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RESUMEN

Leptina regula la supervivencia e invasion de células trofoblasticas

En los mamiferos el crecimiento y la supervivencia del feto durante su
desarrollo dependen exclusivamente de la placenta, un o6rgano altamente
especializado que produce un gran nimero de factores de crecimiento. Leptina, una
hormona producida principalmente por el tejido adiposo que se asocia con la saciedad
y el balance energético, presenta un papel importante en reproduccién. Se ha
evidenciado la expresion de leptina y de sus receptores en placenta y se ha
demostrado que durante la gestacion tiene efectos sobre el crecimiento, la
angiogénesis y la inmunomodulacién, afectando tanto funciones maternas como
fetales. Sin embargo, muchos de los mecanismos de accién de leptina sobre la

implantacion y el crecimiento embrionario son aun desconocidos.

El presente trabajo ha sido desarrollado con el objetivo de investigar la accion
de leptina sobre la supervivencia e invasion de células placentarias. Se utilizaron como
modelos la linea celular Swan-71 y explantos de placenta humana a término bajo
distintas condiciones de estrés celular y dafio como el hambreado de factores de
crecimiento, la radiacion UV, la hipertermia y la acidificaciéon del medio de cultivo.
Determinamos que leptina promueve la proliferacién de células Swan-71, aumentando
la expresion de ciclina D1, Ki-67 y p21. Asimismo demostramos que leptina disminuye
la muerte celular por apoptosis evidenciada por la disminucidn de distintos parametros
como la activacion de caspasa-3, el clivado de PARP-1 y la fragmentacion del ADN.
También hallamos que leptina modifica los niveles de intermediarios mitocondriales
aumentando la relacion Bcl-2/Bax y disminuyendo la expresion de Bid. Al profundizar
en el mecanismo involucrado en el efecto de leptina sobre la sobrevida de células
trofoblasticas, evidenciamos que leptina disminuye los niveles de expresidn, actividad
y fosforilacion en serina 46 del factor de transcripcién p53, pieza clave en la
modulacion del ciclo celular y apoptosis. Leptina ademas aumenta los niveles de la

proteina Mdm-2, reguladora principal de la vida media de p53. M4as aun, por ensayos



con cicloheximida demostramos que la vida media de p53 disminuye en presencia de
leptina. Por otro lado mediante el uso de inhibidores farmacolégicos y de ensayos de
transfeccidon transitoria, observamos que las vias de MAPK (ERK 1/2) y PI3K/Akt
median los efectos de leptina sobre p53. En ultimo lugar, demostramos que leptina
promueve la migracidon e invasion trofoblastica. Analizamos la expresidn de proteinas
involucradas en la adhesién celular y observamos que en presencia de leptina
disminuye la expresion de E-cadherina y aumentan los niveles de Integrina B1.
Probamos también que leptina modula la expresiéon y actividad de metaloproteasas,

favoreciendo la invasion celular.

Los resultados obtenidos refuerzan la nocidon de leptina como una citoquina
placentaria involucrada en la regulacidon de procesos de suma relevancia durante la
gestaciéon como la proliferacion, apoptosis e invasion, sustentando su importancia en

la biologia de la reproduccién.

Palabras clave: Leptina, placenta, proliferacién, apoptosis, p53, vias de sefializacidn,

invasion.



ABSTRACT

Leptin regulates survival and invasion of trophoblastic cells

In mammals the growth and survival of the fetus during its development
depend exclusively on the placenta, a highly specialized organ that produces several
growth factors. Leptin, a hormone produced mainly by adipose tissue that is associated
with satiety and energy balance, has an important role in reproduction. It has been
found that leptin and its receptor are expressed in placenta and it has been shown that
during pregnancy leptin modulates growth, angiogenesis and immunomodulation,
affecting both maternal and fetal functions. However, many of the mechanisms of

leptin action on embryo implantation and growth are still unknown.

This work has been developed in order to investigate leptin action on survival
and invasion of placental cells. Swan-71 cell line and human placental explants were
used as models and were exposed under different conditions of cellular stress and
damage as starved of growth factors, UV irradiation, hyperthermia and acidification of
the culture medium. We found that leptin promotes proliferation of Swan-71 cells by
increasing cyclin D1, Ki-67 and p21 expressions. We demonstrated that leptin
decreases cell death by apoptosis as evidenced by reduction of various parameters
such as the activation of caspase-3, cleaved PARP-1 and DNA fragmentation. We also
found that leptin influences mitochondrial intermediates by augmenting Bcl-2/Bax
ratio and decreasing Bid expression. By delving into the mechanisms involved in leptin
effect on the survival of trophoblast cells, we showed that leptin decreased expression,
activity and phosphorylation of serine 46 of p53 transcription factor, a key element in
the modulation of cell cycle and apoptosis. Leptin also increases the levels of Mdm-2,
the main regulator of p53 protein half-life. Moreover, using cycloheximide we showed
that p53 half-life decreases in the presence of leptin. Furthermore by using
pharmacological inhibitors and transient transfection assays, we observed that MAPK
(ERK 1/2) and PI3K/Akt pathways mediate leptin effects on p53. Moreover, we showed

that leptin promotes trophoblastic migration and invasion. We analyzed the expression



of proteins involved in cell adhesion and found that leptin decreases E-cadherin
expression and increased B1 integrin levels. We also demonstrated that leptin

modulates the expression and activity of metalloproteinases, promoting cell invasion.

