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REGULACION DE LA EXPRESION DE LEPTINA Y SU
ACCION EN CELULAS PLACENTARIAS

RESUMEN

Conocida inicialmente como la “hormona de la gordura” por su asociaciéon con la
saciedad y el balance energético del organismo, la leptina, una proteina de 16 kDa, también
es reconocida actualmente por el papel fundamental que posee en la biologia reproductiva.

La expresion de la leptina y de sus receptores, descubierta originalmente en tejido
adiposo, se ha evidenciado en otros tejidos tales como placenta, en donde la sintesis de
leptina es altamente regulada. Los niveles de leptina aumentan tempranamente durante la
gestacion, aun antes de que se incremente el tejido adiposo, sugiriendo que existen otros
factores que modulan su produccién. Sin embargo, los mecanismos de accion de la leptina
sobre la implantacion y el crecimiento embrionario son aun desconocidos.

El presente trabajo ha sido desarrollado con el objeto de estudiar las vias de
transduccion de sefales activadas por leptina en placenta y para elucidar los mecanismos
que median el efecto antiapoptético de leptina. Mas aun, dado que la leptina seria
importante en la supervivencia celular y en el mantenimiento de la placenta, analizamos la
regulacion de la expresion de leptina en placenta por la hormona gonadotrofina coriénica y
por AMPc. Se utilizaron como modelo las lineas celulares trofoblasticas JEG-3 y BeWo, y
explantos de placenta humana a término. Demostramos que la union de la leptina a su
receptor causa la estimulacién de las vias de sefalizacion de JAK/STAT, ,MAPK
p38MAPK y PI3K. Asimismo, hallamos que la leptina cumple una funcion antiapoptotica
en células trofoblasticas y que ejerce dicha funcion principalmente a través de la via de
MAPK. Cuando estudiamos la regulacion de la expresion de leptina, los resultados
mostraron que la hCG, una hormona esencial del embarazo, estimula la transcripcion y la
sintesis de leptina en placenta. Contrario a lo esperado, el AMPc inhibié la induccion de
leptina por hCG. El efecto de hCG sobre leptina parece estar mediado por la via de MAPK.
Observamos que el AMPc estimula la expresion de leptina en placenta y que el nucledtido



es capaz de activar no solo la via de sefalizacion de PKA sino también la de MAPK. En
este sentido, demostramos que la accion inductora del AMPc sobre leptina estaria mediada
por un entrecruzamiento entre dichas vias.

En sintesis, los resultados obtenidos contribuyen a esclarecer el modo de accion de
la leptina en placenta asi como los mecanismos de regulacion de la expresion de la proteina,

y sustentan la importancia de la leptina en la biologia de la reproduccién.

PALABRAS CLAVE : Leptina, placenta, implantacion, vias de sefalizacién, apoptosis,
hCG, AMPc, PKA, MAPK.



REGULATION OF LEPTIN EXPRESSION AND ITS ACTION
IN PLACENTAL CELLS

ABSTRACT

Leptin is a 16000 MW protein product of the obese gene, originally considered as
an adipocyte-derived signaling molecule for the central control of metabolism. However,
leptin has been suggested to be involved in other functions during pregnancy, particularly
in placenta, where it was found to be expressed. Leptin levels rise early in pregnancy, even
before the augmentation of adipose tissue, suggesting that others factors modulate its
production. The mechanism of leptin action in implantation and fetal development remains
unknown. In the present work we aimed to study the signal transduction pathways activated
by leptin in placenta and to elucidate the mechanisms that mediate the antiapoptotic effect
of leptin. Moreover, since leptin could be important in tropholdastll survival, and
therefore in maintenance of the placenta, we attempted to study the regulation of leptin
expression in placenta. BeWo and JEG-3 choriocarcinoma cell lines, as well as
trophoblastic cells from human placenta explants were used. We determined that both
models of work express leptin and leptin receptor. We have found that leptin stimulates
JAK-STAT, MAPK and PI3K signaling pathways. We demonstrated that leptin has an
antiapoptotic effect in placental cells and this effect is mediated mainly by the MAPK
pathway. We have also found that hCG added to BeWo cells showed a stimulatory effect
on leptin expression and transcription. Similar results were obtained with placental explants
thus evidencing physiological relevance. We found that dbcAMP counteracted hCG effect
on leptin expression. Moreover, hCG effect on leptin is mediated by the MAPK pathway.
We showed that cAMP stimulates leptin expression in placental cells. More interestingly,
we demonstrated that the cAMP effect on leptin expression probably involves both the
PKA classic signaling pathway and the MAPK signal transduction pathway. A cross talk

between these pathways would be responsible for the observed effects.



In summary, our results will lead to a better understanding of the regulatory
mechanisms of leptin expression by human placental trophoblasts and further support the

importance of leptin in the biology of reproduction

KEY WORDS: Leptin, placenta, implantation, signal transduction pathways, apoptosis,
cAMP, hCG, PKA, MAPK
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INTRODUCCION

La implantacion humana, un proceso unico

El fin esencial de la procreacion es diversificarse y pasar a sus descendientes
material genético. Asi, los mamiferos viviparos se han adaptado a un sistema reproductivo
complejo y altamente regulado (1). El proceso de implantacion en el humano, eg Unico
representa una paradoja biologica. En este sentido, es aun un misterio como las células
trofoectodérmicas del blastocisto y las células epiteliales del endometrio contactan a través
de sus membranas apicales (las membranas apicales de las células epiteliales rechazan
normalmente otras moléculas de adhesion) (2).

El establecimiento de una intima conexion entre la madre y el embrién es una
caracteristica propia de los mamiferos. La implantacion representa una nueva estrategia de
reproduccién que permite el desarrollo de un pequefio nimero de embriones en un
organismo materno protector. Esto se hizo posible con la aparicién de un utero funcional.
Sin embargo, aunque la viviparidad es una ventaja evolutiva, presenta una importante
limitacién: la absoluta necesidad de sincronizacién entre el desarrollo uterino y
embrionario. El Utero de practicamente todos los mamiferos esta preparado para la
implantacion s6lo durante un limitado periodo de tiempo llamado “ventana de
implantacion”. Antes o después de ese periodo, el utero resulta o bien indiferente o bien
hostil al embrion (3)Asi, la interaccion reciproca entre el blastocisto y el Utero materno da
inicio al proceso de implantacion, en donde el sistema vascular del embrion entra en
comunicacion funcional con la circulacion materna derivando en el establecimiento de una
placenta funcional y en el embarazo (4).

El endometrio es remodelado a través del ciclo menstrual. Atraviesa cambios
ciclicos caracteristicos de proliferacion y secrecion, y sin la implantacion embrionaria, se
degrada y ocurre el sangrado menstrual. El endometrio uterino por tanto es el prerrequisito
anatomico para la continuacion de nuestra especie y el principal objetivo durante la edad
reproductiva es recibir, nutrir y proteger al blastocisto que se implanta (5). Durante un ciclo

normal, el embrion humano ingresa en la cavidad uterina 4 dias después de la ovulacion
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(6). ElI endometrio se vuelve receptivo a la implantacion del blastocisto entre 6-8 dias luego
de la ovulacion y permanece receptivo por 4 dias (dias del ciclo 20-24) (7). El proceso de
implantacion comienza 6 o 7 dias después de la fertilizaciongi@pase a los estudios en

el mono Rhesus, se piensa que involucra principalmente tres estados: aposicion, adhesion e
invasion. Previo a la implantacion, el blastocisto muestra evidencias de polaridad,
asumiendo una particular orientacién a medida que se aproxima al endometrio. Una vez que
se orienta correctamente (aposicion) la zona pellcida se pierde. El blastocisto entra en
contacto con la capa epitelial y se adhiere a la superficie endometrial (adhesioén) (Figura 1).

Finalmente, el blastocisto penetra en la capa epitelial e invade el estroma (invasién) (9).

acion de cambios en la
erficie epidermal

FIGURA 1. Aposicion y adhesion del blastocisto. El diagrama muestra el estadio
preimplantatorio del blastocisto (6 a 7 dias luego de la concepcion) y los procesos
necesarios para la receptividad uterina y la aposicion y adhesion del blastocisto.
Modificado de Norwitz y cols. 2001 (10)

La implantacion puede ser superficial o intersticial de acuerdo con la extension de

penetracidon del blastocisto en el endometrio. Puede ser lateral, mesometrial o
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antimesometrial de acuerdo a la orientacion del embrion en la cavidad uterina. En los
humanos, la implantacion es intersticial y antimesométrica: el embrion se implanta
profundamente en el cuerpo del Gtero, més frecuentemente en la parte superior de la pared.
Durante la aposicidon, no se establecen conexiones visibles entre el blastocisto y el
endometrio, y el blastocisto puede ser desprendido por un simple lavado de la cavidad
uterina. En la adhesion se establecen conexiones funcionales pese a que la naturaleza de
estas conexiones es aun muy especulativa @Admpenta el contacto fisico entre el
blastocisto y el epitelio del utero, mientras que el polo embrionario se orienta hacia el
epitelio. El ultimo estado que es el proceso de invasion (Figura 2) comienza con la
penetracion del sinciciotrofoblasto a través del epitelio uterino y continta con la infiltracion
de los citotrofoblastos mononucleares invadiendo el endometrio, el miometrio y la

vasculatura uteringl2).

[ #{Cavidad amniética

Capilares endometriales
Regulacién de la invasién trofoblastica
y vascular

FIGURA 2. Implantacion del blastocisto. El diagrama muestra un blastocisto invadiendo
(9-10 dias luego de la concepcién) y el proceso necesario para la invasion trofoblastica.
Modificado de Norwitz y cols., 2001 (10).
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Los eventos de la union del embrion al epitelio del endometrio y la subsiguiente
invasion del estroma aun no se comprenden completamente. Para proteger a la madre del
atague de los trofoblastos invasivos que migran hacia las arterias espirales uterinas, las
células estromales del endometrio sufren una transformacion en una densa matriz celular
conocida como decidua. Las deciduas obstruyen el movimiento de los trofoblastos
formando una barrera fisica a la penetracion de las células y generando un ambiente local
de moléculas biolégicamente activas, incluyendo citoquinas, que promueven la fijacion de
los trofoblastos mas que la invasion (13). La informacion de las citoquinas es compleja y
frecuentemente contradictoria, sin embargo son reconocidas por desempefiar un rol
fundamental en establecer un embarazo exitoso (14).

En la implantacion el embrién penetra en los tejidos del endometrio y es rodeado
por vasos sanguineos rotos y por la sangre llena de nutrientes que escapa de ellos; en este
momento, la sangre materna entra en contacto directo con el trofoblasto embrionario. Una
vez implantado firmemente en el endometrio, el embribn comienza a crecer y expandirse
(Figura 3) (2).
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FIGURA 3. Mantenimiento del embarazo temprano. El diagrama representa el embrién
implantado, aproximadamente 14 dias luego de la concepcion, y los procesos necesarios
para el mantenimiento del embarazo temprano. Modificado de Norwitz y cols., 2001 (10)

El desarrollo del embrion

Con el fin de alcanzar un embarazo exitoso se requieren dos condiciones
indispensablesdurante los 4 o 5 dias de transporte a lo largo de las trompas de Fallopio, el
embrion debe sufrir una serie de complejos procesos de maduracion y al mismo tiempo
debe desarrollarse un endometrio receptivo. La fecundacion se produce en el tercio superior
de las trompas de Fallopio y afecta primero al citoplasma de las células gaméticas y luego a
sus nucleos. Con la fusion de los nacleos se origina el cigoto, que a continuacion iniciara la
lenta migracion tubarica, durante la cual ocurre la segmentacion del cigoto. En esta etapa
del desarrollo embrionario, el huevo se divide por mitosis aumentando el nimero de células

denominadas blastomeros (Figura 4). Hacia las 40-50 horas pueden reconocerse cuatro
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blastomeros, y ocho, a las 60 horas. Las divisiones mitéticas de los blastbmeros contintan a
lo largo de todo el viaje tubarico, hasta originar la moérula, que comprende entre 16-32

células fetales, y luego al blastocisto (32-64 blastomeros) (10).

E2.0 E2.5 Zona peltcida Macizo celular
=2 interno E4.0

Blastocele
& _~ Trofoectodermo

- ; :
7 Ovario Modlis primitivo
% [ / Blastocisto
. temprano
; Blastocisto @ Utero
‘ tardio l
Zigoto
Ovulacion Implantacion

Fertilizacion
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FIGURA 4. Estadios tempranos en el desarrollo del embrion humano desde la
fertilizacion hasta la implantacioha fertilizaciébn ocurre en las trompas de Falopio entre

las 24 a 48 h luego de la ovulacién. Los estadios iniciales del desarrollo, desde el cigoto
hasta la mérula, ocurren mientras el embridn atraviesa la trompa. Durante la migracion la
zona peldcida evita la adhesion prematura del embrién al oviducto. La mérula entra a la
cavidad uterina aproximadamente dos o tres dias luego de la fertilizacion. La apariencia del
fluido que llena la cavidad interna marca la transicion de morula a blastocisto y es
acompafiado por diferenciacién celular. El embrién se adhiere con su zona pellcida una vez

que alcanzo el utero

Cuando se forma la mérula se produce un aumento de tamafio, adoptandose la
forma de una pelota. En el estadio de cuatro a ocho células, los blastbmeros son
distinguibles y el embrién no posee polaridad. Luego, cada blastémero interactla con sus

vecinos a través de moléculas de adhesion de la superficie celular, como E-cadherinas. Esta
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interaccion se conoce como compactacion. Los blastomeros se diferencian en dos tipos
celulares, uno interno y otro externo mas numeroso que rodea al anterior. La mayoria de las
células derivadas del grupo externo formaran el trofoblasto, del cual se desarrollaran la
placenta y el cordon umbilical. Las células descendientes del grupo interno de la mérula
generan la masa celular interna que originara el embrion (10, 15, 16). Los trofoblastos son
las primeras células en diferenciarse en el embrion. Son derivadas del trofoectodermo del
blastocisto en desarrollo. Estas células son esenciales para el mantenimiento de un
embarazo exitoso, pues son ellas quienes se adhieren al Utero y comienzan el proceso de
implantacion (17)Las células del trofoectodermo adquieren las caracteristicas de células
epiteliales, aplandndose y juntdndose a través de complejos de uniones estrechas. Cuando el
embrién alcanza unas 32 células, en un proceso llamado cavitacion, la masa celular interna
se posiciona sobre un lado del anillo, formado por las células trofoblasticas, y la capa
trofoectodérmica secreta fluidos al espacio extracelular, formando una cavidad llamada
blastocele, tipica del blastocisto tardio. Es en este estadio, en donde el embrién alcanza la
cavidad uterina, tres o cuatro dias después de la ovulaciérD{Ir@nte el embarazo, los
trofoblastos retienen una poblacion de células madre de citotrofoblastos vellosos. La
diferenciacion de los trofoblastos en dos grandes lineas celulares, el sinciciotrofoblasto y el

trofoblasto invasivo, contindia hasta el final del embarazo.

La placenta humana

El mantenimiento del embarazo temprano estd inexorablemente vinculado con el
crecimiento y diferenciacion de la placenta. A medida que los mamiferos evolucionaron
desde los pequefios roedores con cortos periodos gestacionales a animales de mayor tamafio
con gestaciones prolongadas, la placenta ha debido adaptarse a las necesidades crecientes
de los fetos en desarrollo. La placenta aument6 su tamafio y la superficie de cotr@acto e
la circulacion fetal y materna y adquirio funciones metabodlicas, hormonales e
inmunoldgicas especializadas (2). El fin udltimo del desarrollo de la placenta es
proporcionar al feto y a la misma placenta los nutrientes necesarios. Esto requiere un
eficiente acceso de la sangre materna a una superficie transportadora, que en los primates es

representada por el sinciciotrofoblasto velloso. En los humanos, a diferencia de la mayoria
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de la especies con implantacion superficial, las adaptaciones iniciales maternas ocurren
independientemente del embrion e incluyen secreciones epiteliales, desarrollo de arterias
espirales y decidualizacion. Durante el embarazo temprano se requiere el rol activo del
trofoblasto para aumentar el suministro de sangre materna a la placenta. Esto ocurre por
invasion y remodelacion de las arterias espirales (19).

Se conoce poco acerca de los mecanismos que normalmente regulan el desarrollo de
la placenta humana en general y de la proliferacion y diferenciacion e invasion del
citotrofoblasto en particular (20§l término “trofoblasto” fue introducido por primera vez
por A.A.W.Hubrecht en 1899 para designar a aquellas células derivadas del blastocisto que
no contribuyen al embriéon pero que son esenciales para su desarrollo. La placenta, las
membranas amnidticas y la decidua contienen diferentes subtipos de células trofoblasticas
cumpliendo divess funciones. Todos estos subtipos se diferencian de las células
trofoectodérmicas del blastocisto (2Lps trofoblastos placentarios son criticos para un
embarazo exitoso ya que median la implantacion, la produccion de hormonas de la prefiez,
la proteccion immune del feto, el aumento de la irrigacidbn materna sanguinea en la
placenta, y el parto (22). Una vez que el blastocisto estd implantado en el Gtero las células
trofoectodérmicas (células madre epiteliales) cambian su nombre a citotrofolaRBsS
(16). La manera en la que se diferencian estas células determina si las vellosidades
coriénicas (unidades funcionales de la placenta), flotaran en el espacio intervelloso o
anclaran al feto a la pared uterina (20). En el villi flotante, las CTBs se diferencian por
fusién para formar el sinciciotrofoblasto multinucleado cuyas funciones primarias
transporte y secreciérson idealmente cumplidas en su ubicacion en la superficie vellosa.
En el villi anclado, las CTBs también se fusionan pero muchas permanecen como células
individuales que se desprenden de su membrana basal y se juntan para formar las columnas
celulares (21)El embrion expresa una invasividad intrinseca que no esta vinculada a la
naturaleza celular o bioquimica del tejido invadido ni al estado hormonal del mismo.
Observando el sitio de implantacion entre las 10-12 semanas de embarazo, puede
distinguirse el espacio intervelloso, ocupado por la sangre materna, y que bafa las
vellosidades coridnicas flotantes y de anclaje. Ambas presentan la misma estructura, con
una capa externa de sinciciotrofoblastos (STBs) cubierta por una monocapa de CTBs. Las

vellosidades de anclaje estan formadas por dos tipos de CTB: CTB velloso (vCTB) y CTB
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extravelloso (evCTB). Las primeras son células totipotenciales epiteliales, inmovilizadas,
que terminan por diferenciarse en el sincicio, mientras que las evCTB se diferencian a
células epiteliales mdétiles invasivas, no polarizadas (1&.evCTBs permanecen como
células individuales que se despegan de su membrana basal y se agregan para formar las
columnas celulares de anclaje. Las células citotrofoblasticas en los extremos distales de
estas columnas se pegan para luego invadir profundamente el Utero y sus arteriolas. Como
resultado de la invasién endovascular, las CTBs reemplazan las capas endoteliales y
musculares de las arteriolas uterinas. Este proceso aumenta el diametro de los vasos e
inicia, al final del primer trimestre de embarazo, el flujo sanguineo materno al espacio
intervelloso y a la placenta. Las células citotrofoblasticas de las columnas de las
vellosidades de anclaje poseen caracteristicas Unicas como: (1) invadir agresivamente la
pared uterina, aunque su invasion esta limitada al endometrio decidualizado y a la parte
interna del miometrio; (2) proliferacion restringida y altamente regulada durante la
diferenciacion a través del camino invasivo; (3) reemplazar el endotelio materno y una
porcion de la pared muscular lisa, creando una vasculatura hibrida (20)

Luego de tres dias de la fertilizacion, los trofoblastos comienzan a sintetizar hCG,
hormona que asegura que el endometrio sea receptivo al embrion que se implantara. En las
siguientes semanas la placenta produce hormonas que controlan la fisiologia basica de la
madre en el sentido de proporcionarle al feto los nutrientes y el oxigeno necesarios para un
crecimiento exitoso. La placenta también protege al feto del atague inmune de la madre,
remueve los productos de desecho del feto, asegura que la madre lleve mas sangre a la
placenta y cerca del momento del parto, produce hormonas que maduran los érganos fetales
que se estan preparando para la vida fuera del Utero. Una vez firme en el endometrio, el feto
en desarrollo crece y continla expandiéndose dentro de él. Sin embargo, ya en la primera
semana de gestacion, las células embrionarias permanecen separadas de los tejidos
maternos y de la sangre por una capa de células citotrofoblasticas y de sinciciotrofoblastos
(10).

Pese al hecho de que el embridén posee sélo 2 cm de diametro a las cuatro semanas,
la estructura basica de la placenta madura ya ha sido formada (Figura 5). El villi coriénico
cercano a la sangre materna continuara desarrollandose y expandiéndose hasta formar la

masa de tejido coridnico identificado como la placenta. El villi coriébnico mas lejano del
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aporte de sangre materna es lentamente empujado hacia la cavidad uterina expandiendo el
saco amnidtico que rodea al embrion. Este villi eventualmente degenera y forma la capa

corionica de las membranas externas. A las 20 semanas de gestacion las membranas
amnios-corion combinadas hacen contacto con el lado opuesto del utero, donde se fusionan
con el endometrio decidualizado materno, formando las membranas externas completas
consistentes en el amnios, el corion y la decidua (21-23). En el villi de la placenta humana

y en todas las edades de gestacion, siempre existe una poblacion de citotrofoblastos que

permaneeindiferenciado y disponible para diferenciarse si es necesario (22).
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FIGURA 5Estructura basica de la placenta.

En funcién de la penetracidén del corion dentro de la mucosa del Gtero las placentas
pueden clasificarse en cuatro categorias: hemocorial (roedores, humanos y primates
subhumanos), en la que el corion penetra en el endometrio y esta en contacto directo con
los vasos sanguineos de la madre; epiteliocorial, (caballos, ovejas y cerdos), donde el
corion toca ligeramente el endometrio pero no lo penetra; endoteliocoriales (la mayoria de

los carnivoros), en la que el corion penetra en el endometrio llegando a tocar los vasos
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sanguineos de la madre; y mesocorial (vacas), en donde el corion entra en el endometrio sin

llegar a tocar los vasos sanguineos de la madre (4).

FIGURA 6. Placenta humana a término. Caras fetal (arriba) y materna (abajo) de la

placenta humana.

Mediadores de la implantacion y el crecimiento embrionario

Durante el periodo perimplantatorio, gran cantidad de moléculas tales como
citoquinas, factores de crecimiento y hormonas cumplen distintos roles en la comunicacion
que ocurre entre el embridon y el endometrio materno. Dada la amplia variedad de estas
sefales, se da especial atencibn a las sustancias que son liberadas en el sitio de

implantacion, y particularmente, a los factores de crecimiento y citoquinas que cumplen
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una funcion fundamental en la regulacién de la diferenciacion de los trofoblastos y la
invasion (24). El desarrollo de la arquitectura basica de la placenta asi como el proceso de
diferenciacion que ocurre durante todo el embarazo, se encuentran controlados por la
propia placenta y por el Gtero materno; aunque, el embrion también produce sefales
preimplantatorias como el factor de preimplantacion (PIF), el factor temprano de prefiez
(EPF), factores de crecimiento (EGF, T@Fy sus receptores y citoquinas (25).

Profundos cambios quimicos dentro del ambiente uterino actian en concierto con
los eventos moleculares esenciales para la implantacion. Este dialogo quimico y estructural
determina la capacidad funcional de la placenta durante la gestacion. Asi, la cascada de
eventos de sefializacion que ocurre tanto en el tejido fetal como en el materno al momento
de la implantacion establece un entorno apropiado critico para el desarrollo y la
supervivencia del feto. Los defectos en la formacion de esta comunicacion y la inhabilidad
de mantener este “cross talk” resultan en varias complicaciones asociadas al embarazo que
se manifiestan tarde en la gestacion (23, 26).

Las quemoquinas son la primera ola de moléculas producidas localmente por el
endometrio que reclutan leucocitos al sitio de implantacion. Estas quemoquinas a su vez
producen una segunda ola de citoquinas como el factor inhibidor de leucemia (LIF), la
interleuquina 1 (IL- 1), el factor de crecimiento epidermal unido a heparina (HB-EGF), y
otros que uniéndose a sus receptores pueden inducir cambios moleculares en el patrén de
expresion de las moléculas de adhesion y antiadhesion. El blastocisto debe romper la
barrera natural y esto comprende al glicocalix epitelial que estd compuesto de moléculas
antiadhesioén, principalmente de mucina-1 (MUC-1). La MUC-1 es sobreexpresada durante
la fase de aposicién donde el blastocisto debe ser estacionario en la posicion. Luego, el
embridon debe activar la moléculas de adhesién endometriales epiteliales para crear los
sitios de unién entre el trofoectodermo y las células epiteliales del endometrio (27). Dentro
de las moléculas de adhesion, las integrinas del endometrio juegan un importante papel en
la obtencion de un embarazo exitoso. Segun el tiempo en el que se expresan, relacionado
con el fijado del embrion, las integrina¥ B3 y o4pl son consideradas marcadores de
receptividad uterina (28).

Las células trofoblasticas deben confrontar con vasiageinas de la matriz

extracelular (MEC) y con la membrana basal cuando penetran en la pared uterina. Los
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componentes de la matriz afectan el comportamiento y la funciébn de las células
trofoblasticas a través de su influencia en las metaloproteasas (MMPS) y sus inhibidores de
tejido (TIMPSs). Los trofoblastos secretan principalmente MMP-9 y MMP-2, dependiendo
del tipo de componente de MEC con el que se encuentren (29).

Los factores de crecimientoafectan la implantacién de varias maneras. El factor de
crecimiento epidermal (EGF) es expresado tanto en la decidua como en las células
trofoblasticas e induce la invasion, diferenciacion y proliferacién de los trofoblastos (30).
Es considerado el mayor regulador de la implantacion. Aumenta la actividad de MMP-2 y
MMP-9 induciendo la invasion celular y estimula la secrecion de hCG y de hPL de los
trofoblastos. Otros importantes factores de crecimiento son el HB-EGF, que regula la
proliferacion del endometrio, la secrecion y la decidualizacion; el factor de crecimiento
transformantg (TGF{), que inhibe la proliferacién y la invasion trofoblastica; la proteina
de union al factor de crecimiento de insulina (IGFBP-1), que modula los efectos
metabdlicos del factor de crecimiento tipo insulina | y Il (IGF-1y Il) y sedraastrado
que aumenta la actividad gelatinolitica de los trofoblastos y su invasividad (31).

Las citoquinas cumplen un rol esencial en el establecimiento de un embarazo
exitoso. Poseen una amplia variedad de funciones bioldgicas que involucran crecimiento
celular, funcién y diferenciacion. El LIF es secretado desde el Gtero y representa un
importante factor en la implantacion embrionaria. Las ratonas que carecen de LIF funcional
son fértiles, pero sus blastocistos fallan al implantarse [32)L-1 esta presente en la
interfase feto-maternal. Las células trofoblasticas y el estroma decidualizado producen IL-1
(33). Es una de las primeras sefiales del blastocisto que actian sobre el endometrio, ya que
in vitro, la IL-1 induce la secrecién endometrial de protaglandinas E2, LIF y de la
subunidad de integrin@3. Estimula la actividad de MMP-9 en los trofoblastos y la
expresion en las células endometriales epiteliales, induciendo la invasion trofoblastica (34).

El requerimiento hormonal para la implantacion y desarrollo del embrion
comienza con un incremento en estrégenos, seguido de progesterona y luego se mantienen
altos los niveles de ambos. El Gtero asi preparado sostiene la supervivencia del blastocisto
en el lumen. Experimentalmente, el tamafio de la dosis de estrogenos afecta la duracion de
la fase receptiva. Aunque el receptor de estrogenos o (ERa) es la principal isoforma del

receptor que media los efectos de estrégenos en el Utero, tanto el endometrio de humanos
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como de ratoneskgresan bajos niveles del receptor de estrogenos  (ERp). La eliminacion
de ERp en ratones compromete la funcion reproductiva, y la evidencia sugiere que podria
modular a ERa. Similarmente, el receptor de progesterona posee dos variantes de
“splicing”, A y B, que funcionan como diferentes factores de transcripcion (19).

El estradiol (E2) cumple un papel central en la regulacién del crecimiento fetal, en
el trabajo de parto, en la esteroidogénesis placentaria, en la liberacién de neuropéptidos, de
glicoproteinas y en la secrecidén de leptina (35). Los mecanismos exactos de la accion del
E2 en la placenta son aun tema de debate. Existe evidencia de que el estrégeno placentario
podria cumplir un rol en la diferenciacion del trofoblasto (36). La accioB2leh placenta
podria ser mediada por receptores clasicos y no clasicos de membrana (37).

Las células del sinciciotrofoblasto secretan hormonas como la progesterona y la
gonadotrofina coridnica humana (hCG)que desemperfian un papel clave en el desarrollo
del embarazo. La hCG afecta gran cantidad de procesos durante la gestacion que incluyen,
ademas del mantenimiento del cuerpo lateo, el crecimiento y la diferenciacion celular. Los
trofoblastos expresan una version truncada e inactiva del receptor de hCG hasta la novena
semana de embarazo. Luego cambian al receptor completo, permitiendo la regulaciéon
autocrina por hCG de varias funciones como la diferenciacion celular de los trofoblastos.
La hCG aumenta la expresion de MMP-9, enzima clave en la invasion trofoblastica. In
vitro, estimula la migracion de los trofoblastos a través@le-11 (18, 38).

La progesteronaposee un rol esencial en la preparacion del utero para el desarrollo
del embrion y para obtener un embarazo exitoso. Las células estromales se diferencian a
deciduales en respuesta a la progesterona durante el proceso de decidualizacion,
caracterizado por cambios morfolégicos y secrecion de prolactina (39). La progesterona
también es requerida durante el embarazo, estimulando y manteniendo las funciones
uterinas, necesarias para el desarrollo temprano del embrién, la implantacion, la
placentacion y el desarrollo fetal. Las hormonas como hCG producidas por los trofoblastos,
mantienen la produccion de progesterona en el embarazo temprano (40).

Mediante la expresion de distintéectores inflamatorios, el embrién modula el
proceso inmune materno y favorece la tolerancia materna. Dentro de estos factores se
encuentran la hormona liberadora de corticoides (CRH), el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) y las prostaglandinas (PG). La CRH es producida tanto por los trofoblastos como
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por la decidua. Estimula la expresion de FasL en los trofoblastos extravellosos
permitiéndoles inducir apoptosis en los linfocitos T que los rodean (41, 42). kb €St
presente en el endometrio y en los trofoblastos. Estimula la degradacion de la fibronectina
durante la penetracion de los trofoblastos en el endometrio (43). La prostaglandina E2
(PGE2) es esencial en el sistema reproductor femenino de los mamiferos. Esta involucrada
en la regulacion de la decidualizacion de las células endometriales. Las PG son esenciales
para establecer el tiempo correcto de implantacion (44).

Las metaloproteasas de matriz (MMP3% son una familia de endopeptidasas que
contienen zinc, capaces de degradar todos los componentes de la MEC. Existen 5 clases de
MMPs humanas segun su estructura primaria y la especificidad del sustrato: colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas, segun el tipo de membrana y no clasificadas. Los estudios in
vitro sugieren que una implantacion y placentacion exitosas resultan del balance entre la
secrecion de MMPs por los trofoblastos y su inhibicion por TIMPs (45). Las gelatinasas
MMP-2 y MMP-9 degradan el coldgeno 1V, el principal componente de la membrana basal,

y por ello son consideradas como las enzimas clave en el proceso de implantacion,
permitiendo la invasion trofoblastica a través de la decidua y dentro de la vasculatura
materna (46, 47).

Los inhibidores de tejidos de MMPs (TIMPs) son los principales inhibidores de
MMPs en tejidos que controlan fisiol6gicamente su actividad. Los TIMP son producidos
por los tejidos trofoblasticos y deciduales a través de la gestacion. Estan dentro de los
primeros genes expresados por el embrion que se prepara para la implantacion (48-50). Los
factores de crecimiento y citoquinas conocidos por poseer un efecto en la invasién
trofoblastica pueden actuar induciendo o inhibiendo a los TIMPs. Los TIMPs pueden tener
funciones adicionales en la proliferaciéon celular y en el desarrollo del embrion (51, 52).

El sistema activador de plasmindégenosincluye el sistema activador de
plasminégenos de tipo urokina (UPA), de tipo tisular (tPA), los inhibidores de PA, PAI-1y
PAI-2, y el receptor de superficie celular de uPA. El sistema de PA convierte los
plasminégenos en serin-proteasas plasminas activas que son capaces de degradar la MEC
Su actividad es regulada por PAI. El sistema PA posee también un efecto indirecto

mediante la activacién proteolitica de las MMPs (53).
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Finalmente, en relacion a la invasion endovascular, el desarrollo de un sistema de
vasculatura placentaria es esencial para el crecimiento y el mantenimiento del embrién.
Gran variedad de factores se encuentran involucrados en este proceso angiogénico,
incluyendo el factor de crecimiento endoteliar vasclW&GF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetaPDGF) y el factor activador de plaquetd®AF). EL VEGF induce
la angiogenesis y aumenta la permeabilizacion de los vasos sanguineos. VEGF y su
receptor se expresan en el endometrio y en células trofoblasticas (12, 54).

Apoptosis y proliferacion celular placentaria

En un tejido maduro que se encuentra en proliferacion, existen células que deben
morir o perderse para mantener la homeostasis. En consecuencia la proliferacion y la
muerte celular programada son procesos finamente regulados. El ciclo celular de mamiferos
se divide en distintas fases. Las células quiescentes se encuentran en el estadio &0 y entra
en el ciclo celular en G1. Pasan a través de la fase S cuando el DNA se replicarmqtogresa
a la fase G2 antes de entrar en mitosis (fase M). La progresiéon en cada fas@éa pey
la actividad de los complejos de ciclinas/quinasas dependientes de ciclinas (CDK) (55).

La muerte celular se divide segun observaciones histolégicas en muerte celular
programada o necrosis. La muerte celular programada es dividida en apoptosis y autofagia.
La apoptosis fue descripta por primera vez en 1972 cuando los patélogos identificaron un
patron de muerte celular en la que las organelas se fragmentan, se condensan y se
empaquetan con las membranas celulares en cuerpos apoptéticos densos para ser
fagocitados por las células vecinas o macrofagos (56).

La apariencia similar de las células apoptéticas entre las especies y tejidos de un
organismo sugieren un mecanismo de control altamente conservado. La apoptosis puede
resultar de una via que es iniciada desde el interior de la célula (via intrinseca o
mitocondrial) u originarse de una sefial externa como citoquinas o de la activacion de los
receptores de muerte (via extrinseca). Ambas vias culminan en la activacion de cistein
proteasas aspartato especificas conocidas como caspasas, que digieren proteinas

intracelulares, mediando la muerte celular apoptética (57) (Figura 7).
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Las caspasas son una familia de 14 enzimas proteoliticas. Las caspasas-2, -3, -6, -7,
-8, -9 y -10 estan asociadas con la apoptosis y pueden ser subdivididas en iniciadoras (2, 8,
9, 10) y efectoras (3, 6, 7), dependiendo de su lugar y funcién en la cascada de caspasas.
(58, 59). Las caspasas efectoras activan enzimas relacionadas con la degradaA&dh del
y de proteinas estructurales. También pueden potenciar la sefial apoptotica y ligar las vias
extrinsecas e intrinsecas de apoptosis, con el clivado de Bid o tBid por la caspasa 8,
aumentando la permeabilidad mitocondrial y por lo tanto, la cascada apoptética (60).

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA
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FIGURA 7. Representacion esquematica de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis.
Las proteinas proapoptéticas se muestran en rojo y las antiapoptoticas en azul. Las
proteinas que actuan predominantemente en el nicleo se muestran en circulos pequefios. La
familia de proteinas de Bcl-2 se muestra en Ovalos y las IAPs en pentagonos. El citocromo

c se indica en circulos amarillos. Modificado de Heazell y Crocker, 2008 (59).

34



La via intrinseca puede ser programada para ocurrir en un punto especifico del
desarrollo celular o en respuesta al dafio celular. Esta via comprende alteraciones en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, resultando en la liberacion del citocromo c.
Este se combina con el factor activador de proteasas-1 (APAF-1), que se encuentra en el
citoplasma, para formar un heptamero, llamado apoptosoma, que es capaz de combinarse
con la procaspasa-9, clivandose en caspasa-9, y activando a las caspasas efectoras -3, -6
-7 (61). La via extrinseca utiliza receptores que unen o bien ligando de supervivencia o pro-
apoptaticos. Por ejemplo, la familia de receptores TNF unen un complejo se sefializacion
de muerte. En el caso del receptor TNFR1, la union de d Nfémueve la asociacion de
TRADD con la pro-caspasa-8, activando un estadio temprano de la cascada de caspasas.
(62). Este mecanismo produce un potente estimulo de muerte en los trofoblastos (63).

La regulacion de la via intrinseca de apoptosis posee cuatro componentes: (i) el
reconocimiento del dafio celular; (ii) la transcripcidn alterada de los componentes rio abajo
de la cascada apoptotica; (iii) la permeabilidad alterada de la membrana mitocondrial; y (iv)
la modificacion de la actividad de caspasa. El control mitocondrial de la permeabilidad de
la membrana es gobernado por la familia de proteinas de Bcl-2, que comprende miembros
pro- y antiapoptoticos. Algunos de sus miembros proaoptéticos son Bax, Bid, Bak, PUMA.
Bcl-2, miembro antiapoptético, puede unirse a ellos y desactivarlos. Los miembros de Bcl-

2 efectan cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo cual lleva a la
liberacion de proteinas como citocromo ¢, SMAC, HtrA2/omi y AIF (factor inductor de
apoptosis) que contribuyen a la via intrinseca de apoptosis (59). Varios inhibidores
endégenos como proteinas inhibidoras de FLICE (enzima convertidora dg tihel

FADD) (FLIPs), inhibidores de apoptosis (IAPs), y proteinas antiapoptoticas de la familia
de Bcl-2 inhiben la activacion de caspasa, previniendo la propagacion de la sefal
apoptotica. En células sanas es fundamental el balance entre la expresion de las proteinas
pro y antiapoptéticas en la determinacion de la supervivencia celular. Y esto seria regulado
por el balance entre p53-Mdm2, Bax/Bak-Bcl-2, y SMAC/HtrA2/omi-IAPs. Un desbalance

en cualquier punto seria suficiente para inducir apoptosis (64).

Durante el desarrollo de la placenta, ocurren en los diferentes estadios, los procesos
de proliferacién, diferenciacion y apoptosis. La placenta posee una capacidad de

autorrenovacion continua y dinamica y muestra una alta tasa de proliferacion celular y una
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pérdida de inhibicién por contacto durante todo el periodo gestacional (65). De acuerdo a
esta caracteristicas morfoldgicas, el término “pseudomaligno” ha sido utilizado para
describir este tejido. La mayor parte del remodelaje de la placenta es debido a eventos
apoptaticos. Por ello, la regulacidon del balance entre la proliferacion y la muerte celular es
esencial en la placenta a fin de permitir los cambios morfolégicos y funcionales necesarios
(66).

Se conoce poco del entorno y del control genético que regulan la muerte celular
programada en trofoblastos. Sin embargo, la incidencia de la apoptosis es mayor en el villi
de la placenta del tercer trimestre comparado con la del primer trimestre, sugiriendo que la
apoptosis placentaria es regulada durante el desarrollo (67). Multiples cascadas de sefiales
pro-apoptéticas estan presentes en el villi placentario, pero aiun es escaso el conocimiento
acerca de como las cascadas receptoras regulan la apoptosis en los trofoblastos y en otros
tipos celulares del villi. La sobreexpresion de p53 en los trofoblastos indiferenciados podria
ser un mecanismo de control de la proliferacion trofoblastica en la placenta normal.
Inesperadamente, el gen salvaje de p53, en lugar de la versibn mutada, se encuentra
sobreexpresado en las enfermedades relacionadas con la gestacion y estos tejidos muestran
una alta tasa de apoptosis (68, 69).

