hPL-1, se sugiere
realizar ensayos que permitan el seguimiento de la expresion de estos genes conforme
transcurre el tiempo de cultivo. Con ello se podria analizar si hay algin cambio en la
proporcién de los transcritos detectados para hGH-V a lo largo del tiempo como sucede
en la placenta; podria buscarse la existencia de una etapa celular plenamente establecida en
la que se inicie el procesamiento de los RNAms de hPL-1, o incluso de los otros genes
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hPLs, al analizar en condiciones establecidas, la expresion de los genes hGH-hPL en
cultivos de citotrofoblastos aislados de diferentes placentas.

Se cultivaron células con medio suplementado con distintos tipos de suero, para
comparar los datos obtenidos con algunos citados en la literatura, donde se observé un
aumento en la transcripcion de los genes hPLs en las células cultivadas con suero de
mujer en el segundo trimestre de embarazo. Sin embargo, tuvimos resultados variables :
por un lado, al coamplificar con GAPDH, no hubo diferencia en la intensidad de la banda
de hPLs entre todas las muestras; por otro, unicamente se aprecio producto amplificado
para hPLs en los casos provenientes de cultivos con suero de mujer no embarazada y
suero de mujer en el segundo trimestre de embarazo.

En el caso donde no se observé diferencia, el suero de mujer en el segundo
trimestre de embarazo consistié de una mezcla de sueros colectados en un sitio externo,
bajo condiciones que no fueron controladas y de distintas etapas En otro ensayo (donde si
se observé diferencia), el suero de mujer en el segundo trimestre de embarazo también
procedia de una mezcla, de dos tomas realizadas con 15 dias de intervalo, a una sola
mujer. Puede especularse que la variabilidad de los resultados se origind, al menos en
parte, por el diferente grado de homogeneidad entre estos sueros, sobre todo en lo que se
refiere al periodo gestacional del cual provenian.

También se efectuaron algunos experimentos de adicién de 4cido retinoico al
medio de cultivo, que dieron resultados similares a los citados en la literatura, esto es, la
estimulacién de la expresion de los genes hPLs y hGH-V. Esto se asumid por el
aumento en la intensidad de la sefial en el producto de la PCR respecto a los controles. Al
cortar con Pvu II, en las muestras obtenidas de cultivos con distintos tipos de sueros,
{inicamente se logré apreciar el fragmento correspondiente a hPL-2, lo que impidié
establecer la relacion existente para la expresion de ambos genes. Sin embargo, cuando
se analizaron las muestras del experimento con écido retinoico, si fue posible distinguir
ambas bandas, con una relacién aproximada de 2: 1 entre hPL-2 y hPL-3. Ademas, se
noté un aumento de la expresion de ambos genes cuando se afiadio acido retinoico,
estimandose un incremento de 4 veces en hPL-2 y hPL-3 en comparacion con los
testigos; no obstante, estos experimentos deberan repetirse ya que esta proporcion
representa el resultado de sdlo un experimento, y debera tomarse en cuenta un control
interno, que bien puede ser la expresion de un gen constitutivo, para tener asi resultados
cuantitativos. De cualquier manera, si puede observarse que, al igual que en la placenta,

en los cultivos primarios, la expresion de hPL-2 supera a la de hPL-3, y que ambos son

estimulados por el acido retinoico.
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Para tener resultados méas comparativos entre los cultivos de células provenientes
de diferentes placentas, y entre las condiciones de cultivo de éstas, se trato de utilizar un
gen de referencia, cuya expresion es constitutiva : el de GAPDH. Sin embargo, la
coamplificacion de este gen y de los hPLs, o de hGH-V no dio resultados satisfactorios,
debido principalmente a las diferencias en las condiciones 6ptimas de amplificacion de
ambos juegos de oligonucledtidos y a la presencia de una banda inespecifica,
respectivamente.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas del presente trabajo se presentan a continuacion:

1. Se establecieron cultivos primarios de citotrofoblastos a partir de placentas a término,
con la adaptacion de una técnica descrita por Kliman y cols. y Handwerger y cols.

2. A partir del cultivo primario se detectaron por RT-PCR los transcritos derivados de
los genes del complejo hGH-hPL, y se pudo diferenciar de cuéles genes provenian.

3. El patrén de expresion de los gencs‘hGH-hPL en cultivo primario es similar al que se
presenta en la placenta, con la maduracion completa de los transcritos de hPL-2, hPL-3 y
hGH-V y procesamiento parcial de hPL-1.