In summary, our results reinforce the notion of leptin as a placental cytokine
involved in the regulation of processes extremely important during pregnancy as
proliferation, apoptosis and invasion, supporting the importance of leptin in the

biology of reproduction.

Key words: Leptin, placenta, proliferation, apoptosis, p53, signaling pathways,
invasion.
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IMPLANTACION Y PLACENTACION

Implantacidn del blastocisto

El proceso de fertilizacion implica la fusion de un ovocito con un
espermatozoide y se produce en el tercio superior de la trompa de Falopio. La fusién
de los nucleos origina al cigoto, el cual ird sufriendo varias divisiones durante su
migracion hacia el utero materno. El numero de células del embridon aumenta por
mitosis, alcanzando el estadio de moérula y luego de blastocisto (Figura 11). En el
blastocisto se observa una cavidad interna y la polarizacion del embrién. El macizo
celular interno (MCI) es el que dard origen al embrion propiamente dicho y el
trofoectodermo, originara la placenta y el cordén umbilical (Curtis H 2000). A partir del
trofoectodermo se diferencian los trofoblastos, esenciales para el mantenimiento del
embarazo ya que se adhieren al Utero y comienzan el proceso de implantacion (Lunghi

et al. 2007).

El momento preciso y breve en el que el endometrio se vuelve receptivo al
trofoblasto se denomina “ventana de implantacién” o “fase de receptividad” y ocurre
entre el dia 10 y 24 del ciclo (Pacheco 1999). Durante este periodo se generan cambios
bioguimicos y morfoldgicos en la pared del Utero desencadenados por senales
provenientes del embrién y del trofoblasto. Se modifican las relaciones célula-célula
del epitelio endometrial, asi como también la secrecién de proteinas y de ligandos. La
efectividad del proceso implantacional implica una sincronizacién espacio-temporal
apropiada entre la maduracién del utero materno y el desarrollo del embrién (Dey

2006).
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Figura I1: Etapas tempranas del desarrollo embrionario humano. Con la fusién de los nucleos se origina
el cigoto, que a continuacién iniciara una migracién hacia el utero, durante la cual ocurre su
segmentacion. La sucesion de divisiones mitdticas genera la mérula, una masa de células totipotenciales
envuelta por la zona pelucida. Entre la fase de 8 y 16 células, la superficie de la mérula se vuelve mas lisa
y esférica; formandose luego una cavidad central llena de liquido, el blastocele, quedando conformado
el blastocisto. Es en el estadio de blastocisto que el embridn, tres o cuatro dias después de la ovulacidn,
alcanza la cavidad uterina.

En el estadio de blastocisto el embridn alcanza la cavidad uterina y se implanta
en la pared del Utero. El proceso de implantacién embrionaria puede dividirse en tres
etapas: aposicién, donde el blastocisto se adhiere de forma inestable a la pared del
utero; adhesién, donde se establece un contacto fisico estable entre el blastocisto y la
pared uterina y por ultimo la etapa de invasién, donde los trofoblastos penetran a
través del epitelio uterino y la [damina basal y migran a través del estroma hasta los
vasos sanguineos maternos (Figura 12) (Bischof y Campana 1996, Staun-Ram y Shalev

2005).

En respuesta a la implantacion del blastocisto y a la progesterona producida
por el cuerpo luteo, las células endometriales se hipertrofian y el endometrio se
decidualiza. La decidua es un elemento nutritivo muy importante para el embrion
durante el inicio del embarazo, obstruye los movimientos del trofoblasto formando
una barrera fisica para la penetracidn celular y genera un ambiente local de citoquinas

gue promueven la fijacidn trofobldstica mas que la invasion (Dey et al. 2004).
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Figura 12: Etapas del proceso de implantacion embrionaria. El blastocisto llega al Utero maternoy
mediante ruptura mecdanica y enzimatica pierde la zona pellcida. Se establecen interacciones débiles
con el epitelio uterino (aposicion) que se estrechan durante la adhesion permitiendo la penetracién de

los trofoblastos en el atero (invasidn).

Placentacion

En los mamiferos el crecimiento y la supervivencia del feto durante su
desarrollo dependen exclusivamente de la placenta, compuesta por tejido materno y
fetal. La placentacion es un fendmeno posterior a la implantacion e implica el
establecimiento de una intima relacion trofica entre la madre y el embrion (Roa et al.