Los mecanismos moleculares responsables de controlar la proliferaciéon trofoblastica
aun no son claros. Varios estudios han buscado la expresion de oncogenes y genes
supresores de tumores, asi como de proteinas antiapoptoéticas durante el desarrollo de la
placenta humana (68, 70-73). La actividad simultanea de diversas proteinas involucradas en
la proliferacion celular o la apoptosis, durante la diferenciacion de los trofoblastos, cumple
un rol fundamental en la regulacion de la invasién celular y en la expansiéon de la
poblacién, especialmente durante el primer trimestre (66). Es claro que el trofoblasto
velloso expresa muchos constituyentes de las vias apoptéticas extrinseca e intrinseca. Los
elementos de la via extrinseca presentes en el citotrofoblasto y el sinciciotrofoblasto,
incluyen receptores TNF, Fas, Fas-ligando (Fas-L) y caspasa-8 (59). Numerosos estudios
han demostrado que la predominancia de las citoquinas Th2 sobre las de tipo Thl es
esencial para un embarazo exitoso. Este cambio no sélo promueve la proteccidon inmune
sino que también podria regular directamente la supervivencia de los trofoblastos. Uno de

los posibles mecanismos por el que las citoquinas podrian afectar la supervivencia de los
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trofoblastos es regulando la expresion y/o la funcion de los componentes de la cascada
apoptotica (74). Dentro del trofoblasto velloso, la proliferacion esta restringida a los
citotrofoblastos. La apoptosis ocurre en el villi placentario y, bajo condiciones normales,
casi exclusivamente en el sinciciotrofoblasto (67). La apoptosis es raramente descripta en
las células del citotrofoblasto. La cantidad de procesos apoptéticos se encuentra alterada en
varias condiciones clinicas asociadas con una anormal morfologia y funcion placentaria. La
apoptosis placentaria se halla aumentada en las enfermedades trofoblasticas gestacionales,
incluyendo la mola hidatiforme parcial, la mola hidatiforme completa y el coriocarcinoma.

La apoptosis también esta incrementada en embarazos complicados con abortos en el
primer trimestre y en condiciones clinicas de embarazo tardio como la restriccion de
crecimiento uterino (IUGR) y la preeclampsia (75-77). En estos casos se ha detectado una
gran incidencia de apoptosis en el tejido velloso y en el extravelloso, sugiriendo que la
regulacion de la apoptosis trofoblastica es importante para un embarazo normal. Un
incremento en la muerte celular de los trofoblastos podria explicar la insuficiencia en la
invasion trofoblastica, y la pérdida de la transformacion de las arterias espirales
frecuentemente observada en embarazos anormales. El aumento de la apoptosis placentaria
en la gestacion temprana limita la invasion insterticial y endovascular de los trofoblastos

extravellosos (74).

Patologias asociadas al embarazo

Enfermedades trofoblasticas gestacionales (ETGS)

Las ETGs comprenden un grupo de enfermedades del tejido trofoblastico que
incluye la mola hidatiforme (MH), la mola invasiva, el coriocarcinoma, y el tumor
placentario trofoblastico (TPT). Representan un grupo uUnico e interesante de enfermedades
donde el tejido materno es invadido por los tejidos del feto, genéticamente diferentes a los
de la madre. La patogénesis de las ETGs resulta de un desequilibrio en la regulacion de
distintos procesos celulares, como la proliferacién, diferenciacién, apoptosis e invasion de
las células trofoblasticasa invasion anormalmente extensiva es lo que puede derivar en

condiciones premalignas o malignas como la mola hidatiforme o el coriocarcinoma. El
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aumento en el potencial invasivo del trofoblasto es una consecuencia de la patologia, no la
causa (16).

El coriocarcinoma es un tumor maligno del trofoblasto, que invade los tejidos
normales y se disemina a sitios distantes, como los pulmones, el cerebro, el higado, la
pelvis, la vagina, el bazo, los intestinos y los rifilones. En aproximadamente la mitad de los
casos de coriocarcinoma, el factor precedente es la mola hidatiforme.

La mola hidatiforme es un tumor trofoblastico benigno considerado como una
degeneracion cistica de las vellosidades placentarias, generalmente en ausencia de un feto
(mola completa), y que muestra inflamaciones macroscopicas como quistes de las

vellosidades corionicas debido a la acumulacion de liquido (78).

Preeclampsia

El término preeclampsia refiere a una condicién de hipertensiéon (140/90 nymHQ)
proteinuria luego de las 20 semanas de gestacion, en mujeres previamente normotensas y
no proteindricas. Esta condiciobn es comun, ocurre en el 5% de embarazos de Estados
Unidos y Europa y es la principal causa de morbilidad y muerte de la madre y el feto. Los
factores que predisponen a la preeclampsia son la historia familiar, la hipertension, la
diabetes, enfermedades renales preexistentes, embarazos multiples, y una pobre historia
obstétrica (79). La preeclampsia puede rapidamente derivar en una eclampsia,
especialmente si no es tratada. La eclampsia puede ser precedida por un persistente y
severo dolor de cabeza y cambios en la vision. La muerte de la madre esté frecuentemente
relacionada con la hipertension y la eclampsia (80).

En el feto, la preeclampsia cominmente causa restriccion del crecimiento uterino
(IUGR), bajo peso al nacer, prematuridad y muerte perinatal (81). El bajo peso al nacer
consecuencia de la preeclampsia, conlleva un importante riesgo cardiovascular y es un
factor de muerte infantil (82). En la segunda mitad del embarazo la preeclampsia es
potencialmente peligrosa, y se manifesta con disfuncion endotelial y trastorno vascular, que
conducen a hipertensién (83).

La preeclampsia ocurre so6lo en presencia de la placenta o de una mola tmeatifor
y remite draméticamente luego del parto cuando se elimina la placenta (84).

La patogénesis puede incluir la invasién anormal citotrofoblastica de las arterias

espirales, una disminucién de la perfusion uteroplacental, un desbalance entre el aumento
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de la sintesis de tromboxanos y la disminucién de la producciéon de prostaglandinas 12, un
aumento en el estrés oxidativo, desérdenes en el metabolismo de la endotelina, o
disfunciones endoteliales (79). Las tasas de apoptosis se hallan significativamente
aumentadas en el sinciciotrofoblasto preeclamptico (85).

En cuanto al diagndstico de la enfermedad, aun no existen diagndsticos especificos

y el diagnostico inicial es clinico (86).

Diabetes Mellitus Gestacional

El embarazo confiere un estado de resistencia a insulina e hiperinsulinemia que
puede predisponer a algunas mujeres a desarrollar diabetes. La diabetes mellitus gestacional
(DMG) ocurre cuando la funcion pancreética de la mujer no es suficiente para superar el
ambiente diabetogénico de la prefiez. La DMG es definida como un estado de intolerancia a
la glucosa que no estaba presente o no era reconocida previamente al embarazo (87).

La resistencia a insulina durante el embarazo se origina por una variedad de factores
incluyendo alteraciones en las hormonas de crecimiento y la secrecion de cortisol
(antagonistas de insulina), secrecion de lactégeno placentario humano y secrecién de
insulinasa. Los estrogenos y la progesterona también contribuyen a la disrupcion del
balance glucosa-insulina (88).

Los dafos producidos por la diabetes al principio de la gestacion podrian tener
efectos a largo plazo en el desarrollo de la placenta. Las respuestas adaptativas de la
placenta al entorno diabético, como balancear el exceso de glucosa materna o aumentar la
resistencia vascular, podrian ayudar a limitar el crecimiento fetal dentro del rango normal.
Si la duraciéon o la extensién de la injuria por diabetes, incluyendo la hiperglucemia
materna, hiperinsulinemia, o dislipidemia, excede la capacidad de la placenta para
responder adecuadamente, entonces ocurriria un excesivo crecimiento fetal (89).

La presencia de la DMG posee implicancias tanto para la madre como para el bebé.
(90). La DMG esta asociada con riesgo de macrosomia asi como de hipoglucemia e
hiperbilirrubina neonatal. Para la madre, la DMG es un signo de riesgo incrementado de

desarrollar diabetes (91).

39



Restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR)

El crecimiento fetal es el resultado de un potencial genético modulado por el
entorno nutricional y enddcrino. La IUGR ocurre cuando el feto falla en lograr su completo
potencial de crecimiento. La IUGR es la causa mas importante de morbilidad y mortalidad
perinatal, afectando aproximadamente entre el 7-15% de los embarazos (92, 93).

Se observan dos patrones principales de IUGR. Si el crecimiento fetal es desparejo
durante el primer o segundo trimestre, el nifio tendra una restriccion de crecimiento
simétrica. Esta pérdida proporcional de crecimiento es causada por una reducida
proliferacion celular fetal de todos los 6rganos y ocurre aproximadamente entre 20-30% de
los nifios con IUGR. En contraste, el crecimiento asimétrico en el que el infante posee un
tamafio abdominal pequefio comparado con el tamafio de la cabeza ocurrird si la
disminucién en la velocidad de crecimiento se da en el tercer trimestre. Este fenomeno es el
mas comun en las IUGR (70-80%) y se atribuye a la habilidad del feto de adaptarse,
redistribuyendo el flujo cardiaco al bazo, las coronarias, la glandula adrenal y la circulacién
cerebral (94).

En la IUGR aparece un fenotipo especifico de la placenta asociado con defectos en
el metabolismo y transporte placentarios. Los estudios han demostrado reducciones
significativas en el transporte de aminoacidos desde la placenta al feto (95).

No existe una definicién clinica internacionalmente aceptada para IUGR. Muchas
investigaciones la definen como un infante debajo del décimo, quinto o tercer percentilo
para la edad gestacional. El monitoreo de IUGR esta basado en examinaciones clinicas y la
identificacién de factores de riesgo. Los factores de riesgo maternos para el desarrollo de
IUGR incluyen un embarazo previo con IUGR, preeclampsia, bajo peso pre-embarazo,
poco peso ganado durante el embarazo, enfermedades maternas preexistentes
(autoinmunes, enddcrinas, cardiovasculares), enfermedades adquiridas (citomegalovirus,
rubeola, malaria) o posicion anormal de la placenta. Mas aun, en presencia de
anormalidades fetales, como defectos cromosémicos o malformaciones, 0 en gestaciones
multiples, el potencial del crecimiento fetal puede ser alterado (96).

El desarrollo anormal, la perfusién inadecuada y la disfuncion del villi placentario
son frecuentemente responsables del desencadenamiento de la IUGR, especialmente la del

tipo temprano (97).
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Leptina, una hormona reproductiva

Desde su descubrimiento en 1994 (98) la hormona del tejido adiposo, leptina, se ha
posicionado indiscutiblemente como una @wla central en la reproduccion.

La leptina es la hormona producto del gen LEP, cuya sintesis se descubrié
originalmente en tejido adiposo, con la funcion de regular la saciedad y el balance
energeético via receptores hipotalamicos especificos (99, 100). No obstante, hoy se sabe que
la leptina es producida por mdltiples tejidos y que sus niveles incrementados estan

asociados con el advenimiento de la madurez reproductiva y la fertilidad (101).

Estructura

La leptina es un péptido no glicosilado de 167 aminoacidos, altamente hidrofilico,
con una sefial secretoria amino terminal de 21 aminoacidos. La translocacion de leptina a
microsomas es seguida por la eliminacion del péptido sefal y la secrecion al torrente
sanguineo (98, 102).

La leptina circulante es un péptido de 146 aminoacidos con un peso molecular de 16
kDa. El analisis del producto del gen LEP revela una alta homologia entre especies. La
leptina humana posee 84% de homologia con el ratén y 83% con la rata. La estructura de
cristalizacion revela un paquete de cuatro hélices alfa antiparalelas, cuatro giros beta y un
enlace disulfuro entre los residuos aminoacidicos 117 y 167. Es una estructura altamente
conservada entre los mamiferos (Figura 8) (98).

La estructura primaria de la proteina es similar a la de la familia de citoquinas
helicoidales de cadena larga (98), entre las que se encuentran, LIF, OSM (Oncostatina M),
CT-1 (Cardiotrofina-1), G-CSF, CNTF, IL-2, IL-6, IL-11, IL-12 y GH (hormona del
crecimientd (103). Su plegamiento es similar a los plegamientos de la subfamilia de
citoquinas de cadena corta (104).
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FIGURA 8. Estructura de la hormona leptina. Modificado de Zhang y cols., 1994 (98)

Los distintos fragmentos estructurales de la proteina afectan las actividades

bioldgicas de la leptina in vivo, y a la unién al receptor in vitro

la secuencia aminoacidicdNH -terminal (22-115) es esencial para las acciones
bioldgicas y para la unién al receptor (105);

la secuencia aminoacidica C-terminal (116-16,/posee una estructura de lazo,
encargada de aumentar los efectos activadores que residen en la region N-terminal.
La actividad biolégica de la proteina reside en los dominios 106-167 situados entre
las regiones N y C-terminal (106);

el puente disulfuro C-terminal (Cys®-Cys'®, generalmente no es necesario para

las acciones de la leptina, aunque es esencial para la adopcion de la conformacion
proteica y para la interaccion leptina-receptor. Una mutacion en esta region
ocasiona una proteina inactiva (103). La formacién de un puente disulfuro
intramolecular entre las Cy$y Cys®’ es necesario para el normal procesamiento y

secrecion de la leptina (107).
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Sintesis y degradacion

La leptina es codificada por un gen localizado en el cromosoma humano 7g31.3
(108) y en el cromosoma 6 de ratones (98). Esta integrado aproximadamente por 650
kilobases (kb) agrupadas en tres exones separados por dos intrones que transcriben un
ARNm de 4.500 nucleétidos. La region codificante para la leptina se encuentra en los
exones 2 y 3 (109) (Figura 9). La region promotora de este gen parece comprender unas 3
kb, que posee la region TATA localizada entre €630, asi como multiples sitios

regulatorios que seran descriptos mas adelante (102).

Nicleo Citoplasma

ATG

Circulacion
sanguinea

Proleptina
Gen ARNm

FIGURA 9. Estructura del gen de leptina. El gen de leptina consiste en tres exones y dos
intrones. El gen se transcribe en un ARNm de 3.5kb (azul) que codifica una prohormona de
167 aa (verde). La secuencia sefal de 21 aa es luego removida antes de la liberacion de la
leptina a circulacion (rojo). Modificada de Prolo y cols, 1998 (104).

La transcripcion y la traduccion del gen de leptina ocurre en el tejido adiposo (98),
en la mucosa gastrica (110), las células del epitelio mamario (111), los miocitos (112) y la
placenta (113). Su expresion se ha reportado también en testiculos, ovario y foliculos
pilosos (114) asi como en las glandulas fundicas humanas (115) (Figura 10).
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La leptina circula en el plasma libre o unida a proteinas de unién a leptina (116)
Estas proteinas aun no han sido identificadas pero incluyen la forma soluble del receptor
(117). La mayor parte de la leptina circula en su forma unida en individuos de peso normal,
y en su forma libre en obesos (118).

La tasa de produccion de leptina es directamente proporcional a la masa adiposa.
Con un peso corporal normal, la leptina estd mejor correlacionada con la masa adiposa
absoluta que con el indice de masa corporal (BMI) o el porcentaje de grasa corporal. Los
niveles de leptina circulante parecen estar directamente relacionados con la cantidad de
ARNmM de leptina en el tejido adiposo. Pese a que la leptina circulante parece correlacionar
con la cantidad de tejido adiposo, también existe un factor sexual: dada la misma cantidad
de grasa corporal, las mujeres secretan mas del doble de leptina que los hombres. Cambios
en la ingesta y en el desarrollo del crecimiento pueden alterar las concentraciones séricas de
leptina (119).

Tejido adiposo Hipotalamo

< | Sintesis de leptina

/ \ T Aterias y venas umbilicales

Placenta, utero, liquido
Epitelio gastrico amniético, epitelio mamario, leche
materna

FIGURA 10. La leptina se sintetiza en diversos tejidos.
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La leptina se sintetiza en la placenta a niveles comparables o incluso mayores a los
de tejido adiposo (120). La leptina humana posee un tiempo de vida media de 24,9 £+ 4.4
minutos, que es la misma en individuos obesos y de peso normal. El tiempo corto de vida
de la leptina en circulacién esta principalmente determinado por su eliminacion renal,
mediada por la filtracion glomerular, seguido por procesos de degradacidon metabdlica en
los tabulos renales (121). EI 97% de la leptina extraida es metabolizada por €12ifjén

nivel de los tubulos renales, no participando el pulmén ni el bagoaiminacion (123).

Ritmo circadiano de la leptina

La concentracion plasmética de leptina en humanos muestra una variacién
circadiana, con bajos niveles durante la mafiana y mediodia (124), que se van
incrementando durante la tarde hasta alcanzar su pico maximo entre la 1:00 am y 4:00 am.
(125). Luego de alcanzar este maximo, los niveles de leptina disminuyen gradugimente
por la mafiana se detecta su concentracion mas baja (126, 127). La duracion del pulso de
liberacién de leptina es de 30 minutos, con una amplitud mayor en hombres que en
mujeres, y una frecuencia similar (127). La altura alcanzada por el pulso es enayor
individuos obesos que en delgados y mayor en mujeres que en hombres (126).

El ritmo circadiano de la leptina se modifica también segun la edad del individuo

(126). La leptinemia del recién nacido permanece alta durante las 6 horas posteriores al
nacimiento, luego cae rapidamente hasta su concentracion minima en torno a las 12-16

horas de vida y permanece en este pico minimo durante algunos dias (128).

Funciones biologicas de leptina

El sistema nervioso central, especificamente el nucleo hipotalamico, es el blanco
donde la leptina ejerce la mayor parte de sus efectos en el metabolismo energético. La
leptina disminuye la ingesta de alimentos, aumenta el gasto de energia y disminuye la
eficiencia del metabolismo. Se ha demostrado que la leptina participa en un amplio espectro
de funciones biologicas como el metabolismo de lipidos y glucosa, sintesis de

glucocorticoides e insulina, proliferacién de linfocitos T CD4+, secrecidn de citoquinas,
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fagocitosis y transmision sinaptica. Mas aun, regula el eje hipotalamico-hipofisiario-
adrenal, la maduracién del sistema reproductivo, la hematopoyesis, la angiogénesis y e
desarrollo fetal (129) (Figura 11).

Leptina como regulador del peso y del apetito

La leptina posee un potente efecto en la reduccion del peso in vivo. En los ratones
Lep/Lep, el gen que codifica para leptina estd mutado y los ratones son obesos (98). El
efecto de leptina en el peso corporal y la ingesta de comida depende de su unién a la forma
larga del receptor, LEPRb (117, 130). Una mutacidn que especificamente anula la
expresion de LEPRb en ratones diabéticos da como resultado ratones obesos y
completamente resistentes a leptina. LEPRb esta altamente expresado en el hipotalamo
sugiriendo que esta region del cerebro es un importante sitio de accion de la leptina (131).
Los circuitos neuronales en el nucleo arqgueado del hipotdlamo que median las sefiales de
leptina, involucran las neuronas NPY/AgRP, que aumentan la ingesta de alimentos, y las
neuronas POMC/CART, que inhiben la ingesta y el metabol&sw®rgético (132). Cuando
las células adiposas aumentan en numero y tamafio, el Efercdmienza a producir
leptina, que es secretada a circulacién (121). Cuando la leptina alcanza el cerebro a través
de regiones fuera de la barrera hematoencefalica, incluyendo parte del hipotalamo,
disminuye el apetito e incrementa la tasa metah@igaenta la termogénesis, el consumo
de oxigeno, la expresion del ARNm de proteinas UCP (proteinas desacoplantes) y la
actividad motora (133).

El nacleo ventromedial en el hipotalamo cumple un rol central en la regulacion del
comportamiento de alimentacion, y es el blanco principal de la leptina (98). Las
investigaciones sugieren que la pérdida de peso disminuye los niveles de leptina, lo cual
induce un estado de balance energético positivo. Por el contrario, un incremento en la
adiposidad conduce a un aumento en los niveles de leptina Yalance negativo. Asi, la
leptina no sdlo funciona como una sefial adipostéatica para indicar el estado de la reserva de
energia al cerebro (y posiblemente otros tejidos) sino que también funciona como un sensor
del balance energético (109).

La leptina puede actuar en el cerebro reduciendo los niveles del neuropéptido Y

(NPY). Es el uUnico péptido conocido que puede inducir obesidad a través de la
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administracion prolongada, con o sin aumento de ingesta de comida. La disminucién en la
sintesis y secrecion del NPY producida por la leptina o un cambio en la sensibilidad a NPY
podria explicar la disminucién en la ingesta (134). De todas formas, la leptina es
igualmente efectiva en animales “knock out” para NPY, sugiriendo que NPY no es esencial

para la accion de la leptina (135).

Homeostasis de glucosa y sensibilidad a insulina

Una caracteristica del tratamiento de ratones Lep/Lep con leptina es el incremento
de la sensibilidad a insulina y la atenuacion de la hiperglucemia, independientemente de los
efectos en la ingesta de comida. De esta forma, el vinculo entre la sensibilidad a insulina, el
metabolismo de glucosa y la leptina se volvio foco de investigacion. Pese a que los niveles
circulantes de glucosa en los ratones deficientes en leptina alternan entre normales y bajos,

los niveles plasmaticos de insulina, acidos grasos y triglicéridos estan disminuidos (136).

Reproduccion

Hmatopoyesis el 1T L I P desivesis

e de esteroides
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FIGURA 11. Funciones biolégicas de la leptina. La leptina posee un efecto pleiotrépico en
el organismo. Cumple multiples funciones en diversos tejidos.
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Leptina y remodelamiento 6seo

La masa Osea es controlada por el remodelamiento 6seo. El remodelamiento
involucra dos etapas definidas: resorcion del hueso preexistente por los osteoclastos y
formacion del hueso de novo por los osteoblastos. Si este balance es interrumpido, ocurren
enfermedades en el remodelamiento de los huesos (137).

El aumento en el peso causado por la obesidad resulta en un incremento en la
remodelacion 6sea y una disminucion en la renovacion 6sea. Esto se observa en mujeres
postmenopausicas obesas que muestran tasas disminuidas de fracturas causadas por
osteoporosis. Asi, un mecanismo que relaciona la obesidad con la osteoporosis seria de
gran interés en el tratamiento de mujeres no obesas. La observacion de que el tratamiento
con leptina en ratones normales y deficientes en leptina lleva a una pérdida 6sea, plantea la
hipétesis de que la leptina participaria en la modulacion de la formacion de los &duesos
través de su accion en el hipotdlamo, actuando como inhibidor de este proceso (138)
independientemente de su funciébn anorexigénica (139). Las deficiencias en leptina
fortalecen la formacion ésea, pero su abundancia en los organismos con hiperleptinemia no
causa un efecto inhibitorio de la remodelacién 6sea (140). De hecho, la leptina ejerce
efectos directos en la proliferacién, diferenciacion, mineralizacién y aumenta la vida de los

osteoblastos primarios humanos por inhibicién de la apoptosis (138, 141, 142).

La leptina como inmunomodulador

Varios estudios han demostrado que los niveles circulantes de leptina aumentan
durante la infeccidn e inflamacion, sugiriendo que la leptina es parte de la respuesta inmune
y de los mecanismos de defensa. La deficiencia en leptina incrementa la sensibilidad a
estimulos infecciosos e inflamatorios y se relaciona con la produccién alterada de
citoquinas (143). Durante las respuestas inflamatorias sistémicas, la leptina participa en la
sintesis de proteinas de fase aguda (144). Los niveles de leptina son intensamente
incrementados por varios factores de la fase aguda como TNF, IIL-56,ey también
durante una infeccion bacteriana o desafio con lipopolisacaridos (145). Se ha demostrado
ademas que la leptina modula la respuesta inmune adaptativa (129). La leptina estimula la
funcién fagocitica de macroéfagos via la activacion de la fosfolipasa. En células dendriticas

induce una serie de cambios morfolégicos y funcionales que les otorgan la capacidad de ser
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células presentadoras de antigenos y las guia hacia el aumento de la respuesta Thl (146).
Sobre las células NK (natural killers), la leptina activa procesos de maduracion celular,
diferenciacion, proliferacion, activacion y citotoxicidad (14Z. leptina también es un

factor trofico para la supervivencia de células mononucleares sanguineas humanas, en
ausencia de suero. Su efecto estd mediado a través de la p42/44 MAPK (148, 149). Posee
asimismo, efectos especificos en la respuesta de los linfocitos T, regulando
diferencialmente la proliferacion de los T naive y los T de memoria. Aumenta la
produccion de citoquinas Th1l como IFN-IL-2, pero suprime la produccion de citoquinas

Th2, tales como la IL-4 (150).

Funciones neuroendocrinas de la leptina

La leptina actia como una sefial hormonal critica del estatus nutricional en la
regulacion neuroenddcrina de la secrecion pulsatil de GH. La leptina estimula la secrecion
y liberacién de GH, a través de su accion, por un lado, a nivel hipotalamico aumentando la
liberacion de GHRH (mediada por el neuropéptido Y); y por otro lado a nivel hipofisario,
ejerciendo un potente efecto estimulador en la secrecion pulsatil espontdnea de GH y en la
secrecion de GH en respuesta a GHRH (151).

En el eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA) la leptina posee efectos
inhibitorios. Inhibe la liberacion hipotalamica de CRfhormona liberadora de
corticotropina), directa o indirectamente a través de algun otro neuropéptido hipotalamico,
como el NPY, impidiendo la activacion del eje HPA en respuesta al estrésA1&2%l
periférico, inhibe la esteroideogénesis adrenal directamente via receptores LEPR de la
superficie adrenocortical (153). Inhibe la produccion de cortisol en células adrenocorticales
y actla como una sefal metabdlica directa sobre la glandula adrenal. Disminuye en forma
dosis dependiente la secrecion de corticotropina (ACTH) inducida por aldosterona adrenal,
la secrecion de cortisol y la de dehidroepiandrosterona (153).

La deficiencia en leptina también se relaciona con desajustes en la funcion tirotropa,
concretamente en la estimulacién con TRH (hormona tirotrofina) de la glandula tiroides. La
administracion de leptina en humanos revierte la supresion de T3, TSH (hormona

estimuladora de tirotrofinas) y los niveles del ARNm de TRH en el nucleo paraventricular
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hipotalamico (NPV) (109) a través de un efecto directo sobre la actividad del promotor
TRH (154).

La leptina también controla el eje hipotalamo-hipdéfisis-gonadal a distintos niveles.
A nivel central, sobre el hipotalamo, estimula la sintesis y liberacion de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y potencia los efectos de la insulina en la liberacion
de GnRH (155). La leptina acelera el pulso de GnRH de una forma dosis dependiente sin
influir sobre la amplitud, actuando directamente sobre LEPR hipotalamicos. Ejerce una
estimulacion indirecta sobre el hipotdlamo a través de interneuronas secretoras de
neuropéptidos y de éxido nitrico, lo que induciria la secrecién de GnRH (156).

Por otro lado, la leptina tiene accion directa sobre la hipofisis, regulando la
concentracién de FSH y LH. Entre un 20% y un 25% de células de la hipéfisis anterior,
predominantemente células foliculares y corticotrofas, expresan leptina, que a su vez,

regulan el crecimiento y diferenciacion de células hipofisarias (157).

Otras funciones de la Leptina

Se ha demostrado la expresion del receptor de leptina y la sefializacién in vivo en
regiones discretas detacto gastrointestinal del ratdén. La leptina media la induccion de
genes tempranos y la activacion de STAT3 y STAT5 en células CACO-2 (modelos
humanos de epitelio de intestino). Los resultados sugieren que el epitelio del yeyuno es un
blanco directo de la accion de leptina y que esta actividad depende de la presencia del
LEPRb (158).

El receptor de leptina es expresado ervdaculatura humanay en cultivos
primarios de células endoteliales. Los ensayos in giimovivo revelan que la leptina posee
actividad angiogénicay que estimula la proliferacion endotelial. Modula el crecimiento de
la vasculatura endotelial (159), induce proliferacion en las células endoteliales de vena
umbilical y en células musculares lisas de arteria coronaria humana. El endotelio vascular
es un blanco de la leptina y existiria un mecanismo fisioldégico donde la angiogénesis
inducida por la leptina facilitaria el gasto de energia (160).

La presencia del receptor LEPRb ha sido reportado también en las células hepéticas.
El tratamiento con leptina de estas células modifica la sensibilidad y la accion de la
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insulina. Dado que el higado es el principal sitio de homeostasis de nutrientes, la accidon
directa de la leptina en el higado podria modular la respuesta del organismo frente al exceso
de ingesta de comida en la obesidad (137).

La mayor parte de los estudios de sefalizacion del receptor de leptina en tejidos
periféricos han sido realizados utilizanefdulas B pancreaticas como modelo. El LEPR
se ha detectado en islotes y células  pancreaticas asi como también el efecto inhibitorio de
la leptina sobre la secrecién de insulina (137).

Por otro lado, la leptina aumentar&absorcion renalde Nd principalmente en el
asa de Henle, debido a su efecto activador del sistema nervioso simpatico y a la induccion
del sistema renina-angiotensina. Esta accion esta relacionada con la patogénesis de la
hipertension en individuos diabéticos o en obesos (161). Por otro lado, la leptina humana es
un factor diurético/natriurético ahorrador dé &n ratas, dirigida hacia la excrecion de
sales. El efecto natriurético de la leptina es consecuencia de la disminucion de la actividad
renal medular de la N&K*-ATPasa por medio de la activacion de la PI3K, requiriendo la
integridad del citoesqueleto de actina (162, 163).

Regulacion de la expresion genica de leptina

Una gran variedad de factores que influencian profundamente la produccién de
leptina han sido identificados. Las influencias fisiologicas en la regulacién de la produccién
de leptina incluyen ayuno, ejercicio y exposicién al frio, lo cual resulta en una caida en la
expresion del genHP y una disminucién en los niveles circulantes de leptina. Luego del
ayuno, la alimentaciéon inmediata restituye rapidamente los niveles de leptina circulante
(164-166).

Varios factores metabdlicos y enddcrinos contribuyen a regular la transcripcion del
gen en adipocitos. La insulina estimula la expresion del gen de leptina y la produccién de la
proteina. Es un importante regulador del ARNm de leptina en roedores, pese a que esto no
se observa tan directamente en humanos (2). Los glucocorticoides inducen la expresion y la

secrecion de leptina en humanos y ratas asi como en cultivos primarios de adipocitos, pero
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no en lineas celulares 3T3-(167-169). La expresion del gen de leptina en adipocitos de
ratas es finamente regulada por dexametasona. La dexametasona estimula la secrecion de
leptina a través de mecanismos principalmente transcripcionales. En contraste, la insulina
parece regular a la leptina por mecanismos postranscripcionales, movilizando los pooles
preexistentes de leptina y estimulando la sintesis de la misma (167, 170-175). Por otro lado
las tiazolidinedionas, la noradrenalina y la isoprenalina inhiben la expresion de leptina y los
niveles circulantes de la proteina (176-178). La adrenalina induce una rapida caida en la
leptina circulante. Los efectos de las catecolaminas ocurren principalmente a través de
receptore$-adrenérgicos (179).

El aumento en las concentraciones intracelulares de AMPc resulta en una
disminucién en la expresién del ARNm y de la secrecion de leptina en adipocitos de rata.
Dado que los agonistas § adrenérgicos inducen pérdida de peso a través de un aumento de
la termogénesis en ratas, es interesante el hecho de que estos agonistas también regulen
negativamente la expresion de leptina, que similarmente incrementa la tasa metabdlica en
ratas (180).

La expresion del gen de leptina es también inducida por el factor de transcripcion
adiposo, C/EBP (CCAAT/proteina intensificadora de union) (181), un efecto consistente
con la identificacion del sitio de unién de C/EBP en la region proximal del promotor de
leptina (182)Millar y colaboradores reportaron que s6lo 217 pb de la secuencia en el 5” se
requieren para la transcripcion basal especifica de la leptina, en tejido adiposo, asi como
para la estimulacion con C/EBPa (183). En contraste, el ligando activador de los receptores
gamma activadogpor el proliferador de peroxisomas (PPARy) que heterodimeriza con el
receptor de retinoides X, se une a un elemento respondedor PP y reduce la expresion de
leptina (184).

Algunos estudios han reportado que la colecistoquiia] estimula la secrecién
gastrica de leptina in vivo en las ratas y la expresion en células gastricas aisladas de caninos
in vitro (185). Mas aun, la secrecion de leptina es incrementada luego de la infusion de
secretina, una hormona acida inhibitoria, y luego de la estimulacién vagal en humanos
(186). En células gastricas humanas que producen leptina ésta es inducida luego del
tratamiento con CKK, insulina, glucocorticoides y acidos trans-retinoicos, a través de la

activacion del promotor. Se ha demostrado también que la foskolina y el BRL37344, que
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aumentan los niveles de AMPc, no afectan la actividad del promotor de leptina en células
géastricas humanas (187).

El 17B-estradiol también incrementa la secrecion de leptina en el medio de cultivo
del tejido adiposo de ratas. Mas aun, el efecto del estradiol fue aditivo al de la
dexametasona (188). Los niveles mas altos de estradiol y el aumento de la respuesta a
estrogenos en ratas hembras junto con el aumento en la respuesta a dexametasona
contribuye a la diferencias de sexo en los niveles de leptina (189).

Gran variedad de citoquinas tales como el @aNE90), lalL-1 (191), LIF y la IL6
(192) alteran la expresion del ARNm de leptina y los niveles circulantes. Ha sido reportado
que la leptina y el TNFa podrian ser responsables de la pérdida de peso en los pacientes con
tuberculosis pulmonar. La elevacion de leptina en respuesta a citoquinas puede contribuir a
la anorexia y a la pérdida de peso en estas condiciones inflamatorias (193)

La infusidbn de glucosamina aumenta los niveles de leptina en tejido adiposo e
induce sintesis de novo en musculo esquelético de rata. La glucosa y la ingesta de lipidos
poseen efectos similares sobre la leptina en estos tejidos sugiriendo que la leptina actuaria
como un sensor del flujo de nutrientes en tejido adiposo y musculo esquelético (194).

En hombres sanos, las concentraciones de testoterona se correlacionaron
negativamente con los niveles de leptina en suero. Se ha reportado también que la
dehidroepiandrosterona (DHEA), DHEA-sulfato (DHEAS), androstenediona vy
dihidrotestoterona no aromatizable son potentes inhibidores de la secrecién de leptina por el
tejido adiposo (195, 196).

El receptor de leptina y su sefalizacion

La naturaleza pleiotropica de la leptina se basa en la distribuciéon universal de los
receptores de leptina (LEPR). La leptina actia via receptores transmembrana que muestran
similitud estructural con la familia de receptores de citoquinas de clase | (99, 117, 197-
199). Esta incluye los receptoreslde?, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, LIF, factor estimulador de

colonias de granulocitos, GH, prolactina y eritropoyetina (200, 201). Los miembros de esta
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familia poseen motivos extracelulares caracteristicos de cuatro residuos de cisteinas y
WSXWS (Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser) conteniendo diferente nimero de dominios de fibronectina
de tipo 11l (202-204).

El LEPRes producido en varias formas alternativas de procesamiento o “splicing”,
denominadas LEPRa, LEPRDb, LEPRc, LEPRd, LEPRe y LEPRf (117, 205), que poseen un
dominio extracelular comdn de alrededor de 800 aminoacidos, una region transmembrana
de 34 aminoacidos y un dominio intracelular variable, caracteristico de cada una de las
isoformas (Figura 12). De esta manera, las isoformas pueden ser clasificadas en tres clases:
corta, larga y secretada. Ademas de contener dominios extracelulares y transmembrana
idénticos, las isoformas cortas y largas comparten los mismos primeros 29 aminoacidos,
divergiendo ensu secuencia por el procesamiento alternativo del exén 3°. EI dominio
extracelular del LEPR posee dos motivos de receptores de citoquinas y cuatro dominios de
fibronectina tipo Il (99, 197, 199). Las construcciones de receptores recombinantes han
mostrado que so6lo el segundo motivo putativo de unidn a leptina es importante y que la
afinidad se ubica en el orden nanomolar. Las formas cortas del receptor, LEPRa, LEPRc,
LEPRd y LEPRf poseen entre 30-40 residuos citoplasmaticos. Sin embargo, solo la
isoforma larga, LEPRD fue inicialmente considerada como receptor funcional, basado en el
hecho de que posee un dominio intracelular de aproximadamente 300 residuos
citoplasmaticos (mayor en el humano que en ratones), conteniendo varios motivos
requeridos para la interaccion con otras proteinas y la subsecuente activacion de las vias de
sefalizacion (197). Se ha demostrado que la pérdida del LEPRb causa fenotipos obesos en
ratones y ratas (206l receptor “largo” es el tnico que posee los motivos intracelulares
necesarios para la activacion de la via de sefializacién de JAK (quinasa de la éaund)a J
ISTAT (proteina transductora de sefiales y activadora de la transcripcion) (199). El LEPRb
se ha encontrado altamente expresado en el hipotdlamo. El LEPRa y LEPRc estan

altamente expresados en el plexo coroide y en la microvasculatura (207, 208).
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FIGURA 12. Estructura esquematica de las diferentes isoformas del receptor de leptina.
LEPR-b: forma larga con los tres dominios BOX; LEPR-a, ¢, d y f: formas cortas con
dominio BOX1; LEPR-e: forma secretada. CR: Dominio de receptor de citoquinas. F-lIl:
dominio de tipo fibronectina. Modificado de Hegyi y cols, 2004 (201)

El LEPRe, que carece del dominio intracelular, codifica para el receptor soluble. La
isoforma secretada, LEPRe, representa un producto alternativisptieing” o es un
producto del clivaje proteolitico del LEPR unido a membrana (117). En ratones se ha
reportado que la isoforma soluble putativa del receptor, LEPRe, es producida a niveles lo
suficientemente altos como para actuar como un sistema de buffer para la leptina libre
circulante (209). El receptor soluble de leptina representa la principal actividad de union a
leptina en sangre humana y es determinada por el sexo, la adiposidad y la administracion de
leptina (210).

Inicialmente, se pensaba que las acciones directas de leptina se circunscribian
Gnicamente al sistema nervioso central. Sin embargo, la distribucion universal de sus
receptores LEPRa y LEPRDb, refleja la multiplicidad de sus efectos biologicos en tejidos

extraneurales, proveyendo evidencia de la extrema pleiotropia funcional de la leptina (103).
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Asi, la regulacion de la accion de leptina en sus tejidos blanco depende, al menos en parte,
del balance en la expresion de las diferentes isoformas.

Tanto la forma larga como las cortas del receptor son capaces de formar
homodimeros en ausencia de ligando, y la extensidn de esta asociacion no cambia
apreciablemente bajo la estimulacidon de ligando (211, 212). En consecuencia, la
dimerizacion no parece cumplir un rol regulatorio en la activacion del receptor. No
obstante, la formacién de dimeros entre los receptores de leptina seria necesaria para la
sefalizacion (213). Cada LEPR se une en una estequiometria 1:1 con la leptina, lo cual
resulta en una formacion tetramérica del complejo receptor/ligando (184). EI cambio en la
conformacion de la estructura del receptor inducida por la formacion de este complejo
resulta critica en la activacion de la sefializacién de leptina (214). Interesantemente, los
heterodimeros no pueden ser detectados en ausencia del ligando, aun en células donde
diferentes isoformas del receptor han sido cotransfectados en altos niveles (184). Los
heterodimeros se detectan en presencia de leptina (212). Los receptores de leptina no
forman heterodimeros con receptores de citoquinas estructuralmente similares (211).

Los miembros de la familia de receptores de citoquinas son conocidos por ser
internalizados luego de la unién del ligando, a través de vesiculas cubiertas de clatrina en
endosomas tempranos, con el receptor siendo procesado para degradacion o reciclado a la
superficie celular (215). Se ha estimado que bajo condiciones normales solo el 5 al 25% de
las isoformas totales de LEPR estan localizadas en la superficie celular y que la mayoria de
las células conginenpools intracelulares (216). Tanto el LEPRa como el LEPRb median la
internalizacion y la degradacion lisosomal, en donde los aminoécidos 8-29 del dominio
intracelular determinan este proceso (215, 217). Algunos autores han reportado que la
internalizacion y la regulacién negativa de los receptores de membrana es mayor para los
LEPRDb (216). Adicionalmente, la isoforma corta del receptor es reciefaldacélula méas
rapido (217). En conjunto, estas observaciones proveen una explicacion plausible para la
resistencia selectiva a leptina ligada a la hiperleptinemia en la obesidad humana, basada en

la regulacién negativa preferencial de la sefalizacién del LEPRb (215-217).

Principales vias de sefializacion de LEPR
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La via primaria de sefializacion del receptor de leptina: JAK/STAT

La via de JAK/STAT comprende una familia de cuatro tirosin quinasas no
receptores y siete factores de transcripcion de 85-95kDa regulados por la fosforilacion en
residuos especificos de tirosina y serina. Tipicamente, la cascada de sefales de transduccion
de JAK/STAT es activada por interferon, interleuquinas y otras citoquinas cuyos receptores
carecen de actividad intrinseca de quinasas (218). El LEPR no posee un dominio intrinseco
de tirosin quinasa, y por ello une quinasas citoplasmaticas, principalmente JAK2 a traves de
los motivosbox 17y “box 27 (219, 220).