4. La adicion de acido retinoico al medio de cultivo aumento la expresion de los genes

hPL-2 y hPL-3 en las células de cultivo primario, al igual que la del gen hGH-V.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS

El establecimiento de un protocolo para tener los cultivos primarios en la Unidad
de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas, del Departamento de Bioquimica de
esta Facultad, permitira aprovechar una serie de construcciones que contienen diversas
secuencias de la familia multigénica hGH-hPL, entre las que se encuentran algunos
hibridos entre los elementos de uno y otro gen, o aun con segmentos no relacionados con
esta familia de genes. Al transfectar con estos DNAs recombinantes los cultivos
primarios derivados de placenta (cuya actividad metabdlica es mas parecida a la que
ocurre in vivo), se podra tener un punto de comparacion respecto a los informes en otros
modelos celulares o en ensayos in vitro y esto permitira asociar los resultados que se
obtengan, con la presencia de factores exclusivos de placenta.
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APENDICE A

PREPARACION DE SOLUCIONES

NOTA : A menos que se indique lo contrario, todas las soluciones se esterilizan en
autoclave durante 20 min., a 121°C y 15 Ibs/pulgada? de presion.

Acetato de sodio 2M, pH 4.0 : En unos 15 mL de agua/DEPC (caliente) se agregan
16.4069 g de CH;COONa (anhidro); se ajusta el pH a 4.0 con CH3COOH glacial y se
completa a 100 mL con agua/DEPC.

Acetato de sodio 3M pH 6.0 : En 5 mL de agua/DEPC (caliente) se agregan 4.9221 g de
CH3;COONa (anhidrd). se ajusta el pH a 6.0 con CH;COOH glacial y se completa a 20
mL con agua/DEPC.

Acido retinoico 20 mM : ( Nota-: Se trabaja en campana de flujo laminar y en la
obscuridad ). A una ampolleta con 50 mg de 4cido retinoico se le afiade 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO, esterilizado en autoclave), se mezcla bien y se traslada
rapidamente a un tubo con 7.3208 mL de DMSO. Se mezcla y se dispone en alicuotas
de 500 pL que se guardan en tubos Eppedorf de 1.5 mL, cubiertos con papel aluminio y
preservados a -70°C.

Agua tratada con dietilpirocarbonato (agua/DEPC): Anadir 1 mL de dietilpirocarbonato a
1 litro de agua milliQ, se agita y se incuba a 37°C durante toda la noche. Después se
afloja el tapon del frasco y se esteriliza. Con el agua DEPC se preparan todos los
reactivos para la extraccion de RNA.

Amortiguador de muestra para RNA : Se mezclan 0.72 mL de formamida, 0.16 mL de
MOPS 10X, 0.26 mL de formaldehido, 0.12 mL de glicerol al 80%, 0.08 mL de azul de
bromofenol (solucién al 0.05% en agua) y 0.08 mL de xilencianol (al 0.05% disuelto en
agua). No se esteriliza.

Amortiguador para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa 10X : Contiene 500 mM
KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 92 25°C) y 1% de Triton X-100. No se esteriliza.
Amortiguador para Transcripcion Reversa 5X : Contiene 250 mM Tris-HCI (pH 8.3),
375 mM KCly 15 mM de MgCl,. No se esteriliza.
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Amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) 20X : Se pesan 360 g de Trizma base, 110 g
de 4cido bérico y 18.6 g de EDTA. Se afora a un volumen de 1 litro.
Amortiguador TBE 1X : 50 mL de TBE 20X se aforan a un volumen de 1 litro.
Bromuro de etidio : Pesar 5 mg de bromuro de etidio y disolverlos en 100 mL de agua
milliQ. No se esteriliza; se guarda protegido de la luz.
Citrato de sodio IM pH 7.0 : Se pesan 2.941 g de acido citrico (sal trisddica) y se afiaden
8 mL de agua/DEPC. Se ajusta el pH a 7.0 con HCI concentrado y se completa a 10 mL
con agua/DEPC.
Cloroformo : Alcohol Isoamilico : Mezclar 98 mL de cloroformo con 2 mL de alcohol
isoamilico. No se esteriliza.
Cloruro de sodio 1.5 M : Pesar 0.8766 g de NaCl y disolverlos en 10 mL de agua
destilada.
DNAsa 100 U-Kunitz/mL : Se pesan 0.03846 g de DNAsa (de 650 U-Kunitz/mg) y se
disuelven en 250 mL de solucién salina de Hank suplementada con HEPES (pH 7.4).
Se disuelve con agitacion suave y a 4°C. Esterilizar con un filtro de 0.2uM de poro.
EDTA 100mM pH 8.0 : Se disuelven 0.3722g de EDTA-2H20-2Na en 9 mL de
agua/DEPC; se ajusta el pH a 8.0 con NaOH 10 N y se completa a 10 mL con
agua/DEPC.
Etanol al 70% : A 35 mL de etanol absoluto se le afiaden 15 mL de agua/DEPC. No se
esteriliza. Guardar en refrigeracion.
Fenol saturado con agua/DEPC : Se derrite un volumen de fenol y se vierte en un frasco
limpio, esterilizado y horneado, que contiene unos 20 mL de agua/DEPC (para impedir la
cristalizacion al contacto con una superficie fria). Luego se aiade | volumen de
agua/DEPC, se introduce un agitador magnético y se pone a mezclar durante toda la
noche, a 4°C. Al dia siguiente se retira el agua y se afiade 1 volumen mas de agua/DEPC
y se repite el proceso de mezclado. Al final de ésta, se retira el exceso de agua y se
verifica que la capa inferior (fenol ya saturado) no absorba mas agua.