2012).

Una vez que el blastocisto se implanta las células trofoectodérmicas pasan a
denominarse citotrofoblastos (CTBs). A fines de la segunda semana de gestacion,
comienzan a formarse proyecciones citotrofobldsticas bien definidas denominadas
vellosidades coridnicas. Las vellosidades coridnicas son las unidades funcionales de la
placenta y pueden distinguirse dos subtipos: vellosidades flotantes y vellosidades de
anclaje. Las vellosidades flotantes se mueven libremente en la sangre materna y los
CTBs que las conforman se fusionan y dan lugar al sinciciotrofoblasto (STB), una capa

externa y multinucleada (Rodriguez-Cortésa y Mendieta-Zerdna 2014). Las vellosidades



de anclaje unen el embridén a la pared uterina y estan formadas por dos tipos de CTB:
velloso (CTBv) y extravelloso (CTBev). Los CTBv invaden el tejido uterino anclando la
placenta al uUtero, mientras que los CTBev migran hacia las arterias espirales y las
modifican, generando un aumento en el flujo sanguineo hacia el embrién (Goldman-

Wohl y Yagel 2002).

Durante su desarrollo las vellosidades coridnicas pueden pasar por distintos
estadios. En primer lugar se forman las vellosidades primarias, constituidas sdlo por
CTB y STB, que luego se expanden dando lugar a las vellosidades secundarias, las
cuales se caracterizan por tener una zona central mesenquimal. Finalmente, las
vellosidades secundarias se convierten en vellosidades terciarias, que estan
ramificadas y poseen su zona mesenquimal atravesada por vasos sanguineos fetales. El
mesénquima contiene células de Hofbauer dispersas, que actian como macrofagos

fetales (Figura I3) (Llusid 1992, Staun-Ram y Shalev 2005).

AN
Corion: G Placenta:
—  Mesodermo extra-embrionario N -
—— Citotrofoblasto ¥ Decidua
— Sincitiotrofoblasto JF basal
Lago
Vascular Veldosicdad
Cordnicn
PO oo o o - B A
o . Sty ¢ : “M. 5
‘--.--t < 5.":’9?01"“0“.-,0-- st o"{‘/"\" lf ) ;3&":'.r‘ v "D )y
4= K PN 1 ﬁt RS2 (G (7S

Vellosidad coridnica  Vellosidad coridnica Vellosidad coriénica
primaria secundaria terciaria

Figura 13: Esquema de vellosidades coridnicas. Las vellosidades coridnicas constituyen la unidad
funcional de la placenta y pueden encontrarse en tres estadios distintos: primarias; secundarias, que
presentan mesénquima, y terciarias, que atraviesan los vasos maternos. Tomado de www.emaze.com.

Durante el proceso de placentacion, los CTB funcionan como poblacién de
células troncales progenitoras, proliferan y se diferencian constantemente. Los CTBv
son células epiteliales inmovilizadas mientras que los CTBev son células motiles e

invasivas. Los CTBev migran hacia el endometrio materno decidualizado y remodelan
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las arterias espirales para optimizar la provision de oxigeno y nutrientes a la placenta y
al feto. En dicho proceso cambian su apariencia y se adaptan a diferentes
microambientes dominados por fibroblastos endometriales y células endoteliales. Por
otra parte, el STB serd el responsable del intercambio de gases y nutrientes entre la
madre y el feto, asi como también de la produccién de hormonas placentarias y
factores de crecimiento (FDC). Ya que el crecimiento, y por ende la demanda de
nutrientes del feto, aumenta con el progreso del embarazo, el drea de la superficie
sincicial también debe aumentar de manera de asegurar un transporte de nutrientes
adecuado hacia el feto. La capa de STB posee un lapso de vida breve y su actividad
transcripcional esta disminuida; es por ello que durante el embarazo la misma es
mantenida y expandida por la constante proliferacién, diferenciacién y fusién de los

CTB progenitores (Forbes y Westwood 2010).

Anatomia vy funcién de la placenta

La placenta es un érgano altamente especializado que mantiene el crecimiento
y desarrollo normal del feto durante el embarazo (Gude et al. 2004). La placenta
humana madura es de tipo hemocorial, ya que la sangre materna entra en contacto
directo con las células trofoblasticas fetales (Gude et al. 2004). Su forma es discoidal y
en promedio posee 3 cm de grosor, 20 cm de diametro y una masa de 500 g. Presenta
dos superficies: la placa corial, en la cara embrionaria, donde se observa el cordén
umbilical y las grandes ramas placentarias de las arterias y venas umbilicales; y la placa
basal, que toma contacto con el endometrio materno (Figura 14) (Burton y Watson

1997, Carlson 2005).