LEPRD sefializa asociandose de forma no covalente con JAK2, que se autofosforila
en numerosos residuos tirosina, al mismo tiempo que fosforila residuos tirosina en el
receptor. EI dominio intracelular fosforilado del receptor provee un sitio de union para
proteinas STAT, que se activan y translocan al nucleo, estimulando la transcripcién. La
union del ligando al receptor activa STAT3, STAT5 y STAT6. Asimismo, la proteina SH2
con un dominio de proteina tirosin fosfatasa (SHP-2), se une a una fosfotirosina del
dominio intracelular del receptor, con la habilidad para regular negativamente la
fosforilacion en tirosina dependiente de la sefalizacion por leptina, como la activacion de
STAT3 (215).

Los factores de transcripcion STAT3 reconocen elementos conservados en el
promotor del gen p2¥™ y aumentan la expresién de este gen regulador del ciclo celular.
STAT3 también se requiere para la regulacion de otros genes como c-myc, ciclina D1,
Bcl2, BclxL; todos genes asociados a la regulacién del ciclo celular, crecimiento y
transformacion. Posee un rol fundamental durante la proliferacién y supervivencia celular
en el desarrollo embrionario (221).

Los tres residuos intracelulares de tirosina d&PRb, exhiben diferentes
capacidades para la activacion de las sefiales rio abajo. La tirosina $35séirequiere
para la activacion de la via de Ras/Raf/ERK (quinasa regulada por sefalizacion
extracelular). La fosforilacién en 1’ o tir** es requerida para la fosforilacién en tirosina
de STATS5; tit**®se requiere para la activacién de STAT1 y STAT3 (99).

Existe evidencia de que la via de JAK/STAT se halla bajo el control por

retroalimentacion negativa de proteinas supresoras de la sefalizacion por citoquinas
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(SOCSSs). La expresion enddégena de SOCS3 inhibe la fosforilacioRRI, proveyendo

de un importante mecanismo de control en la sefalizacion del receptor. Sumado a ello, los

cambios en la expresion de SOCS3 podrian estar involucrados en el fenomeno de

resistencia a leptina (211, 222, 223). Otro regulador negativo de la sefializacion de leptina

esta representado por la proteina tirosin fosfatasa 1B (PTP1B), que se ha visto que regula la

sefal de transduccion de la leptina, in @ vitro, via desfosforilacion de JAK2 (223).

La via de sefializacion de MAPK (proteina quinasa activada por ndigenos)

Las proteinas quinasas activadas por mitdgenos son Ser/Thr quinasas. Se dividen en tres
clases:
e ERK. El peso molecular de las quinasas ERK oscila entre 40-42 kDa y estan implicadas
en el control de la diferenciacion y proliferacion celular.
¢ JNK-SAPK (Quinasa NH2 terminal c-Jun / Proteina quinasa activada por estrés)
e p38-MAPK, junto con la anterior esta implicada en la respuesta celular al estrés.

Los miembros ERK de la familia de MAPK son componentes bien definidos de la
cascada de sefializacion Ras/Raf/MAPK y se activan por un amplio rango de estimulos,
incluyendo la leptina. La via de MAPK puede ser estimulada por LEPRa o LEPRb, aunque
en menor extension por el primero (224). Pese a que la zona distal del LEPR no es esencial
en la sefalizacion de MAPK, se necesita la porcién intracelular del receptor largo para
alcanzar la maxima activacién. Esto se basa en el hecho de que la leptina es capaz de
desencadenar la cascada de MAPK de dos maneras diferentes:

-Via activacion del receptor asociado a JAK-2 por fosforilacién e%gsfﬁuando
el residuo Ty(’?85 se fosforila activan proteinas JAKs, principalmente JAK2 y JAK1, y
proporciona sitios de union para SHP-2, que junto con Grb-2 y SOS, activan eventos
sefalizadores posteriores en la misma cascada de sefializacion (201).

-Mecanismo independiente de la fosforilacion del receptor: En este caso, JAK2
aumenta la activacion de ERK via LEPR e independientemente de la fosforilacion del

receptor. JAK2 se asocia a SHP-2 y a la proteina adaptadora Grb-2 y este complejo activa
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los posteriores pasos de la sefializacion. La forma corta del receptor activa ERK por esta via
(224).

De todas formas, en ambas vias las sefales rio abajo requieren un dominio catalitico
intacto SHP-2. Se ha reportado que una pérdida en la actividad de fosfatasa causa una falla
en la fosforilacion de ERK (225). Pese a que no han sido completamente elucidadas las
moléculas involucradas en transmitir las sefiales de leptina, las quinasas MEKs
(MAPK/ERK quinasas) activadas fosforilan ERK, conduciendo a la expresion final de
genes blancos especificos como c-fos y egr-1, que participan en la proliferacion y
diferenciacion celular. Se ha demostrado en células precursoras osteoblasticas que la leptina
induce apoptosis a través de la via de MAPK, activando la fosfolipasa A citosdlica y
llevando a la liberacion del citocromo c y la activacion de caspasas 3 y 9 (226). En
monocitos la leptina activa el promotor de IL-1Ra (receptor antagonista de IL-1) a través de
la MAPK (227). Otro estudio mostrd que la leptina estimula la actividad de la 6xido nitrico
sintasa en tejido adiposo a través de un complejo mecanismo que inedENgA yala
MAPK (228). La leptina también induce la via p38 MAPK en células de musculo liso

vascular, llevando a la hipertrofia (229).

La via de sefializacion de PI3K (fosfatidilinositol 3 quinasa)

La PI3K estd compuesta de una subunidad reguladora de 85 kDa y una catalitica de
110 kDa que fosforila al fosfatidilinositol (Pl). Se han desoridos subunidades
reguladoras, productos de genes diferend8So y p85p (230). La actividad de PI3K
representa un blanco clave regulado por un amplio espectro de ligandos, especialmente la
insulina. La mayor parte de las acciones de insulina involucran la activaciéon de la PI3K, lo
cual lo hace un punto relevante de “cross talK entre las vias de sefializacion de la leptina y
la insulina (201, 229, 231, 232). En la via de la PI3K se estimulan proteinas quinasas como
Akt (proteina quinasa B) y PKC (proteina quinasa C) (215). Se ha reportado que la leptina
actla a través de algunos componentes de la cascada de sefalizacion de insulina. La unién
de la insulina a su receptor recluta varios IRSs (sustratos del receptor de insulina) que son

fosforilados en tirosina por la actividad de quinasa intrinseca del receptor. La fosforilacién
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de IRSs aumenta su afinidad de unidn por otras moléculas de sefalizacion. Las proteinas
IRS activan PI3K a través de la asociacion con su subunidad regulatoria, p85, aumentando
la actividad del dominio catalitico. La PI3K a su vez activa a las Ser/Thr quinasas
dependientes de fosfoinositidos como PDK-1,2, las cuéles activan a Akt/PKB. Esta es una
Ser/Thr quinasa implicada en procesos de supervivencia celular y metabolismo
hidrocarbonado (233). Akt posee variblancos como la glucdégeno sintasa quirtasa-
(GSK3), una serina quinasa con importantes acciones, como la fosforilacién de glucégeno
sintasa y C/EBP (234). La activacion de Akt via fosforilacion dependiente de
fosfoinositidos puede implicar ademas a otras proteinas en el mecanismo, como miembros
del grupo de quinasas asociadas a proteinA@&C]: p70S6K, PKC y PKA (233). Las
proteinas JAKs también estan involucradas en la tirosin-fosforilacion de IRS mediadas por
leptina.

La leptina actla a través de algunos componentes de la cascada de sefializacion de la
insulina. En el sistema nervioso central asi como en el tejido adiposo, pancreas e higado, la
leptina induce una via de sefializacion similar a la de la insulina, incluyendo la activacion
de la fosfodiesterasa 3B (PDE3B) dependiente de PI3K y la reduccién del nivel de AMPc
intracelular (103).

La regulacién de PI3K por leptina fue demostrada por primera vez en ceélulas
HepG2 (235). La estimulacién de PI3K por la leptina ha sido relacionada por ejemplo con
la regulacion de la PDE3B en la actividad de bombas de Na-K en fibroblastos, en la
invasividad de las células epiteliales del colon, en la actividad de la lipasa sensible a
hormona de los macréfagos y en la toma de glucosa de las células C2C12 (215). En otros
tipos celulares, como adipocitos o hepatocitos de ratas (236) la leptina no aumenta la
fosforilacion de Akt y si aumenta la fosforilacion de IRS1 e IRS2 asociado a la actividad
PI3K. En células mononucleares humanas, la leptina promueve la tirosin-fosforilacion de
IRS-1, su asociacion a p85 y la activacion de la via PI3K (237, 238); ademas, también
activa la p7&6-kinasa (239).

La leptina presenta un efecto dual, estimulaglorhibidor sobre PKC. In vivo, la
secrecion de insulina disminuye en respuesta a leptina, quizas consecuencia de la

disminucién en la liberacion de insulina desde los islotes pancreaticos en respuesta a la
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estimulacion de PKC (240). Sin embargo, la leptina no disminuye la secrecion de insulina
inducida por agentes que incrementan los niveles de AMPc intracelulares (241).

El AMP ciclico activa la PKA, que representa un punto de interseccion entre
distintas vias de sefializacion (242). El metabolismo del AMPc y GMPc esta controlado por
una familia de fosfodiesterasas (243). La leptina participa en la regulacion de la PDE3B
disminuyendo los niveles de AMPc. Asi, en céldgsancreaticas, inhibe la secrecién de
insulina estimulada por el GLP-1 (péptido-1 similar al glucagén). En el hipotdlamo, la via
de transduccién de la leptina PI3BK/PDE3B/AMPc interactia con la cascada JAK2/STAT3
(236).

Via de la AMPK (proteina quinasa activada por 5" -AMP)

Se ha establecido claramente que la leptina estimula la oxidacion de &cidos grasos
ejerciendo asi un efecto protector contra la lipotoxicidad en tejido no adiposo (244). Sin
embargo, los elementos de sefializacion que contraponen la lipotoxicidad no fueron bien
comprendidos hasta que se descubridé una via nueva participante en la accion de leptina en
el metabolismo (245). Se observd que la leptina activa selectivamente la subunidad
cataliticaa2 de la AMPK en musculo esquelético, lo cual estimula la oxidacion de los
acidos grasos, blogueando el efecto de la ACC (acetil CoA carboxilasa). La AMPK
representa una enzima heterotrimérica que funciona como combustible para monitorear el
estado energético de la célula (245, 246). La activacion de AMPK representa una sefial para
silenciar los caminos anabdlicos y para promover los procesos catabdélicos en respuesta a
una disminucion en la relacion ATP/AMP fosforilando enzimas claves intermediarias del
metabolismo. En paralelo con la activacion de AMPK, la leptina suprime la actividad de
ACC estimulando por tanto I@§-oxidacion en musculo por desinhibicion de CTP1
(carnitina palmitoil-transferasa 1). Las vias que emplea la leptina para incrementar los
niveles de AMP y activar AMPK no se encuentran totalmente definidas. La activacion
directa de AMPK por la leptina también explica al menos en parte los descubrimientos de
gue la leptina aumenta tanto in vivo como in vitro la toma de glucosa y el metabolismo
(103).
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En la Figura 13 se muestra un esquema de las distintas vias de transduccion

involucradas en la accion de leptina.

Movilizacion de Ca™

PLC NO
—> PGE2/PGF2

Figura 13. Vias de sefializacion reportadas de ser reguladas por la unién de leptina a su
receptor. El diagrama esquemético resume los numerosos y diversos caminos en los cuales
se ha demostrado que estd involucrada la leptina. DGK: diacilglicerol quinasa; PG:
prostaglandina; PLC: fosfolipasa C; ROS: especies reactivas de oxigeno. Modificado de
Sweeney, G, 2002 (215)

Leptina y Reproduccion

Luego de su descubrimiento, las investigaciones se dirigieron rapidamente a
determinar los roles fisiol6gicos de la leptina. Se sabe que los ratones obesos Lep/Lep,
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ademas de estar afectados por hiperglicemia, hiperinsulinemia y otras disfunciones
metabdlicas, son infértiles. Mientras que la restriccion en la dieta puede restaurar el peso
corporal normal en los ratones Lep/Lep, no es posible que recoulpefertilidad. Sin
embargo, la administracion de leptina disnymal peso a niveles normales y reestablece la
fertilidad. Estos fueron los primeros indicios de que la leptina estaba asociada con la
reproduccion. Estudios previos también habian demostrado una relacién con la pubertad,
dado que la administracién de leptina a ratones prepuberes normales causaba adelanto en el
inicio de la pubertad. Rapidamente, fue demostrado que la leptina no solo se expresaba en
tejido adiposo sino también en placenta y se extendieron los estudios a las interacciones del
polipéptido con la biologia reproductiva incluida la gestacion. Las investigaciones se
expandieron a todos los aspectos de la funcién reproductiva femenina y masculina de la
leptina(247).

Leptina y pubertad

La pubertad es el periodo de vida donde el organismo adquiere la capacidad para la
reproduccién (248). Su inicio esta determinado genéticamente (249), aunque, condiciones
como la situacion geogréfica, exposiciéon a la luz, el peso corporal y los estados nutritivos,
son factores importantes que afectan la llegada de la pubertad. La restriccion energética
retarda la pubertad y las mujeres con bajo porcentaje de grasa corporal sufren infertilidad
(248) y bajos niveles de leptina (250, 251).

Ha sido demostrado que la leptina es capaz de acelerar la llegada de la pubertad en
ratones hembras normales (247, 252). Los ratones prépuberes normales inyectados con
leptina se reproducen antes, mostrando una maduracibn mas temprana del tracto
reproductivo. El tratamiento con leptina no parece interferir con el éxito en la ovulacion,
embarazo o parto, (247, 252) y mas aun, el efecto de leptina en la pubertad puede ocurrir
sin cambios en el peso corporal (252). Las concentraciones de leptina en suero aumentan
durante el periodo pubertal en ratones (247) asi como la secrecion antes de la pubertad en
varones (253). Esto sugiera posibilidad de que exista un aumento en la sensibilidad a
leptina durante el desarrollo temprano, que podria ejercer un control sobre el tiempo de la
pubertad. Cuando se limita la grasa corporal, las concentraciones seéricas de leptina

decrecen en la maduracién de los nifios (254). Dado que las concentraciones de leptina en
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el suero frecuentemente acompafan la resistencia a leptina en la obesidad (255), los altos
niveles de secrecion de leptina en nifios jovenes (254) podria reflejar la resistencia relativa

a leptina. Esta resistencia podria ser Gtil para mantener los altos niveles de ingesta de
comida y de crecimiento, asi como para prevenir la pubertad prematura.

Durante las fases de la pubertad, los niveles de leptina presentan cambios con
diferencias significativas entre hombres y mujeres. Las mujeres exhiben un aumento firme
en los niveles de leptina en suero a lo largo de la pubertad, mientras que en hombres el pico
de leptina aparece justo antes de ella (253), precediendo al aumento de testosterona libre,
GH e IGF4 (250). Este dimorfismo sexual en los niveles plasmaticos de leptina se debe a
que los estrogenos estimulan la produccién de leptina (de ahi los altos niveles de leptina en
mujeres durante las fases tardias de la pubertad) y los andrégenos la suprimen (por eso la
disminucién de leptina en suero en hombres después de la elevacién prepuberal inicial
(250, 253, 256). Por otro lado, las mujeres poseen el pulso de leptina mayor que los
hombres, siendo la variacion diurna importante para la regulacién de la menstruacion (257).
La concentracion sanguinea critica de leptina para mantener la menstruacion es alrededor
de 2 ng/ml (0,12 nM) (258).

Funcion de la leptina en la fertilidad

La importancia de una ingesta nutritiva adecuada en el mantenimiento de la funcién
reproductiva ha sido estudiada y establecida (259, 260). Bsfsssmonas pueden actuar
como posibles sefales de estado nutricional para el sistema reproductivo (261). Desde el
descubrimiento de la leptina, se ha creido que esta hormona seria el indicador del estado
nutricional que permite a los procesos reproductivos proceder. La administracién exdégena
de leptina rescata de la esterilidad a ratonas Lep/Lep y eleva significativamente los niveles
en suero de la LH, aumenta el peso del ovario y uterino y estimula algunos aspectos de la
histologia uterina y del ovario (262). La esterilidad de los machos no puede ser revertida
por restriccion en la dieta, pero los ratones Lep/Lep tratados con leptina pueden fertilizar a
las hembras normales (263), y el tratamiento con leptina aumenta significativamente los
pesos testiculares y seminales y eleva el nUmero de espermatozoides comparado con los
controles (262, 263). La acciéon de leptina incluye la regulacion de la liberacion de

esteroides por efecto directo en las células de granulosa (264). Pese a que la leptina puede
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actuar directamente en el Utero y las vesiculas seminales, es probable que la leptina
estimule las génadas para incrementar la produccién de esteroides. Esto conduce a la
estimulacién de los tejidos sensibles a hormonas esteroides (262, 263).

Se han reportado efectos beneficiosos en el empleo de leptina en condiciones de
niveles bajos de la hormona FSH. Los estudios sugieren que la leptina es requerida para la
normal funcidon reproductiva y neuroendoécrina y podria ser de utilidad clinica en el

tratamiento de deficiencia en leptina de mujeres con amenorrea hipotalamica (265).

La leptina y las gonadas

Leptina y ovario

Varios estudios han fijado su atencion en el ovario, donde la expresion del LEPR es
abundante (266, 267). La leptina actia de forma directa en el ovario (268-270). Se ha
identificado ARNm de leptina y su receptor en varios tipos celulares del ovario. La leptina
y su receptor se producen en el foliculo ovarico humano (células granulosas y células de la
teca) (267, 271-273), en cuerpo liteo (272, 273), en oocitos (273, 274) y esté presente en el
liquido folicular (275).

La granulosa de los foliculos antrales contiene leptina en concentraciones
comparables a las del suero o plasma a pesar de no tener suministro de sangre directa (267).
Asi, existe una correlacion entre los niveles de leptina en liquido folicular, masa de grasa
corporal y niveles sanguineos de leptina. Sin embargo, hay variacién en la concentracién de
leptina interfolicular, lo que podria explicarse por la secrecién local de leptina (276).

Los estudios in vitro realizados en células de la teca y la granulosa mostraron que la
leptina posee un efecto negativo sobre los esteroides ovaricos. En particular, se ha
encontrado que la leptina inhibe la expresion de progestertifagstradiol inducidos por
insulina en células de la granulosa bovinas; que previene de la secrecion de progesterona y
androstenediona inducidas por insulina en células bovinas de la teca; y que interfiere en la
liberacion del estradiol en células de la granulosa en ratas (266, 277). Si los niveles

incrementados de leptina intefieren con el normal desarrollo del foliculo y reducen la
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produccion de estradiol no habra estimulo adecuado para la liberacion de LH, lo cual
resultara en una anovulacion (278).

El sistema de IGF/IGFBP esta implicado en la mediacion de la accion de la leptina
sobre el ovario (279). Asi se contribuye al desarrollo de un ambiente folicular 6ptimo para
la maduracion del oocito durante el periodo preovulatorio (280).

La leptina ejerce efectos paracrinos en las funciones ovéricas y sobre el oocito.
Favorece el desarrollo de oocitos humanos fertilizados (281).

Leptina y testiculos

La primera identificacion del receptor de leptina en testécfile realizada por
Hoggard, que detectd el ARNm del dominio extracelular en células espermaticas murinas y
en células de Leydig. El pasaje de la leptina a través de la barrera hemato-testicular es por
un proceso pasivo y no saturable (282). En ambos tipos celulares la leptina ejerce un rapido
efecto de inhibicion de la testosterona estimulada por LH (283). La leptina posee el
potencial para modular las vias paracrinas que controlan la esteroideogénesis testicular
estimulada por gonatrofinas, lo cual es analogo a lo que sucede en ovarios (284). Estudios
en ratones han demostrado que las células germinales de ratones expresan LEPR en funcién
del estadio y de la edad. La leptina poseeria efectos adicionales en los testiculos,
promoviendo la proliferacion y diferenciacién de las células germinales y la pérdida de
éstas funciones podria estar involucrada en la patogénesis de infertilidad observada en los
ratones deficientes en leptina (285).

Leptina en el embarazo

Numerosos estudios han documentado que los niveles de leptina en suero estan
elevados durante el embarazo humano (183, 286-289). El incremento de leptina en el
primer trimestre antes de cualquier incremento detectable en el peso corporal debido al
progreso del embarazo, implica que factores distintos al aumento de la adiposidad modulan
los niveles de la hormona. Los niveles de leptina se elevan junto con los estrégenos y estan
correlacionados en el embarazo temprano con los de hCG. El tejido adiposo fetal produce

leptina (290); sin embargo la disminucion en los niveles neonatales luego del nacimiento
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denotan que la placenta cumple un rol fundamental como contribuyente a la leptina fetal
(291). La presencia del ARNm de leptina en el sinciciotrofoblasto placentario, sugiere que
el aumento en los niveles maternos de la hormona con el avance de la gestacion podria
originarse alli (120). El ARNm de leptina y el de sus receptores LEPRb y LEPRa son
expresados tempranamente (semana 7 a 14) en la gestacion, en los trofoblastos (292).
Inmediatamente después del parto los niveles de leptina declinan con la eliminaciéon de la
placenta. La regulacion deEPy LEPR y su funcion en la gestacion en roedores difieren
respecto a los humanos (292-295) y respecto a los primates no humanos (296-298). Pese a
que las concentraciones periféricas de leptina aumentan con la edad gestacional en los
humanos, el ARNm en el villi placentario es mayor en el primer trimestre que a término
(292). En ratas, el ARNm de leptina aumenta entre 4-5 veces sobre el final del embarazo,
aungue otros observaron que aumenta en abundancia a lo largo de toda la gestacion (299,
300). En ratones, aunque la leptina se expresa en placenta y en el feto (301), la proteina no
parece ejercer algun efecto fisiologico en estos tejidos. En consecuencia, Zhao y
colaboradores han concluido que la regdia de la leptina en el embarazo es especifica de

la taxa y que cada orden (Chiroptera, Rodentia, Primate) posee diferentes mecanismos que
causan la hiperleptinemia asociada con el embarazo (302).

Un incremento en la cantidad de la isoforma soluble del receptor de leptina y por
tanto, en el nivel de leptina unida en la circulacién materna ocurre durante el embarazo
avanzado (286, 287, 303). Este aumento reduciria la disponibilidad de leptina para los
receptores hipotalamicos y prevendria de cualquier influencia inhibitoria en la ingesta de
comida durante el periodo de desarrollo. En el humano, al menos dos isoformas solubles
del receptor unen la leptina y potencian el estado de resistencia a la leptina (304, 305)
Segun un estudio, la placenta humana expresa dos isoformas solubles del receptor de
leptina. Los resultados sugieren que el aumento en la expresion del receptor de leptina
cumple una funcion en la regulacion de la disponibilidad de leptina en primates (306).

Varias funciones fisiolégicas se han descripto para la leptina en el embarazo
humano (183, 286-289, 303). La identificacion de la leptina y de su receptdr en e
sinciciotrofoblasto sugiere la existencia de mecanismos autocrinos y paracrinos en un tejido
como la placenta, que produce hormonas necesarias para el mantenimiento del embarazo

(292, 307). Los citotrofoblastos en cultivo producen leptina y el agregado de leptina
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recombinante estimula la liberacion de hCG (308). La leptina también estimula la secrecion
de hCGen explantos de placenta humana; es responsable de la induccion de los pulsos de
hCG y aumenta su amplitud (309). La leptina activa la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y prostaglandinasn los explantos de placenta humana (310). La
expresion de la leptina y su receptor en placenta humanay&hlgl endometrio uterino

(312) y la observacion de que la secrecidn endometrial de leptina es estimulada en
presencia de un blastocisto viable, asocia a la hormona con el desarrollo temprano del feto
(313, 314) y evidencia su lugar entre los reguladores de la aposiciéon y la adhesion
implantatoria (25, 315, 316). Algunos trabajos sugieren que la leptina incrementa la
habilidad del oocito para sustentar el desarrollo embrionario y potencia la regulacion
negativa de la apoptosis en el blastocisto temprano (317).

Dado que el receptor de leptina se expresa en la decidua materna, y el endometrio
uterino se ha identificado como un blanco de la accién de leptina, ha darfilidoion de
la leptina como intermediaria en el dialogo endometrio-embrion (274, 318, 319). La leptina
interviene en el desarrollo embrionario, en la implantacién y en la regulacién del
crecimiento fetal (320-322).

En ratones, la leptina es fundamental para los procesos normales de preimplantacion
e implantaci6nEs esencial también para el correcto desarrollo de las glandulas mamarias;
aunque no se requiere para el embarazo y el parto. En ratones prefiados, los niveles de
leptina en el suero llegan al pico el dia 17 y son mucho mas altos que en los ratones no
prefiados (323).

En humanos, la leptina y su receptor no sélo se expresan en placenta, sino también
en el amnios, corion y vasculatura umbilical (287).

Los resultados de varios estudios sugieren que tanto en roedores como en humanos
la isoforma soluble del receptor de leptina actuaria como el vehiculo fisiolégico
responsable del movimiento transplacentario de la leptina a la circulacion fetal,
favoreciendo el crecimiento del feto. Asi ocurriria el intercambio materno-fetal de leptina, a
través de la placenta humana (324, 325).

La leptina facilita la angiogénesis en el embarazo al estimular la sintesis del VEGF
en citotrofoblastos en cultivo. La hCG vy la leptisintetizadas por el trofoblasto estan

probablemente involucradas en el control de la secrecion de VEGF en la interfase materno-
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fetal. ElI endotelio vascular es un blanco para la accion de la leptina. La leptina actuaria
sinérgicamente con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2 y con VEGF para
estimular la angiogénesis (326).

Algunas citoquinas proinflamatorias aumentan las concentraciones de leptina
circulante en raton. Dado que un embarazo exitoso esta asociado a una regulacion negativa
de las citoquinas intrauterinas proinflamatorias como ofFIL-1, la leptina podria
funcionar como inmunomodulador local en la interfase materno-placental. La leptina en
placenta también puede regular la maduracion del sistema inmune fetal y del neonato.
Tiene efectos especificos en la respuesta de linfocitos T, regulando diferencialmente la
proliferacion ddos T “naive” y de memoria (307).

Asimismo, la leptina ha sido asociada con el desarrollo pulmonar en el feto. La
leptina tendria un rol directo en estimular la produccion de factores surfactantes en distintas
especies (327). El desarrollo de los pulmones en fetos masculinos esta retrasado en relaciéon
a los femeninos en varias especies (328). Este efecto se relaciona con la inhibicion de la
sintesis de leptina por andrégenos (329, 330).

En el final del embarazo la produccion de leptina proviene también ded tejid
adiposo fetal (290), posiblemente debido a la prolactina, que estimula la sintesis de leptina
por los adipocitos fetales (3314si, es posible que la leptina fetal tenga un origen dual,
primero a través de la placenta, que juega un papel importante en la gestacion temprana,
cuando el feto carece de tejido adiposo, y luego del tejido adiposo fetal, importante en la
gestacion tardia. La concentracion de leptina fetal se correlaciona con la edad gestational
(332) y se detecta en plasma fetal en la semana 18 de gestacion. Los niveles de leptina en
corddn son independientes de la produccién de leptina placentaria y sirven como marcador
de masa grasa en fetos humanos (290).

En el feto las funciones de la leptina parecen extenderse mas all4 del embarazo. La
leptina se produce durante el desarrollo de las células adiposas desde el comienzo de la
lipidogénesis y diferenciacion (286)a expresion de altos niveles de leptina y de su
receptor en hueso y cartilagos fetales implica un rol de la leptina en el desarrollo de estos
tejidos, que podria estar ligado a la influencia de leptina en la hematopoyesis en el adulto, o
representar una funcién de la hormona en el desarrollo 6seo. El receptor de leptina ha sido

identificado en meninges y plexo coroide del cerebro fetal. Los elevados niveles de leptina
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y su receptor en el feto sugieren que esta proteina podria desempefiar un papel clave en el
desarrollo fetal. Un posible rol de la leptina es como factor de crecimiento fetal, o como
una sefial al feto del estado energético materno. Alternativamente la leptina fetal provee una
sefal a la madre del crecimiento fetal y del desarrollo. La expresion de leptina en el feto

seria multifuncional, con efectos paracrinos y endocrinos (322).

Leptina en la implantacion

Los embriones humanos y de ratdn en preimplantacion expresan ARNm de leptin
exclusivamente en la fase de blastocisto (274, 314), aunque, se ha encontrado que la
leptina, pero no el ARNm, se encuentra en blastocistos del raton (319). Los receptores de
leptina se encuentran en el embridn a lo largo de todos los estadios preimplantatorios en
raton (314) y en humanos (274).

En ratones Lep/Lep la ausencia de leptina disminuye la tasa de embarazo, siendo
esencial para el proceso de preimplantacion e implantacion (323mgieo de un
antagonista o anticuerpo anti-receptor de leptina altera la implantacion del embrion (320).
El endometrio requiere de leptina para ser receptivo a la implantacién de un blastocisto en
la fase secretoria media. La expresion de ARNm de leptina en la fase de blastocisto del
embrion en preimplantacion y su efecto en la activacion de la leptina endometrial, sugiere
un papel de la leptina en el didlogo entre el blastocisto, el endometrio y la receptividad del
mismo (312).

En ratones, la isoforma larga del receptor de leptina se regula de forma diferente en
los sitios de implantacion e interimplantacion, con una mayor expresion en este ultimo. La
expresion temporal y espacial del receptor de leptina puede ser un mecanismo para
establecer el entrecruzamiento molecular clave entre el endometrio y el blastocisto en el
momento de la implantacion (319).

La leptina incrementa de forma dosis dependiente la secrecion de MMPs,

favoreciendo la invasion a la pared uterina (25).
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Expresion y requlacion de la leptina en placenta

Tal como se ha mencionado previamente, la leptina es producida en placenta a
niveles similares a los de tejido adiposo durante un embarazo normal (120, 302, 307, 322)
La expresion del gen de leptina puede ser detectada en placenta humana por northern blot
(120).

La leptina es expresada en sinciciotrofoblastos que estan expuestos a la sangre
materna y en las células endoteliales vasculares fetales que estan en contacto directo con la
sangre fetal (307, 333).

La leptina que se sintetiza en placertaen el 95% liberada en la circulacién
materna y 5% en la circulacion fetal (290, 334). La tasa de liberacidon de leptina al lado fetal
es mucho mayor que aquella para otras hormonas derivadas de placenta como la hormona
lactégena placentaria (HPL) y la hCG (334).

La presencia de leptina y de sus receptores en los tejidos placentarios indica que la
hormona puede ejercer acciones bioldgicas localmente o en sitios adyacentes a su sintesis.
Una vez unida a su receptor, la leptina desencadena efectos locales, o periféricos, opuestos
a sus efectos centrales en el hipotalamo. La leptina induce la produccion de hCG en células
trofoblasticas (35). También estimula la mitogénesis, la toma de aminoacidos y aumenta la
sintesis de EMP y MMP (25, 335). Estos efectos estan relacionados con la propiedad de
leptina de regular el crecimiento placentario, lo cual podria llevar a hipertrofia placentaria
en condiciones de sobreproduccion de leptina. La leptina también estimula la angiogénesis
en cultivos primarios de células endoteliales humanas (159).

En el promotor de leptina, la region 5’flanqueante parece poseer todos los elementos
necesarios para la transcripcion basal del gen y para funcionar como promotor. Este,
incluye el motivo TATAA, tres motivos GC, un sitio de unién de AP-2 (proteina
activadora-2) y un motivo C/EBP (336, 337). Incluso con 300 pares de bases (pb) se
observa una mayor actividad transcripcional que con el fragmento completo de 3 kb, por lo
qgue la regiébn mas lejana al sitio de iniciaciébn podria poseer elementos inhibitorios de la
transcripcion. Analisis BLAST en la region promotora de 3 kb revelaron dos secuencias
repetitivas MER11 y Alu desde -2514 a -1545 y desde -1364 a -1046. Se encontraron

también sitios de unién para factores de transcripcion como Spl (proteina estimuladora 1),
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CRE (elemento de respuesta a CREB) y GRE (elemento de respuesta a glucocorticoides)
(336).

La leptina detectada en placenta humana se considera idéntica a la leptina de origen
adiposo, en relacion al tamario, la carga y la inmunoreactividad (113). EI mismo promotor
es utilizado en la transcripcion en tejido adiposo y en placenta humana; sin embargo, se han
identificado complejos de proteinas-ADN involucrados en la transcripcion trofoblastica
especifica del gen humano de leptina (388)conoce un intensificador (“enhancer”), rio
arriba del gen, que es activo en células de coriocarcinoma BeWo y JAR, peroéholan
adiposas ni en HelLa. La porcion minima para su activacion es de 60 pb. Esta region
presenta un elemento repetitivo MER11. La insercion de este elemento pudo haber sido el
evento evolutivo que produjo el aumento significativo de expresion de leptina en placenta
(339, 340). Estos elementos pueden tener al menos 100 pb y se ubican entre 1500-3000
veces en el genoma humano, pero no estan presentes en el genoma murino. Esto podria
proveer de una explicacion para la expresion de ARNm en placenta humana pero no en
placenta muria (339).

Los analisis de unidon revelan tres sitios de unidon de proteinds esgion
intensificadora de placenta, que han sido designados como elementos intensificadores de
leptina 1, 2 y 3 (PLE 1-3). Las proteinas de union a PLE3 se han encontrado en células
JEG-3 y en extractos nucleares de placenta pero no en extractos de fuentes no placentarias.
Al triplicar el elemento PLE3 se intensifico fuertemente la expresion de leptina en células
de coriocarcinoma pero no en HelLa. PLE1 y PLE2 no compitieron con PLE3 por la unién
de proteinas. La proteina que une a PLE3 parece ser un factor de transcripcion novedoso
especifico de placenta. Esto implica que la leptina placentaria es diferencialmente regulada
de la leptina adiposa (339). Por otro lado, cuando se suprime la region del promotor entre
-1546 y -1951, la expresion de leptina en células JEG-3 disminuye drasticamente, lo que
sugiriae la presencia de un intensificador de la transcripcion en esa zona (339).

Ebihara y colaboradores demostraron que secuencias de ADN entre -1885 y -1830
del gen de leptina estan involucradas en la transcripcion trofoblasto-especifica en humanos
y esa secuencia no presenta consenso con la de union del factor C/EBPa (183).

También se identific6é al menos un elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en el

promotor de leptina, localizado entre los -120 y -116 pb. Asimismo, existen evidencias de
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que el promotor del gen de leptina posee un elemento de respuesta a insulina (IRE)
localizado en -720 a -150 pb (341).

Moléculas involucradas en la regulacion de la expresion de leptina

En placenta, la expresion de leptina se halla sometida a una fina regulacion, la cual
varia en funcion de los diversos factores presentes y de la situacion metabdlica del tejido.
Ensayos con el gen reportero de luciferasa han permitido investigar directamente la
activacion del promotor del gerEP (338, 339). En la Figura 14 se pueden visualizar los
distintos reguladores de la expresién de leptina en placenta.

La presencia de elementos de respuesta a AMPc y a glucocorticoides en el promotor
de leptina sugiere la modulacion en la expresion del gen por dichos factores (311). La
ingesta cronica de corticoides disminuye el apetito por mecanismos poco claros que podrian
estar mediados por el aumento en los valores de leptina (342). En células trofoblasticas de
placenta humana la liberacion de lepties inducida por glucocorticoides (311). No
obstante, pese a estimular la sintesis de leptina en placenta, los glucocorticoides podrian
comprometer los mecanismos de transporte, posiblemente a través de efectos sobre la
expresion del receptor (325). Los glucocorticoides también retatdaacimiento fetal y
placentario (343).

En ratas, la exposicion excesiva a glucocorticoides durante el desarrollo fetal tardio
causa IUGR, junto con hipertensién e hiperinsulinemia en la madurez (344). El pasaje
transplacentario de leptina materna aumenta significativamente en la rata prefiada a
término, siendo la principal fuente de leptina fetal (324, 325). En ratas prefiadas, los
glucocorticoides regulan positivamente la expresion del receptor en placenta (292). La
administracion de dexametasona durante el tercer trimestre del embarazo disminuye la
masa placentaria y el peso fetal en el dia 21 de gestacién, causando hiperleptinemia
materna e hipoleptinemia fetal. Suprime la expresién de leptina placentaria pese a que
incremerma la expresion de receptor circulante de leptina (344). Por otro lado, el tratamiento
materno con dexametasona disminuye la cantidad de ARNm del receptor, tanto en tejido
adposo de cerdos como en placenta de rata. En mujeres adolescentes, los niveles
aumentados de cortisol se correlacionaron fuertemente con las concentraciones de

receptores circulantes, lo cual indica la regulacion a nivel de escision proteolitica del
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receptor unido a membrana. Interrupciones en la sefalizacion de la leptina se reacionan
una inhibicién directa en la via de JAK/STAT (292).

hCG

Catecolaminas

GLU

“" N
/
.VI \ N

FIGURA 14. Reguladores de la expresion de leptina. Diagrama esquematico de las
moléculas que se han descripto capaces de inducir (+) o inhibir (-) la expresion de la
proteina. GLU: glucocorticoides; E2: estradiol.

En células BeWo y cultivos de explantos de placenta humana a término, la
expresion y produccion de leptiraincrementada con tratamiento con forskolina asi como
con forbol acetato miristato (PMA). Esto demuestra el incremento en la produccion de
leptina a través de PKA y PKC en cultivos de células trofoblasticas humanas (345). La via
de la PKA juega un papel fundamental en la sefalizacion de varias hormonas de la
placenta, como epinefrina, prostanoides y hCG. De acuerdo con esto, se encontré que la
activacion de la PKA, a través del tratamiento con #BMPc o con forskolina lleva a un
aumento en la secrecion de leptina en explantos de placenta humana a término. También se

hallaron aumentados los niveles de ARNm de leptina (311).
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Las células citotrofoblasticas en cultivo del primer trimestre producen leptina en
cantidades considerables y esta secrecion es estimulada jpgrbtradiol e IL-6 (287).

La insulina es un fuerte inductor de la produccion de leptina en placenta humana.
Esta contiene gran numero de receptores de insulina y responde efectivamente a la
hiperinsulinemia con un aumento en la toma de glucosa y en la fosforilacion. Es posible
que la secrecién de la leptina placentaria sea regulada por insulina. Se ha demostrado que
existe un aumento de 3 a 5 veces en la expresion de leptina en placenta en mujeres
diabéticas tratadas (346).

Ha sido publicado que la hipoxia induce la transcripcion y secrecion de leptina en
tejidos de placenta in vivein vitro, por un mecanismo en el que se halla involucrado el
factor de respuesta a hipoxia, Hlk-En normoxia, HIF-& se degrada constitutivamente
por el proteosoma 26S, mientras que se estabiliza y se acumula en condiciones de hipoxia.
El sitio de unién de Spl es un blanco para MAPK. Las MAPK estan involucradas en la
activacion de HIF-d a través de la fosforilacion de la proteina inactiva (38&jo
condiciones de hipoxia, HIFe es activado también via PI3K/Akt (103). Células BeWo
tratadas en condiciones de hipoxia (5%) @urante 72 horas aumentan la secrecion de
leptina tres veces mas que las células cultivadas con 20%(#&3n

La sintesis de leptina en placenta puede ser estimulada por la combinacion de
factores locales, como la hipoxia, junto a factores generales como la hiperinsulinemia. Esto
confirma la alta capacidad de la placenta para sintetizar leptina bajo condiciones especificas
(341). Se ha demostrado que Hlk-actua en forma sinérgica con la insulina, regulando,
via diferentes elementos transcripcionales, el promotor humano de leptina (347).

Los retinoides también se encuentran involucrados en la regulacion de la secrecion
de leptina por la placenta humana (308).