Esta mezcla no se esteriliza; se almacena a 4°C, protegido de la luz.
Geles de agarosal/isotiacianato de guanidina para RNA : Se pesan 0.3 g de agarosa en un
matraz limpio, se afiaden 20 mL de TBE 1X estéril y se calienta durante 25 s en el horno
de microondas. Enseguida se afiaden 100 pL de isotiacianato de guanidina IMy 1 puL
de bromuro de etidio concentrado. Se vacia en un molde y se deja gelificar.
Hidréxido de sodio 10 N : Pesar 7.9994 g de NaOH y disolverlos en 20 mL de
agua/DEPC.
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Jugo Azul 6X para DNA : Se mezclan 25 mg de xilencianol; 25 mg de azul de
bromofenol y 3.0 mL de glicerol; luego se completa a un volumen de 10 mL con TE 1X.
No se esteriliza.

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) : Se pesa 1.0 g de triptona, 0.5 g de extracto de
levaduras y 1.0 g de NaCl; se llevan a un volumen de 100 mL con agua destilada y se
disuelve con agitacion.

Medio de cultivo RPMI-1640 : Se disuelve el contenido de un sobre en 200 mL de agua
milli-Q estéril, luego se completa a 1 litro. A la solucion asi preparada, se le anaden 2.0 ¢
de NaHCO3 y 7.152 g de HEPES; ademas, 5 mL de estreptomicina 10 mg/mL y 12.5
mL de penicilina 4000 U/mL. Se agita bien y se esteriliza por filtracion sobre unidades
con 0.2 uM de poro. Luego se dispone en fracciones de 100 mL en frascos limpios,
esterilizados y horneados previamente. Las botellas con el medio de cultivo se incuban a
37°C durante 24 h para verificar la esterilidad.

MOPS 10X : Pesar 1.1847 g de MOPS-Na/2.4%H;0; afadir 416.66 pL de
CH3;COONa 3M pH 6.0 y 2.5 mL de EDTA 100mM pH 8.0. Llevar a un volumen de
25 mL con agua/DEPC. Esterilizar por filtracion y guardar a 4°C, protegido de la luz.
Percoll al 90% : Mezclar, en condiciones de esterilidad, 9 volumenes de Percoll mas |
volumen de NaCl 1.5 M. La solucién tiene una osmoladidad aproximada de 300
mOsm/Kg de agua. No es necesario esterilizar.

Preparacion del gradiente de Percoll : Mezclar las cantidades anotadas a continuacién, para
obtener las capas del porcentaje sefialado

puL pL
Percoll 90% PBS pH 7.4 Porcentaje
222.2 1777.8 10
444 4 1555.6 20
666.7 1333.3 30
888.9 11111 40
11111 888.9 50

Se trabaja en la campana de flujo laminar. No es necesario esterilizar.
Sarcosyl al 10% : Pesar 1 g de N-laurilsarcosina y disolver a un volumen de 10 mL con
agua/DEPC.
Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) : Pesar 8.182 g de NaCl; 0.2012 g de KCI;
1.4196 g de Na;HPO4 y 0.2042 g de KH,POj4. Llevar a un volumen de 900 mL con

agua destilada y ajustar-¢l pH a 7.4; luego, aforar a 1 litro.
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