La cara materna esta subdividida en Iébulos, y los espacios entre los mismos
estan ocupados por los tabiques placentarios, que se originan a partir de la decidua. En
cada lébulo hay varios cotiledones, cada uno de los cuales contiene una vellosidad

principal con todas sus ramificaciones (Carlson 2005).
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Figura 14: Placenta humana. Esquema de la cara fetal y materna. La cara fetal estd cubierta por el
amnios a través del cual se visualizan las ramificaciones de los vasos que convergen hacia el cordén
umbilical. La cara materna presenta una superficie irregular debido a la presencia de cotiledones, que
estan cubiertos por decidua y separados por surcos que se forman a partir de los tabiques deciduales.

Internamente la placenta consiste en un vasto arreglo de vellosidades. Estas
surgen de la placa corial y se ramifican dando las vellosidades terminales, que
representan el sitio mds importante para el intercambio materno-fetal ya que se
extienden hasta el interior de la placa basal, quedando bafiadas en sangre materna
gue se renueva de modo continuo (Burton y Watson 1997). Asimismo, el embrién
queda fijado por el cordon umbilical y permanece suspendido en la cavidad corial

rodeado por la membrana amnidtica (Carlson 2005).

La placenta es un dérgano transitorio que posee funciones muy diversas que le
permiten al feto desarrollarse de manera adecuada. Principalmente estd destinada al
intercambio fisiolégico entre la madre y el feto, siendo el intercambio gaseoso su
funcién primordial, seguida por la absorcidon de nutrientes y la excreciéon de productos
de desecho. Existe en la placenta una intensa actividad de intercambio y de sintesis,
pasando de la madre al feto oxigeno, agua, glucosa, aminoacidos, acidos grasos,
vitaminas, hormonas, anticuerpos y también algunos patégenos (Roa et al. 2012,
Rodriguez-Cortésa y Mendieta-Zerdna 2014). La capacidad para proveer nutrientes al

feto depende de varios factores, tales como el tamafio y morfologia de la placenta, el



flujo sanguineo, la abundancia de transportadores y la tasa de consumo y produccion

de nutrientes (Fowden et al. 2008).

La comunicacion entre la madre y el feto se establece mediante sustancias que
viajan via sanguinea y pueden ejercer su accion sobre la misma placenta, el utero o el
feto. La placenta produce un gran nimero de hormonas (Tabla 11) y entre ellas se
encuentran la gonadotrofina coriénica (hCG) que es producida tempranamente por el
STB y su principal funcidon es mantener el cuerpo luteo funcional; la progesterona que
es utilizada por el feto como sustrato para la sintesis de corticoides fetales y el
lactégeno placentario (hPL) que es producido por el STB y estimula el desarrollo de la
glandula mamaria, como el crecimiento de drganos fetales y de la placenta (Llusia

1992, Roa et al. 2012).

Hormona Funcidn

Gonadotrofina coridnica humana  Angiogénesis, diferenciacidn trofoblastica, implantacién,
(hCG) induccidn de factores secundarios que permiten el
estado gestacional

| Lactogeno placentario (hPL) Crecimiento fetal
Progesterona Decidualizacién, crecimiento uterino, mantenimiento del
embarazo
| Relaxina y Oxitocina Dilatacién y relajacién uterina
| Activina e inhibina Regulacion de la hormona foliculo estimulante (FSH)
Hormona del crecimiento Nutricion
placentario

Tabla I1: Principales hormonas placentarias. Adaptado de Rodriguez-Cortesa y Mendieta-

Zerdna 2014

La placenta no sdélo produce hormonas sino también genera un ambiente
tolerogénico para el feto de la respuesta inmune materna. En este sentido, el
trofoblasto desde estadios tempranos produce factores inmunosupresores e
inmunomoduladores. Sin embargo, la funcidén de proteccion no es sélo inmune, ya que
la placenta protege al feto también de xenobidticos, infecciones y enfermedades

maternas (Roa et al. 2012).




Migracion e invasion trofoblastica

La migracion celular, proceso que permite la translocacidén de las células sobre
0 a través de un sustrato, es crucial en la defensa inmunoldgica, la morfogénesis
embrionaria, la reparacion de heridas y la regeneracion de los tejidos. Es un fendmeno
complejo que requiere de la integracién de senales mecanicas y quimicas que llevan a
la represion en la expresion de moléculas de adhesion por una regulacion epigenética
de las mismas y a cambios en el volumen y en el citoesqueleto celular. La migracion es
iniciada por la protrusién de la membrana celular en el frente de avance por medio de
una estructura, el lamelipodio, que se adhiere al sustrato generando la fuerza
necesaria para el desplazamiento celular. La regulaciéon aberrante de este proceso
permite la progresion de enfermedades, como ocurre en la invasidon de los tumores

malignos (del Mdnaco et al. 2008).

Como se menciond anteriormente, durante la implantacion del embrién los
trofoblastos migran e invaden el Utero materno. En los humanos la invasion
trofobldstica alcanza una mayor profundidad que en la mayoria de los mamiferos y se
ha sugerido que la decidualizacién puede iniciar y estimular la invasion del trofoblasto

(Jones et al. 2006, Villasmil et al. 2014).