Un delicado mecanismo regulatorio entre esteroides y hormonas polipeptidicas
producidas por el sinciciotrofoblasto es basico para mantener el embarazo en el primate.
Varios trabajos indican que la secrecion de leptina es regulada por hormonas esteroides. A
pesar de que sus efectos difieren en funcion del tejido, la especie, y el método experimental
utilizado, hay consenso en las opiniones que apoyan el rol de los estrégenos en el aumento
de la transcripcion y produccion de leptina, y el rol de los andrégenos en inhibir la sintesis
del polipéptido (287).
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Los estrogenos placentarios aumentan con el avance de la gestacion y regulan
multiples vias enddcrinas (348). Se ha reportado que los estrogenos activan la produccién
de leptina a través de la induccion de la transcripcion del Bén ILa hiperleptinemia
asociada al embarazo se ha ligado a aumentos potenciales en la produccion de leptina por el
tejido adiposo materno, bajo la influencia de elevados niveles de estrogenos tipicos del
embarazo en primates (349).

Progesterona y 7p-estradiolson las dos hormonas esteroideas mas importantes
producidas por la placenta humana. La progesterona es indispensable para el
mantenimiento del embarazo y crucial para un estado quiescente del Utero, el cual previene
de un parto prematuro. La leptina podria regular algunas de las enzimas que metabolizan el
colesterol (precursor de la progesterona) o su transporte. Algunos resultados sugieren una
inhibicion en la secrecién de progesterona inducida por la leptina y mediada por IL-6 (308).

El receptor de estrogenos pertenece a la familia de receptores nucleares. Dos
receptores se han identificado capaces de mediar la respuesta a estrogenos, ERa y ERP.
ERa tiene una distribucion en los tejidos distintas al clasico ERB, lo que puede proveer una
explicacion para la accidn selectiva de estrogenos en diferentes tejidos (349). La activacion
tradicional de un elemento de respuesta estrogenos (ERE) comprende la union del ligando
al receptor, el cual tiene afinidad por secuencias palindromicas especificas del ADN. De
todas formas, ER también media la transcripcion de genes por uniéon a elementos
activadores AP1, cuando se une a los factores de transcripcion AP1, Fos y Jun. ERa y ER
sefalizan de maneras opuestas cuando se unen a estradiol en un sitio AP1(349y. Saville
colaboradores, demostraron que la regulacién de lsctipgion por ERB-Spl es inhibida
por estradiol y estimulada por antiestrégenos (350). Estos resultados, combinados con los
de Zou y colaboradores, confirman las diferencias funcionales en la regulacion
transcripcional por estrogenos y antiestrogenos sobre ERa/f (351). El promotor Lep
contiene regiones ERE asi como sitios AP1. Por ello, es probable que en células JEG-3 la
activacion del gen de leptina ocurra a través de la via clasica por unién de ERa a ERE y de
ERp a AP1. La regulacion tejido especifica de la sintesis de leptina por estrogenos podria
depender del tipo y cantidad de ER presente en los tejidos blanco (349).

Dado que la placenta de primates necesita de los andrégenos precursores secretados

por el feto para sintetizar estrégenos, la remocion del feto en experimentos en monos
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babuinos, redujo drasticamente las concentraciones de estrogenos en el suero.
Coincidentemente, los niveles de ARNm de leptina y de la proteina se redujeron en el tejido
adiposo materno y aumentaron en los tejidos vellosos placentarios, sugiriendo que los
estrogenos afectan la produccidn de leptina de manera tejido-especifica (349).

Investigaciones recientes han demostrado que el E2 induce la expresion de leptina
en células placentarias a través de efectos gendmicos y no genémicos, actuando mediante
un entrecruzamiento entre el ERa y las vias de sefalizacion de MAPK y PI3K (37).

Los efectos por altos niveles de andrégenos en el embarazo son desconocidos (352).

La secrecion de leptina es estimulada significativamente por GhRRld-su vez la
leptina, estimula la secrecién de hCG en explantos placentarios (309C8&8iderando
que la IL-6 y la IL-1 son reconocidos como promotores de la secrecién de hCG por el
trofoblasto humano a término, y que los resultados muestran que se requieren bajas dosis de
leptina para estimular la secrecion de IL-6, en comparacion con las de hCG, ciertos estudios
han sugerido que el efecto estimulante de la leptina en la secrecién de hCG podria ser
mediada, al menos en parte, por la IL-6 (308).

Existe evidencia de un efecto inhibitorio de la leptina en la produccion de
progesterona en las CTBs. Esto, y la correlacion negativa encontrada entre la hCG vy la
secrecion de progesterona, luego de la estimulacion con leptina, sugieren que el polipéptido
podria ser el vinculo perdido entre ambas hormonas (308).

Se encuentran diferencias significativas con respecto a los mecanismos que influyen
en la sintesis de la leptina durante el primer y el tercer trimestre. Bajoria y colaboradores
han concluido que el potencial efecto en cada periodo gestacional debe ser dilucidado a fin
de entender el papel de la leptina en el embarazo (288).

La leptina y la gonadotrofina corionica humana

La hCG es una hormona glicoproteica comprendida por dos subunidades, unidas no
covalentementeq y B. Media su accion a través del receptor LH/hCG y su funcién
principal es la de mantener la produccién de progesterona por el cuerpo liteo durante el
embarazo temprano; sin embargo, la hCG, al ser una de las sefiales embrionarias mas
tempranas, posee muchas otras funciones. Es expresada ya en el estadio embrionario de

ocho células y secretada localmente en altas concentraciones por el blastocisto que penetra
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en la cavidad uterina. Se considera como una de las mas importantes sefiales embrionarias
involucradas en dialogo materno-embrionario que regula la implantacion (Figura 15) (354,
355). La hCG puede actuar como un factor de crecimiento y diferenciacion durante el
embarazo. Su modo de accion puede ser dividido en tres fases secuenciales. Durante la
primera fase, que comienza en el estadio de blastocisto y dura hasta que llega a suero, la
hCG actia preferencialmente de una manera paracrina. Estimula parametros de
diferenciacion (IGFBP-1, prolactina) y de implantacion (LIF, M-CSF). También induce
VEGTF, sugiriendo un rol de hCG en la vascularizacion y la placentacion. La segunda fase,
endocrina, de la accion de la hormona esta determinada por la aparicion de hCG en el suero
materno (38). Niveles significativos de hCG pueden ser medidos en la sangre materna 10
dias después de la ovulacién (33B83te incremento causa el aumento de la progesterona.
Otras funciones endocrinas de la hCG incluyen su actividad tirotrofica intrinseca y la
modulacion de las funciones testicular, ovarica y adrenal en el feto. La tercera fase de la
accion de hCG se caracteriza por la expresion de los receptores hCG/LH completos en los
trofoblastos. Antes de la novena semana de gestacion los trofoblastos humanos expresan
una version truncada del receptor (isoforma de 50 kDa) y son probablemente no
respondedores a hCG. Luego, cambia el patron de expresion a la isoforma completa del
receptor (80 kDa), permitiendo a la hCG modular la diferenciacion de los trofoblastos (38).
Tanto la hormona luteinizante (LH) como la hCG interactian con el mismo
receptor. Este es una gran glicoproteina de superficie celular con la estructura caracteristica
de la familia de receptores acoplados a proteina G (354, 357). Clasicamente, la unién de
hCG a estos receptores genera la transduccion de sefiales a través de la activacion de las
proteinas G heterotriméricas asociadas. En tejidos gonadales, tal como en la repuesta
clasica, luego de la union de la CG a su receptor, ocurre un incremento de AMPc luego de
la activacidon de la adenilato ciclasa (AC) y una activacién subsecuente de la PKA, asi como
un aumento en el calcio intracelular a través de la via del inositol trifosfato/fosfolipasa A2
(317, 358, 359). Se ha reportado que la hCG induce la expresion de genes especificos tales
como el VEGF, LIF y MMP-9, todos ellos importantes moduladores tanto del sistema
inmune como de la supervivencia celular en la interfase materno-fetal (354). La expresiéon
de los receptores de hCG/LH ha sido descripta en diversos tejidos no gonadales como la

placenta, el Gtero, las mamas, piel y otros, sugiriendo que la hormona podria gobernar una
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gran cantidad de procesos moleculares asociados con la reproduccion. De hecho, en células
fetales o maternas, se han detectado distintos efectos de hCG, incluyendo el aumento de la
diferenciacion trofoblastica y la decidualizacién, la inhibicion de la contractilidad
miometrial, y la promocion de la angiogénesis uterina (360).

Los sinciciotrofoblastos expresan leptina asi como receptores funcionales LH/hCG
(361, 362). Previamente se ha demostrado que en explantos placentarios de primer trimestre
la liberacién de hCG es pulsétil y que esta secrecidn episodica es estimulada por GnRH y
leptina (309, 353). También se ha demostrado que la leptina posee un efecto estimulatorio
en la secrecion de hCéh cultivos primarios de células trofoblasticas de placenta humana a
término y en células trofoblasticas del primer trimestre (35, 308). La accion de leptina sobre
la secrecién de hCG depende aparentemente del momento de la gestacion, no afectando la
secrecion a término (363), pero aumentando la secrecion de hCG por explantos placentarios
del primer trimestre. Por otro lado, la secrecion de leptina es significativamente estimulada
en células citotrofoblasticas tratadas durante 4 h con Ghi309). En este contexto, es
probable que los cambios locales en las concentraciones de hCG determinen la expresion
de leptina (326).

Aunque se desconoce la vida media de los receptores de LH/hCG en los
trofoblastos, pareciera ser mucho mas reducida que en otros tipos celulares debido a la alta
produccion de hCG por la placenta (364)

A pesar de que el rol fisioldgico de hCG en promover el aumento de AMPc se halla
bien documentado, se ha descripto que el receptor LH/hCG puede mediar la activacion de
las vias de MAPK (365, 366), de JAK y PI3K (367). Se ha sugerido también que la
estimulacion por LH que promueve la via de MAPK podria resultar en una
desensibilizacion a la esteroideogénesis estimulada por LH en células de la granulosa
(368). En lineas celulares epiteliales endometriales humanas (HES) y en células
endometriales epiteliales de baboon, la CG no activa la via de sefalizacion de AC-AMPc-
PKA, pero puede inducir rapidamente la fosforilacion de ERK 1/2 de manera PKA
independiente (365). Se ha descripto también que las arrestinas cumplen un rol en la
desensibilizacion de los receptores acoplados a proteina G, y que alternativamente eso lleva

a la activacion de otras vias como la de la MAPK (369).
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FIGURA 15. Modelo hipotético de las funciones de hCG en la implantacion humana. Los
efectos coordinados de hCG sobre varias funciones endometriales podrian llevar a la
prolongacion de la receptividad endometrial, una angiogénesis aumentada, la modulacién
de los parametros de implantacion y la remodelacion de tejidos. Modificado Licht y cols.,
2007 (370).

La leptina y el AMPc

Muchas de las funciones atribuidas a los trofoblastos de la placenta humana,
incluyendo la produccién de varias hormonas del embarazo y el transporte de nutrientes
esenciales al feto, se hallan bajo la regulaciébn de segundos mensajeros, incluyendo el
AMPc (371). El AMPc es una de las moléculas de sefializacion mas antiguas conocidas. Se
ha demostrado que el aumento en el AMPc intracelular resulta en una disminucién en la
expresion del ARNm de leptina y en la secrecion de la proteina en adipocitos de rata (180),
y que este efecto inhibitorio es dependiente de la PKA (372). En contraste, se ha observado
que la secrecion de leptina en células BeWo y en tejido placentario a término cultivado en

monocapa, es incrementada por forskolina, un activador &€ 18311, 345). De todas
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formas, varios experimentos han provisto evidencia de que el AMPc afecta algunos
procesos celulares de manera independiente de PKA (373-375). Han sido bien
documentados los profundos efectos que posee el AMPc sobre la funcion de trofoblastos
humanos, como lo demuestran los numerosos estudiasro de células trofoblasticas
normales y transformadas (376).

Muy poco es conocido acerca de la regulacion de leptina por AMPc. El efecto
estimulatorio del AMPc sobre la expresion de leptina se ha reportado en varias células no
adiposas, como las células de glioma C6, las células tumorales pituitarias GH3 (377, 378),
células tumorales mamarias MCGH349), células gastricas MKN-74 (113), y en tejido
placentario corionico (345).

La PKA posee un rol central en la sefalizacion de varias hormonas en la placenta,
tales como la epinefrina, los prostanoides, y la hCG (376). Mas aun, existe un grupo grande
de hormonas y factores de crecimiento, como el glucagon, TSH, EGF, PDGF, en los que el
AMPc posee un papel importante como segundo mensajero (379). La union de la insulina a
su receptor también activa la via de sefalizacion dependiente de AMPc asi como la de
MAPK (380-382). Entre los sustratos intracelulares de PKA se encuentra CREB (383, 384).
CREB (proteina de unién al elemento CRE) es una proteina transcripcional regulada por
AMPc, que se une a elementos consenscA@M en los genes blanco que responden a
AMPc. CREB es importante para la expresion de varios genes de respuesta a AMPc en
diferentes tipos celulares y en respuesta a distintas sefales (385).

En relacion a la via del AMPc, se ha reportado que la cascada de MAPK es capaz de
modular la actividad de PKA a través de distintos mecanismos (386). Las vias de
sefalizacion del AMPc/PKA y la de la MAPK regulan procesos en comun en la célula y
ocurren entrecruzamientos entre ambas vias a multiples niveles (386-389). En algunos tipos
celulares la activacién de PKA resulta en la activacion de la via de ERK 1/2, mientras que
en otros tipos celulares y bajo ciertas condiciones de cultivo, PKA bloquea la sefializacion
de ERK 1/2 (390). Por otro lado, si bien la fosforilacion de CREB en serina 133 se atribuyo
inicialmente a la PKA, distintos estudios han establecido que varias quinasas pueden
fosforilar a CREB en el mismo residuo aminoacidico. ERK 1/2 no es capaz de fosforilar
directamente a CREB pero puede activarlo por fosforilacion de miembros de la familia de

proteinas quinasas de pp90rsk (proteinas s6 quinasas ribosomales 1-3), que translocan al
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nacleo y fosforilan directamente a CREB (391). Por otro lado, el AMPc puede activar la via
de MAPK mediante miembros de la superfamilia de Ras. EI| AMPc se une a factores de
intercambio de guanidina (GEF) y activa Rap1A, que fosforila la MAPK (392, 393). Epac
(proteina intercambiadora activada por AMPc) es un factor intercambiador de nucleotidos
de guanidina (GEF) para las GTPasas pequefias tipo Ras, Rapl y Rap2. Epac fue
inicialmente identificado como un factor de sefializacion mediador del AMPc, que actlia de
una manera diferente a la de la clasica via de sefializacion de PKA. Existen dos isoformas
de Epac, Epac 1 (también llamada cAMP-GEF-1) y Epac2 (cCAMP-GEF-Il), que son
productos de diferentes genes en mamiferos pero comparten una extensa secuencia
homologa. Epacl se expresa en todos los tejidos, mientras que Epac? tiene una distribucion
mas limitada al cerebro y las glandulas adrenales (392). Se ha reportado que la sefalizacién
del AMPc mediada por Epac esta involucrada en funciones celulares tales como la
diferenciacion celular, la secrecién/exocitosis, la adhesion celular y las uniones célula-
célula (394-396). La importancia fisiologica de la expresion de Epac en la funcion
trofoblastica aun se ignora.

Pese a que el entrecruzamiento entre las vias de PKA-ERK 1/2 ha sido
ampliamente estudiado, los mecanismos exactos involucrados aun son desconocidos. Y en
estesentido, atin poco se sabe respecto del “cross talk existente entre las vias de PKA y
MAPK en placenta humana, asi como la funcion de este entrecruzamiento en la

estimulacion de leptina por AMPc.

Leptina, apoptosis y proliferacion

Se conocen muchas citoquinas y factores de crecimiento que influencian la
migracion de los trofoblastos, la proliferacion y su invasion (397). En particular, la leptina
ha sido propuesta como una de las moléculas que juegan un papel fundamental en la
implantacion debido a su efecto estimulatorio sobre la expresion de MMP en
citotrofoblastos (25). Varios estudios han investigado el rol de la leptina en el crecimiento
celular. Lang y colaboradores demostraron que la leptina induce la proliferacién celular en

células hepaticas estelares in vitro a traves de la activacion de la via de PI3K/Akt (398).
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Otro trabajo demostré que la leptina estimula la proliferacion de células endoteliales in
vitro y la secreciéon de VEGF (399). La leptina también estimuld la proliferacion y la
activacion de linfocitos T humanos circulantes, cuando se coestimularon con PHA o ConA
(concavalina A) (400). Asimismo, la leptina promueve la proliferacion y la supervivencia
de células humanas mononucleares periféricas de sangre a través de la activacion de la via
de MAPK (148, 401). La leptina también induce actividad proliferativa en progenitores
hematopoyéticos y osteoblastos, entre otras (139, 402).

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la leptina induce la proliferacion y
la supervivencia celular en lineas trofoblasticas humanas, BeWo y JEG-3 (361). La leptina
estimula la progresion del ciclo celular a la fase G2/S. Se sabe que la progresiés detravé
la fase G1 es acompafiada por la expresion de ciclina D, entre otras proteinas (403).
Recientemente se ha demostrado que la leptina aumenta la expresion de ciclina D1 en
células hepaticas estelares (404). En células trofoblasticas humanas la leptina incrementa la
expresion de ciclina D1(361), lo cual es consistente con trabajos que muestran que la
leptina regula positivamente la expresion del gen AP-1, el cual promueve la expresion de
ciclina D1, resultando en la proliferacion del osteoblasto (405).

El rol antiapoptotico de la leptina ha sido demostrado en varios sistemas, como en
monocitos, eosindfilos, células vasculares endoteliales, osteoblastos, células de
neuroblastoma y células foliculares (148, 406-410). M&s aun, se ha publicado que la leptina
aumenta la proporcion de ovocitos que se desarrollan en blastocistos, y que éstos exhiben
un alto nimero de células y la proporcion de células apoptoticas es reducida (317). En
cultivos de células de neuroblastoma humano estimulados con leptina, se observé un
aumento significativo en el numero de células, de manera dosis dependiente. En medio
libre de suero, la adicibn de leptina redujo la muerte por apoptosis. Los efectos
antiapoptoticos de leptina requirieron JAK/STAT, MAPK, y activacién de PI3K. Estudios
de microarreglos (“microarrays”) demostraron que la leptina inhibe la apoptosis a través de
una potencial regulacion negativa de la caspasa 10 y de TRAIL (ligando inductor de
apoptosis relacionado a TNF) (409).

Se ha demostrado que la leptina aumenta la proliferacibn en células

hematopoyéticas y en células madre embrionarias, asi como en linfocitos {4064
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En células trofoblasticas humanas se ha demostrado que la leptina induce el
crecimiento celular y la proliferacion mediante la estimulacion de sintesis de proteinas por
mecanismos que involucran la activacion de la maquinaria de transcripcion a través de las
vias de MAPK y PI3K (411).

Algunos estudios han observado que la leptina no es capaz de impedir la apoptosis
en células trofoblasticas afectadas por condiciones patofisiol6gicas tales como la hipoxia
(412), pese a que se conoce el efecto estimulador de la hipoxia sobre la expresion de leptina
(413).

Las vias de sefalizacion de PI3K, PKB y mTOR han sido descriptas en la
regulacion de la diferenciacion invasiva de los trofoblastos humanos (414). Asimismo, la
activacion de la via de PI3K por la leptina ha sido descripta en varios tipos celulares (103,
415, 416). Por otro lado, se ha demostrado que la leptina es capaz de activar la via de
MAPK en diferentes sistemas, mediando la respuesta proliferativa (224, 237, 417, 418).

En la linea celular trofoblastica JAR, la leptina no tiene efecto en la proliferacion.
Ademas, no actla en la ruta aptigd de la linea celular bajo condiciones de hipoxia ni en

presencia de oxigeno (412).

Leptina y su relacion con las patologias placentarias

Dado que la leptina promueve la invasividad, su expresion y la de sus receptores es
alta en la£TGs. Los estudios demuestran que existe una sobrerregulaciéon de la expresion
de leptina yde todas las isoformas de su receptor enHasss (120, 183). La mola
hidatidiforme, el coriocarcinoma y otros neoplasmas trofoblasticos son tumores productores
de leptina, aunque se desconoce el papel que juega en la regulacion de éstos (419).

En el caso de lpreeclampsig la concentracion de leptina libre y total se encuentra
significativamente elevada en tejidos fetoplacentarios (placenta, amnio y corién) (420,
421). La expresion de leptina en placentas de embarazadas con preeclampsia es mas alta
gue en embarazos controles (183, 421, 422). Los niveles de leptina en suero ynaterno
plasma fetal aumentan en preeclampsia, particularmente desde la semana 20 de gestacion
en adelante. La expresion del gen de leptina solo se eleva en la preecigpngisiemino.

(422).
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La secrecion de hCG esta disminuida en preeclampsia lo que sugiere que en los
trofoblastos la produccién de leptina se regula en forma diferencial a la de hCG (423).

La leptina se asocia con hipertension materna que puede preceder o no a la
preeclampsia. Niveles bajos de leptina en el embarazo pueden indicar insuficiencia
placentaria y un aumento en la expresion y secrecion de leptina por parte de la placenta
puede reflejar estados de estrés de la placenta en casos de anoxia por déficit vascular (420).

En preeclampsia, la hiperleptinemia se vincula con disminucion del peso fetal y
placentario, por lo que el aumento exacerbado en la circulacion periférica materna, junto
con la pobre invasion trofoblastica, tipifica el estado de preeclampsia y sirve como
marcador de una escasa perfusion e insuficiencia general de la placenta (101).

La DMG es otra patologia caracterizada por incrementos en la leptina placentaria,
con niveles de 3 a 5 veces superior a embarazos normales, en particular durante el segundo
y tercer trimestre del embarazo y sobre todo en mujeres tratadas con insulina (346).

En placentas de mujeres con DMG y en diabetes mellitus tipo | se sobreexpresan la
leptina y una de las isoformas cortas del receptor de leptina en relacion a placentas de
embarazos normales. Aumenta asimismo, la concentracion de receptores solubles de
leptina, sobre todo en el tercer trimestre del embarazo, induciendo resistencia a la leptina en
la madre, siendo los niveles de leptina en embarazadas con DMGes@y®ren diabetes
mellitus tipo | (346, 424).

El aumento en los niveles de leptina asociados con DMG es una respuesta
protectora que se opone a los efectos de un desequilibrio de citoquinas proinflamatorias,
caracteristico de muchas patologias del embarazo. Los estudios de composicioéh corpora
muestran que los fetos expuestos a un ambiente diabético tienen una masa adiposa
aumentada al nacimiento. La hiperleptinemia de fetos diabéticos contribuye a una
programacion alterada en el Utero como se observa en el desequilibrio metabdlico que se
desarrolla después en la madurez (425).

Aun existe mucha discrepancia en relacion a las variaciones en los niveles de leptina
en placentas de embarazos ¢dGR respecto a los normales. La falla en la produccion y
regulacion adecuada de leptina podria ser una causa adicional de IUGR. Segun algunos
estudios, los niveles de leptina en el feto con IUGR son significativamente menores vy, la

leptina se supone que es un factor de crecimiento en el desarrollo fetas Vari
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investigaciones han demostrado que los niveles de leptina en placentas de embarazos
complicados con IUGR disminuyen en comparacion con los de placentas normales (426-
430).

Otro estudio, en contraste con los resultados previos, ha revelado incrementos
significativos en la expresion del gen de leptina en placentas con IUGR (431, 432). En este
contexto, ha sido demostrado que el ARNm de leptina es sobreexpresado en los tejidos
placentarios con IUGR, pero s6lo cuando el andlisis se realizo en las areas intermediarias o
periféricas de la placenta (medidas desde el corddon umbilical) (433).

Por otro lado, se ha encontrado que los niveles de leptina en mujeres con embarazos
con IUGR son mayores comparadas con mujeres de embarazos normales (434). Esto podria
reflejar el estado de inflamacion y estrés cronico en madres con IUGR, predisponiéndolas
eventualmente a un estado de resistencia a insulina. Se ha postulado que el flujo sanguineo
uteroplacentario reducido de la IUGR, que conduce a hipoxia fetoplacental, causaria un
aumento en la produccién de leptina (435). La mayor relacion leptina/IBM en IUGR
comparada con embarazos normales, podria implicar que existe una predisposicion en las
madres con IUGR a producir mas leptina. Asi, es posible que los fetos con IUGR posean

una predisposicién genética para una leptina aumentada (434).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Las técnicas de fertilizacion o reproduccion asistida, han ido evolucionando a fin de
brindar soluciones a los problemas que aparecian en parejas infértiles. Es asi como las
principales soluciones se dieron para la etapa de la fertilizacion, propiamente dicha. Sin
embargo, estas estrategias no aseguran el éxito en llegar con un buen embarazo a término.
Y es aqui donde aparecen las complicaciones relacionadas con la implantacion. En las
mujeres abortadoras espontaneas recurrentes, muy probablemente el problema no se
encuentre a nivel de fertilizacion, sino en la comunicacion bidireccional endometrio-
embrién.

La implantacion involucra una sefializacion reciproca entre el blastocisto y el utero,
altamente regulada. Este proceso incluye una delicada modulacibn de mecanismos de
proliferacion, diferenciacion, apoptosis e invasion de células trofoblasticas. La
identificacibn de moléculas que afecten el complejo mecanismo de sefalizacién entre el
embrién y el Utero, podria ser Util para elaborar nuevas estrategias para el diagnéstico y
tratamiento de mujeres con problemas de implantacién, abortos recurrentes espontaneos e
infertilidad sin causa aparente.

En este contexto surge la hipétesis del presente trabajo, basada en las siguientes
premisas obtenidas tanto de datos de la literatura asi como de nuestros resultados
preliminares:

-La leptina si bien originalmente fue descripta como una hormona central en la regulaciéon
de la reserva energética del organismo, se ha encontrado que posee importancia fisiol6gica
en la reproduccion y embarazo.

-La placenta es un sitio importante de produccién de leptina y blanco de su accién y
correlaciona con la expresidn de metaloproteasas necesarias para promover el proceso
invasivo de la implantacion.

-En diversas patologias reproductivas (abortos recurrentes, coriocarcinomas, molas
hidatiformes, preclampsia, diabetes), los niveles de expresién de leptina cambian

draméticamente, aunque se desconoce ampliamente su regulacion.
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-Resultados de nuestro laboratorio han situado a la leptina como una hormona capaz de
estimular la proliferacion celular e inhibir los procesos apoptéticos en células placentarias.
Otros reportes han demostrado similares resultados para otros sistemas.

La leptina surge como uno de los candidatos a estudiar en los problemas
reproductivos relacionados con la implantacién. De esta manera, planteamos que la leptina,
como citoquina placentaria, seria una molécula clave regulatoria del proceso
implantacional, promoviendo el crecimiento y desarrollo en las primeras etapas
embrionarias. Este proceso debiera ocurrir de manera concertada con los niveles de las

diferentes sefales que controlan el didlogo materno-fetal.
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OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo ha sido desarrollado con el fin de estudiar la accion de leptina en
placenta asi como regulacion de su expresion por distintos efectores placentarios; y para

intentar dilucidar los mecanismos involucrados en dichos procesos.

OBJETIVOS PARTICULARES

SECCION |

e Estudio de los caminos de transduccion de sefiales involucrados en la accién de
leptina en placenta
e Estudio de la participacion de leptina en el mecanismo de apoptosis celular

placentaria. Vias de sefalizacion involucradas.

SECCION lI

e Estudio de la accion de hCG y AMPc sobre la expresion de leptina en placenta.
e Estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de la

expresion de leptina por hCG y AMPc.
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Cultivos celulares

Todos los ensayos se realizaron con las lineas celulares de coriocarcinoma humano
JEG-3 y BeWo, mantenidas en medio DMEM-F12 conteniendo suero fetal bovino (SFB) al
10% (Bionos SRL), anfotericina 50 U/ml, penicilina-estreptomicina 50 U/ml, y
suplementado con glutamina 4 mM y piruvato 1 nilivitrogen). El medio se prepard con
agua bidestilada. Los cultivos se manipularon en estrictas condiciones de esterilidad, dentro
de una camara de flujo laminar. Los cultivos se hicieron crecer en monocapa en botellas de
75 ml, a 37°C y atmodsfera de 5% £Gueron renovados con una periodicidad aproximada
de 72 horas (fase estacionaria de crecimiento), pasandolos a nuevas cajas, previo despegado
de las células por tratamiento con tripsina (Invitrogen). Para ello, se elimind por aspiraciéon
el medio de cultivo, las células se lavaron con 2 ml de PBS y se trataron con 1 ml de
tripsina durante 2 minutos a 37°C. A continuacion, se resuspendieron en 10 ml de medio

fresco, aspirdndolas y bajandolas repetidas veces con una pipeta de punta fina.

Congelamiento de células

Para la preservacion de stocks de las lineas, se prepararon suspensiones celulares de
las mismas. A tal fin, una vez despegadas por la tripsina, y cuantificadas, las células fueron
centrifugadas y resuspendidas a una densidad de 5céltitas/ml en suero fetal bovino
conteniendo DMSO 10%. La suspension se dividié en alicuotas en crioviales, se los enfrio

lentamente hasta una temperatura final7@&C y se los transfirio a Niquido.

Determinacion del nimero de células

Seguido al tratamiento con tripsina y dilucion ae ¢élulas en el medio, se efectuo el
conteo de las mismas, colocando una gota de la suspension obteratidgoete de un

cubreobjeto cubriendo la camara de Neubauer. Elecode las células se realizé con
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microscopio optico a un aumento de 40X, considerando los cugtticados grandes de las

esquinas de la camara.
El nimero de células totales por ml se calcul6 segun la siguiente férmula:
Células/ml = N x 1/4 x 1000 x 10

, donde N = nimero total de células en los cuatro cuadrantes.

Disefno de los tratamientos realizados en las lineas celulares

Los tratamientos realizados en cada experimento se detallan en la leyenda de las
figuras mostradas en el apartado de resultados. De manera general, las células BeWo o
JEG-3 fueron incubadas en medio DMEM-F12 1% SFB con hCG (Laboratorio Elea),
(Bu),cAMP, IBMX, H89, SQ22,536, PD98059, wortmanina (Sigma Chemical Co) durante
48 o 72 h tanto en los experimentos de Western blot como en los ensayos de determinacion
de actividad promotora. La hormona hCG se prepar6é en el solvente provisto por el
fabricante. EI (BWcAMP asi como los inhibidores IBMX, H89 y SQ22,536 fueron
preparados en soluciones acuosas. El PD98059 y la wortmanina se prepararon en DMSO.
En todos los experimentos se incluyd una muestra control que contiene el vehiculo
utilizado.

En los experimentos de sefializacion o de determinacion de proteinas apoptoéticas,
las células fueron incubadas en medio DMEM-F12 1% o 0% SFB, con leptina
recombinante (R&D Systempreparada en solucién HCI 15mM/NaOH 7,5mM. El tiempo
de tratamiento fue de 15 minutos para la determinacion de fosforilacion y de 72 h para
Western blot de proteinas apoptéticas.

En los experimentos disefiados para disminuir la expresion de leptina endogena, se
utilizé un oligonucledtido antisentido (AS) (Sigma Co), complementario a los 5 primeros
aminoacidos de la secuencia del ARNmM de leptina. La secuencia es:
GCACAGGGTTCCCCAATGCAT. Se probaron diferentes concentraciones del AS desde

0,5 UM hasta 2 uM durante 24 a 96 h de incubacion. Los tratamientos con el AS se
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realizaron en DMEM-F12 1% SFB. En estos experimentos se incluyd un control con un

oligonucle6tido conteniendo secuencias al azar.

Obtencidony procesamiento de los explantos de placenta

Placentas humanas a término de embarazos normales se obtuvieron luego de partos
naturales o cesareas e inmediatamente se colocaron en cubos con PBS frio. Se transportaron
al laboratorio y se lavaron 3 veces con PBS estéril de manera de remover la sangre
excedente. Se eligi6 para extraer los explantos el tejido velloso libre de infarto,
calcificacibn o hematoma. Con pinzas Y tijera de cirugia se extrajeron muestras de al menos
5 cotiledones a una distancia media entre la base de la placenta y las veBosidade
coridnicas. De estas muestras se cortaron trozos de explantos de aproximadamente 10-15 g
y fueron colocados en PBS para un ultimo lavado. Ninguna de las pacientes donantes sufria
de embarazo andémalo. Este estudio esta aprobado con el consentimiento escrito de las

donantes y por el comité de ética local.

Tratamiento de los explantos de placenta

Los explantos de placenta se distribuyeron al azar en tubos Eppendorf conteniendo
1 ml de medio DMEM-F12 (n = 1 explanto/tubo, 4 réplicas por tratamiento). Los tubos con
los explantos se colocaron en un bafio a 37°C durante 5 minutos para la aclimatacion y
luego se los incubd con las diferentes drogas durante 15 minutos para medir fosforilacion
por Western blot o durante 4 h para medir leptina por Western blot o para extraer ARN para
la gqRT-PCR. Transcurrido el tiempo correspondiente, se removié a los explantos del bafio,
se los centrifug6 a 4°C 2 minutos a 2000g, se elimind el medio y se los resuspendié en 300
ul de buffer de lisis (PBS 1X, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% dodecil
sulfato de sodio (SDS), y 10 mg/ml fenilmetanosulfonilfluorido (PMSF)). Los explantos se
colocaron en un agitador orbital a 4°C durante 30 minutos y luego fueron centrifugados a
10000g por 20 minutos. Los sobrenadantes se trasvasaron a tubos limpios y se separaron 5
pl de cada muestra para medir la concentracion de proteinas. El volumen de muestra

restante se desnaturalizé por tratamiento a 90°C durante 5 minutos en buffer de siembra (50
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mM Tris-HCI pH 7,1; SDS 2%, B-mercaptoetanol 2%; glicerol 10%; EDTA 0,1 M 1%;
azul de bromofenol 0,1%).
Para la ®T-PCR, los explantos fueron congelados inmediatamente después del

tratamiento respectivo, libres de medio, en tubos a -80°C.

Plasmidos utilizados en los ensayos de transfeccion:

Se utilizaron diferentes construcciones derivadas del vector pGL3 (Promega) que
poseen clonada la region promotora del gen de la leptina, rio arriba del gen reportero luc.
Los plasmidos fueron cedidos gentilmente por la Dra. Oksana Gavrilova (NIH/NIDDK)
De acuerdo a la region promotora que poseen, se los nombro segun: pL2922 (-2922 a +42),
pL1951 (-1951 a +42), pL1546 (-1546 a +42), pL948 (-948 a +42), pL218 (-218 a +42) y
pL1512 (vector vacio). Ver Figura 1.

Se utilizé como control de eficiencia de transfeccion, un plasmido de expresion
constitutiva en células eucariotas del gen de la beta galactosidagx¢REV

Todos los vectores poseen un gen de resistencia a ampicilina para su previo clonado
y amplificacién en células procariotas.

Los plasmidos se conservaron a -20°C hasta el momento de la transformacion.

Se empled también el plasmid€RE-Luc, derivado del vector pGL3 (Promega),
gue posee clonado el elemento CRE rio arriba del gen de la luciferasa. Este plasmido fue
donado por la Dra. Adali Pecci (Depto. de Qca. Bioldgica, FCEN, UBA).

Por otro lado, en la seccién de experimentos de apoptosis, se utlizé el plasmido
pBax-Luc, derivado del vector vacio pGL2, que posee el promotor de Bax clonado rio
arriba del gen reportero de luciferasa. Este plasmido fue cecido por la Dra. Susana Llanos
(CNIO, Madrid, Esparia).
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-2922 +1

L2922 P> UC
-1951 +1

pLios1 P> UC
-1546 +1

pL1546 s = IV
-948 +1

plL948 - UG
-218 1

pL218 VS

FIGURA 1. Esquema de las construcciones utilizadas en las transfecciones. Se muestran
los plasmidos empleados (pL2922, pL1951, pL1546, pL948 y pL218) en los ensayos para

determinar la actividad del promotor de leptina. En verde se encuentra representado el

promotor con la cantidad de pares de bases respectivas a cada construccion, rid arriba de
gen reportero de luciferasa (Luc), representado en azul.

Se incluyeron también cotransfecciones en las que se emplearon vectores que
expresan de manera constitutiva las proteinas CREB (1pg/ml), PKA (2.3pug/ml), PKI
(1.75png/ml), MAPKKd (dominante negativo de ERK 1/2), EPAC y Rapla.

Los plasmidos de PKA, PKI y CREB fueron donados por el Dr. Sassone Corsi (UC
Irvine) y el de MAPKkd fue generosamente cedido por el Dr. Silvio Gutkind
(NIH/NIDCR). Los plasmidos de EPAC yaRla fueron donados por el Dr. Omar Coso
(FBMC, FCEN, UBA).

Preparacion de bacterias competetes:

Una alicuota de cultivo de E. cdliH5a, conservado a -70°C, se creci6é a 37°C
durante toda la noche en 500 pl de medio LB (10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 5 g
NaCl, pH 7.4). Luego, se sembraron 100 pl del cultivo en 2 ml de medio LB y se agitd a

37°C hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6 a 600 nm (aproximadamente 2 horas). El
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cultivo se centrifugo6 a 4°C y el pellet celular fue resuspendido en 800 ul de CaCl, 50 mM.
Se dejo reposar 15 minutos en hielo y se centrifugé durante 2 minutos a 4°C. El pellet se
resuspendié en 150 pl de CaCl, 50 mM y se conservo en glicerol (Merck) 15 % a -70°C,

para la posterior transformacién plasmidica.

Transformacion de bacterias competentes:

Se mezclaron 100 pl de células competentes con 100 ng de ADN. Se dejo reposar
30 minutos en hielo y se incub6 a 42°C por 2 minutos. Se agregdé 1 ml de medio LB y se
incub6 30 minutos en bafio a 37°C. Se centrifugd y se descarté el sobrenadante dejando una
gota. El pellet celular se sembré en medio LB solido con ampicilina 100 pg/ml (Sigma
Chemical Co, St. Louis), incluyendo una placa control sembrada con bacterias competentes

sin transformar.

Minipreparacion de plasmidos:

Con el objetivo de verificar la presencia de plasmido en las colonias transformadas,
se realizaron minipreparaciones plasmidicas. Para ello, algunas de las colonias
previamente transformadas se crecieron en 2 ml de medio LB conteniendo ampicilina (100
pg/ml) durante 24 h a 37°C. Cada cultivo se centrifugd a 5000g por 5 minutos, se descarto
el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 pl de solucion I (Tris-HCI 25 mM pH 8,

EDTA 10 mM pH 8). Se agregdé RNasa (20 pg/ml concentracion final) méas 200 pl de

solucion 1l (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se mezclé por inversion. Luego de incubar 15
minutos a 0°C, se agregaron 150 pl de solucion III (acetato de potasio 5 M, pH 5.2) fria, se

mezcld por inversion y se incub6 en hielo durante 15 minutos. Se centrifugd 15 minutos a
10000g para separar el ADN genomico que precipita formando un pellet, y el sobrenadante
fue transferido a un tubo limpio para la posterior purificacion mediante dos extracciones
con un volumen de fenol:cloroformo (1:1). Se mezcl6é por inversion y se centrifugd 2
minutos a 10000g para separar las fases. La fase acuosa se transfirio a otro tubo, se

agregaron dos volumenes de etanol absoluto y se dejoé reposar 30 minutos a -20°C.
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Finalmente, se centrifugd 20 minutos a 10000g, se elimino el sobrenadante, se seco el pellet
y seresuspendio en 50 pl de buffer TE (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM).

Midipreparacion de plasmidos

Una vez confirmadas algunas colonias obtenidas, se realizaron preparaciones de
plasmido en mayor escala y pureza, para obtener masa de ADN a ser transfectado en los
cultivos celulares JEG-3 y BeWo. En este procedimiento se utilizd el kit de
midipreparacion plasmidica Wizard Plus (Promega). Para elloy2@#) cultivo de E. coli
transformado con el plasmido a extraer, se crecieron en agitacion a 37°C durante toda la
noche en 200 ml de medio LB conteniendo ampicilina dgfnl. Al dia siguiente, los
cultivos se centrifugaron 15 minutos a 5000g a 4°C. Luego se descarto el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado en 3 ml de solucién de resuspension. Se mezcld por inversion y
agregaron 3 ml de solucién de lisis. Se mezcldé nuevamente y se agregaron 3 ml de solucién
de neutralizacién. Se centrifugd 20 minutos a 10000g. El sobrenadante se traspas6 a un
tubo de 50 ml en donde se mezclé con 10 ml de la resina provista por el kit. Se volcé a una
columna de 15 ml y se centrifugd 5 minutos a 5000g. Se agregaron 15 ml de solucion de
lavado y se centrifugd 10 minutos a 5000g.