La diferenciacion de CTB a CTBev implica modificaciones a nivel de integrinas y
metaloproteasas (MMPs), cambios en la expresidon de cadherinas, alteraciones en la via
de sefializacion de Wnt y la adquisicion de marcadores mesenquimales. Se ha
propuesto entonces que dicha diferenciacion implica una “pseudo” transicién epitelio-
mesenquimal (TEM). De esta manera los trofoblastos pierden su fenotipo epitelial
caracterizado por la adhesidn a través de uniones estrechas, para adoptar un fenotipo

mesenquimal de tipo invasivo (DaSilva-Arnold et al. 2015).

Durante la placentacidn las células trofoblasticas penetran a través del epitelio
luminal, alcanzan la membrana basal y se extienden posteriormente hasta el estroma
donde el CTBev invade rapidamente hasta llegar a las arterias espirales (Villasmil et al.
2014). La invasion trofoblastica esta asociada con una extensa remodelacion de los
segmentos miometriales y deciduales de las arterias espirales (Lyall 2003) e implica

una serie de cambios especificos que incluyen: i) el reemplazo del endotelio y la capa
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media de musculo liso por los trofoblastos invasivos, ii) la pérdida de elasticidad, iii) el
aumento del didmetro y iv) la pérdida del control vasomotor materno. De esta manera
se reduce la resistencia al flujo sanguineo y aumenta la perfusién uUtero-placentaria.
Asimismo la pérdida de la contractibilidad y del control materno garantiza el
suministro de sangre materna a la placenta independientemente de la regulaciéon de la

distribucién sanguinea a nivel central (Figura 15) (Kaufmann et al. 2003).

Después de la invasion endovascular del estroma decidual y miometrial interno,
ocurre una segunda invasion endovascular en las arterias espirales del lecho
placentario. Este periodo de invasion profunda y su subsecuente progresién lateral
para incluir arterias espirales adicionales, puede finalmente determinar el

funcionamiento éptimo de la placenta (Villasmil et al. 2014).

Myomatrium

Matarnal
Endothelial  andothedial
cytotrophoblast  cells

Matarnal wain

Figura 15: Invasion trofoblastica. Los citotrofoblastos vellosos proliferan, se diferencian y se fusionan
dando lugar al sinciciotrofoblasto, que recubre a las vellosidades. Los citotrofoblastos extravellosos
invaden la decidua, el miometrio y los vasos sanguineos uterinos, generando un aumento del flujo
sanguineo hacia el feto.

Las propiedades adhesivas de los trofoblastos cambian durante la invasidn. La invasion
trofoblastica conlleva una disminucion de las moléculas de adhesidon caracteristicas de

los CTB progenitores, generando ademas un aumento de los receptores de adhesién
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caracteristicos de las células endoteliales. Dichos cambios permiten a los CTB
“enmascararse” como células endoteliales y a su vez incrementan la habilidad del
trofoblasto para invadir el Utero materno. Mas adelante nos referiremos con mas
detalle a la modulaciéon del repertorio de integrinas de los CTB durante la invasién del
endometrio. De manera similar, el cambio en la expresidon de cadherinas también
juega un rol importante en la adquisicién de propiedades invasivas en el trofoblasto,
asociandose la pérdida de E-cadherina con la diferenciacion y adquisicion de motilidad

por parte del trofoblasto (Ferretti et al. 2007).

Por otra parte, la adquisicion del fenotipo invasivo de los trofoblastos también
requiere de mecanismos inmunomoduladores que eviten que los CTBev sean
rechazados por linfocitos aloreactivos y células natural killer (NK) presentes en la
sangre materna y en la decidua (Hutter et al. 1998). En este sentido, como uno de los
mecanismos tolerogénicos reportados, los CTBev expresan un patron particular de
antigenos de histocompatibilidad, siendo caracteristica la expresiéon de HLA-G, que se
relaciona con efectos inmunosupresores que promueven la apoptosis de linfocitos T
CD8" y previene la citotoxicidad mediada por células NK (Solier et al. 2002, Chen et al.
2010). De hecho, investigaciones recientes indican que ademas de sus propiedades
inmunomoduladoras, HLA-G podria jugar un papel importante en la regulacién de la
funcién placentaria debido a sus efectos sobre la invasividad de los trofoblastos
(McCormick et al. 2009, Liu et al. 2013). En particular, HLA-G1 es la isoforma
predominante en la superficie de los trofoblastos y su expresidén se considera como un

marcador de diferenciacién hacia el fenotipo invasivo (McMaster et al. 1995).

REGULACION DE LA IMPLANTACION

El proceso de implantacidn embrionaria implica complejos eventos moleculares
y celulares entre el Utero y el embridn, que estdn regulados por factores autocrinos y
paracrinos (Bischof y Campana 2000). Los procesos de migracion e invasion

trofoblastica a través de la pared uterina estan determinados por el microambiente
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materno y por el mismo trofoblasto (Staun-Ram y Shalev 2005). La Tabla |2 describe los
principales factores involucrados en la regulacion del proceso de implantacién y a

continuacion haremos hincapié en los mas relevantes para este trabajo.

Moléculas de adhesion

Las cadherinas son una familia de moléculas de adhesion cuya actividad es
dependiente de calcio. La adhesién celular a través de cadherinas tiene un papel
importante en la morfogénesis y en la estabilizacion, polarizacion y diferenciacién de
los tejidos. La regidn extracelular de las cadherinas contiene los sitios que determinan
la especificidad de la molécula para unirse a otras moléculas, mientras que la regién
intracelular es la que conecta con los filamentos de actina del citoesqueleto. La
actividad de adhesién celular de las cadherinas depende de la formaciéon de dimeros

entre moléculas que se encuentran en células opuestas (Cordova 2008).

La E-cadherina es considerada una molécula supresora de invasividad y en
cancer una reduccidén de su expresion se asocia al proceso de TEM, favoreciendo la
invasion tumoral y metastasis (Bremnes et al. 2002, Ferretti et al. 2007). Durante el
periodo preimplantatorio en respuesta a la progesterona aparecen en la membrana
apical del epitelio uterino pindpodos, éstos consisten en protrusiones que permiten el
intercambio de fluidos, electrolitos y proteinas de bajo peso molecular. La membrana
de los pindpodos expresa E-cadherina y se sugiere que esta proteina media la adhesién
entre el trofoectodermo del blastocisto y el epitelio uterino (Staun-Ram y Shalev

2005).

Las integrinas son una familia de receptores transmembrana que pueden influir
directa o indirectamente diversos aspectos del comportamiento celular, como la
adhesion, la migracion y la proliferacion. Ademas, tienen un rol importante en los
eventos de transduccion de sefiales, la expresion de genes y la regulacién de Ia
apoptosis (dos Santos et al. 2012). Son proteinas heterodiméricas, constituidas por una
subunidad a y una subunidad B, que se caracterizan por facilitar la integracién celular

al medio circundante mediante la adhesion de células entre si y de células a la matriz
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extracelular (MEC). A diferencia de otros receptores, poseen muy baja afinidad por sus
ligandos y se encuentran presentes en un numero mayor. Estas caracteristicas
constituyen la base del “efecto velcro”, que permite a las células adherirse débil pero
simultaneamente a un gran numero de moléculas de la matriz extracelular, logrando
de este modo explorar su medio ambiente sin perder totalmente su afinidad con el

mismo (Jaitovich y Jaim Etcheverry 2004, Zuniga Cerdn et al. 2008).

En particular, las integrinas pertenecientes a la subfamilia B1 median la
adhesion a la membrana basal y participan principalmente en la adhesividad de las
células al fibrindgeno, colageno y laminina. A su vez, son capaces de activar receptores
de FDC o citoquinas, favoreciendo la supervivencia celular. Esta subfamilia se expresa
en células normales asi como también en células tumorales, donde estan involucradas
en el control de la angiogénesis, la progresién tumoral y la metastasis (dos Santos et al.

2012).

Las integrinas del endometrio juegan un rol importante para una implantacion
exitosa, ya que estabilizan el anclaje de las vellosidades coridnicas permitiendo su
adhesidn a los espacios intersticiales e intravasculares. Las integrinas aVB3 y a4B1 son
consideradas marcadores de la receptividad del utero; mientras que el trofoectodermo
expresa integrinas a3, a5, B1, B3, B4 y B5, posiblemente implicadas en la adhesion del
blastocisto a la superficie endometrial (Staun-Ram y Shalev 2005, Vitiello y Patrizio

2007).

Las integrinas de los CTB también poseen un rol importante durante la invasion
del endometrio. Los CTB progenitores expresan la integrina a6B4, un receptor de
laminina, en forma agrupada hacia la membrana basal. Cuando estas células dejan el
arbol velloso para formar columnas celulares, ain expresan integrina a6B4, pero de
manera no agrupada, permitiéndole al CTB volverse movil e iniciar la invasion del
endometrio. Luego pierden la capacidad de expresar integrina a6B4 pero expresan la
integrina a5B1, el mayor receptor de fibronectina, que le permite avanzar por la matriz
rica en fibronectina de las columnas trofoblasticas. La llegada a la pared uterina se
caracteriza por la expresion de la integrina alp1, receptor de laminina y coldgeno tipo

IV, que contribuye a la adquisicion del fenotipo invasivo de los CTBev. Posteriormente,
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una vez alcanzada la vasculatura materna, los CTB expresan la integrina avp3, que
aumenta su motilidad e invasividad (Figura 16) (Damsky et al. 1994, Ferretti et al.