Finalmente, se escindio la zona de la columna con la resina, se colocé en un tubo
Eppendorf y se eluyé el ADN plasmidico con 30@e agua tibia. Se centrifugd 5 minutos

a 10000g vy el eluido se guardd a -20°C, para su posterior cuantificacion y analisis.

Electroforesis en gel de agarosa

Los plasmidos obtenidos tanto en las minipreparaciones como en las
midipreparaciones se analizaron en geles de agarosa (Sigma Chemical Co) 1% en buffer
TAE (Tris-acético 0,04 M, EDTA 1 mM). La agarosa fue fundida en microondas y vertida
sobre una cuba horizontal. Se colocé el peine y se esper6 a la gelificacion. Se sembraron
10 pl de cada preparacion en 4 pl de buffer de siembra (azul de bromofenol 0,25%, xilene
cianol FF 0,25% vy glicerol 30%) por pocillo. Se sembraron en otra calle 500 ng del

marcador de peso molecular y masa, fagtigerido con EcoR |y Hind Il (Promega). La
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corrida se desarrollé en buffer TAE a 100 mV durante 1 hora. Se revel6 el gel por tincion
en una solucion de bromuro de etidipg/ml (Sigma Chemical Co).
Las bandas obtenidas se observaron por fluorescencia a la luz ultravioleta y

posteriormente se las fotografié con una camara digital.

Cuantificacion de acidosnucleicos:

La concentracion de ADN en cada muestra de plasmido a ser utilizado en las
transfecciones, o de ARN en las extracciones para la RT-PCR, se determiné por la lectura
de su OD a 260 nm. Se tomaromlsde cada muestra obtenida y se diluyeron en 1 ml de
agua destilada. La absorbancia a 260 nm se midi6é en un espectrofotometro. La misma fue
corregida por la absorbancia a 280 nm indicativa de la presencia de contaminantes
proteicos, verificando que la relacién entre ambas mediciones fuera mayor a 1.5 (para el
ADN) o de 2 (para el ARN). EI ADN plasmidico se cuantificO de acuerdo a la relacion
establecida: 1 unidad QB = 50ug/ ml. Para el ARN la relacion establecida es: 1 unidad
OD2go= 40 pug/ ml (436).

Preparacion de extractos celulares proteicos

Para los ensayos de Western-blot las células BeWo o JEG-3 se cultivaron en cajas
de 10 cm de diametro (1X46élulas) con medio DMEM- F12 suplementado con 10% SFB.
Se incubaron 24 horas a 37°C. A continuacién se cambié el medio por 5 ml de medio
DMEM suplementado con 1% SFB y se agregaron las drogas respectivas a cada
tratamiento.

Transcurridas 72 h de incubacién, se procedié a preparar los extractos celulares.
Para ello, se descarto el medio, se lavé con 2 ml de PBS y las células se despdgaron de
placa mecanicamente utilizando un rastrillo de goma en 1 ml de PBS. Las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 1009y el pellet se resuspendio en 100 pl de buffer de lisis
(Tris 5 mM pH 6,8; EDTA 20 mM; SDS 0,1%; NP40 1%). De cada muestra se separaron 5
pl para medir la concentracion de proteinas. El volumen de muestra restante se

desnaturalizé por tratamiento a 90°C durante 5 minutos en buffer de siembra (50 mM Tris-
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HCI1 pH 7,1; SDS 2%; B-mercaptoetanol 2%; glicerol 10%; EDTA 0,1 M 1%; azul de

bromofenol 0,1%)

Determinacion de la concentracion de proteinas

Se determiné la concentracion de proteinas en los extractos celulares por el método
colorimétrico de Bradford (437)

Se utilizé 1 ml de reactivo de Bradford (Coomasie blue G 0.1 mg/ml, 5% etanol
100%, 10% acido ortofosforico) y |d de extracto celular. La lectura de absorbancia se
realiz6 a 595 nm. La concentracion proteica de cada muestra se determiné realizando una

curva de calibracion con BSA (Sigma Chemical Co, St. Louis).

Geles desnaturalizantes de proteinas

Las muestras fueron analizadas mediante la tédei&DS-PAGE (438). En cada gel
se sembro igual cantidad de proteinas de cada muestra (100 pg de proteinas/calle). En una
calle en paralelo se sembraron marcadores de peso molecular pretefiidos (Prestained
Molecular Markers Broad Range, Bio Rad). La electroforesis se realiz6 en bufferida co
(Tris 250 mM, glicina 1.92 M), a 100 V durante aproximadamente 2 horas.

Western-blot

Luego de la migracién electroforética se procedio a efectuar la transferencia de las
proteinas a membranas de nitrocelulosa no cargadas (Hybond, Amersham Pharmacia) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La misma se realiz6 en buffer de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, 2% metanol; pH 1) a 100 V durante 90 minutos a 4°C.
Finalizada la transferencia, se bloque6 la membrana durante 30 minutos de agitacion a
temperatura ambiente en leche descremada 5% en buffer PBS. Luego se lavo la membrana
con PBS-Tween 20 0,05% y se procedid a incubarla a 4°C en agitacion, toda la noche, con

el anticuerpo primario correspondiente: anti leptina humana V20 1:1000 (conejo, Santa
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Cruz), anti-P-ERK1/2 1:3000 (conejo, New England Biolabs), anti-P-MEK 1:3000, anti-P-
PKB 1:5000, anti-P-STAT-3 1:3000, anti-caspasa-3 1:1000 (conejo, Sigma ; conejo, BD
Biosciences PharmingenTM), anti-P-CREB 1:1000, anti-P-p38 1:1000, anti-P-S6K 1:3000
(conejo, Sigma), anti-P-JAK-2 1:1000 (conejo, Santa Cruz, CA), anti-P-EIF4E°%Ser
1:1000, anti-P-EIF4EBP1 (PHAS-I) (THio Thi*®) 1:1000 (conejo, New England Biolabs).

La incubacion se realiz6 en PBS-leche 5% con las diluciones indicadas para cada
anticuerpo.

Al dia siguiente, la membrana se lavo cuatro veces con PBS-Tween 0,05% y luego
se la incubo, en agitacion a temperatura ambiente durante 90 minutos, con el anticuerpo
secundario de cabra anti conejo acoplado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology Inc), en
PBS-leche 5%, diluciébn 1/1000. A continuacion se efectuaron cuatro lavados con PBS-
Tween 0,05% y se reveld por quimioluminiscencia con @0fel reactivo A mas 500l
del reactivo B de ECL (Amersham Pharmacia Biotech.). Los controles de carga se
realizaron con anticuerpos agtactina 1:5000, anti-GAPDH 1:10000, anti-ERK 1/2
1:3000, anti-PKB 1:1000, anti-MEK 1:1000, anti-STAT-3 1:3000, anti-CREB 1:1000, anti-
p38 1:1000, anti-S6K 1:3000, anti-JAK-2 1:1000 (conejo, Sigma), anti-EIF4E 1:1000, anti-
EIF4AEBP1 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas se visualizaron con el detector
Bio-Imaging Analyzer Fujifilm LAS-1000. Fueron cuantificadas con el software Image
J.Ink y se relativizaron a la sefial detectada en el control de carga correspondiente.

Transfecciones transitorias

Para realizar las transfecciones transitorias se utilizd el método de liposomas
Lipofectamina Plus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del producto. Células BeWo o
JEG-3 fueron crecidas durante 24 h en medio DMEM 10% SFB, en placas de 6 pocillos
con 2 ml de cultivo por pocillo (aproximadamente 5 X &6ulas). A continuacion se
prepard por un lado cada mezcla de plasmido masulldé medio DMEM carente de
antibiéticos y de suero, y por otro lado la mezcla dd 8e reactivo Lipofectamina (1
mg/ml, Invitrogen) y 10Qul de medio, por cada plasmido a transfectar. Cada mezcla se
incubd por separado durante 10 minutos y luego se agregd la Lipofectamina a los

plasmidos. Dichas mezclas se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
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agregaron a las células (previamente lavadas con 1 ml de medio sin suero) adicionando 800
ul de medio mas de manera de alcanzar 1 ml final de medio de incubacion. Transcurridas 5
h de incubacion en estufa, se removio la mezcla de transfeccion y se reemplazé por 1 ml de
medio DMEM suplementado con 1% SFB. De acuerdo a cada caso, se agregaron las
distintas drogas y efectores placentarios, en las concentraciones indicadas en los resultados
para cada experimento. Las células se incubaron a 37°C durante 48 o 72 horas segun el
caso.
La cantidad optima de plasmido necesaria para una transfeccion eficiente, a fin de

evitar saturaciones en la actividad, se determiné mediante una curva de transfeccion con
distintas dosis de la construccion mas larga (vector pL2922). Asi, en base a lo observado en

la Figura 2se decidio transfectar con 5 pg de cada construccion empleada

2000+
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Actividad de luciferasa relativa
(unidades arbitrarias)

ADN (ng)

FIGURA 2. Actividad basal del fragmento -2922 del promotor de leptina. Células BeWo
fueron transfectadas en forma transitoria con cantidades crecientes de la construccion
plasmidica pL2922 (15ug). Se incubaron 72 h en medio DMEM-F12 1% suero. Se midio

la actividad de luciferasa en los extractos celulares y los resultados se relativizaron a la
actividad de-galactosidasa.

100



Preparacion de los extractos celulares

Se prepararon extractos de las células transfectadas de la siguiente manera: por cada
pocillo se descartd el medio de cultivo, se lavd dos veces con 1 ml de PBS (NaCl 137 mM,
KClI 2.7 mM, NaBPO, 1.4 mM, NaHPO, 4.3 mM, pH7.4), y se levantaron
mecanicamente utilizando un rastrillo de goma en 1 ml de PBS. Las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 10000g. El pellet celular se resuspendié gind&Obuffer de
lisis (NaCl 137 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8, Mg&ll mM, CaC4 1 mM, 10% glicerol, NP-

40 1%).

Determinacion de la actividad luciferasa

Para el ensayo de gen reportero luciferasa se utilizé el sistema de determinacion luc
de Promega. Para ello, 30 de cada extracto celular se mezclaron coml5@el sustrato
luciferina proporcionado por el proveedor (Promega). La actividad enzimatica fue
registrada en unidades arbitrarias, medidas en un lumindmetro Bio Rad, obtenidas en 30
segundos de registro. Estos valores luego fueron relativizados a la actividad enzimética de
B-galactosidasa obtenida en cada muestra para considerar la eficiencia de transfeccion en
cada caso. A los resultados obtenidos se les rest6 el valor registrado para la muestra control,
que proviene de extractos de células transfectadas con el vector vacio pL1512, sin

promotor.

Determinacion de la actividadB-galactosidasa

La actividad de8-galactosidasa se determin6 enu2@e cada extracto celular y 150
ul de Buffer Z (NaHPO, 60 mM, NaHPO, 40 mM, KCI 10 mM, MgS®@ 1 mM, f-
mercaptoetanol 0.07%) conteniendo el sustrato ONPG 1mg/ml (Amresco). La incubacién
se realizdé a 37°C, en placa de 96 pocillos hasta la aparicién de coloracion amarilla. La
reaccion se detuvo con el agregado dau78e NaCO; 1M por pocillo. La medicién de
absorbancia a 420 nm se realiz6 en un lector de Elisa Bio Rad.

101



Extraccion de ARN total

Luego del tratamiento correspondiente, se retird el medio de las células, se lavaron
con PBS y se levantaron las células en PBS con rastrillo de goma. El contenido de cada
placa se trasvasé a un tubo y se centrifugd 10 minutos a 10000g. Se descartd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 1 ml de Trisure (Bioline) por tubo. En el
caso de los explantos de placenta, los mismos fueron descongelados y resuspendidos en el
Trisure (1ml/tubo). Se mezclé hasta homogeneizar completamente el pellet o el tejido. El
tejido se disgregd en hielo con un politron (Tissue Ruptor, Qiagen) durante el tiempo
necesario para llegar a homogeneidad. Se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y
luego se agregaron 2@0 de cloroformo/tubo. Se mezclo por agitacion por 15 segundos y
se incubo a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se centrifugé a 11,800rpm a 4°C por
15 minutos. Luego de la centrifugacion, se trasvaso la fase acuosa (superior) conteniendo el
ARN a un nuevo tuhdSe agregaron 500 pl de isopropanol por cada tubo y se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugé a 11.800rpm por 5 minutos a 4°C.
Finalmente se deseché el sobrenadante y se agreg6é 1 ml de etanol 75% por tubo. Se mezclé
por inversion y se centrifugd a 9000rpm durante 5 minutos a 4°C. Se desecho el
sobrenadante, dejando secar el pellet en hielo por 10 minutos. Se resuspendio el pellet en
50 pl de agua destilada, homogeneizando completamente. Se determind la pureza y
concentracion del ARN segun lo previamente descriptouy 8e cada ARN extraido se

utilizaron para la retrotranscripcion.

Retrotranscripcion del ARN (Sintesis del ADNc)

El ARN total fue retrotranscripto con el kitTranscriptor first Strand cDNA
synthesis Kit” (Roche). La mezcla de reaccion se prepard segun lo indicado por el kit en 20
ul finales. La reaccion se realizd en un termociclador (T-gradient, Biometra) a 50°C por 1
hora. La enzima retrotranscriptasa se inactivo calentando a 85°C por 5 minutos. EI ADNc
se utilizé inmediatamente para la qPCR o0 se guarddo a -20°C para ser utilizado

posteriormente.
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PCR cuantitativa

La gPCR se realizé utilizando las siguientes secuencias de primers: leptina, sentido,
5 GAACCCTGTGATTCTTS"; antisentido, 5 CCAGGTCGTTATTTGG3’; ciclofilina,
sentido, 5 CTTCCCCGATACTTCAS"; antisentido, 5TCTTGGTGCTACCTC3". La
mezcla de reaccion se preparé conphM de los primers sentido y antisentidql 3le
ADNCc, en un volumen final de 28, incluyendo 6,251 de la master mix 2X que contiene
el colorante SYBR green (Fast Start universal SYBR Green, Roche). Las reacciones de
PCR se realizaron en el Chromo 4 DNA Engine (Biorad). La reaccion se inicié a 50°C por
2 minutos, seguida de 10 minutos a 95°C. Luego se llevaron a cabo 41 ciclos de
amplificacion con 15 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos de apareamiento
a 58°Cy 30 segundos de extensién a 72°C. Los datos obtenidos fueron recolectados y
analizados con el programa Opticon Monitor 3.1.32, BioRad Laboratories, Inc. La
cuantificacion relativa se calculé de acuerdo al método H&'2(439). Los experimentos

se realizaron en triplicado con un minimo de tres muestras por experimento.

Analisis de las secuencias promotoras

Se realizé un andlisis in silico de las secuencias promotoras del gen de leptina,
comparando con la base de datos de elementos o secuencias de unién al ADN consenso
para distintos factores de transcripcion. Se emplearon los programas de busqueda y
comparacion Transfac y Matlnspector Release Professional 7.4. Se consideraron solo

aquellos elementos con un “score” de similitud igual a 1.

Doble tincion FITC-Anexina V/IP

Células JEG-3 fueron tratadas en DMEM-F12 1% SFB o sin suero, con o sin leptina
durante 5 horas en presencia o ausencia de los inhibidores farmacoldgicos wortmanina o
PD98059. Las células se lavaron 3 veces con PBS y luego fueron levantadas con un
rastrillo de goma, centrifugadas y resuspendidas en el binding buffer (Hepes 10 mM, pH

7.4, NaCl 140 mM, y CagRR.5 mM). A continuacion se agreg6 fluoresceina isotiocianato
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(FITC)-Anexina V e ioduro de propidio (IP) en una concentracion final de 1 pg/ml (103)
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, BD Biosciences PharmingenTld)mezcla se

incub6 durante 10 minutos y luego se analizé por citometria de flujo. Un total de 20000
células fueron adquiridas en el citometro de flujo FACScalibur. Los datos se analizaron
utilizando el CELLQuest software (BDIS). La poblaciéon de células trofoblasticas fue
primero seleccionada en el analisis de tamafio y granulosidad (side-forward scattering) para
luego determinar el FL-1 (FIT&nexina V) y el FL-2 (IP). Este andlisis discrimina las
células intactas (Anexina V-/IP-), las células en apoptosis temprana (Anexina V+/IP-) y las
células en apoptosis tardia y necroticas (Anexina V+/IP+). Los datos fueron analizados

utilizando el programa WinMDI version 2.8.

Medicion del AMPc intracelular

Células BeWo (1 x 1) se sembraron en placas de 96 wells (100 pl de células
/pocillo). Se utilizaron placas estériles blancas con fondo transparente (Corning). Luego de
incubarlas 24 h en DMEM-F12 10 % SFB, se realizaron los correspondientes tratamientos
en 100 pl de DMEM-F12 1% SFB. Transcurridas 72 h de incubacién, se extrajeron las
placas de la estufa de cultivo y se determin6 la concentracién de AMPc segun lo indicado
por el kit CAMP-Glo™ Assay (Promega). Se agregaron 20 pl del buffer de lisis a todos los
pocillos y luegase incubo la placa en agitacion a T ambiente por 15 min. Se agregaron 40ul
de la solucién de deteccion de AMPc y se mezclé agitando la placa por 1 min. Seaincubé
T ambiente por 20 min y luego se agregaron 80 ul del Kinase-Glo® Reagent a todas las
reacciones. Se mezcl6 y se incub6 T ambiente por 10 min. Se determind la actividad de
luciferasa en un luminémetro de placa (GloMax 20/20 Promega). Se realiz6 también una
curva estandar de luminiscencia en funcion de la concentracion de AMPc, de manera de
intercalar los valores obtenidos en el experimento en esta curva y determinar la
concentracion de AMPc en las células luego de cada tratamiento. La luminiscencia
detectada es inversamente proporcional a los niveles de AMPc, dado que el kit determina

los niveles de ATP remanentes luego de la formacion del AMPc y la reaccion de la PKA.
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Analisis estadistico

Los valores obtenidos en los distintos ensayos fueron analizados estadisticamente
utilizando el programa GraphPad Instat (San Diego, CA). Los resultados se evaluaron por
el método de ANOVA y a posteriori se aplicaron otros tests, segun el caso. Se considerd un
P<0.05 como criterio de diferencia significativa.
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RESULTADOS y DISCUSION

Seccion I

Vias de senalizacion activadas por la leptina en placenta

Recientemente, resultados de nuestro grupo han demostrado que la leptina actua

como un factor tréfico y mitogénico en células trofoblasticas humanas, en base a su
capacidad de promover la proliferacion e inhibir la apoptosis (361). Es asi como la leptina
se posiciona como un importante factor trofico autocrino, para el crecimiento y el
mantenimiento de la placenta durante el embarazo, en donde se elevan los niveles
circulantes de leptina, principalmente debidsuaproduccion por los trofoblastos (120,
288). Se conoce muy poco acerca de los mecanismos moleculares involucrados en los
efectos de la leptina en células trofoblasticas, asi como de las vias de sefalizacion activadas
por la leptina en placenta. En este sentido, como primer objetivo del presente trabajo, nos
hemos propuesto investigar las vias de sefializacion activadas por la leptina en placenta
humana. Se utilizaron como modelos de estudio la linea celular trofoblastica JEG-3,

derivada de coriocarcinoma humano; y explantos de placenta humana a término.

La leptina activa la via de sefalizaciobn de JAK-STA en células

trofoblasticas JEG-3

Con el fin de estudiar la activacion de quinasas JAK por el receptor de leptina,
células JEG-3 fueron estimuladas con leptina humana (0,1-10 nM) y la fosforilacion de
JAK-2 se analiz6 por Western blot, empleando anticuerpos especificos que reconocen la
forma fosforilada en tirosina de JAK-2. El control de carga en cada muestra se realiz6 con
anticuerpos que reconocen JAK-2 total. Segun se observa en la Figura 1A, la maxima
activacion se obtuvo con leptina 10 nM, pese a que una concentracién de 0,1 nM de leptina

fue suficiente para activar parcialmente a JAK-2. Se ha demostrado que la isoforma larga
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del receptor de leptina es capaz de aumentar de manera ligando-dependiente, la
fosforilacidn en tirosina del propio receptor, reclutando receptores asociados a quinasas de
la familia Janus (219, 237). En células JEG-3, demostramos por Western blot que la leptina
humana estimula la fosforilacion en tirosina de la isoforma larga del receptor (Figura 1B).
Este efecto resulté dosis dependiente, luego de 10 min de tratamiento. La fosforilacion
méaxima se observo a una concentracion de 10 nM de leptina. La banda fosforilada que se
observa corresponde a una masa molecular de alrededor de 120 kDa consistente con lo
reportado previamente en diferentes sistemas (224, 237).

Luego nos planteamos estudiar la posible activacion de STAiediada por
leptina en células JEG-3 (238). Los lisados celulares fueron analizados por Western blot
utilizando anticuerpos especificos contra la forma fosforilada de STAT-3. La cantidad de
STAT-3 total se determin6 por Western blot como control de carga. Como se observa en la
Figura 1C, STAT-3 es fosforilada en respuesta al tratamiento con leptina humana. El efecto
de leptina sobre STAT-3 es dosis dependiente y el maximo efecto se alcanzé a 1nM de
leptina, aunque se observé también a 0,1nM de leptina.

Estos resultados coinciden con los hallados para leptina en otros sistemas (238,
440). Sin embargo, estan en contraste con aquéllos obtenidos por otro grupo quienes
reportaron que en células trofoblasticas BeWo la leptina no es capaz de inducir la
fosforilaciéon de JAK-2, STAT-3 o STAT-1, aunque hallaron que JAK-2 se encuentra
constitutivamente fosforilada (221). Esta discrepancia podria deberse a las diferencias entre
ambas lineas celulares. Por ello, posteriormente nos planteamos evaluar la activacion de
estas proteinas por leptina en explantos de placenta. JAK-2 es la isoforma mas importante
de la familia de JAK, en la mediacion de las acciones de leptina (219, 441). No hemos
analizado la activacion de otras isoformas de STAT en la sefalizacion del receptor de
leptina en placenta; no obstante no descartamos esta posibilidad. Por otro lado, la actividad
de STAT-3 ha sido relacionada con la invasividad del trofoblasto (442). Se ha demostrado
asimismo, que la leptina podria tener un rol en varios aspectos de la maduracion del oocito
a través de la activacion de la via de STAT-3 (443). Los embriones de ratdon deficientes en
STAT-3 pueden implantarse pero degeneran luego de la implantacion y se produce muerte
embrionaria (444).
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FIGURA 1. La leptina activa la via de sefalizacibn de JAK-STAT en células
trofoblasticas. Células JEG-3 se incubaron durante 10 min en DMEM 0% SFB en ausencia
o0 presencia de leptina en concentraciones crecientes. Las células fueron lisadas y los
extractos celulares fueron corridos en SDS-PAGE y sometidos a Western blot con
anticuerpos anti las formas fosforiladas de JAK-2, LEPR y STAT-3. Se muestra un
resultado representativo de tres experimentos independientes. La cuantificacion de las
bandas con su correspondiente estadistica se muestra en el panel derecho. *p < 0.05.
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La leptina activa la via de sefializacion de la PI3K

Estudios previos han demostrado que la leptina activa la PI3K en miotubulos,
células B, hepatocitos y PBMC (células mononucleadas de sangre periférigdy, 236,

237, 445, 446). A fin de determinar la activacion de la via de PI3K en células trofoblasticas,
en respuesta a la leptina, medimos, por Western blot, la fosforilacion de una quinasa central
en dicha via, como lo es la PKB (0 Akt). Segun muestra la Figura 2A, la leptina estimul6 de
manera dosis dependiente la fosforilacion de PKB. El efecto maximo se observé a 10 nM
de leptina aunque incluso a 0,1nM de leptina se detectd estimulacion. La quinasa GSK3 es
un blanco de la PKB, la cual es inhibida por fosforilacion en serina 21 (la isoforma o) y en

serina 9 (la isoforma B) (447). De esta forma, empleamos anticuerpos que reconocen la
fosforilacion en serina de GSK3 y anticuerpos anti-GSK3 total para el control de carga. En
la Figura 2B se observa que la leptina incrementa de manera dosis dependiente la
fosforilacion de GSK3. El efecto maximo se alcanza con 1 nM de leptina pese a que la
dosis minima de 0,1 nM es suficiente para evidenciar la activacion de la quinasa por
leptina.

Otra quinasa que se encuentra rio debajo de la PKB es la p70S6K. Dado que la
actividad de quinasa de esta proteina esta correlacionada con su estado de fosforilacion en
treonina 421 y serina 424 (448), utilizamos anticuerpos policlonales que detectan
Unicamente la proteina fosforilada. La cantidad de p70S6K total fue determinada como
control de carga. En la Figura 2C se muestra que la leptina estimula de manera dosis
dependiente la fosforilacion de p70S6K, con la maxima fosforilacion obtenida a 1nM de
leptina y el minimo a 0,1 nM.

Las proteinas PI3K, PKB y mTOR han sido descriptas en las vias de sefalizacion
gue regulan la diferenciacion invasiva de los trofoblastos humanos (414). Han sido también
implicadas en la regulacién de muchos procesos celulares, incluyendo la resistencia a
apoptosis, la movilidad celular, la diferenciacion y la proliferacion (411). Sin embargo, este
es el primer trabajo donde se describe la activacion de la via de PI3K por la leptina en
células trofoblasticas, a través del estudio de la fosforilacion de las quinasas rio abajo, PKB
y p70S6K.
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FIGURA 2. La leptina activa la via de PI3K. Células JEG-3 se incubaron en ausencia o
presencia de concentraciones crecientes de leptina durante 10 min. Las células se lisaron y
los extractos celulares se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos especificos
contra las formas fosforiladas de PKB (A), GSK3 (B) y p70S6K(C). Los mismos lisados se
analizaron por inmunoblot con anticuerpos que reconocen las quinasas totales, como
control de carga. Se muestran resultados representativos de cuatro experimentos
independientes. La cuantificacion de las bandas se muestra en el panel de la derecha. *p <
0.05.
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La leptina activa la via de sefalizacion de la MAPK

En base a lo previamente descripto en relacion a los efectos de leptina en la via de
MAPK en diferentes sistemas, tales como en las PBMC (224, 237, 417, 418), nos
propusimos evaluar si MEK y su blanco ERK 1/2 son activadas por leptina en células
trofoblasticas. Para ello determinamos por Western blot la fosforilacion de dichas quinasas,
lo cual refleja su estado de activacion. Se emplearon anticuerpos que reconocen
especificamente las formas fosforiladas de las quinasas, y anticuerpos anti-MEK y anti-
MAPK como controles de carga. Tal como se muestra en la Figura 3A, la leptina estimulé
de manera dosis dependiente la fosforilacion de MEK y el maximo efecto se alcanzo6 a 10
nM de leptina. Se observo un efecto similar en la activacion de ERK 1/2 por leptina (Figura
3B). La leptina estimul6 la fosforilacion de MAPK en tirosina/treonina, segun se detect6
con un anticuerpo anti-MAPK doblemente fosforilada. Tanto ERK1 como ERK2 fueron
fosforiladas luego del tratamiento durante 10 min con leptina humana.

Asi, tal como en otros sistemas, también en placenta la leptina estimula la via de
MAPK. Previamente se ha demostrado que dicha via media los efectos proliferativos de la
leptina (224, 237, 417, 418). Se encuentra involucrada en los mecanismos por los cuales la
leptina promueve la supervivencia celular y previene la apoptosis (148, 404, 449).

Las vias de JAK/STAT y de MAPK son esenciales para la reproduccion en general,
y en patrticular, para el desarrollo de la placenta, tal como lo han demostrado una serie de
experimentos de knockout. Aspectos de ambas vias estan también implicados en la invasion
trofoblastica. Ratones deficientes en MEKK3, p38 y ERK5 presentan defectos en la

angiogénesis y en la formacion de la placenta (411).
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FIGURA 3. La leptina activa la via de MAPK. Células JEG-3 fueron incubadas en
presencia de concentraciones crecientes de leptina, durante 10 min. Las células fueron
lisadas y los extractos celulares se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos
especificos contra las formas fosforiladas de MEK (A) o de MAPK (B). Las mismas
membranas fueron analizadas por inmunoblot con anticuerpos especificos que reconocen
las quinasas totales, como control de carga. Se muestra un resultado representativo de
cuatro experimentos independientes. El panel derecho muestra la cuantificacion de las
bandas con la correspondiente estadistica. *p < 0.05.

Las vias de JAK-STAT, PI3K y MAPK son activadas por leptina en explantos de

placenta humana

Con el fin de verificar la accién de leptina en la activacion de distintas vias de

sefalizacion en placenta, empleamos explantos de placenta humana a término como un
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modelo mas fisiolégico de trabajo. Se realizaron experimentos de Western blot en
explantos de placentas normales tratadas con concentraciones crecientes de leptina. De
manera similar a lo observado en las células JEG-3, demostramos que en explantos
trofoblasticos de placenta la leptina estimula de forma dosis-dependiente la fosforilacion de
JAK-2 (Figura 4A), STAT-3 (Figura 4B), MEK (Figura 4C), ERK 1/2 (Figura 4D), PKB
(Figura 4E) y p70S6K (Figura 4F). Se observo también la activacion por fosforilacién de
p38 (Figura 4G). La estimulacibn méxima en todos los casos se obtuvo a 10 nM de leptina;
sin embargo ya a 0,1 nM se detectd un efecto significativo de leptina. Estos resultados
confirman la relevancia fisiolégica de la activacion por leptina de las vias de sefializacion
estudiadas.

En el caso de la via de JAK/STAT, esta es la primera vez que se estudia la
activacion de la via en placenta normal, y los resultados demuestran claramente que éste es

un camino de sefalizacion reclutado por el receptor de leptina en placenta.
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FIGURA 4. La leptina activa las vias de JAK-STAT, PI3K y MAPK en trofoblastos de
placenta a término. Explantos de placenta (50 mg) se incubaron durante 10 min en
presencia de concentraciones crecientes de leptina. Se lavaron y los lisados se analizaron
por Western blot con anticuerpos que reconocen especificamente las formas fosforiladas de
JAK-2 (A), STAT-3 (B), MEK (C), ERK 1/2 (D), PKB (E), p70S6K (F) y p38 (G). El
control de carga de las muestras se realizé por inmunoblot de p70S6K total. Se muestra un
resultado representativo de cuatro experimentos independientes. En los paneles a la derecha
se muestra la densitometria de las bandas con la correspondiente estadistica. *p < 0.05.

La leptina estimula la activaciéon de intermediarios de la sintesis de proteinas en
placenta

Se sabe que la sintesis de proteinas es regulada por la insulina y por otras hormonas por
fosforilacion de diferentes factores de traduccion, involucrados en las etapas de iniciacion y
la elongacion (450). Asi, el factor de iniciacion de la traduccion, EIF-4E (factor de
iniciacion eucaridtico 4E) se une al “cap” del ARNm y media el ensamble del complejo de
iniciacion EIF4F. Este complejo es inhibido por las proteinas de union a EIF-4E
(EIF4AEBPSs), como la EIFAEBP1 (o PHAS-I) (451). La fosforilacion de estas EIF4EBPs
libera a EIF-4E de su forma inactiva en el complejo EIFAEBP-EIF4E, permitiendc a EIF
4E unirse a EIF4G y a EIF4A para formar el complejo activo EIF4F (452).

La cascada intracelular que lleva a la activacion de EIF4AEBP1 involucra la iactivac
de la quinasa p70S6K, cuya fosforilacion hemos demostrado que es inducida por leptina en
placenta. In vitro algunos estudios han demostrado que la leptina es capaz de estimular el
sistema A de transporte de aminoacidos en placenta, de manera tiempo especifica, y que

esto depende de la activacion de la via de sefalizacion de JAK-STAT (335, 453)
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Dado que observamos que la leptina activa la via de PI3K y que hemos demostrado
previamente que la leptina estimula la proliferacion de células trofoblasticas, nos
propusimos analizar si la hormona participa en la estimulacion la sintesis de proteinas en
placenta. Para ello, analizamos por Western blot, en células JEG-3, la activacion por leptina
del factor de iniciacion de la traduccion, EIF-4E y de la proteina EIF4EBP1 (Fjura
Como puede observarse, el tratamiento con leptina indujo la fosforilacién de EIF-4E y de
EIF4EBP1, de manera dosis dependiente. Para ambas proteinas el maximo efecto se obtuvo
a una concentracion de leptina de 10 nM, aumentando hasta 5 y 10 veces respectivamente,
en relacion al nivel basal. Sin embargo, ya con 0,1 nM de leptina puede observarse un
aumento en la fosforilacion de las proteinas.

Efectuamos experimentos similares en explantos de placenta humana (Figura 6). Al
igual que lo observado en el resultado previo, la leptina estimulé la fosforilacion de EIF-4E
y de EIF4EBP1 y este efecto fue dosis dependiente. La maxima fosforilacion de EIF4EBP1
se obtuvo con 1 nM de leptina, pero un efecto significativo ya se observa con 0,1 nM
(Figura6B). En el caso de EIF-4E (Figura 6B) el maximo efecto se obtuvo con 10 nM de
leptina. Con leptina 1 nM ya se obtuvo una induccién significativa.

El sitio de fosforilacién mas importante en el factor EIF-4E es el residd®, $zicual
incrementa su afinidad por el ARNm y por el elF4G, generando un complejo elF4F mas
estable, que es el que inicia la traduccion. Se ha descripto que la accion de mitdbgenos y
estimulos de estrés mediado por ERK y p38MAPK induce la fosforilacion de EIF-4E en la
Sef® y que esta fosforilacién se bloguea en presencia de inhibidores como LY294002 y
rapamicina.

La fosforilacion de EIFAEBP1 ocurre primero en los residuod’ $hiThr*, que son
necesarios para que continte la fosforilacién de otros aminoacidos. Estos son los residuos
gue analizamos en los experimentos mostrados.

Demostramos entonces que la leptina activa la maquinaria de traduccion de las células
trofoblasticas. Resultados obtenidos por colaboradores de nuestro grupo de investigacion
han demostrado a través de experimentos de incorporacién de leucina tritiada, que la leptina
promueve la sintesis de proteinas totales en células de placenta (411). Por otro lado también

se ha demostrado que dicha activacién es dependiente de las vias de sefializacién de MAPK
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y PI3K (454). Todos estos resultados estarian reforzando el rol de leptina en la

proliferacion de los trofoblastos.
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FIGURA 5. La leptina estimula la fosforilacion de EIF4AEBP1 y EIF4E en células JEG-3.
Células JEG-3 se incubaron en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
leptina durante 10 min. Las células se lisaron y los extractos celulares se analizaron por
Western blot, utilizando anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas de
EIF4AEBP1 (A) y EIF4E (B). Los mismos lisados se analizaron por inmunoblot con
anticuerpos que reconocen las proteinas totales, como control de carga. Se muestran
resultados representativos de cuatro experimentos independientes. Los resultados se
expresan como promedio = D.E. La cuantificacion de las bandas se muestra en el panel de
la derecha. *p <0,05; **p <0,01.
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FIGURA 6. La leptina estimula la fosforilaciéon de EIF4EBP1 y EIF4E en explantos de
placenta. Explantos de placenta humana a término se incubaron en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de leptina durante 10 min. Las explantos se procesaron segun lo
descripto en Materiales y Métodos y los extractos celulares se analizaron por Western blot,
utilizando anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas de EIFAEBP1 (A) y EIF4AE
(B). Los mismos lisados se analizaron por inmunoblot con anticuerpos que reconocen las
proteinas totales, como control de carga. Se muestran resultados representativos de tres
experimentos independientes. Los resultados se expresan como promedio £ D.E. La
cuantificacion de las bandas se muestra en el panel de la derecha. *p <0,05; **p <0,01. u.a,
unidades arbitrarias

Efectos antiapoptoticos de la leptina en placenta

La leptina inhibe la apoptosis en células trofoblasticas humanas

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado que la leptina posee

un efecto tréfico en células JEG-3, promoviendo su proliferacion (361). Por otro lado,
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varios estudios han mostrado la accion antiapoptotica de leptina en distintos sistemas (148,
317, 406, 407, 409, 449, 455). En base a estas evidencias, nos hemos propuesto evaluar con
distintas estrategias, la funcion antiapoptética de leptina en placenta humana. Diferentes
vias apoptoticas convergen en la activacion tardia de un efector apoptético clave, la
caspasa-3. Por ello, en primer lugar, se evalud la activacién de caspasa-3 por Western blot
en extractos de células JEG-3 deprivadas de suero y tratadas por 3 dias con concentraciones
crecientes de leptina. Se empled en este caso un anticuerpo que detecta la procaspasa
(caspasa inactiva) y las formas clivadas activas de caspasa. Segun muestra la Figura 7, con
medio sin suero se detecta la aparicion de la banda correspondiente a la caspasa-3 activa.
Esta disminuye progresivamente a medida que aumenta la concentracion de leptina, hasta
alcanzar niveles incluso inferiores al control con 10% de suero, con la méaxima
concentracion de leptina. Las procaspasas son procesadas por clivado enzimatico para
generar enzimas activas. La procaspasa de 32 kDa es primera clivada en el ladoaC-termi
de la Asp® para remover el prodominio amino terminal, quedando un fragmento de
aproximadamente 29 kDa. Este seria el correspondiente a la banda que observamos en la
Figura 7. Clivajes adicionales generan fragmentos de 17 y 12 kDa.

Podriamos concluir entonces que la leptina previene la activacion de caspasa-

inducida por la deprivacion de suero, y este efecto es dependiente de la dosis.
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FIGURA 7. La leptina previene la activacion de caspasa-3 en células trofoblasticas
Células JEG-3 fueron incubadas durante 3 dias en medio 0% SFB y tratadas con
concentraciones crecientes de leptina. Los lisados se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y
se analizaron por inmunoblot utilizando anticuerpos especificos contra caspasa-3. En el panel
inferior se muestra la cuantificacién de las bandas correspondientes a la caspasa clivada.

A partir de lo observado previamente, decidimos evaluar el efecto de la inhibicion
en la expresion de leptina sobre la activacion de la caspasa-3. Para ello, se trataron a las
células con un oligonucle6tido antisentido (AS) para leptina, en combinaciéon o no, con
distintas concentraciones de leptina. Segun se muestra en la Figura 8, el tratamiento con el
AS produjo un aumento en la expresion de la caspasa-3 activa y el agregado de leptina
recombinante disminuy6 dicha expresion. El efecto maximo se observo con 100 ng/ml de
leptina. Este resultado demuestra que el agregado de leptina puede compensar la falta de

leptina enddgena, previniendo a los trofoblastos de la muerte por apoptosis.
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FIGURA 8. La inhibicion de leptina induce la activacibn de caspasa-3 en células
trofoblasticas. Células JEG-3 fueron incubadas durante 3 dias en medio 1% SFB y tratadas
con leptina y/o un oligonucleétido antisentido (AS) de leptina, en la concentraciones que se
indican. Los lisados se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y se analizaron por inmunoblot
utilizando anticuerpos especificos contra caspasa-3. En el panel inferior se muestra la
cuantificacion de las bandas correspondientes a la caspasa clivada

Como una estrategia alternativa para determinar la accion antiapoptética de leptina,
evaluamos los eventos apoptoticos tempranos midiendo la exposicién de fosfatidilserina en la
membrana plasmatica, la cual presenta alta afinidad por la anexina V. Se realiz6 una doble
tincion con anexina V-FITCioduro de propidio, para discriminar las células viables de las
apoptéticas y de las apoptéticas tardias o necroéticas. Las células se incubaron durante tres
dias con los tratamientos respectivos y los resultados se evaluaron por citometria de flujo. Tal
como lo muestra la Figura 9, el tratamiento con el AS para leptina incrementd el nUmero de
células apoptoticas 60 veces respecto al control (0,5% de células Anéxitla¥n A
comparadas con 30% de B). Mas aun, cuando las células se incubaron en presencia de AS y
leptina, se revirtio el proceso y la cantidad de células apoptoticas se redujo 90%, siendo solo
el 3% ceélulasAnexinaV+/ PI. Estos resultados son consistentes con la inhibicion de la
actividad de caspasa-3 previamente mostrada y demuestran que la leptina endégena es
importante para la viabilidad celular de los trofoblastos. Asimismo, nuevamente observamos
gue la leptina exdgena es capaz de suplir la falta de leptina enddgena y preaptdais
trofoblastica.
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FIGURA 9. La leptina previene la apoptosis en células JEG&ulasJEG-3 (1 x 10

células) se incubaron en placas de 10 cm en medio completo DMEM-F12 suplementado
con 10% SFB. Luego de 24 hs, el medio fue reemplazado por DMEM-F12 suplementado
con suero 1%, en presencia de un oligonucleétido control (A), un oligonucleétido

antisentido para leptina (ASuM (B) o el antisentido para leptina 2 uM mas leptina 250

ng/ml. Las células se cultivaron por 3 dias y se procesaron y analizaron por citometria de
flujo, segun se indica en Materiales y Métodos. Los datos de la izquierda son graficos de
puntos derivados del tamafio celular (FSC) y la granulosidad celular (SSC), en escala lineal.
En cada uno de estos graficos se marcan los eventos celulares seleccionados para ser
analizados. Los datos mostrados a la derecha indican los eventos detectados con Anexina
V-FITC/ ioduro de propidio en el flujo del citometro. El cuadrante de abajo a la izquierda
representa las células viables, negativas para las dos tinciones. El cuadrante de arriba a la
derecha contiene las células no viables, necréticas, y con apoptosis tardia, positivas para
ambas tinciones. El cuadrante inferior derecho representa a las células apoptoéticas,
positivas para Anexina-FITC y negativas para loduro de Propidio (Pl). Se muestra un

resultado representativo de 3 repeticiones independientes.
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Algunos aspectos clave de la apoptosis involucran a la mitocondria y a las proteinas
anti y proapoptoticas Bcl-2 y Bax, respectivamente. La sobreexpresion de Bax kcelera
muerte por apoptosis actuando a nivel de la mitocondria, donde disrumpe la cadena de
transporte de electrones y promueve la liberacion del citocromo ¢ en el citoplasma. La
relacion Bcl-2/Bax parece determinar la susceptibilidad a la apoptosis, regulando la funcion
mitocondrial que sigue a un estimulo apoptético (59). Para comenzar a investigar el posible
mecanismo por el cual la leptina podria estar previniendo de apoptosis en las células de
placenta, analizamos la activacion de una de las principales proteinas proapoptoticas
involucradas en la via intrinseca mitocondrial, Bax. Para ello, se realizaron transfecciones
transitorias con un pladsmido que posee clonado el promotor de bax rio arriba del gen de la
luciferasa (pBax-Luc). Segun se observa en la Figura 10, el tratamiento con leptina previno
la induccién de Bax causada por la disminucion de suero en el medio, alcanzando un
maximo de 100 veces de inhibicién de Bax con 100 ng/ml de leptina.