2007).

Por otro lado se encuentran las selectinas, moléculas capaces de unir tanto
glicoproteinas como hidratos de carbono. Cabe mencionar a la L-selectina, que se
expresa en el blastocisto y juega un papel importante en el proceso de implantacion ya
gue interactia con hidratos de carbono del epitelio uterino y favorece su anclaje

(Vitiello y Patrizio 2007).
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Figura 16: Perfil de Integrinas durante la invasion trofoblastica. En las vellosidades de anclaje se pueden
observar citotrofoblastos progenitores (amarillo) que dan lugar al sinciciotrofoblasto (verde) o a las
columnas de citotrofoblastos extravellosos (rojo) que invaden la decidua y los vasos sanguineos
uterinos. En el esquema de la derecha se muestra el patrén de expresidn de Integrinas caracteristico
durante el desarrollo de las columnas de citotrofoblastos extravellosos. Modificado de Aplin 1997.

Metaloproteasas

Al penetrar la pared uterina las células trofoblasticas interactlan con varias
proteinas de la MEC y de la membrana basal que afectan la adhesion, migracién,

diferenciacion y expansion celular (Staun-Ram y Shalev 2005). Atravesar la membrana
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basal e invadir la MEC requiere de una protedlisis activa de sus constituyentes, como el

colageno, fibronectina y laminina.

Los componentes de la MEC son degradados por MMPs, enzimas dependientes
de zinc que tienen un rol fundamental durante la implantacidn embrionaria, el
desarrollo de o6rganos y la remodelaciéon de tejidos. La estructura de las MMPs
comprende varios dominios comunes a la mayoria de ellas: i) péptido sefal o
predominio, necesario para el desplazamiento intracelular de la enzima hasta la
membrana y que es eliminado después de la secrecién de la proteasa; ii) dominio
propeptidico o prodominio con capacidad enzimatica latente, formado por una
secuencia peptidica con un residuo de cisteina, que interactla con el sitio catalitico; iii)
dominio catalitico carboxiterminal que contiene un atomo de zinc y otros dominios
variables; iv) dominio tipo hemopexina, en la posicidén carboxiloterminal que interviene
en la unién a sustratos especificos de las metaloproteasas y con los inhibidores
enddgenos; v) dominio transmembrana, en el caso de las MMPs asociadas a la
membrana plasmatica (Figura 17). Segun su estructura y sustrato pueden clasificarse en
colagenasas (MMP-1, 8, 13 y 18), gelatinasas (MMP-2 y 9), estromelisinas (MMP-3),
matrilisinas (MMP-7 y 27), MMPs asociadas a membranas (MT-MMPs) y existe un
sexto grupo integrado por las MMPs que no se ubican en los grupos anteriores (MMP-

12, 19, 20, entre otras) (Coronato et al. 2012).

Dominio de tipo
hemopexina

Péptido
senal  Propéptido Dominio catalitico

Figura 17: Estructura de las metaloproteasas. Representacidon de la estructura bdsica de las MMPs.

Dominio
fransmembranario

Dominio
citoplasmdtico

Generalmente poseen un péptido sefal, un propéptido o prodominio, un dominio catalitico y un
dominio de hemopexina; las MMPs de membrana posee ademas un dominio transmembrana. Se detalla

en la parte inferior los dominios que poseen las principales MMPs. Tomado de Coronato et al. 2012.
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Las MMPs puede ser reguladas a nivel transcripcional por accién de citoquinas,
FDC u hormonas; a nivel de la secrecién y a nivel proteico por modificaciones
postraduccionales, activacion de proenzimas y localizacion en la superficie celular

(Cohen et al. 2006).

Los CTB secretan principalmente MMP-2 y MMP-9, que degradan colageno tipo
IV, el principal componente de las membranas basales. MMP-2 y MMP-9 son
consideradas enzimas claves en la implantacion, ya que permiten la invasion de la
decidua y la vasculatura materna. Se ha sugerido que la MMP-9 poseeria un rol mas
importante durante la implantacion, ya que es expresada constitutivamente por el CTB
e in vitro se ha demostrado que anticuerpos contra MMP-9 inhiben la invasién en
matrigel (Librach et al. 1991, Bischof et al. 1995). Sin embargo, recientemente se ha
sugerido que la capacidad de invasion del trofoblasto estaria regulada especialmente
por MMP-2, ya que se detecta en trofoblastos de fenotipo invasivo, mientras que

MMP-9 se expresa en trofoblastos vellosos (Isaka et al. 2003).

La actividad de las MMPs es inhibida de modo especifico por los inhibidores
tisulares de MMPs (TIMPs), que actuan uniéndose al zinc del sitio activo de las MMPs.
Se conocen cuatro tipos de TIMPs, los TIMPs 1-3 son producidos por el trofoblasto y la
decidua durante la gestacion, mientras que el TIMP 4 es producido por el blastocisto.
Los TIMPs podrian tener otras funciones adicionales ademas de inhibir a las MMPs,
como incrementar la proliferacién celular y el desarrollo embrionario (Bischof y

Campana 2000, Staun-Ram y Shalev 2005).