La expresion de Bcl-2 y Bax es regulada de manera espacio-temporal durante el
desarrollo de la placenta. Ambas proteinas se encuentran involucradas en los mgcanismo
moleculares que controlan la proliferacion celular, que ocurre a medida que avanza el
embarazo, principalmente en el tercer trimestre (59). La expresion de Bax se ha demostrado
en los trofoblastos del primer y tercer trimestre y en células BeWo (456). Se cree que un
aumento en la expresién de Bax proveeria un mecanismo novedoso en la iniciacién de la
muerte celular en los trofoblastos de la placenta humana a término. La comprensién de los
mecanismos apoptoéticos en trofoblastos es de gran utilidad en los casos de patologias
placentarias. Algunas observaciones sugieren que la apoptosis en los sinciciotrofoblastos se
encuentra aumentada en placentas de bebés con restriccion de crecimiento intrauterino (59).

Ha sido observado que el clivaje de Bax resulta altamente eficiente en el
desencadenamiento de la via mitocondrial proapoptética. En estudios en neutrofilos
humanos, la leptina retardo6 el clivaje de Bax, y dicho retardo se ha asociado a su vez con
con la inhibicion en la liberacion del citocromo ¢ en el citosol (449). En adipocitos, la
leptina aumenta la expresion de Bcl-2, lo cual es consistente con el papel antiapoptético
qgue cumple la leptina en estas células (457). Artwohl y colaboradores observaron que la
leptina redujo la apoptosis en células humanas endoteliales y esta accion se correlacioné

con el aumento en la expresion de Bcl-2 (407). Otro estudio demostro que la leptina no solo
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es capaz de incrementar la expresion de ciclina D1 para promover la proliferacion, sino que
también previene de apoptosis inhibiendo Bax en células de hepatocarcinoma humano.
(458).

De esta manera se sugiere un rol de la leptina como inhibidora de Bax. Sin embargo,
tal como se ha mencionado, la relacidon entre las proteinas anti y proapoptoticas (por
ejemplo, Bcl-2/Bax) es lo que determina si la célula desencadenard o no el proceso de
apoptosis. La Figura 10 demuestra Unicamente la inhibicion de una proteina proapoptotica.
La disminucion en la activacion de Bax (por privacion de suero) al tratar con leptina,
aumentaria el radio Bcl2/Bax, en el caso en que Bcl-2 se mantuviese constante o
aumentase. Esto sugeriria que la leptina podria estar actuando a través de la inhibicién de la
via intrinseca de apoptosis. Sin embargo, se requieren mas estudios para determinar los

mecanismos por los cuales la leptina previene de la muerte celular trofoblastica.
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FIGURA 10. La leptina inhibe la expresion del intermediario pro-apoptético Bax. Células
JEG-3 fueron transitoriamente transfectadas con la construccion plasmidica pBgax-Luc
tratadas con leptina, segun se indica. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB.
La actividad de luciferasa fue medida en los extractos celulares y normalizada a la actividad
de B-galactosidasa. Los resultados estan expresados como promedios + D.E de un
experimento realizado en triplicado. *** p < 0.001 vs 1% SFB.
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Ha sido publicado que la leptina aumenta la proporcion de ovocitos que luego
desarrollan en blastocistos. Estos blastocistos exhiben un nimero de células incrementado y
la proporcion de células apoptoéticas se encuentra reducida (317). Dado que hemos hallado
gue la inhibicion de la expresion de leptina en trofoblastos resulta en la induccion de la
apoptosis y dicho efecto puede ser totalmente revertido con la adicién de leptina exdgena, la
accion autocrina de la leptina seria importante en la supervivencia de los trofoblastos y por
tanto para el mantenimiento de la placenta. Esto también tendria relevancia en condiciones
patolégicas, dado que el ARNm de leptina se encuentra incrementado en placentas
preeclampticas en las que el feto podria encontrarse bajo condicion de estrés cronico (459)
Sin embargo, estudios previos han demostrado que en células trofoblasticas, la leptina no es
capaz de contrarrestrar la apoptosis promovida por condiciones patofisiolégicas como la
hipoxia (412), incluso siendo éste un conocido factor promotor de la expresion de leptina
(413).

La leptina previene la apoptosis de células trofoblasticas a través de la activacion de la
via de MAPK

Una vez evaluada la accion antiapoptética de leptina en trofoblastos de placenta
humana, nos hemos propuesto determinar las vias de sefializacion involucradas en dicho
efecto. Para ello, en primer lugar se cultivaron células JEG-3 en ausencia de suero, con o
sin leptina y en presencia de un inhibidor de PI3K, wortmanina, o de un inhibidor de MEK,
PD98059. Se midieron los eventos apoptoticos tempranos por deteccion simultanea de
Anexina V-FITC/PI empleando citometria de flujo. Al igual que lo observado previamente,
la leptina inhibi6 la apoptosis inducida por deprivacion de suero, en células trofoblasticas,
reduciendo aproximadamente a un tercio del control el porcentaje de células apoptoticas
(42,5% a 12,8%) (Figura 11A). Asimismo, la leptina fue capaz de disminuir 4,5 veces la
poblacion de células apoptéticas generada por ausencia de suero, aun en presencia de 50

nM de wortmanina (Figura 11B).
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FIGURA 11. La leptina previene los eventos apoptoticos tempranos en célula8 JEG-
activando la via de MAPK. Células fueron incubadas con o sin leptina 10 nM, en ausencia o
presencia de 50 nM de wortmanina (wort) o 100 uM de PD98059 (PD). Los datos
presentados son graficos de puntos de la citometria de flujo de células JEG-3 tefiidas con
Anexina V-FITC/PI. El cuadrante inferior izquierdo contiene las células viables, que
excluyen al Pl y son negativas para la union de anexina V-FITC. El cuadrante superior
derecho muestra las células no viables, apoptéticas tardias y necréticas, positivas para
ambas tinciones. Los cuadrantes inferiores a la derecha representan las células apoptoéticas,
positivas para la Anexina V-FITC, y negativas para Pl. Se muestra un experimento
representativo de cuatro repeticiones independientes.
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Sin embargo, en presencia de 100 uM de PD98059, el efecto antiapoptotico de
leptina fue totalmente revertido, observandose un porcentaje similar de células apoptoticas
con y sin leptina (Figura 11C). Esto sugiere que la via de MAPK estaria mediando el efecto
antiapoptotico de leptina en trofoblastos de placenta.

A fin de confirmar las vias involucradas en la accion antiapoptotica de leptina,
estudiamos por western blot, la activacion de cmspaen células JEG-3, utilizando
anticuerpos especificos contra la forma activa (clivada) de la proteina. Segin muestra la
Figura 12, la leptina previno la activacion de caspasa-3 inducida por la deprivacion de
suero durante 16 h. Este efecto fue bloqueado por PD98059, mientras que la wortmanina no
fue capaz de revertir el efecto antiapoptoético de la hormona. En este caso, la banda de
caspasa activa detectada es el fragmento de 17 kDa.

De esta forma, hemos demostrado que la leptina previene tanto los eventos
apoptoticos tempranos (exposicion de fosfatidilserina) como los tardios (activacion de
caspasa-3), a través de la via de MAPK. La via de la PI3K cumple un rol clave en la
regulacion de la apoptosis y en el crecimiento y ciclo celular. Sin embargo, en nuestro caso,
la inhibicién de dicha via no previene del efecto antiapoptético de leptina, sugiriendo que
en las células trofoblasticas, la via de sefalizacion de PI3K no estaria involucrada en las
funciones antiapoptéticas de leptina en placenta.

En resumen, hemos hallado que las principales vias de sefializacion del receptor de
leptina son activadas por la leptina en placenta y que los efectos antiapoptoticos de leptina
estan principalmente mediados por la via de MAPK. En la Figura 13 se puede observar la
representacion grafica de los resultados obtenidos, en donde se esquematizan las vias de
sefalizacion activadas por la leptina en placenta, asi como los posibles efectos derivados de

dicha activacion.
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FIGURA 12. La leptina inhibe la apoptosis en células trofoblasticas a través de la
activacion de la via de MAPK. Células JEG-3 fueron incubadas en ausencia de suero con o
sin leptina 10 nM por 16 h, en ausencia o presencia de 50 nM de wortmanina o 100 uM de
PD98059. Las ceélulas fueron lisadas y los extractos celulares se analizaron por Western
blot utilizando anticuerpos especificos para la forma clivada de caspasa-3. El control del
experimento se realizé con células JEG-3 cultivadas en medio 10 % suero. La cantidad de
proteina en cada muestra se determiné por inmunoblot con un anticuerp@ectitia. Se
muestra un experimento representativo de tres repeticiones independientes.
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FIGURA 13: Vias de sefalizacion activadas por la leptina en placenta. El diagrama
esquematico resume los caminos de sefalizacién regulados por la leptina en placenta
humana, incluyendo las vias de JAK/STAT, MAPK y PI3K. La via de MAPK se indica
como la responsable de los efectos antiapoptéticos de la leptina. ERK (quinasa regulada
extracelularmente), SHP-2 (proteina tirosin fosfatasa conteniendo un dominio con
homologia a Src-2 (SH2)), SOCS-3 (supresor de la sefalizacion de citoquinas 3), Grb2
(factor de crecimiento de union a receptor-2), SOS (hijo de la proteina sevéness
sevenless”), JAK (Familia de tirosin quinasas Janus), STAT (sefales activadoras y
transductoras de la transcripcion), PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), PDK (quinasa
dependiente de inositidos -1), PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato), PKB (proteina
kinasa B o Akt), p70S6K (pBEquinasa ribosomal), GSK-3 (glicégeno sintasa quinasa 3).
PD, PD98059. Wort, wortmanina. Las flechas con punta indican activacién o regulacion.
Las flechas terminadas en linea recta cruzada indican inhibicion.
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Seccion IT

Regulacion de la expresion de leptina y vias de sefalizacion
involucradas

Reqgulacion de la expresion de leptina por hCG v vias de zatiah

involucradas

Hemos analizado en la seccidon previa, la importancia de la leptina en la
supervivencia de las células trofoblasticas y en la prevencion de la apoptosis. Nuestro
siguiente objetivo fue estudiar la regulacién de la expresion de leptina en placenta por
distintas moléculas claves durante el periodo gestacional. En particular, dado al rol
fundamental que cumple la hormona hCG en el inicio y el mantenimiento del embarazo
(355), nos planteamos analizar la modulacién de la expresion de leptina por hCG.
Utilizamos como modelos de trabajo las lineas celulares trofoblasticas BeWo y JEG-3,
derivadas de coriocarcinoma humano, y explantos de placenta humana a término. Estas
lineas celulares expresan tanto leptina como su receptor (361) y mantienen muchas de las
caracteristicas de las células trofoblasticas humanas. Han sido ampliamente utilizadas para
estudios de sefalizacién celular en placenta (120, 221, 460-462). La placenta, y en
particular sus citotrofoblastos, cumplen la mayor funcion enddécrina necesaria para el
desarrollo y crecimiento fetal. La hCG es secretada por el trofoblasto velloso y actia sobre
otras células receptoras productoras, del ambiente fetoplacdB&djo De esta manera,
procedimos a investigar la accion de hCG, como sefial esencial durante el embarazo, sobre

la expresion de la leptina placentaria.

La hCG induce la expresion de leptina endégena en células de placenta de manera

dosis y tiempo dependiente
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Células BeWo fueron crecidas al 50-60% de confluencia en medio completo
DMEM-F12 suplementado con SFB 10 %. El tratamiento con hCG recombinante (0-500
IU/ml) se realiz6 en el mismo medio con 1% de SFB, durante 3 dias. Luego del
tratamiento, las células fueron lisadas y los extractos celulares fueron corridos en SDS-
PAGE. La expresion de leptina se determind por Western blot. Segun se observa en la
Figura 14, hCG incrementa la expresion de leptina en células BeWo de manera dosis
dependiente. El méximo efecto se alcanzo6 a 100 IU/ml de hCG, con 3,5 veces de induccion
respecto al control sin tratar. A dosis mas altas (500 IU/ml), la expresion de leptina retorna
a los niveles control. Este efecto es probablemente debido a una pérdida transitoria en la
produccion de segundos mensajerés § una pérdida en los receptores de superficie
celular (desensibilizacién), en respuesta a las dosis farmacolégicas del ligando (463). A fin
de estudiar el efecto de hCG en un modelo mas fisioldgico, analizamos explantos de
placentas humanas normales. Los explantos fueron incubados durante 4 h en medio
suplementado 0 no con concentraciones crecientes de hCG (0-500 IU/ml). La expresion de
leptina se determiné por Western blot. La Figura 15 muestra que hCG incrementd la
expresion de leptina en explantos de placenta. Este efecto fue dosis dependiente,
observandose la estimulacion maxima a 100 IU/ml de hCG, con 5,5 veces de induccion.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en células BeWo, dando una mayor validez
fisiolégica a los mismos. Para caracterizar en mas detalle el efecto de hCG sobre la
expresion de leptina en placenta, realizamos experimentos de curvas de tiempo para la
expresion de leptina, en células BeWo estimuladas con 50 o 100 IU/ml de hCG. El
tratamiento se realizé en medio DMEM-F12 suplementado con 1% SFB y la expresion de
leptina se determiné por Western blot. Segun se observa en la Figura 18, la presencia de
hCG en el medio de cultivo produjo un aumento en la expresion de leptina. El efecto
maximo se obtuvo a las 72 h de tratamiento con 100 IU/ml de hCG, alcanzando 6,9 veces
de estimulaciéon. Sin embargo, ya a las 24 h y a las 48 h de tratamiento se observa induccion
con 100 IU/ml de hCG, alcanzando las 5 veces de estimulacion de leptina.

Previamente ha sido demostrado que en explantos de primer trimestre, la liberacion
de hCG es pulsétil y que dicha secreciéon es aumentada tanto por GhnRH como por leptina
(309, 353). También se ha demostrado que la leptina posee un efecto estimulatorio en la

secrecion de hC@n cultivos primarios de células trofoblasticas de placenta humana a
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término (308) y en células trofoblasticas del primer trimestre (35). La accion de la leptina
en la secrecion de hCG aparentemente depende del momento del embarazo, no afectando la
secrecion de hCG a término (363) pero aumentando la secrecién de hCG en explantos del
primer trimestre (309). Por otro lado, la secrecion de leptina es estimulada
significativamente en células citotrofoblasticas luego del tratamiento por 4 h con GnRH-II.
Dado este escenario, es posible que en el contexto fisiolégico, cambios en las
concentraciones locales de hCG puedan determinar la expresion de leptina. En dicho
sentido, ha sido reportado que la secrecion de leptina en citotrofoblastos humanos fue
significativamente inhibida, cuando se incubaron durante 4 h con concentraciones
crecientes de hCG (326). En estos experimentos los autores emplean concentraciones de
hCG desde 5000 a 30000 IU/ml. En coincidencia con dichos resultados, nuestros hallazgos
mostraron una reduccion pronunciada en la expresion de leptina a concentraciones de hCG
mayores a 100 IU/ml. Entre las diferentes hormonas secretadas por la placenta, la GnRH, la
hCG y la leptina estarian involucradas en un circuito autocrino/paracrino, regulando

funciones placentarias principalmente durante el primer trimestre de embarazo.
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FIGURA 14. HCG induce la expresion de leptina en células de placenta. Células BeWo
(1x1C) fueron plaqueadas en medio DMEM-F12 suplementado con 1% SFB e incubadas
durante 3 dias con diferentes dosis de hCG (unidades internacionales por ml). Los extractos
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celulares se prepararon segun lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE vy la expresion de leptina se determiné por Western blot. Los
pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estandar. Los controles
de carga se realizaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticuefpo anti-
actina. En el panel inferior se muestra la densitometria de las bandas. La masa molecular
(kiloDaltons) se indica a la derecha de las bandas.
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FIGURA 15. La hCG estimula la expresion de leptina endégena en explantos de placenta.
Explantos de placenta humana a término fueron procesados segun lo descripto previamente
y tratados con concentraciones crecientes de hCG durante 10 min. Los extractos celulares
se prepararon segun lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteinas fueron separadas
por SDS-PAGE y la expresion de leptina se determind por Western blot. Los pesos
moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estandar. Los controles de
carga se realizaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticuefpaciing-
En el panel inferior se muestra la densitometria de las bandas relativas al control sin
agregado de droga al que se consideré 1. Se muestra un resultado representativo de 3
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control de acuerdo al test de comparaciones
multiples post hoc de Bonferroni. £@.05; **p< 0.01. La masa molecular (kDa) se indica
a la derecha de las bandas.
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FIGURA 16. La hCG estimula la expresion de leptina a distintos tiempos de incubacion
Células BeWo fueron incubadas por 24 (calles 1-3), 48 (calles 4-6) y 72 h (e8)leg 3
tratadas con 50 IU/ml de hCG (calles 2, 5 y 8), 100 IU/ml de hCG (calles 3, 6 y 9) 0 no
tratadas (calles 1, 4 y 7). Los extractos celulares se prepararon segun lo indicado en
Materiales y Métodos. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE vy la expresion de
leptina se determin6 por Western blot. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores
de peso molecular estandar. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de las
mismas membranas con anticuerpo @rdictina. En el panel inferior se muestra la
densitometria de las bandas relatighsontrol sin agregado de droga a cada tiempo al que

se considerd 1. Se muestra un resultado representativo de 3 experimentos independientes.
El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto a cada control de acuerdo al test de comparaciones multiples post
hoc de Bonferroni. *g 0.05; **p< 0.01. La masa molecular (kDa) se indica a la derecha de

las bandas
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La expresion del ARNm de leptina es estimulada por hCG

Una vez que determinamos que la hCG estimula la sintesis de leptina como proteina
en placenta, nos propusimos analizar si dicho efecto ocurre también a hik&Nla. A
tal fin, se trataron células JEG-3 durante 3 dias, con las concentraciones indicadas de hCG

y se extrajo el ARN total para evaluar por PCR cuantitativa a tiempo real la cantidad de
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ARNmM de leptina presente. Segun se muestra en la Figura 17, hCG estimula la expresion
del mensajero de leptina de manera dosis dependiente, alcanzandose el maximo efecto con
50 IU/ml de hCG (11,7 veces de induccion). De manera similar, y otorgando una validacion
fisiologica a los resultados en lineas celulares, cuando se trataron explantos de placentas
normales con distintas dosis de hCG, se observé que ésta induce significativamente la
expresion del ARNm de leptina, llegando a las 27,2 veces de estimulacion, con 50 1U/ml de
hCG (Figura 18
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FIGURA 17. HCG induce la transcripcion de leptina en células trofoblasticas. Células
JEG-3 fueron incubadas en medio DMEM-F12 con 1% SFB y tratadas con concentraciones
crecientes de hCG. Luego de 3 dias de incubacién, se extrajo el ARN de las células segun
lo descripto en Materiales y Métodos y el ARNm de leptina se cuantificORBIPER.

Como control de expresién se utilizéd la ciclofilina. Los resultados se expresan relativos al
control sin agregado de droga al que se considesérhuestra un resultado representativo

de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al control de acuerdo al analisis estadistico por ANOVA seguido del test
posteriori de Bonferroni. **p<0.01.
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FIGURA 18. HCG induce la transcripcion de leptina en explantos de placenta. Explantos
de placentas normales a término fueron incubados durante 4 h en medio DMEM-F12 con
1% SFB y tratados con concentraciones crecientes de hCG. Luego de la incubacion, se
extrajo el ARN de los explantos segun lo descripto en Materiales y Métodos y el ARNm de
leptina se cuantifico porRjI-PCR. Como control de expresién se utilizo la ciclofilina. Los
resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se coisadero 1.
muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control de acuerdo al andlisis estadistico por
ANOVA seguido del test a posteriori de Bonferroni. ***p < 0.001

Estos resultados demuestran que la hCG es capaz de estimular la expresion de

leptina a nivel del ARNm.

La actividad del promotor de leptina es inducida por hCG de manera dosis

dependiente

Dados los efectos estimulatorios que hemos observado de hCG sobre la expresion
de la proteina y del ARNm de leptina, nos planteamos estudiar si estos efectos son ejercidos
a nivel de la activacion del promotor, induciendo la transcripcion del gen de leptina. Para
ello, se realizaron ensayos de transfecciones transitorias con un vector que contiene la
region regulatoria del gen de leptina (desde -1951pb) fusionada al gen reportero de la
luciferasa (pL1951). La expresion de luciferasa bajo el control del promotor de leptina fue

proporcional a la cantidad de plasmido tranfectado, hasta los 15 pg, segan se mostré en la
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seccion Materiales y Métodos. Segun observamoa Eiglira 19el tratamiento con hCG
aumento significativamente la expresion de luciferasa en células transfectadas con pL1951.
El efecto maximo se alcanzo a las 100 1U/ml de hCG, donde se obtuvo una induccion de 23
veces. La actividad del promotor comienza a decrecer a dosis mas altas de hCG, al igual
que lo observado previamente para la expresion endoégena de la leptina. Estos resultados
indican que la hCG estimula la actividad del promotor de leptina y que regula la expresion

del gen a un nivel transcripcional.
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FIGURA 19. HCG induce la actividad del promotor de leptina en células BeWo. Células
fueron transitoriamente transfectadas con la construccion plasmidica pL1951 y tratadas con
hCG segun se indica. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 y 1% SFB. La actividad
de luciferasa fue medida en los extractos celulares y normalizada a la activiffad de
galactosidasa.Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se
considero 1.Los resultados estan expresados como promedios = D.E para dos experimentos
independientes realizados en triplicado. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01.

Con el objeto de identificar la region del promotor de leptina necesaria y suficiente
para evidenciar dicha induccion, realizamos ensayos de transfeccion transitoria con

plasmidos conteniendo deleciones seriales del promotor de leptina. Determinamo&que hC
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es capaz de estimular la expresion de leptina en todos los fragmentos analizados (Figura
20). La region de -2922 a -1951 pb fue inducida 3 veces respecto a su control sin hCG. La
construccion que contiene la region promotora de -948 a -1546 pb probablemente posee
algun o algunos elementos inhibitorios, dado que la actividad promotora, tanto basal como
en presencia de hCG, disminuye abruptamente. Esta actividad se recupera cuando se utiliza
la construccién desde -948 pb. En resumen, estos resultados muestran que la hCG estimula
la actividad del promotor de leptina probablemente a través de elementos presentes en su
promotor y una region minima de 218 pb es suficiente para evidenciar el efecto de

induccion.

Veces de

induccion
p-L218 . 4.84
p-L948 1.98
p-L1546 0.59
p-L1951 ] . - 2.99

p-L29225 R 3.41
0 10 20 30 40
Actividad de luciferasa relativa
(unidades arbitrarias)

FIGURA 20. Una regién minima de 218 pb es suficiente para evidenciar la activacion del
promotor de leptina por hCG. Células BeWo fueron transitoriamente transfectadas con
plasmidos conteniendo diferentes deleciones del promotor de leptina y tratadas (barras
blancas) o no tratadas (barras negras) con hCG 100 IU/ml. La actividad de luciferasa fue
medida en los extractos celulares y normalizada a la actividgdgdé&actosidasa. Los
resultados estan expresados como promedios = D.E. para dos experimentos independientes
realizados en triplicado. * p <0.05; *** p < 0.001.

En funcion de lo observado, hemos analizado las secuencias promotoras de leptina
comprendida entre los -2922 pb el +1, a fin de identificar los elementos potencialmente
responsables de la regulacién del promotor de leptina por hCG. Para ello, realizamos un
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analisis in silico de las secuencias promotoras del gen de leptina, comparando con la base
de datos de elementos o secuencias de union al DNA consenso para distintos factores de
transcripcion (Figura2l). Se utilizaron las herramientas informéticas de busqueda vy
comparacion disponibles, Transfac y Matinspector. Del analisis de la secuencia -218, se
evidenciaron putativos elementos de union para diferentes factores como C/EBP y Spl con
una similitud de 1. Reportes previos ya habian demostrado que estos factores de
transcripcion regulan la expresion de leptina en adipocitos (183, 336-339). Asimismo, los
factores C/EBP pueden regularse por hCG durante el desarrollo del foliculo (464). Otros
investigadores también describieron que la hCG regula positivamente la expresion de
C/EBP en cultivos primarios de adipocitos de rata (465,.456)1 es un factor de
transcripcion ubicuo involucrado en la via de MAPK, cuyo elemento de union fue descripto
en el gen de leptina (336, 339). En tejido adiposo, la presencia de estos dos elementos
parece ser clave, dado que sélo se requigtémpb de la secuencia 5’ del gen de leptina

para su transcripcion basal (183). También se encontraron en el promotor de leptina
elementos CRE, que responden a AMPc. Esta observacion podria sugerir la modulacion en
la expresion del gen por el segundo mensajero y sustenta nuestra hipotesis de que el
nucleodtido es uno de los reguladores en placenta de la transcripcion de leptina. En la region
comprendida entre -1971 y -1983 localizamos una secuencia GATA. Los factores de
transcripcion que se unen a este elemento emergen como actores fundamentales en el
desarrollo y en las funciones reproductivas en mamiferos. Los elementos GATAS parecen
ser regulados en parte por la sefalizacion de gonadotropinas, a través de la via del AMPc y
la PKA (467), lo que seria una evidencia mas para la regulacion del promotor de leptina por
hCG.
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aagcttctttaaggatggagaggccctagtggaatggggagattcttccgggagaagcga
STAT3
tggatgcacagttgggcatccccacagacggactggaaagaaaaaaggcctggaggaatc
NFKB SRF
aatgtgcaatgtatgtgtgttccctggttcaagggctgggaactttctctaaagggccag
RBPJK
gtagaaaacattttaggctttctaagccaaggcaaaattgaggatattacatgggtactt
SF1F
atacaacaagaataaacaatttacacaattttttgttgacagaattcaaaactttataga
SOX5
cacagaaatgicaaatttcctgtaattitedcgtgagaactattcttcttttgttttgttt
IRF7 STAT1 E2F
tgcgacagggttgcgctgatcctecegectcagtctcecctaagtgectgagatgttgcagg
Spl
aagtcagqgaccccgaacagagagatgggctggagccgtggcagaggaacataaattttq

aagatttcattttaatatggacacttatcagttcccaaataatacttttataatttttta

tgcctgtctttgctttaatctcttaatcctgttatcttcataagctaaggatgtacgtca
CREB
cctcaggaccactgtgataattgtgttaactgtacagattgattgcaaaacatgtgtgtt
C/EBP
tgaacaatatgaaatcagtgcaccttgaaaaagagcagaataacagcaatttttagggaa

caagggaagacaactataaggtctgactgcctgcggggtcgggcaaagggagccatattt

ttcttcttgcagagagcctataaatagacctgcaagtaggagagatattgctaatttcett

ttgctagcatggaatattaatattaacaccctgggaaa_ttcctmgggagg

RBPJK TEF
tctataaatggccgectctgggaatgtctatcctacgcaacggagataaggactgagatac
RBPJK
gccctggtctcectgcagtaccctcaggcttactagggtggtgaaaaacteegeectggta
Spl
aatttgtggtcagaccagttttctgctectecgaacactgttttctgttgtttaagatgttt
ARE
atcaagacaatacgtgcaccgctgaacacagacccttatcagtagttctcecctttttgeccce

tttgaagcatgtgatctactccctgttttacaccccctcaccttttgaaacccttaataa
aaaacttgctggtttgaggctcaggtgggcatcacagtactaccgatatgtgatgtcacc
cccggcggcccagctgtaaaattcecctctectttgtactctcectctectttatttctcageccag

ctgacacttatggaaaatagaaagaacctacgttgaaatattgggggcaggttcccccaa
IRF1
tatctggtgecccaacgtgggatactgagattacaagcatgagccactgcatctggecctct
HIF1
tcttttgatttttttttttcaaacttttacaaatgtagaaaccattcttagcttttgggce

attaccaaacccggcagtggcaggctcggttcaccgal@gteatttgcagttccccgettt

C/EBP vJUN CREB
atgttatgggttttgttttgttttgttttttttattgagacagagtttcactcttgttge
FAST-1 SMAD
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-1302 ccaggctgtagtgcaatggtctgatcttggctcactgcaacctccacttcccaggttcaa
GRE
-1242 gccattctcctgcctcagectectcaagtagectgggattacagacactcaccaccacacct
TTFF
—-1182 ggctaattttgtatttttagtagagatgaggtttcaccatgttggccaggctggtctcga

-1122 aatcctgacctcaggtgatccacccaccttggcctcccaaagtgctgggattacaggett
-1062 gagctaccacgcctggctgggttggttctcaatggagtggtttgtttttggagectgctcet
-1002 gcgcagtggggaccagaataggcctgggttcctagcccattgctattceccttaccagetgt
-942 ggattctaaggaaagtcatttaacctcgctggaccttagattcctcatccctgaagccca
-882 agggtaaaacaaaacaaaacaaaacaaaacaaaccaacccatcatgtaaagcggggaact
—-822 acaaacgatacaggtgaaacatgcctaccacaccactcacaggctatgatgacaaaaacg
-762 tggctacatctgggaccaccecccaacccccactttgtacgtaggaaatacggagttgag
RREB1
-702 gatggagacccacagtatgtccagagtgtccccaaaggccacagtgcccgcctggagccc

ERE
-642 tccagagagcgtgcactccctggggtgccageccagagacaacttgeccctgaggecttggaa

-582 ctcgattctccgcgtgccagagaaggggtgggacttcagaacecececcaacceccgecaatctyg
RREB1
-522 ggtcggggagcctggcgcactgcgggccgctccctctaaccctgggettccctggegtec

-462 agggccgtcggggccgagtcccgattcgctcccaccccgaagccgecgccaggaccaacga

-402 gggcgcagccgtatgccccagcccgcteccgecggageccctcacagccaceeccgecccga
Spl
-342 ccgcgccccgagcggctcgaagcaccttcccaaggggctggtcettgegecatagtecgeg
C/EBP
—-282 ccggagcctctggagggacatcaaggatttctcgctcctaccagccacccccaaattttt

-222 gggaggtacccaagggtgcgcgcgtggctcctggecgecgccgaggccecctccctcgaggeccc

-162 cgcgaggtgcacactgcgggcccagggctagcageegeeccggcacgtcgectacecctgagg
Spl
-102 ggeggggcgggagctggcgctagaaatgcgceccggggcctgecggggcagttgegeaagttyg
Spl C/EBP

—-42 tgatcgggccgctataagaggggegggcaggcatggagccce f#lgtaggaatcgcagcg
Spl
ccaacggttgcaag
+29

FIGURA 21. Identificacion de potenciales elementos reguladores en el promotor de
leptina. La secuencia del promotor de leptina (-2922 a +29) fue analizada con el programa
Matlnspector 7.4 y se seleccionaron los elementos hallados con puntaje de coincidencia
1(méaximo). Se realiz6 una subseleccién de los elementos mas relevantes al presente
estudio. Los sitios en cuestidn se encuentran en letra negrita subrayada o resaltada en los
casos en que se superponen las secuencias. En rojo se muestran los nombres de los
elementos o de los factores de transcripcion con afinidad por las secuencias. El sitio
TATAA se muestra en azul. En fucsia se han resaltado secuencias intensificadoras de la
transcripcion de leptina en placenta, aun sin nombre espeeificaitio de inicio de la
transcripcion.RBPJK: represor transcripcional de mamiferos RBP-Jkappa/CBRE:

factor de respuesta a sue®IAT1: sefial activadora y transductora de transcripcion 1,
STAT3: sefal activadora y transductora de transcripcidn2®, factor involucrado en la
regulacion del ciclo celular, interacciona con la proteina Rb p8J7,: proteina
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estimulante 1, factor de transcripcion ubicuo dedos de @ific3P: CAAT/ proteina de

union a intensificadoiCRE: elemento de respuesta a AMPGRE: elemento de respuesta

a glucocorticoidesTEF: factor tirotr6fico embrionarioSF1 factor esteroidogénico 1,
IRF1: factor de regulaciéon por interferon [RE7: factor de regulacion por interferon 7,
ARE: elemento de unidén a receptor de androgemds$;l: sitio de union de factor de
transcripcion de tiroides HRE: elemento de respuesta a hipoxid UN: v-Jun, FAST-
1/SMAD: sefal de transduccion de la activina-1/proteina relacionada a Sma- y Mad-2,
RREBI1: elemento de respuesta por union de proteina RERE, elemento canonico
palindrémico de respuesta a estrogehids{B50: NF-kappaB (p50)INSM1: elemento de

unioén a proteina asociada a insulinoma-1 (IA-1), funciona como represor transcripcional,
GFI1: factor de crecimiento independiente 1, proteina con motivos de dedos de zinc que
acttia como represor transcripcional.

Finalmente, a partir de los datos obtenidos en el analisis in silico descripto y los
datos provistos por publicaciones previas, hemos realizado una representacion integratoria
y esquemaética con los elementos regulatorios presentes en el promotor de leptina (Figura
22). Se destaca entre los elementos, el intensificador de la transcripcion de leptina,
especifico de placenta, formado por tres elementos distintos consecutivos denominados
PLE (339) Este “enhancer” media la expresion placentaria de leptina y podria explicar el
aumento de la misma durante el embarazo. Aun no se han identificado los factores de

transcripcion que se unen al mismo.
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FIGURA 22. Representacion esquematica de los elementos reguladores del promotor de
leptina. El diagrama muestra los elementos regulatorios putativos (circulos azules) y los
reportados (circulos verdes) para diferentes factores de transcripcién. La zona aumentada
del promotor muestra la posicion del “enhancer” placentario de leptina (PLE 1, 2 y 3)

(339).

El tratamiento con hCG aumenta la concentracion de AMPc enddgeno e involucria

participacion de elementos CRE en la regulacién de la transcripcion

Se encuentra generalmente aceptado que la union de hCG a su receptor desencadena
la via de transduccion de sefales a través de la activacion de la proteina G heterotrimérica,
y en la clasica respuesta se elevan los niveles intracelulares de AMPc y se induce la
activacion de la via de PKA (358). De hecho, ha sido reportadtadueG es capaz de
aumentar los niveles de AMPc en la placenta humana, lo que sugiere que el AMPc seria
uno de los segundos mensajeros en la accion del hCG para regular su propia sintesis y la de
otras moléculas (468, 469). En base a esto, decidimos evaluar en primer lugar si en nuestro
sistema, el tratamiento con hCG eleva los niveles intracelulares de AMPc. Asi, llevamos a
cabo un experimento en el cual utilizando un kit comercial medimos el AMPc intracelular

generado en los trofoblastos luego del tratamiento con concentraciones crecientes de hCG
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(Figura 23). La hCG produjo un aumento del AMPc enddgeno y este efecto resultd dosis
dependiente. El incremento en los niveles de AMPc resulté significativo a partir de 50
IU/ml de hCG. Nuestros resultados coinciden con reportes previos que indican que en
placenta, la hCG produce un incremento en el AMPc intracelular (468, 469). Los niveles de
AMPc generados (0,4-1,8 pM), resultaron cercanos a las concentraciones de AMPc
utilizadas en los experimentos de incubacién con el andlogo dibutiril AMPc (Ver méas

adelante).
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FIGURA 23. La hCG incrementa el AMPc en células de placenta. Células BeWo crecidas
en DMEM 10 % SFB, fueron tratadas en placas de 96 pocillos, durante 3 dias, con las
concentraciones de hCG (IU/ml) que se indican, en medio 1% SFB. Se realiz6 la lisis
celular segun lo indicado por el kit de medicion de AMPc (ver Materiales y Métodos) y se
determiné la actividad de luciferasa en cada pocillo de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. Las concentraciones de AMPc se determinaron a partir de una curva estandar de
RLU (unidades de luminiscencia relativa) en funcion de [AMPc]uM. *p< 0.05; **p< 0.01;
***p< 0.001.
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Para continuar analizando la participacion de la via del AMPc en la accion de hCG
en placenta, realizamos en células BeWo, una transfeccion transitoria con un plasmido
reportero que posee clonados varios elementos CRE junto a un promotor minimo rio arriba
del gen Luc (pCRE-luc). Analizamos asi si dicho gen es activado por el tratamiento con
hCG. Segun se observa en la Figura 24, hCG indujo la activacion de CRE-luc, hasta incluso
1,7 veces respecto al control (100 IU/ml de hCG). Tal como se esperaba, el tratamiento con
AMPc 1mM o la cotransfeccién con un plasmido de expresion del factor de transcripcion
CREB produjeron un aumento en la actividad de CRE-luc. El tratamiento con hCG causé
un aumento aun mayor que el de estos dos tratamientos controles.

El ndcleo de la secuencia de CRE se halla en una variedad de elementos
regulatorios de genes que son activados por PKA. El principal factor de transcripcién que
se une a los CREs es CREB, el cual es sustrato de fosforilacion por PKA (391). De acuerdo
a esto, el resultado obtenido nos haria suponer que la activacion de la leptina por hCG
podria estar mediada por la via de sefializacion de la PKA. Sin embargo, existen otras vias
de sefializacion por las cuales CREB puede ser activado. Varios estudios han reportado que
distintas quinasas son capaces de fosforilar CREB Yy luego éste activar la transcripcion del
gen respectivo. Son ejemplo de ellas, las quinasas CaMKs (proteina quinasa dependiente de
Ca'? calmodulina), RSKs (quinasas ribosomales S6), PKC, GSK-3 y CKIl (caseina
quinasa II) (391).
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FIGURA 24. HCG activa la transcripcion a través de elementos @Hilas BeWo

fueron transitoriamente transfectadas con la construccién plasmidica pCRE-Luc y tratadas
con hCG o AMPc, segun se indica; o cotransfectadas con el plasmido de expresion de
CREB. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa
fue medida en los extractos celulares y normalizada a la actividgkdjalactosidasa. Los
resultados estan expresados como promedios + D.E de un experimento realizado en
triplicado. *p < 0.05.

La induccién de leptina por hCG es inhibida por la activacion de la via de sefalizacion
dependiente de AMPc

En funcion de los resultados obtenidos, el siguiente paso fue evaluar si la
estimulacion de leptina por hCG es mediada por la via del AMPc. Para ello, se trataron
células BeWo con hCG, (B)AMP o ambos, y la expresion de leptina se determino por
Western blot (Figura 25). De acuerdo a lo hallado previamente, la hCG estimulé de manera
significativa la expresion de leptina, 2,5 veces con hCG 100 IU/ml y 2 veces con hCG 50

IU/ml. Sin embargo, el tratamiento conjunto de distintas concentracion&ugeAMP
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mas hCG caus6 una peérdida completa del efecto inductor de la hormona. Esto resultd
contrario a lo esperado, puesto que suponiamos que al tratar con ambas moléculas se
observaria un efecto potenciado sobre la estimulacion de la expresion de leptina.

A partir de lo observado a nivel de la expresion de leptina, nos propusimos analizar
si el efecto inhibitorio del AMPc sobre la accion del hCG ocurria también a nivel de la
transcripcion de la leptina. Asi, tratamos células JEG-3 con hCG en combinacion con
AMPc. Si bien, la hCG y el AMPc indujeron la expresion de leptina 64 y 66 veces respecto
al control sin tratar, hallamos que el AMPc suprimi6 la estimulacion de leptina por hCG,

llevando los niveles del mensajero de leptina casi a los del control (Figura 26).
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FIGURA 25. El AMPc impide la estimulacién de hCG sobre la expresién de leptina en

células BeWo. Se incubaron células durante 3 dias con diferentes dosis de hCG vy
(Bu);,cAMP como se indica. Los extractos celulares se prepararon segun lo descripto
previamente y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La expresion de leptina se determino
por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de las mismas
membranas con anfractina. Se muestra en el panel inferior la densitometria de las

bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de drogaeal que s
consider6 1. Se observa un experimento representativo de tres experimentos
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independientes. El analisis estadistico se realizé por ANOVA seguido del test a posteriori
de comparaciones multiples de Bonferroni. Los resultados se expresan como promedios *
D.E. *p< 0.05 vs control; #, p <0.05; ##, p < O\8Xratamiento con hCG.
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FIGURA 26. El AMPc bloquea el efecto inductor de hCG sobre el ARNm de leptina en
células trofoblasticas. Células JEG-3 fueron cultivadas segun lo descripto previamente y
tratadas por 3 dias con hCG y/o (RAMP en las concentraciones que se indican. S
extrajo el ARN total y el ARNm de leptina se cuantific6 pRTePCR. La ciclofilina se

emple6 como control estandar interno. Los resultados se expresan relativos al control sin
agregado de droga al que se consider6 1. Los resultados se expresan como el promedio de
valores de un experimento realizado en triplicado.

Para confirmar los resultados previos, decidimos estudiar el efecto de AMPc en la
induccion de leptina por hCG, a nivel de la activacion de su promotor. Células BeWo
fueron transitoriamente transfectadas con la construccion reportera de luciferasa pL1951 y
tratadas con hCG, (BsAMP, o IBMX, un inhibidor inespecifico de fosfodiesterasas. Los
resultados se muestran en la Figura 27. Segun se esperaba, hCG estimuld
significativamente la actividad del promotor de leptina. El cotratamiento con la hormona y
el nucledtido ciclico suprimio la induccién de leptina por hCG, causando una reduccion de
la actividad de 3,8; 5,1 y 30 veces con 0,1uM, 1uM y 1mM, respectivamente. Mas aun, el

tratamiento con IBMX en combinacién con hCG también causé la supresiéon del efecto de
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hCG sobre leptina, llevando a una reduccion de 17 veces en la actividad del promotor de
leptina. Esto refuerza la idea de que altos niveles de AMPc podrian suprimir el efecto de
hCG sobre la expresion de leptina. Por otro lado, observamos que el tratamiento con
(Bu),cAMP 0,1 uM o 1 uM indujo la actividad del promotor de leptina. Dicha observacion
coincide con lo obtenido das Figuras 25 y 26 y se continuara analizando mas adelante en

el apartado correspondiente de la presente tesis.
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FIGURA 27. El AMPc suprime la induccion del promotor de leptina por hCG. Células
BeWo fueron transitoriamente transfectadas con la construccion plasmidica pL1951 y
tratadas con hCG, (Bs0AMP e IBMX, segun se indica. Las células se incubaron 72 h en
DMEM-F12 y 1% SFB. La actividad de luciferasa se midié en los extractos celulares y se
normalizé a la actividad dg-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control
sin agregado de droga al que se considerd 1. El analisis estadistico se realizé por ANOVA
seguido del test a posteriori de comparaciones multiples de Bonferroni Los resultados se
expresan como promedios + D.E. ***p< 0.001 vs. control; ###p < 0.001 vs. tratamiento
con hCG.

Finalmente, decidimos analizar la participacion de la PKA en el mecanismo de

induccion de leptina por hCG. Para ello, tratamos a las células con un inhibidor especifico
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de PKA, H89, en combinacion con hCG. Como puede observarse en la Figura 28, la hCG
incremento la expresion de leptina y éste efecto se mantuvo en presencia del inhibidor,
siendo incluso mayor la induccion de leptina en presencia del inhibidor y hCG, que sélo
con hCG. Esto sugeriria que la via de la PKA no se encontraria involucrada en los
mecanismos de estimulacion de leptina por hCG. Asimismo, seria posible que la inhibicion
del AMPc sobre la accion de hCG en placenta estuviera mediada por la activacion de la
PKA.
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FIGURA 28. La inhibicion de la PKA no bloguea el efecto inductor de hCG sobre la
leptina en células placentarias. Células Bes&preincubaron con H89 durante 30 min y
luego se incubaron o no con hCG, por 72 h, como se indica. Los extractos celulares se
prepararon segun lo descripto previamente y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La
expresion de leptina se determind por Western blot. Los controles de carga se realizaron
por inmunoblot de las mismas membranas confaattina. Se muestra en el panel inferior

la densitometria de las bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado
de droga al que se consider6 1. Se observa un experimento representativo de tres
experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 por ANOVA seguido del test
a posteriori de comparaciones multiples de Bonferroni. Los resultados se expresan como
promedios + D.E. *p< 0.05, ** p< 0.01.
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Los resultados sugieren que el aumento en los niveles de AMPc inhibe la induccion
de leptina por hCG. En adipocitos ha sido reportado que el ARNm de leptina es estimulado
por AMPc (180). Por otro lado, Zhao y colaboradores (302) demostraron que la expresion y
secrecion de leptina en placenta son especie-especifico y que 1mM de AMPc aumenta la
secrecion de leptina en células BeWo. En nuestro caso, la activacion de la PKA por un
aumento en los niveles de AMPc podria ser la responsable de la anulacidon del efecto de
hCG sobre leptina, por el AMPc. De todas formas, se requmésrexperimentos para
determinar los mecanismos responsables del fendmeno observado.

Recientemente ha sido descripta la regulacién negativa del receptor de LH/hCG, en
ratas tratadas con hCG o con elevacién cronica de la produccién de AMPc. Por otro lado,
en células de ovario o testiculo altas concentraciones de hCG o de AMPc regulan
negativamente los receptores de superficie, ademas de disminuir la abundancia de todos los
transcriptos del receptor (470). Otro mecanismo por el que el AMPc disminuye los
receptores de LH/hCG es reduciendo la tasa de aparicion de los receptores. La regulacion
negativa del receptor LH/hCG parece ser un proceso lento que lleva mas de 24 hs para ser
efectivo (471). Ademas, la finalizacién en la sefializacién, mediada por el receptor acoplado
a proteina G debido al exceso de ligando, ha sido descripta tanto in vivo como in vitro en
diferentes tipos celulares (472, 473).

Asi, la regulacién negativa del receptor de hCG podria explicar la auseneia de |
estimulacién de AMPc en el efecto de hCG sobre la leptina. Por otro lado, estos resultados
sugieren la existencia de una via alternativa activada por hCG, independiente de la via
AMPCc/PKA, la cual podria estar previniendo la rapida desensibilizacion del receptor, en
presencia de altas concentraciones del ligando que ocurren durante la implantacién y el
embarazo.

Algunos autores han mostrado que el hecho de que el receptor de hCG se regule de
manera positiva o negativa depende de la concentracion de AMPc utilizada y del tiempo de
exposicion (474). Esta evidencia nos condujo a pensar en la posibilidad de que altas
concentraciones de hCG en combinacién con AMPc agregado exégeno causen la inhibicion
en la estimulacién de leptina por hCG. Por lo tanto, llevamos a cabo un experimento en el
cual determinamos por Western blot la expresién de leptina en células BeWo tratadas con

concentraciones bajas de hCG (no estimulatorias de leptina) combinadas o no con
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(Bu),cAMP (Figura 29). Segun se observa, el agregado de AMPc causé un aumento en la
induccion de leptina por hCG, y éste fue mayor aun, con bajas concentraciones de AMPc
(1uM). Esto estaria verificando la evidencia de que altas concentraciones de AMPc (en
nuestro caso producidas por el AMPc exdégeno sumado al AMPc que se generaria por el
tratamiento con hCG) llevarian a una inhibicion del efecto estimulatorio del hCG. De

hecho, en la Figura 23 confirmamos que el tratamiento con hCG causa un incremento en las

concentraciones de AMPc
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FIGURA 29. EI AMPc induce el efecto estimulador de hCG sobre leptina a bajas
concentraciones de la hormona. Células BeWo se incubaron células durante 3 dias con
diferentes dosis de hCG y (BoAMP como se indica. Los extractos celulares se
prepararon segun lo descripto previamente y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La
expresion de leptina se determind por Western blot. Los controles de carga se realizaron
por inmunoblot de las mismas membranas confaatitina. Se muestra en el panel inferior

la densitometria de las bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado
de droga al que se consideré 1.
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La via de MAPK esta involucrada en la induccion de leptina por hCG en células
trofoblasticas

A partir de lo observado previamentdado que la via dependiente de PKA
pareciera no estar involucrada en la induccion de leptina por hCG, nos planteamos estudiar
entonces si esta hormona podria estimular otras vias de sefalizacion. Previamente, se ha
reportado la habilidad del receptor LH/hCG para transducir sefiales a través de la via de
MAPK/ERK en endometrio de primate (475) y en células de la granulosa porcina (476,
477). Asimismo, ha sido demostrado que el receptor de LH/hCG es capaz de activar la via
de PI3K/Akt en ovario de rata (367) y en células de la teca de ovario humand@718)
tanto decidimos examinar si las vias de MAPK o de PI3K pueden cumplir un rol en el
incremento de los niveles de leptina por hCG. Células BeWo se preincubaron por 30 min en
presencia o ausencia de diferentes inhibidores farmacoldgicos que actian en dichas vias de
sefalizacion y luego se incubaron por 72 h con hCG 100 IU/ml en continua presencia o
ausencia de esos inhibidores. Por Western blot, determinamos que el pretratamiento con el
inhibidor de PI3K (wortmanina 0,1 pM) disminuyd levemente la estimulacion de leptina
por hCG, aunqgue sin presanun efecto significativo (Figura 30). Sin embargo, debido a
gue se empled una unica concentracion del inhibidor y se realizé dicha determinacion en
este Unico experimento, no descartamos que la via de PI3K pudiera estar relacionada con
los efectos de hCG en cuestion (ver mas adelante). Por otro lado, cuando se tratdé con el
inhibidor de MEK (PD98059 50 uM), se bloquedé completamente el efecto de hCG 100
IU/ml sobre la expresion de leptina, demostrando que la activacion de ERK es necesaria

para el incremento por hCG en el nivel de leptina en células BeWo.
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FIGURA 30. Estudio de las vias de transduccion de sefiales de MAPK y PI3K en la
expresion de leptina mediada por hCG. Células BeWo {0 plagquearon en medio
completo DMEM-F12 con 1% SFB y se preincubaron durante 30 min con PD98059 o
wortmanina (Wort). Luego se incubaron por 3 dias con hCG y PD98059 o wortmanina
segun se indicd.os extractos celulares se prepararon segun lo descripto en Materiales y
Métodos. Las proteinas se separaron en geles de SDS-PAGE. La expresion de leptina se
determind por Western blot. Los controles de carga se realizaron con anticuerfpo anti-
actina. Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular
estandar. En los paneles inferiores se muestra la densitometria de las bandas. Los resultados
se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se consider6 1. El resultado de
la figura es representativo de 3 experimentos independientes y los datos se expresan como
promedio = D.E. *p< 0.05 vs control; #p < 0.05 vs tratamiento con hCG

De manera de confirmar el rol de la activacion de ERK en la regulacion positiva de
leptina por hCG, realizamos experimentos similares a los descriptogxplantos
placentarios. Se trataron los explantos durante 10 min con PD98059 50 uM y luego se
incubaron por 4 h con hCG 50 o 100 IU/ml, en presencia o ausencia del inhibidor. La
expresion de leptina se determind por Western blot. Ggamuauestra en la Figura 31, hCG

elevo los niveles de leptina y este efecto fue inhibido con el tratamiento con PD98059.
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FIGURA 31. La hCG induce la expresion de leptina en placenta a través de la via MAPK
Explantos de placenta humana fueron procesadas segun lo previamente descripto y
pretratadas con PD98059 por 10 min, seguido del tratamiento con hCG por 4 h. Los
extractos celulares se prepararon segun lo descripto en Materiales y Métodos. Las proteinas
se separaron en geles de SDS-PAGE. La expresion de leptina se determind por Western
blot. Los controles de carga se realizaron con anticuerpop-actina. Los pesos
moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular estandar. En los paneles
inferiores se muestra la densitometria de las bandas. Los resultados se expresan relativos al
control sin agregado de droga al que se consider6 1. El resultado de la figura es
representativo de 3 experimentos independientes y los datos se expresan como promedio +
D.E. *p < 0.05.
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Realizamos también, en células JEG-3, un experimento de PCR cuantitativa en
tiempo real (Figura 32), con el fin de determinar el efecto de la inhibicion de la via de
MAPK a nivel de la expresion del ARNm de leptina. Como se puede observar, la hCG
estimuld la expresion de los mensajeros de leptina y el tratamiento con PD98059 inhibio

por completo dicha estimulacién, hasta incluso a niveles por debajo del control.
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FIGURA 32. La inhibicién de la via de MAPK bloquea el efecto inductor de hCG sobre el
ARNm de leptina en células trofoblasticas. Células JEG-3 fueron cultivadas segun lo
descripto previamente y tratadas por 3 dias con hCG y/o PD98059 en las concentraciones
que se indican. Se extrajo el ARN total y el ARNm de leptina se cuantificéRI6PGR.

La ciclofilina se empled como control estandar interno. Los resultados se expresan relativos
al control sin agregado de droga al que se consider6 1. Los resultados se expresan como el
promedio £ D.E de un experimento realizado en duplicado. **p < 0.01 vs control; ##p <
0.01 vs tratamiento con hCG.

Para investigar en mayor profundidad el papel de la via de MAPK/ERK en la
sefalizacion de hCG sobre la estimulacion de leptina, realizamos experimentos de
transfecciones transitorias empleando la construccion pL1951. Células BeWo se
preincubaron durante 30 min con 10 o 50 uM de PD98059 o 0,1 uM de wortmanina, y se
incubaron por 72 h con hCG 100 IU/ml. La hormona incrementé la actividad del promotor
de leptina. Este efecto fue totalmente bloqueado d@®8659 50 uM (Figura 33).€&5
obtuvo una disminucion en la induccion de hCG sobre leptina con wortmanina 0,1 uM
aungue dicho efecto no resulté significativo. Por otro lado, obtuvimos evidencia adicional
de la participacion de la via de MAPK en la sefializaciéon de hCG, efectuando experimentos

en donde las células BeWo fueron cotransfectadas transitoriamente con la construccion
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reportera pL1951 y un plasmido que codifica para una mutante dominante negativa de
ERK2 (MAPK-kd). Segun se observa en la Figura 34, la cotransfeccion con MAPK-kd
bloqued la induccion de la actividad del promotor de leptina por hCG, sin modificar la

actividad basal.

n
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FIGURA 33. Estudio de las vias de transduccion de sefiales de MAPK y PI3K en la
transcripcion de leptina mediada por hCG. Células BeWo se transfectaron transitoriamente
con la construccién plasmidica pL1951y se incubaron en presencia o ausencia de hCG 100
IU/ml méas PD98059 (PD) o Wortmanina 0,1uM (Wort). La actividad de luciferasa se
midié en los extractos celulares y se normalizd a la actividaf-gkactosidasa. Los
resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se consider6 1. Los
resultados son expresados como promedio £ D.E de dos experimentos independientes
realizados en triplicado. ¥0.05 vs. contrgl##p <0,01 vs. tratamiento con hCG.
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FIGURA 34. La via de MAPK esta involucrada en la estimulacion de la transcripcién de
leptina por hCG.Células BeWo se cotransfectaron transitoriamente con pL1951 y un
plasmido expresando MAPK-kd (mutante dominante negativa de MAPK), y se trataron con
hCG como se indica. La actividad de luciferasa se midié en los extractos celulares y se
normaliz6 a la actividad dé-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control

sin agregado de droga al que se consider6 1. Los resultados son expresados como promedio
+ D.E de dos experimentos independientes realizados en triplicado. *p< 0.05, **p< 0.001
vs. control; #p< 0.05, ###p< 0.001 vs tratamiento con hCG.

Actividad de luciferasa relativa
(unidades arbitrarias)

En conjunto, todos los resultados sugieren que la induccién del gen de leptina por
hCG en placenta es dependiente de la estimulacion de la via de MAPK. La capacidad de la
hCG en inducir el aumento de AMPc ha sido ampliamente documentada. Sin embargo, la
sefializacion del receptor de LH/hCG independiente de la activacion de la via de
AMPCc/PKA se ha demostrado en varios modelos (479, 480). El receptor de LH/hCG es
capaz de mediar la activacién de las vias de MAPK (365, 366), de Janus quinasas y de
PI3K (367) Se sabe que las quinasas ERK funcionan como integradoras de sefiales
mitogénicas y de otras sefales originadas desde distintas clases de receptores de superficie,
tales como los receptores de tirosina quinasas y los GPCRs. La unién de distintos estimulos
a los GPCRs puede activar a estas quinasas a través de varias vias de sefalizacion (365). Ha
sido sugerido que la estimulacion de MAPK promovida por LH podria resultar en la

desensibilizacion de la esteroideogénesis estimulada por LH en células de la granulosa
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(368). Por ejemplo, se ha reportado quéadimea celular epitelial de endometrio humano
(HES) y en células epiteliales de endometrio de mono, la CG no activa la via de AC-
AMPc-PKA, pero puede inducir rdpidamente la fosforilacion de ERK 1/2 de manera
independiente de PKA (365). En el presente trabajo, hemos demostrado que la via de
MAPK cumple un rol esencial en la transduccion de sefiales inducida por la gonadotrofina

en la regulacién positiva de la leptina.

HCG activa la via de sefializacion de MAPK/ERK en explantos de placenta

Con el objeto de confirmar en un modelo mas fisiolégico, que la via de MAPK es
capaz de mediar la accién de hCG sobre la expresion de leptina en placenta, procedimos a
examinar la activacion por fosforilacion de ERK 1/2 y de MEK en explantos de placenta
humana tratados con dosis crecientes de hCG. La fosforilacion de las quinasas se determiné
por Western blot empleando anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas. Segun
se muestra en la Figura 35A, la fosforilacion de ERK 1/2 fue significativamente aumentada
con el tratamiento con 25, 50 y 100 IU/ml de hCG. La fosforilacion de MEK también fue
inducida por 25, 50 y 100 IU/ml de hCG (Figura 35B). Mas aun, la estimulacién de la
fosforilacion con 100 IU/ml de hCG resulté significativamente bloqueada cuando los
explantos se preincubaron por 10 min con 50 uM de PD98059 (Figura 36

En suma, los experimentos demuestran que la hCG induce la fosforilacion de MEK
y ERK 1/2 en explantos de placenta y confirman que dicha via de sefializacion podria estar
involucrada en la regulacion de la expresion de leptina. La activacion de esta via de
sefalizacion alternativa por hCG en placenta, estaria teniendo relevancia fisiolégica durante
el embarazo. En presencia del embrién, la propia placenta se encuentra sujeta a altos
niveles de hCG, lo cual resulta critico para que los trofoblastos se mantengan funcionales
durante el proceso de implantacién. Por ello, una posibilidad es que la placenta conserve su
respuesta funcional a hCG silenciando los caminos canoénicos de proteinas Gs y Gi y
manteniendo la sefializacion a través de vias alternativas como la de MAPK, previniendo

asi su desensibilizacion y su internalizacion.
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FIGURA 35. HCG activa ERK 1/2 y MEK en explantos de placenta. Explantos de placenta
fueron procesados segun lo descripto previamente y se trataron con hCG por 10 min. Las
muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilacion de ERK 1/2 (A) y
MEK (B) se determiné por Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se
determind el nivel total de ERK y MEK en los extractos celulares como control de carga.
Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estandar. En el
panel inferior se muestra la densitometria de las bandas. Los resultados se expresan
relativos al control sin agregado de droga al que se consideré 1. Se expone un resultado
representativo de 2 experimentos independieiped.05; **p< 0.01.
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FIGURA 36. La via de MAPK es activada por hCG en placenta. Explantos de placenta
fueron procesados segun lo descripto previamente, pretratados con PD98059 por 10 min y
luego tratados con hCG por 10 min. Las muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%,
y la fosforilacion de ERK 1/2 se determind por Western blot como se indica en Materiales

y Métodos. Se determind el nivel total de ERK en los extractos celulares como control de
carga. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estandar. En
el panel inferior se muestra la densitometria de las bandas. Los resultados se expresan
relativos al control sin agregado de droga al que se consid&®ekpone un resultado
representativo de 2 experimentos independientes **p<0.01 vs. control; # p<0.05 vs.
tratamiento con hCG.

Con respecto a la via de PI3K, con los experimentos realizados, no podemos
confirmar que se encuentre participando en el camino de sefializacion de la regulacion de
leptina por hCG. Sin embargo, y dado que se conoce la habilidad del receptor de hCG para
acfvar multiples vias de sefalizacion, decidimos evaluar por Western blot la capacidad de
hCG para activar la via de la PI3K en explantos de placenta. Como puede observarse en la
Figura 37, la hCG estimulo la fosforilacion de Akt, incluso con una concentracion minima
de 10 IU/ml de hCG, y dicha estimulacibn se mantuvo con todas las concentraciones

probadas. La proteina kinasa B/Akt es uno de los blancos principales rio abajo de la PI3K y
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resulta activada por fosforilacion en serina y en treonina. La activacion de Akt esta
relacionada con el crecimiento celular, la inhibicién de la apoptosis y la supervivencia de la
granulosa (481). Se ha sugerido que la hCG aumenta la invasion trofoblastica y la
migracion a traveés de la activacion de las vias de sefalizacion de ERK y de Akt (360).

Hemos demostrado que la hCG es capaz de activar la via de PKB/Akt en explantos
de placenta humana. No obstante, dicha activacibn no participaria de los mecanismos
involucrados en la induccion de la expresion de leptina por hCG en placenta.

hCG (IU/ml) - 10 25 50 100
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FIGURA 37. HCG induce la fosforilacion de Akt en explantos de placenta. Explantos de
placenta fueron procesados segun lo descripto previamente y se trataron con hCG por 10
min. Las muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilaciébn de Akt se
determiné por Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se determiné el nivel
total de Akt en los extractos proteicos como control de carga. Los pesos moleculares se
estimaron con marcadores de peso molecular estandar. En el panel inferior se muestra la
densitometria de las bandas.

En base a los resultados observados en las Figuras 25, 26 y 27, nos propusimos
analizar si la inhibicién del AMPc en el efecto de hCG sobre la leptina, podria deberse, no

s6lo a la desensibilizaciéon y/o disminucion del receptor hCG/LH sino también a una
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inhibicion de la via de MAPK generada por la activacion de la via AMPc/PKA. Para ello
analizamos la fosforilacion de ERK1/2 en condiciones de inhibicion de PKA (con el
inhibidor especifico H89), y luego del tratamiento con hCG. En la Figura 38 se observa que
la hCG estimulo la fosforilacion de ERK 1/2 hasta 6 veces respecto al control. La
inhibicion de PKA con H89 caus6 un aumento en la fosforilacion de ERK 1/2, y mas aun,
el tratamiento con hCG en combinacion con H89 estimuld significativamente la
fosforilacion de ERK 1/2, a niveles incluso mayores a los de hCG solo. Esto,
coincidentemente con resultados anteriores, indicaridagu€G estimularia la expresion

de leptina a través de la via de MAPK, y la activacion de la via de AMPc/PKA estaria

interfiriendo con dicho efecto.
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FIGURA 38. La PKA impide la activacion de ERK 1/2 por hCG en células trofoblasticas.
Células BeWo (1x19) se plaquearon en medio completo DMEM-F12 con 1% SFB y se
preincubaron durante 10 min con H89 y luego otros 10 min con hCG, segun se lindica
extractos celulares se prepararon segun lo descripto en Materiales y Métodos. Las muestras
se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilacion de ERK 1/2 se determiné por
Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se determiné el nivel total de ERK
en los extractos celulares como control de carga. Los pesos moleculares se estimaron con
marcadores de peso molecular estandar. En el panel inferior se muestra la densitometria de
las bandasSe expone un resultado representativo de 2 experimentos independientes.
**p<0.01, **p<0.001.

163



A partir de todos los resultados obtenidos en esta parte de la presente seccion,
hemos construido un modelo esquematico que hipotetiza sobre el mecanismo por el cual la
hCG estimula la expresion de leptina (Figuras 39A y 39B). Cuando la hCG actua sobre su
receptor en trofoblastos, conduce a una expresion aumentada de leptina, fundamentalmente
a través de la via de MAPK (dependiente o independiente de AMPc) (Figura 39A). En el
momento en el que los niveles intracelulares de AMPc se incrementan (Figura 39B) por
causa del agregado de AMPc exdgeno, ocurre una inhibicién en el efecto estimulatorio de
leptina por hCG. Esto podria deberse a un mecanismo de desensibilizacion del receptor de
hCG (o de disminucion de los receptores en membrana) o a una inhibicion de la via de
MAPK por la sobreactivacion de la PKA. Estos mecanismos llevarian a una reduccion en la

expresion de leptina.
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FIGURA 39: La hCG estimula la expresion de leptina en células trofoblasktasodelo
propuesto muestra los mecanismos involucrados en la induccion de leptih€G. La

hCG estimula la expresion de leptina principalmente por la via de MAPK, dependiente (via
EPAC) o independiente de AMPc (A). Sin embargo, cuando la hCG se combina con AMPc
exdégeno (B), el AMPc intracelular se eleva (rectangulo mayor). Esto llevaria a la
sobreactivacion de la PKA (forma estrellada), la desensibilizacion del receptor de hCG y la
inhibicion de la via de MAPK. En suma, todo ello estaria causando la inhibicién en la
expresion de leptinaaGDP, subunidad alfa de la proteina G asociada a guanosina
difosfato; aGTP, subunidad alfa de la proteina G asociada a la guanosina trif@isfato;
subunidades beta y gamma de la proteina G; B-RAF, protooncogen serina treonina proteina
quinasa; Epac, proteina intercambiadora activada por AMPc; RAP, GTPasa pequefia de
tipo Ras; PD, PD98059. Las flechas en punta indican estimulacion, la terminadas en linea
recta, inhibicion.
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Requlacion de la expresion de leptina por AMPc v vias daligadion

involucradas

Tal como hemos descripto en la introduccion, se sabe que muchas de las funciones
atribuidas a los trofoblastos de la placenta humana, incluyendo la produccién de varias
hormonas del embarazo y el transporte de nutrientes esenciales para el feto, se encuentran
bajo la regulacion de segundos mensajeros, principalmente del AMPc (371). Ha sido
ampliamente documentado el profundo efecto que posee el AMPc en las funciones del
trofoblasto humano, segun demuestran numerosos estudios in vitro de células trofoblasticas
normales y transformadas (376). Dado el rol critico que posee el AMPc en controlar la
expresion de genes especificos de placenta y en mediar la accion de numerosas hormonas
placentarias, nos planteamos como siguiente objetivo investigar la regulacion de la
expresion de leptina por AMPc asi como las vias de sefializacion involucradas. Asimismo,
cumplir con este objetivo nos permitira comprender con mayor claridad los resultados

obtenidos en la primera parte de esta seccion.

El AMPc induce la expresion de leptina en células trofoblasticas

Al igual que en los experimentos previos, utilizamos como modelo de trabajo las
lineas celulares trofoblasticas BeWo y JEG-3. Dado los resultados obtenidos en los cuales
el tratamiento con (Bu}AMP caus6 una pérdida completa del efecto de induccion de la
hCG sobre la leptina decidimos investigar la regulacién de la expresion de leptina por
AMPc. En particular, comenzamos por estudiar el efecto del tratamiento con AMPc sobre
la sintesis, transcripcién y activacion del promotor de leptina. Mediante analisis por
Western blot, determinamos que el (BAMP (0,1-100 pM) estimuld la expresion de
leptina en células BeWo (Figura 40). Este efecto resulté dosis-dependiente, alcanzando un
maximo de 2,9 veces de induccién con 100 uM dex(BWP. A dosis mas altas (hM-

10 mM) la expresion de leptina retorno al nivel del control. Luego examinamos si el AMPc
podria tener efecto sobre el nivel de ARNI® leptina. La Figura 41 muestra que el
(Bu),cAMP incrementd la expresion del ARNm de leptina, medido Rf-BCR. El

efecto maximo se obtuvo con 1 mM de AMPc, con 22 veces de inducciéon respecto al
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control. Finalmente, realizamos ensayos de transfecciones transitorias, con el vector
plasmidico reportero pL1951. En las células BeWo transfectadas, el AMPc fue capaz de
estimular la actividad del promotor de leptina desde una concentracion de 0,1uM hasta una
de 1 mM del nucleétido (Figura 41). El maximo efecto se obtuvo con 10 uM de
(Bu),cAMP, donde se indujo 4,2 veces la actividad de luciferasa por sobre el control sin

tratar.
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FIGURA 40. El AMPc induce la expresion de leptina en células de placenta. Células
BeWo (1x10) se plaquearon en medio completo DMEM-F12, suplementado con 1% SFB,

y se incubaron por 3 dias con diferentes dosis de¢BMP como se indica. Los extractos
celulares se prepararon segun lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteinas se
separaron en un gel SDS-PAGE y la expresion de leptina se determind por western blot.
Los pesos moleculares se estimaron empleando marcadores de peso molecular estandar.
Los controles de carga se efectuaron por inmunoblot de la misma membrana con anticuerpo
antiff-actina. Se muestra en el panel inferior la densitometria de las bandas. La masa
molecular (kDa) se indica a la derecha de las bandas. Los resultados se expresan relativos al
control sin agregado de droga al que se conside8érhuestra un resultado representativo

de tres repeticiones independientes. El analisis estadistico se realizo por ANOVA seguido
del test a posteriori de comparaciones multiples de Bonferroni. **p < 0.01; **p< 0.001.
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FIGURA 41. El AMPc induce la transcripcion de leptina en células trofoblasticas. Células
JEG-3 fueron cultivadas segun lo descripto previamente para células BeWo y se trataron
por 3 dias con dosis crecientes de (BAMP. Se extrajo el ARN total y el ARNm de
leptina se cuantifico por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. La ciclofilina se empled
como control estandar interno. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado
de droga al que se considerd 1. Los resultados se expresan como el promedio + D.E. de dos
experimentos independientes realizados en triplicado. El analisis estadistico se realizd por
ANOVA seguido del test a posteriori de comparaciones multiples de Bonferroni. *p < 0.05

Asi, en conjunto, estos resultados demuestran que el AMPc incrementa la expresion
de leptina no solo a nivel de su sintesis sino también de su transcripcion, en células de
placenta humana.

Los niveles de ARNmM de leptina en tejido adiposo son incrementados por
glucocorticoides e insulina (288, 482, 488disminuidos por agonistg$-adrenérgicos
(178). Por otro lado, un aumento en las concentraciones de AMPc, regula negativamente la
secrecion de leptina y una disminucion, ejerce el efecto contrario (484). Varios elementos
regulatorios han sido identificados en el promotor de leptina (por ejemplo, elementos de
respuesta a AMPc y glucocorticoides y sitios SP-1 y C/EBP), sugiriendo una regulaciéon
directa de la expresion de leptina a través de distintas vias transcripcionales (98, 182, 336,
485).
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FIGURA 42. El promotor de leptina es activado por AMPc en células placentarias.
Células BeWo fueron transitoriamente transfectadas con la construccion plasmidica
pL1951 y tratadas con (Bs£AMP como se indica, durante 72 h, en medio DMEM-F12 1%
SFB. Se midio la actividad de Luc en los extractos celulares y se normaliz6 a la actividad
de B-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al
que se considerod 1. Los resultados se expresan como promedio + D.E. de dos experimentos
independientes realizados en triplicado. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA
seguido del test a posteriori de comparaciones multiples de Bonferroni. *p < 0.05

La regulacion y la fisiologia de la leptina en placenta no son totalmente conocidas vy,
en particular, muy poco se conoce acerca de la regulacion de leptina por AMPc. Nuestros
resultados mostraron que bajas dosis de AMPc estimulan la expresion de leptina de manera
dosis dependiente; sin embargo a dosis mayores a 1mM la estimulacion por AMPc
desaparece, observandose una curva de respuesta con forma de U invertida. Al respecto, se
ha reportado que la activacion de la PE#&capaz de regular su propia expresion. Una
activacion sostenida del sistema de PKA por forskolina o por analogos del AMPc, causa
una disminucion en las subunidades cataliticas y un aumento en los niveles de las
subunidades regulatorias (486). Esta retroalimentacion negativa actia como un mecanismo

regulatorio que ayuda a mantener la homeostasis celular bajo condiciones de prolongada
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exposicion o de estimulacion neurohormonal, y previene de la sobreestimulacion. Estas
observaciones podrian explicar nuestros resultados.

El efecto estimulatorio del AMPc sobre la expresion de leptina ha sido también
reportado en varias células no adiposas tales como células C6 de glioma, células GH3 de
tumor pituitario (377, 378), células de cancer mamario MCF-7 (349), células gastricas
MKN-74 (187), y tejido placentario coridénico (345). No obstante, estos resultados
contrastan con lo que ha sido demostrado en tejido adiposo. En cultivos de explantos de
adipocitos maduros, la activacion de PKA suprimio la secrecién y los niveles de ARNm de
leptina (180). Sin embargo, esta discrepancia en la regulacion de leptina en ambos tejidos
productores de leptina concuerda con el hecho de que el gen de leptina humano posea un
intensificador especifico de placenta y una proteina nuclear de unién involucrados en la
expresion de leptina (338, 339). Estas evidencias indican que la regulacion de la produccion
de leptina en trofoblastos de placenta es diferente de la de adipocitos.

Por otro lado, la sintesis y secrecion de leptina en trofoblastos normales estan
reguladas por una variedad de agentes bioquimicos enddgenos entre los que se incluyen
factores de crecimiento, hormonas vy citoquinas (101). Dichos agentes inician una serie de
eventos intracelulares de sefializacion que resultan en la activaciéon de varias vias de
sefalizacion (376, 487), incluyendo las del AMPc/PKA y la de MAPK (488-491). La via de
PKA cumple un rol central en la sefializacion biolégica de varias hormonas en la placenta,
tales como la epinefrina, los prostanoides y la hCG (376). La insulina y los glucocorticoides
son hormonas candidatas a regular la expresion y secrecion de leptina en placenta, dado que
se encuentran aumentadas en el suero materno al final de la gestacion y sus receptores son
expresados en placenta (311, 346). De hecho, la insulina y la dexametasona son importantes
moduladores de la expresidon del gen de leptina; y su secrecion es finamente regulada por
insulina en adipocitos aislados de ratas (492). El efecto de la insulina sobre la sintesis y
secrecion de leptina parece ser regulada al menos en dos pasos posttranscripcionales: 1)
movilizando pooles preexistentes de leptina, y 2) estimulando la sintesis de leptina. Estos
estudios implican a las vias de PI3K, MAPK y mTOR como mediadoras de la sintesis y
secrecion de leptina (493). Pese a que existe literatura disponible en relacion a la regulacién
del gen de leptina en tejido adiposo, la informacién referente a la regulacion de la leptina

placentaria surge por comparacion. Los efectos de insulina implican el reclutamiento de
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C/EBP a través de la via dependiente de AMPc (382). La union de la insulina a su receptor
también activa la via de MAPK (380, 381). Asi podria ser que la estimulacion de leptina en
placenta por AMPc sea desencadenada por distintas hormonas, entre ellas la insulina,

capaces de activar las vias de sefalizacion dependientes del nucledtido.

La expresion de leptina es estimulada por AMPc en explantos de placenta

Con el fin de estudiar los efectos del AMPc en un sistema mas fisioldgico,
analizamos explantos de placenta humana a término, de embarazadas sanas. Los explantos
fueron incubados durante 4 h en medio tratado o no, con concentraciones crecientes de
(Bu).cAMP (0,1-1000 uM). En I&igura 43seobserva que el AMPc estimulo la expresion
de leptina en explantos de placenta, medida por Western blot. Este efecto resulté dosis
dependiente, alcanzando un maximo de 2,5 veces de induccion cgzABRB)10 uM.

De manera de caracterizar en mayor profundidad el efecto de leptina sobre el AMPc
en células trofoblasticas, realizamos experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real en
explantos de placenta estimulados con 48AIMP como se describié previamente. Como
muestra la Figura 44| AMPc caus6 un aumento en la expresion del ARNm de leptina, y
el méximo efecto se obtuvo a los 100 uM de (BAMP, con 56 veces de induccién. Mas
aun, incluso con 1 mM de (BgAMP, se observé una estimulacion de leptina de 11 veces
respecto al control. Estos resultados refuerzan la idea de que el AMPc posee un importante

rol en la regulacion de la expresion de leptina en placenta humana.
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FIGURA 43. El AMPc induce la expresion de leptina en explantos de placenta humana.
Explantos de placenta humana a término se procesaron segun lo descripto en Materiales y
Métodos y se trataron con dosis crecientes de,(BW¥)P durante 4 h. Se prepararon los
extractos de placenta y las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE. La expresion de
leptina se determind por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot
de las mismas membranas con anticuerpofaatitina. Los pesos moleculares se estimaron
empleando marcadores de peso molecular estandar. La densitometria de las bandas se
muestra en el panel inferior. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de
droga al que se considerd 1. Se observa un resultado representativo de tres repeticiones
independientes. ¥ 0.05; **p< 0.01.
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FIGURA 44 EI ARNm de leptina es inducido por AMPc en explantos de placenta. Se
obtuvieron explantos de placenta humana segun lo indicado en Materiales y Métodos y se
trataron con (ByrAMP como se indica. El ARN total se extrajo como se describi
previamente y el ARNm de leptina se cuantific6 pBT&PCR. La ciclofilina se utilizé

como control de expresion interno. Los resultados se expresan relativos al control sin
agregado de droga al que se considerdé 1. Se muestra un resultado representativo de tres
experimentos independientes realizados en triplicade: &p1.

La via de senalizacion de PKA esta involucrada en el efecto de AMPc sobre la

expresion de leptina

Dado que el AMPc mostré un efecto inductor sobre la expresion de leptina en
placenta, nuestro siguiente objetivo fue investigar si este segundo mensajero ejerce su
accion a través de la activacion de la via de sefializacion de PKA. Para ello, primero
determinamos si el AMPc es capaz de activar la sefializacion de PKA en placenta humana.
A tal fin analizamos la fosforilacibon de CREB en células BeWo (Figura 45A) y en
explantos de placenta (Figura 45B) tratadas con diferentes dosis deA(BB) Como
puede observarse, la fosforilacion de CREB fue inducida significativamentel por e
tratamiento con (BUtAMP y este efecto resultd dosis dependiente, alcanzandose la
maxima estimulacion con 10, 100 y 1000 uM de AMPc. Para confirmar la participacion de

esta via en el efecto del AMPc, realizamos experimentos de cotransfeccion con el plasmido
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pL1951 y cantidades crecientes (I a IV) de plasmidos de expresion de la subunidad
catalitica de PKA o del factor de transcripcion CREB. Segun se muestra en la Figura 46, la
sobreexpresion de las proteinas PKA o CREB causé una estimulacion significativa en la
actividad del promotor de leptina. PKA o CREB generaron una induccion maxima de 42,5
y 58 veces, respectivamente. Los efectos fueron dosis dependiente. En una estrategia
opuesta, realizamos una cotransfeccion con un plasmido de expresiéon de una mutante
dominante negativa d®KA (PKI). Esta proteina es una mutante de la subunidad
regulatoria de la PKA que es capaz de unir AMPc pero no de disociarse de la subunidad
catalitica. Como se observa en la Figura 47, la expresion de PKI inhibi6 significativamente
la actividad del promotor de leptina con 9,8 veces de reduccion en la misma. En conjunto,
estos resultados demuestran que el AMPc induce la fosforilacion de CREB en placenta
humana y que la via de sefalizacion de PKA estaria involucrada en la regulacion de la

expresion de leptina por AMPc.
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FIGURA 45. El AMPc es capaz de activar la via PKA en placeAtaCélulas BeWo

(1x1P) se cultivaron en medio DMEM-F12 completo suplementado con 1% SFB, y se
incubaron por 15 min con (BiAMP como se indicaB, Explantos de placenta se
procesaron segun lo previamente descripto y se trataron por 15 min carA(BB) Ay B,

Los extractos se prepararon como se indica en Materiales y Métodos. Las proteinas se
separaron en geles desnaturalizantes SDS-PAGE. La fosforilacion de CREB se determind
mediante analisis de Western blot. Se determino el nivel total de CREB en los extractos
celulares como control de carga. Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores
de peso molecular estandar. En el panel inferior se muestra la densitometria de bandas.
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FIGURA 46. La via de PKA participa en la activacién del promotor de leptina. Células

BeWo se cotransfectaron transitoriamente con el plasmido pL1951 y concentraciones
crecientes de plasmidos expresando la subunidad catalitica de la PKA (2,3 pg/ml) o de
CREB (1pg/ml). Las células se incubaron durante 72 h en DMEM-F12 con 1% SFB. Se
midi6 la actividad de luciferasa en los extractos celulares y se normaliz6 a la actividad de
B-galactosidasa. Los resultados estan expresados como promedio + D.E, de tres
experimentos independientes realizados en duplicado. *p< 0.05; **p< 0.01; ***p< 0.001.
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FIGURA 47. La inhibicion de PKA impide la activacion del promotor de leptina. Células
BeWo se cotransfectaron transitoriamente con el pladsmido pL1951 y con una mutante
dominante negativa de la subunidad regulatoria de la PKA (PKI) (1pug/ml) como se indica.
Las células se incubaron durante 72 h en DMEM-F12 con 1% SFB. Se midio la actividad
de luciferasan los extractos celulares y se normalizé a la actividad de p-galactosidasa. Los
resultados se expresan relativos al control sin cotransfectar con PKI al que se considero 1.
Los resultados estan expresados como promedio + D.E, de tres experimentos
independientes realizados en duplicado. ***p< 0.001.
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En esta parte del trabajo nuestro objetivo fue analizar si el efecto de induccion del
AMPc sobre la expresion de leptina era resultado de la activacion de la PKA o podia
deberse a eventos independientes de la PKA inducidos por dicho nucleétido. La ultima
posibilidad no puede ser excluida debido a que existen varios experimentos que han
provisto de evidencia acerca de los procesos celulares que afecta el AMPc de manera
independiente de la PKA (373-375). Entre los sustratos intracelulares de PKA se encuentra
CREB (383, 384). CREB es importante para la expresiéon de muchos genes que responden
al AMPc en diferentes tipos celulares y en respuesta a distintas sefales (385). En nuestro
caso, confirmamos que el AMPc es capaz de inducir la fosforilacion de CREB no sélo en
células de coriocarcinoma sino también en un modelo més fisiolégico como lo son los
explantos placentarios. EI aumento en la actividad del promotor de leptina con la
sobreexpresion de PKA y CREB permitié confirmar la participacion de estas proteinas en

la regulacion positiva del nucledtido sobre la hormona.

La inhibicién de la via dependiente de PKA previenda induccion de leptina por
AMPc

Para profundizar en el rol de la via dependiente de PKA en la induccién de la
expresion de leptina en células placentarias, disefiamos otro abordaje experimental
utilizando inhibidores farmacoldgicos de la via. Células BeWo se trataron con 1 uM de
(Bu),cAMP, en presencia o ausencia del inhibidor especifico de PKA, H89, 10 puM, segln
lo descripto previamente. Se determind la expresion de leptina por Western blot (Figura
48). Como se esperaba, 1uM de @AMP produjo una induccion en la expresion de
leptina de 7 veces respecto al control. Este efecto fue significativamente inhibido con el
pretratamiento con H89 10 uM. Més aun, el H89 causé también una inhibicion en el nivel
de leptina basal. Para verificar el papel de la activacion de PKA en la estimulacion de la
expresion de leptina por AMPc, se realizaron experimentos similares en células de
explantos placentarios. En la Figura g®9observa que al igual que en células BeWo, el
AMPc aumento la expresion de leptina en explantos de placenta hasta 1,8 veces en
comparacion con el control, y dicho efecto fue inhibido con el pretratamiento con H89. En
base a estos resultados, decidimos investigar si el H89 era capaz de ejercer el niemo efec

inhibitorio a nivel transcripcional. Células BeWo se transfectaron transitoriamente con la
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construccion reportera de Luc pL1951 y se trataron con¢BMP y/o H89 10 uM. De
manera similar a lo observado previamente, el AMPc estimulé significativamente la
actividad del promotor de leptina (Figura)5&! cotratamiento con el nucleétido y el
inhibidor de PKA suprimi6 la induccion de la expresion de leptina por AMPc, con una
reduccion de 12 y 4 veces con 1uM y 1mM de {8AMP, respectivamente. Mas aun, la
Figura 51 muestra que cuando las células fueron tratadas con un inhibidor farmacoldgico de
la adenilato ciclasa, SQ22,536 100uM, ocurrié una disminucion significativa de 2,3 veces
en el efecto de AMPc sobre la expresion de leptina. Estos resultados refuerzan la idea de
que la via de sefalizacion de PKA esta involucrada en el efecto de AMPc sobre la

expresion de leptina.

(Bu),cAMP 1uM - + - +
H89 10uM - - + +
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FIGURA 48. La inhibicién de la via de PKA bloquea la induccion de leptina por AMPc en
células trofoblasticas. Células BeWo (1%1€e cultivaron en medio DMEM-F12 completo
suplementado con 1% SFB y se incubaron durante 3 dias comABIY 1uM y H89

10uM como se indica. Los extractos celulares se prepararon segun lo indicado en
Materiales y Métodos. Las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE y la expresiéon de
leptina se determind por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot
de la misma membrana con anticuerpo frdctina. Los pesos moleculares se estimaron

con marcadores de peso molecular estandar. Se muestra en el panel inferior la densitometria
de las bandas. Los resultados se expresan como promedio £ D.E de tres experimentos
independientes. **p< 0.01 vs. control; ##p<0.01 vs. tratamiento copc{EP.
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FIGURA 49. La inhibicion de PKA suprime la estimulacion de leptina por AMPc en
explantos de placenta. Explantos de placenta humana a término fueron procesados segun lo
previamente descripto y tratados con 1-1000 uM deBiy)P y H89 10 uM por 4 h. Los
extractos de placenta se prepararon segun lo indicado en Materiales y Métodos. Las
proteinas se separaron en geles SDS-PAGE y la expresion de leptina se determind por
Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de la misma membrana
con anticuerpo anfi-actina. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso
molecular estandar. Se muestra en el panel inferior la densitometria de las bandas. Los
resultados se expresan como promedio * D.E de tres experimentos independientes.

*p< 0.05 vs. control; #p<0.05, ##p<0.01 vs. tratamiento con¢BM)P.
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FIGURA 50. La inhibicién de la via de PKA suprime la actvidad del promotor de leptina.
Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construccion plasmidica
pL1951 y tratadas con (BieAMP y H89, como se indica. Se incubaron las células por 72

h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midio en los extractos
celulares y se normalizé a la actividad [flgalactosidasa. Los resultados se expresan
relativos al control sin drogas al que se consideré 1. Los resultados se expresan como
promedio + D.E de tres experimentos independientes realizados en duplicado. *p< 0.05 vs.
control; #p<0.05 vs. tratamiento con (BtAMP.

Con el empleo de un inhibidor selectivo de PKA, H89 (494), confirmamos la
participacion de la via dependiente de PKA en el efecto del AMPc sobre leptina en
placenta. La inhibicion de la PKA suprimid la induccién de leptina por AMPc, tanto en
células BeWo como en explantos de placenta a término. Sumado a ello, la via de PKA
también actud a nivel transcripcional dado que el H89 fue capaz de suprimir la actividad
del promotor de leptina inducida por AMPc. Por otro lado, la inhibicién de la adenilato
ciclasa causo6 una reduccion en la actividad del promotor de leptina, demostrando que una
disminucién en los niveles endégenos de AMPc también afecta la expresion basal de la
proteina. En resumen, los resultados presentados demuestran que el AMPc estimula la

expresion de leptina a través de la activacion de la via de PKA.
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FIGURA 51. La inhibicién de la via de PKA suprime la activacion del promotor de leptina

por AMPc. Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construccion
plasmidica pL1951 y tratadas con H89 y SQ22,536, como se indica. Se incubaron las
células por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midi6 en los
extractos celulares y se normalizd a la actividad3-gmlactosidasa. Los resultados se
expresan relativos al control sin drogas al que se considerd 1. Los resultados se expresan
como promedio £ D.E de tres experimentos independientes realizados en duplicado. **p<
0.01, ***p<0.001.

La via de MAPK esta involucrada en la estimulacién de leptina por AMPc en células

de placenta

Ha sido reportado que el AMPc es capaz de estimular (495-497) o de inhibir (498,
499) la via de MAPK en una gran variedad de tipos celulares. En base a los estudios
previos, nos planteamos como siguiente objetivo investigar si la via de MAPK se encuentra
involucrada en la estimulacion de la leptina por AMPc en placenta. A tal fin, se evaluo el
efecto de un inhibidor farmacol6gico de MEK, PD98059, sobre la expresion de leptina. Se
incubaron para ello células BeWo con 1, 100 o 1000 uM dedBMP, en presencia 0 no
de PD98059 50 pM. La expresion de leptina se determiné por Western blot. Segun se
observa en la Figura 52, el inhibidor de MEK bloqueé la induccion de leptina con 1 y 100
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UM de (Bu)cAMP en 1,6 y 2,4 veces respectivamente. El tratamiento con PD98059 50 uM

también produjo una inhibicidn en el nivel basal de leptina.
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FIGURA 52. El AMPc involucra la activacion de la via de MAPK en la induccién de
leptina. Células BeWo fueron incubadas por 3 dias corndBMP y PD98059 como se

indica. Los extractos celulares se prepararon segun lo previamente descripto y se sembraron
en SDS-PAGE 12%. La expresion de leptina se determind por Western blot. Los controles
de carga se efectuaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticugpo anti-
actina. Los pesos moleculares se determinaron con marcadores de peso molecular estandar.
En el panel inferior se muestra la cuantificacion de las bandas, relativa a la de las bandas de
B-actina. Los resultados son representativos de un experimento realizado en triplicado.*p<
0.05; **p< 0.01.vs. control; #p< 0.05; ###p < 0.001 vs. tratamiento coraBMP.

A partir de este resultado, decidimos evaluar la activacion de ERK por AMPc en
células de placenta. Se trataron células BeWo durante 15 min con 0,1-1000 pM de
(Bu),cAMP vy la fosforilacion de ERK 1/2 se determin6 por Western blot. Como muestra la
Figura 53A, el AMPc indujo la fosforilacibn de ERK 1/2, alcanzando un maximo de

estimulacion de 2,3 veces con (BAMP 10 pM. Se realizé el mismo experimento se
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realizd en explantos de placenta humana a término, para confirmar en un modelo mas
fisiolégico, lo observado previamente en la linea celular. Examinamos asi, la fosforilacion
de ERK 1/2 en explantos de placenta tratados con diferentes dosis g\l )(Figura

53B). La fosforilaciéon de ERK 1/2 fue significativamente incrementada con el tratamiento
con AMPc, y el maximo efecto se obtuvo con 100 uM de WP (2,2 veces de
induccion). Para estudiar en mayor profundidad la participacion de la MAPK en el efecto
de AMPc sobre la expresion de leptina, realizamos experimentos de transfeccion transitoria
empleando la construccion reportera pL1951. Las células transfectadas se trataron con 100
UM o 1mM de (BwycAMP y/o 10 uM de PD98059. En la Figura 54, se muestra que el
AMPc indujo la actividad del promotor de leptina y el tratamiento con PD98059 bloque6
dicha induccion.

Por otro lado, cuando se realizaron experimentos de cotransfeccién con un vector de
expresion que codifica la subunidad catalitica de PKA, observamos un aumento
significativo de la actividad del promotor de leptina alcanzando las 5 veces de induccion
respecto al control. El tratamiento con PD98059 10 puM inhibié la estimulacion por PKA.
En resumen, todos estos datos sugieren que la induccion por AMPc del gen de leptina es
mediada no soélo por la activacion de la via de sefalizacion de PKA sino también por la via
de MAPK/ERK, y probablemente un entrecruzamiento entre estas vias es responsable de
los efectos observados.

La via de sefializacidon de la MAPK es esencial para la reproduccion en general. Ha
sido relacionada con la maduracion del ovocito y en el control de la invasion y penetracion
trofoblastica (397). Mas aun, esta bien establecido que la via de ERK se encuentra
involucrada en el desarrollo de la placenta (500). Hemos demostrado previamente que la
leptina previene de la apoptosis en células trofoblasticas a través de la via de MAPK. Estas
evidencias nos condujeron a investigar si la via de transduccion de sefiales de la MAPK se
encuentra involucrada en la regulacion positiva de la leptina por AMPc en células de
placenta. Con el empleo de un inhibidor farmacolégico de MEK (PD98059) logramos
demostrar, por Western blot y transfecciones transitorias, que la via de MAPK participa en
la regulacion de la expresion de leptina por AMPc. Ademas, el PD98059 bloqued

parcialmente la inducciéon de leptina causada por la sobreexpresion de la subunidad
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catalitica de PKA. En este contexto, ha sido reportado que la cascada de MAPK puede

modular la actividad de PKA por varios mecanismos (386).
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FIGURA 53. La via de MAPK es activada por el AMPc en placeaCélulas BeWo
(1x1®P) se incubaron en medio completo DMEM-F12 suplementado con 1% SFB y se
trataron con diferentes dosis de (BAMP (M) durante 15 min. B, Explantos de placenta
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se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos y se incubaron goANIBU)

como se indica, durante 15 min. Los extractos se sembraron en un gel 12 % SDS-PAGE y
la fosforilacion de ERK 1/2 se determiné por Western blot. Como control de carga se
determiné el total de proteina ERK 1/2. Los pesos moleculares se determinaron con
marcadores de peso molecular estandar. En el panel inferior se muestra la cuantificacién de
las bandas. Los resultados son representativos de un experimento realizado en
triplicado.*p< 0.05; **p< 0.01.
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FIGURA 54. El promotor de leptina es activado por AMPc a través de la via de MAPK.
Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construccion plasmidica
pL1951. Segun se indica las células se cotransfectaron con un plasmido de expresion para
la subunidad catalitica de PKA, y se trataron conABWIP y/o PD98059. Las células se
incubaron durante 72 h en DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midi6 en los
extractos celulares y se normalizé a la actividad de P-galactosidasa. Los resultados se
expresan relativos al control sin ningan agregado al que se considar® resultados se
expresan como promedio = D.E. ***p< 0.01.vs. control; #p< 0.05; ##p< 8#4< 0.001

vs. tratamiento con (BegAMP.
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El efecto del AMPc sobre la expresion de leptina en células de placenta involucra u

entrecruzamiento entre las vias de sefializacion de PKA y MAPK

La via de AMPc/PKA y la cascada de MAPK modulan procesos en comun en la
célula y se han despto multiples niveles de “crosstalk” entre dichas vias de sefializacion.
(386-389). En algunos tipos celulares y bajo ciertas circunstancias la activacion de PKA
resulta en la activacion de la via de ERK; mientras que en otros tipos celulares y bajo otras
condiciones de cultivo, PKA bloguea la sefalizacion de ERK (390). Pese a que el
entrecruzamiento entre PKA-ERK 1/2 ha sido ampliamente estudiado, los mecanismos
precisos involucrados en este proceso aun no estan claros. En esta parte del trabajo,
estudiamos el posible entrecruzamiento entre las vias en cuestion en células trofoblasticas,
a fin de establecer los mecanismos moleculares subyacentes al efecto de AMPc en la
estimulacién de la leptina.

Tal como discutimos previamente, las vias de PKA y MAPK no operan
independientemente una de otra sino que multiples eventos de entrecruzamiento ocurren
entre ambas vias. Demostramos que el tratamiento con AMPc activa la fosforilacion de
ERK en células de placenfgigura 53) y que PD inhibe la activacion ejercida por PKA
sobre el promotor de leptina (Figura 54), por lo tanto decidimos continuar investigando la
presencia de dicho “cross talk entre estas dos vias de sefializacion y su relacion con el
efecto del AMPc sobre la expresion de leptina en placenta. Para establecer si la inhibicion
de la via de MAPK podria afectar la activacion de la sefalizacion del AMPc en placenta
humana, examinamos por Western blot la fosforilacion de CREB, en explantos de placenta
tratados con (BuAMP 0,1 o 1 uM y/o PD98059 50 uM. Como se esperaba, la
fosforilacion de CREB fue estimulada con la incubaciéon con AMPc (Figuda 55
Interesantemente, este efecto fue bloqueado con PD98059 50 uM. La fosforilacién de
CREB en la serina 133 inicialmente fue atribuida a PKA. Sin embargo, otros estudios han
establecido que varias quinasas son capaces de fosforilar CREB en ese mismo residuo. Si
bien ERK 1/2 no puede fosforilar directamente a CREB, puede activarla por fosforilacién
de miembros de la familia de proteinas quinasas pp90rsk, que translocan al nucleo y
fosforilan directamente a CREB (391). Por otro lado, examinamos la fosforilaciéon de ERK
1/2 en células BeWo preincubadas con H89 10 uM o SQ22,536 100 uM vy luego tratadas
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con (Buy)cAMP 1 o 1000 uM. La fosforilacion de las quinasas se determind por Western
blot. Segun se observa en la Figura 56, la fosforilacion de ERK 1/2 aument6
significativamente cuando se utilizaron los inhibidores de PKA o de AC. Mas aun, cuando
las células se trataron con (BtAMP 1 o 1000 uM en presencia de H89, la fosforilacion

de ERK 1/2 alcanz6 2,2 y 2,8 veces de induccidn respectivamente. Esto sugiere que la
activacion de PKA podria causar la inhibicion de ERK, y que el AMPc activaria la via de

sefializacion de ERK de manera independiente de PKA.
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FIGURA 55. Un entrecruzamiento entre las vias de PKAy MAPK esta involucrado en el
efecto de AMPc sobre la expresion de leptina en placenta. Explantos de placenta humana
se procesaron segun lo previamente descripto y se trataron ceoAMBE) y/o PD98059

por 15 min. Los extractos de placenta se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y se analizo
la fosforilacion de CREB por Western blot. Como control de carga se determiné el nivel
total de CREB sin fosforilar. Los pesos moleculares se estimaron empleando marcadores de
peso molecular estandar. En el panel inferior se muestra la densitometria de las bandas.
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FIGURA 56. Las vias de PKA y MAPK se entrecruzan en células de placenta. Células
BeWo (1x10) se incubaron en medio completo DMEM-F12 suplementado con 1% de SFB

y se trataron durante 15 min con (BAMP, H89, o SQ22,536 como se indica. Los
extractos celulares se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE vy la fosforilacion de ERK 1/2
se analiz6é por Western blot. Se determinoé el nivel total de ERK 1/2 como control de carga.
Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular estandar. La
densitometria de bandas se muestra en el panel inferior. Los resultados son representativos
de tres experimentos independientes y se expresan como promedio + D.E. *p<@05; **
0.01; ***p< 0.001.

Esta descripto que el AMPc puede activar a la MAPK a través de miembros de la
superfamilia de proteinas Ras. En dicho mecanismo, el AMPc se une al factor
intercambiador de guanidina (Epac) y activa Rapla, que luego aumenta la fosforilacion de
MAPK (392, 393).

Con el fin de evaluar el rol de esta via en la estimulacion de leptina por el AMPc,
realizamos un ensayo de gen reportero en el cual cotransfectamos células BeWo con el
pL1951 y plasmidos de expresion de las proteinas Epac y Rapla. El resultado se muestra en
la Figura 57. La sobreexpresion de las proteinas Epac y Rapla causo una estimulacion en la

actividad del promotor de leptina, sugiriendo que esta via alternativa de sefializacion del
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AMPc podria estar involucrada en la accién que el nucledtido ejerce sobre la leptina. En
este sentido, ha sido reportado que Epac se expresa en los diferentes estadios de la placenta
humana. Epacl y Epac2 son expresadas en los trofoblastos placentarios del villi corionico y
tendrian funciones en la diferenciacion ylarformacion del sincicio (392). En placentas

de primer y segundo trimestre, tanto la expresiéon de Epacl como la de Epac2 fueron
halladas en el STB, en los CTB, en el estroma, los vasos sanguineos y los EVT. En placenta
a término, Epacl y Epac2 se localizaron en el STB, EVT y vasos sanguineos. En células
BeWo, Epacl y Epac2 fueron localizados en la membrana plasmatica y el citoplasma
respectivamente (501). Epacl se transloca rapida y reversiblemente a la membrana
plasmatica y activa a Rap en respuesta al AMPc (502, 503). Se ha demostrado que la accién
sinérgica de PKA y Epac en la sefalizacion de AMPc se requiere para la difdéende
fibroblastos de raton 3T3-L1 en adipocitos. En contraste, la estimulacion persistente de
PKA inhibe la diferenciacién a adipocitos (504). Estos resultados indicarian que se requiere
una regulacion estricta de PKA y Epac en la sefalizacion mediada por AMPc para las
respuestas celulares adecuadas. En neuronas de cerebelo de ratén se ha hallado que la
sefalizacion dependiente de AMPc/Epac, pero independiente de PKA, es la que controla la
excitabilidad celular (505). Asi, los resultados obtenidos sugieren que en nuestro sistema,
estarian involucradas tanto las vias de PKA como la de Epac en la accién del AMPc sobre
la expresion de leptina.
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FIGURA 57. El promotor de leptina es activado por Epac/Rap-1A.Células BeWo fueron
cotransfectadas transitoriamente con la construccion plasmidica pL1951 y plasmidos que
codifican para las proteinas Epac o Rapla, como se indica. Las células se incubaron durante
72 h en DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midié en los extractos celulares

y se normalizd a la actividad de B-galactosidasa. Los resultados se expresan como
promedio = D.E. *p< 0.05.

Las posibles interrelaciones que ocurren en las células trofoblasticas cuando
aumenta el AMPc intracelular, estan descriptas en el modelo mostrado en la Figura 58,
elaborado en base a reportes previos (386, 506) y a los resultados obtenidos en el presente
trabajo. No obstante, se requieren mas estudios que permitan verificar el modelo y explicar
los mecanismos moleculares responsables de la accion del AMPc sobre la leptina. Los
resultados obtenidos indican que tanto las vias de sefializacion de PKA como la de MAPK
estan involucradas en la estimulacién de la expresion de leptina por AMPc en placenta y
este efecto podria ocurrir probablemente como consecuencia de un entrecruzamiento entre

las dos vias.
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FIGURA 58. Cross talk entre las vias de PKAy MAPK y su accién sobre la expresion de

leptina en placenta. Modelo propuesto de las vias de sefializacién involucradas en la
estimulacién de leptina por AMPc en placenta, basado en datos actuales. Las flechas
terminadas en punta indican estimulacién; las flechas cortadas, inhibicion. RAP, pequefia

proteina GTPasa Rapl similar a Ras.
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CONCLUSIONES

La infertilidad es un aspecto central de la salud reproductiva mundial. El proceso de

desarrollo del embrién en la etapa de preimplantacion y la preparacion del Gtero para la
implantacion representan los dos principales determinantes para el éxito del proceso
reproductivo. La investigacion basica y clinica que permita comprender mejor estos eventos
ayudara a aliviar los problemas reproductivos postfertilizacion. Asi, explorando y
definiendo los eventos moleculares durante el tiempo critico de la implantacion, tanto en el
lado embrionario como en el uterino, se podra formular un escenario mas claro de dicho
proceso. El objetivo no es sencillo pues investigar en humanos conlleva dificultades
experimentales, consideraciones éticas y ciertas restricciones en los estudios. En este
contexto, en el presente trabajo, hemos decidido centrarnos en el estudio de la accién y
expresion de una proteina placentaria, importante no soélo en la implantacion sino también
durante todo periodo gestacional: la leptina. La comprensién de la biologia de la leptina en
placenta es un requisito fundamental para determinar la relevancia fisiolégica de la
hormona durante el embarazo. Por ello, hemos desarrollado una serie de experimentos
destinados a ampliar los conocimientos respecto, a las funciones de la leptina poryn lado,

a los factores responsables de su expresion en la placenta humana, por otro.

En la Seccion | de la presente Tesis, estudiamos las vias de sefalizacion
activadas por la leptina en placenta, asi como la accion antiapoptética de la proteina y las
vias de sefializacién involucradas en dicho efecto. Como modelo de trabajo hemos utilizado
la linea celular de coriocarcinoma humano, JEG-3, y explantos de placenta humana a
término. La linea JEG-3 mantiene muchas de las caracteristicas de las células trofoblasticas
humanas y ha sido ampliamente empleada en los estudios de sefalizacion de células
placentarias (120, 221). Asimismo, estas células expresan tanto leptina como su receptor
(361). El uso de explantos de placenta humana permitio dar relevancia fisiologica a los
resultados obtenidos en la linea celular.

La concentracién de leptina fisiol6gica durante el embarazo normal en humanos
oscila entre 7,4-35 ng/ml (0,4-2nM) (288); sin embargo, se estima que las concentraciones
locales de la proteina son mayores a estos valores. Por ello, hemos elegido trabajar en

nuestros experimentos con concentraciones de leptina entre 0-10 nM.
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La estimulacidon del LEPR por la leptina desencadena una serie de transduccion
de sefiales, que abarcan varias vias de sefalizacion. Ello ocurre en la familia de receptores
de las citoquinas de clase | y en la del receptor de insulina, entre otras. Nuestros resultados
se centran fundamentalmente en las vias de JAK/STAT, MAPK y PI3K, de las cuales se ha
demostrado que pueden activarse en respuesta a leptina en otros sistemas y que son capaces
de mediar los efectos proliferativos de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento.

Inicialmente, determinamos la activacion por fosforilacion en tirosina del
LEPR. Hemos demostrado que el LEPR es activado en respuesta a leptina en células
trofoblasticas JEG-3. Este resultado reflgaregulacion paracrina y/o endocrina de la
leptina en placenta. Existen estudios previos que describen la regulacién del crecimiento
celular por leptina en células BeWo. No obstante, debemos considerar que las diferentes
isoformas del LEPR poseen distintas capacidades de sefializacién y aun, resta por estudiar
las isoformas del LEPR gue median la accién de leptina en placenta. Sin embargo, en el
modelo de células JEG-3, s6lo hemos detectado la isoforma larga del receptor, lo que
sugiere que la leptina en estas células actuaria principalmente a través de la isoforma
mencionada.

El receptor de leptina pertenece a la familia de receptores de citoquinas de clase
I, que estimulan la fosforilacién en tirosina de proteinas STATS por activacion de quinasas
JAK (asociadas a la regién intracelular del receptor). La union del ligando con el receptor
promueve su dimerizacion y la fosforilacion de quinasas JAK. En nuestro caso, hemos
demostrado que la leptina activa la via de JAK-STAT en células trofoblasticas JEG-3. La
estimulacién con leptina en estedulas provocdé un aumentd en la fosforilacion de las
proteinas JAKZ STAT3. En células BeWo, JAK2 ya se encuentra fosforilada en el estado
basal y no puede ser activada por la leptina (221) y se ha sugerido que este estado puede ser
especifico de células de placenta. Sin embargo, nosotros hallamos que la leptina induce de
forma dependiente de la dosis la activacion de JAK2 en células JEG-3. Aun no hemos
estudiado la activacion de otras formas de STATs ni de JAKs, de manera de comprobar
cudles son las isoformas que median la sefializacion de la leptina.

Luego determinamos la activacién por leptina de las vias de PISK y MAPK. En
primer lugar demostramos que la leptina induce en células trofoblasticas la fosforilacion de
intermediarios de la via de PI3K, como Akt/PKB, GSK-3 y p70S6K. La actividad de la
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PI3K ha sido implicada en la activacion del metabolismo celular estimulado por la insulina

y en la proliferacion (400, 507). Por otro lado, observamos que la leptina fue capaz de
inducir la fosforilacion de ERK 1/2, MEK y p38, demostrando que hormona estimula las
vias de MAPK en placenta. Ha sido reportado que la leptina activa la via de MAPK en
diferentes sistemas, mediando una respuesta proliferativa (225), y que la leptina posee una
funcion antiapoptotica en monocitos circulantes, mediada por la via de MAPK (148).

Finalmente, y en coincidencia con los resultados en células JEG-3,
determinamos que la leptina es capaz de activar las vias de JAK/STAT, PI3K y MAPK en
explantos de placentas humanas normales, lo cual valida con un modelo mas fisioldgico los
efectos observados.

Como paso siguiente, luego de establecer las vias de sefializacion, investigamos
si la leptina es capaz de ejercer un efecto antiapoptotico en células trofoblasticas.
Demostramos que la leptina inhibe de la muerte celular inducida por deprivacion de suero,
y que dicha inhibicion es ejercida tanto en los eventos tempranos como en los tardios de la
apoptosis.

Al investigar las vias de sefializacion involucradas en la accion antiapoptoética
de leptina, empleando inhibidores farmacoldgicos de distintas vias, demostramos que la
activacion de la via de la MAPK es necesaria para que la leptina ejerza sus efectos
antiapoptoticos en células JEG-3. Al bloquear la via de MAPK, con el inhibidor de MEK,
PD98059, la leptina no logro revertir la apoptosis inducida con medio sin suero. En cambio,
con el inhibidor de PI3K, wortmanina, la leptina continud inhibiendo la apoptosis. Esto
sugiere que la leptina previel@apoptosis en placenta a través de la via de MAPK, y la via
de PI3K parece no estar involucrada en este efecto. Sin embargo, no hemos descartado la
participacion de otras vias no estudiadas, en la accién antiapoptética de leptina.

En resumen, los resultados obtenidos hasta aqui aumentan el conocimiento de
los mecanismos de accion de leptina en placenta, y aportan evidencias del efecto inhibitorio
de leptina sobre la apoptosis, sugiriendo un papel tréfico de la proteina en células
trofoblasticas. Este hecho presenta relevancia en condiciones patolégicas, donde la
expresion de leptina por la placenta se encuentra incrementada por condiciones de estrés
por hipoxia, como ocurre en la preeclampsia. También, en las GTDs existe una

sobrerregulacion de la expresion de leptina y todas las isoformas de su receptptdd 20)
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niveles plasmaticos disminuyen después del tratamiento del tumor (340). El rol de la leptina
en placentas de embarazos patolégicos es ampliamente desconocido y requerirdsde futuro
estudios.

En laSeccion Il del presente trabajo, nos propusimos investigar la regulacion
de la expresion de leptina por dos moléculas que cumplen funciones esenciales durante el
embarazo: la hCG y el AMPc. Mas aun, decidimos investigar las vias de sefalizacion
involucradas en los efectos de hCG y AMPc sobre la leptina en placenta.

En esta parte del trabajo incluimos como modelo de estudio, la linea celular
trofoblastica BeWo.

En primer lugar, demostramos que la hCG estimula la expresion endogena de
leptina en células trofoblasticas de manera dosis dependiente, y que a concentraciones altas
de hCG (>250 IU/ml) dicha estimulacion desaparece. El efecto de regulacién positiva se
observa ya a las 24 horas de tratamiento y se mantiene al menos hasta las 72 horas. La hCG
también es capaz de inducir la expresion del ARNm de leptina y de estimular la actividad
del promotor de la hormona. Cuando evaluamos las distintas zonas del promotor que
podrian ser responsables del efecto de hCG sobre leptina, observamos que la hormona
estimula la actividad del promotor de leptina en toda su extension, incluso en una porcion
minima de 218 pb.

En explantos de placenta humana a término, la hCG incrementé la expresion de
leptina asi como su ARNm, de manera dosis dependiente, en coincidencia con los
resultados obtenidos en células BeWo.

Tal como describimos previamente, la unién de hCG a su receptor LH/hCG,
activa clasicamente la via de sefalizacion del AMPc/PKA. Sin embargo, al tratar a las
células con hCG en combinacion con AMPc, observamos un efecto inhibitorio del
nucledtido sobre la estimulacion de la hormona sobre leptina, ya sea tratando directamente
con (Buy}cAMP o con un inhibidor de las fosfodiesterasas (IBMX). EIl AMPc bloquea la
estimulacion del hCG sobre la leptina, no solo a nivel de la expresion de la proteina sino
también a nivel deARNm. Ha sido reportado que altas concentraciones de hCG (mayores
a 100Ul/ml) causan un aumento en los niveles de AMPc y esto llevaria a la inhibicion de la
respuesta de los receptores LH/hCG a la hormona, ya sea por desensibilizacion o por

desaparicion de los receptores de la superficie (368, 463). Esto podria explicar que un
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incremento en el AMPc conduzca a una supresion de los efectos de hCG sobre la expresion
de leptina. Por otro lado, hemos observado que la inhibicion de la PKA no afecta la
estimulacién de la leptina por hCG; mas aun, tiende a incrementar dicho efecto. Esto
sugeriria que la hCG actuaria sobre la leptina por una via independiente de la PKA. Sin
embargo, varios experimentos permanecen pendientes de manera de elucidar los
mecanismos involucrados en el fendmeno observado.

Previamente, ha sido demostrado que en el endometrio de primates (475) y en
células de la granulosa porcina (476, 477) el receptor LH/hCG posee la habilidad de
sefalizar a través de la via de MAPK/ERK. Estas evidencias nos llevaron a suponer que
también en placenta humana, la hCG podria activar vias de sefalizacion alternativas, no
excluyente de la via clasica. En efecto, al investigar la estimulacion de leptina por hCG en
presencia de PD98059, dicha estimulacién fue significativamente inhibida. La accién del
PD98059 se observo no sélo en células BeWo sino también en explantos de placenta, y a
nivel de la sintesis y de la transcripcién de la proteina. Demostramos asi, que la via de
MAPK se encuentra involucrada en el efecto de hCG sobre la expresion de leptina en
placenta. Mas aun, determinamos que la hCG induce la fosforilacion de ERK 1/2 y de
MEK, siendo capaz por lo tanto de activar la via de la MAPK en explantos de placenta, tal
como habia sido reportado en otros sistemas.

Si bien, la induccién de leptina por hCG no resulté significativamente afectada
cuando se incluyé un inhibidor de la via de PI3K (wortmanina), se observé una cierta
disminucién en dicha induccién. Asimismo, la hCG indujo la fosforilacion de Akt en
explantos de placenta. Esto nos condujo a pensar que la via de la PI3K podria estar
involucrada también en los efectos de hCG sobre la expresion de leptina. En efecto, se ha
reportado la activacion de la via de PI3K por hCG (478).

Otros estudios seran necesarios para clarificar la participacion de las vias del AMPc
y de MAPK en la accion del hCG sobre la expresion de leptina, y para determinar en qué
medida contribuyen ambas en el efecto estimulatorio observado. Asimismo, debera
determinarse si existen otras vias de sefializacion involucradas.

Los resultados obtenidos nos condujeron al estudio del efecto del AMPc sobre la
expresion de leptina en placenta. Utilizando estrategias experimentales similares y los

mismos modelos de trabajo, demostramos, en primer lugar que el AMPc edamula
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expresion de leptina en placenta y que dicho efecto es dosis dependiente. Demostramos
también que el AMPc incrementa la expresion del ARNm de leptina asi como la actividad
de su promotor. Estos resultados se encuentran en concordancia con el hecho de que el
AMPc es un importante mediador de la accion y expresion de varias hormonas en placenta
(376). Para profundizar en el estudio, decidimos analizar las vias de sefalizacion
responsables del efecto del AMPc sobre la leptina. Como primera estrategia, evaluamos si
el AMPc era capaz de activar la via de PKA en placenta. Comprobamos que el AMPc
estimula la fosforilacion de CREB de manera dosis dependiente en células BeWo y en
explantos de placenta. Por otro lado, la sobreexpresion de PKA y de CREB produjo un
aumento en la actividad del promotor de leptina, de forma proporcional a la cantidad de
proteina sobreexpresada. En este sentido, la inhibicion de la actividad de PKA gener6 una
disminucién tanto en la expresion de leptina como en la activacion de su promotor. Asi,
demostramos que la via de PKA es responsable, al menos en parte, de la estimulacién de
leptina por AMPc. Sin embargo, ha sido reportado que el AMPc es capaz, dependiendo del
tipo celular, de inducir o de inhibir la via de MAPK. A partir de estas evidencias, nos
planteamos la posibilidad de que el AMPc pudiera estar actuando a través de distintas vias.
En efecto, observamos que la inhibiciébn de la via de MAPK, causé un bloqueo de la
induccién de leptina por AMPc. M&s aun, demostramos que el AMPc estimula la
fosforilacion de ERK 1/2 en células BeWo y en explantos de placenta.

Varios estudios han descripto el entrecruzamiento existente entre las vias de
sefalizacion de AMPc/PKA y la de MAPK. Multiples eventos de “cross talk ocurren a
distintos niveles en ambas vias y de manera diferente segun el tipo celular. En placenta,
hemos hallado que la inhibicion de la via de MAPK suprime el efecto estimulador del
AMPc sobre CREB. Por otro lado, la inhibicion de la via de PKA caus6 un incremento en
la activacién de ERK por AMPc, sugiriendo que el AMPc induciria la fosforilacion de ERK
de manera independiente a PKA. En este sentido, se sabe que el AMPc puede activar a la
MAPK a través de miembros de la superfamilia de proteinas Ras. En dicho mecanismo, el
AMPc se une al factor intercambiador de guanidina, Epac y activa Rapla, que luego
aumenta la fosforilacibon de MAPK (392, 393). Al analizar estos intermediarios,

observamos que la sobreexpresion de las proteinas Epac y Rapla aumenta la expresion de
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leptina, o que nos sugiere que esta via alternativa de sefializaciéon del AMPc podria estar
involucrada en la accion del nucleétido sobre la hormona.

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, propusimos un modelo de
sefalizacion, responsable de la induccién de leptina por el AMPc. En dicho modelo, el
AMPc seria capaz de activar las vias de PKA y de MAPK de manera paralela, lo cual
llevaria a la estimulacién de la leptina, tal como lo observamos en nuestros resultados. Sin
embargo, la sobreactivacion de la PKA conduciria a la inhibicion de ERK, dado que
observamos que con el tratamiento con un inhibidor especifico de la PKA aumenta la
fosforilacion de ERK1/2. Asi, la sefalizacion del AMPc por la via de MAPK seria
independiente de PKA, involucrando a la via alternativa de Epac/RAP.

Finalmente, integrando todos los resultados obtenidos en la Seccion I, los
experimentos realizados nos sugieren que el AMPc se encuentra involucrado en la
estimulacion de la leptina por hCG. No obstante, en este caso, el rol del AMPc como
segundo mensajero de la hCG seria a través de la via alternativa de Epac. Asimismo, la
hCG podria actuar de forma independiente del AMPc y estimular la expresion de leptina en
placenta por medio de la via de la MAPK. EI AMPc por su parte, generado por la accién de
diversos efectores, a través de la activacion de la PKA, estimularia a la leptina. En sintesis,
aun cuando multiples vias se requieren para la estimulacién de la leptina por AMPc sélo
algunas de ellas son dependientes de PKA, mientras que otras, a las que estaria activando la
hCG, serian independientes de PKA.

Hasta el momento, con los resultados obtenidos, los modelos son so6lo especulativos.
No obstante se requerirAn mas experimentos que demuestren con mayor profundidad los
mecanismos involucrados no soélo en la accion del AMPc sobre la expresion de leptina sino
también en la accion del AMPc sobre la accion de b@Ia expresion de leptina.

Es evidente que la leptina cumple un rol fundamental en la biologia reproductiva.
La versatilidad y la cada vez mas amplia lista de actividades y cascadas dacéfiatin
las que esta involucrada, implican que aun, resta mucho por investigar al respecto.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis amplian los conocimientos relativos a
la accion de leptina en placenta humana y a los mecanismos regulatasiosxgeesion
Esto revistiria también importancia en los casos de patologias del embarazo o en casos de

abortos espontaneos, en donde la expresion de leptina se encuentra alterada o desregulada.
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No cabe duda que actualmente la leptina se posiciona como un nexo comunicante
entre el embriébn y el endometrio y como una molécula clave en la regulacion de la

implantacion.
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