Factores de crecimiento y citoquinas

El desarrollo embrionario temprano requiere de la accion de numerosos FDC que son
expresados en los foliculos ovaricos, los oviductos y el endometrio. Los receptores para
muchos de estos factores se han encontrado en los blastocistos sugiriendo su

importante rol durante la implantacion (Richter 2008).

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
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los trofoblastos (Hofmann et al. 1991). También aumenta la actividad de MMP-2 y
MMP-9 induciendo la invasion celular y estimula la secrecién de hCG y de hPL por
parte de los trofoblastos. Existen otros FDCs importantes, como lo son el factor de
crecimiento epidérmico de union a heparina (HB-EGF), que regula la proliferacion del
endometrio, la secrecion y la decidualizacion; el factor de crecimiento transformante
(TGF-B), que inhibe la proliferacion y la invasion trofoblastica; la proteina de unién al
factor de crecimiento de insulina (IGFBP-1), que modula los efectos metabdlicos del
factor de crecimiento tipo insulina | y Il (IGF-I y 1) y se ha demostrado que aumenta la

actividad gelatinolitica de los trofoblastos y su invasividad (Li y Zhuang 1997).

Diversos FDC estan involucrados en el desarrollo de la vasculatura placentaria,
proceso esencial para el crecimiento y el mantenimiento del desarrollo embrionario.
Entre ellos se encuentra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) y la angiopoyetina (Reynolds y Redmer 2001). El
VEGF induce la angiogénesis y aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos. Se
expresa en el blastocisto, en el endometrio y en las células trofoblasticas, y permitiria
la induccion de la angiogénesis por parte del embridn que se esta implantando (Staun-

Ram y Shalev 2005).

Las citoquinas, que 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 factor inhibidor de leucemia (LIF) es
sintetizado principalmente en la fraccion epitelial del endometrio. Tanto los oocitos
como los embriones humanos expresan receptores para LIF, sugiriendo una posible
respuesta del blastocisto a LIF durante la implantacion. Luego de la implantacién, la
expresion de LIF disminuye en el embridn, sin embargo aumenta en la decidua y en la
placenta, indicando que LIF es un factor importante en el desarrollo de la interfase
materno-fetal (Pacheco 1999). Se ha reportado que las ratonas que carecen de LIF
funcional son fértiles, pero sus blastocistos fallan al implantarse y que la expresién de
LIF estd disminuida en el endometrio de mujeres infértiles (Stewart et al. 1992).
Ademas se encontré que LIF regula multiples procesos previos y posteriores a la

implantacidon, como lo son la receptividad uterina, la decidualizaciéon, el desarrollo y
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crecimiento del blastocisto, la interaccion del embridon con el endometrio, la invasion

trofoblastica y la inmunomodulacién (Salleh y Giribabu 2014).

La interleuquina-1 (IL-1) también estd implicada en la regulacion de la interfase
materno-fetal y es producida tanto por el estroma decidualizado como por las células
trofoblasticas (Sharkey et al. 1999). Es considerada una de las primeras sefiales del
blastocisto que actua sobre el endometrio ya que in vitro la IL-1 induce la secrecién
endometrial de protaglandinas E2 (PGE2), LIF y de la subunidad de integrina B3. A su
vez, estimula la actividad de MMP-9 en los trofoblastos y su expresidn en las células

endometriales epiteliales, induciendo la invasidn trofoblastica (Bischof et al. 1995).

El interferén gamma (IFN-Y) es una citoquina que participa en la tolerancia
inmune materna ya que induce la produccion de HLA-G que, como se menciond
anteriormente, protege a los trofoblastos de la accién de linfocitos T citotdxicos y

células NK (Bowen et al. 2002).

Hormonas

La progesterona, el 17B-estradiol (E;) y la hCG han sido descriptas como
hormonas esenciales para un embarazo exitoso. A continuacién describiremos las

principales caracteristicas y funciones de cada una de ellas.

La progesterona es una hormona esteroidea cuya accidon esta mediada por la
unidn a su receptor que actla como factor de transcripcidén regulando la expresién
génica. Durante el ciclo menstrual, la progesterona es producida por el cuerpo ldteo y
estimula la actividad secretoria del endometrio (Thijssen 2005). Luego de la
fecundacion y la implantacién, el cuerpo luteo continla secretando progesterona en
respuesta al estimulo de la hCG producida por los STB. Alrededor de la octava semana
la placenta se convierte en la principal fuente de esta hormona. La progesterona
induce la decidualizacién de las células estromales y estimula y mantiene las funciones
uterinas durante el embarazo, preparando el endometrio para la implantacién,
promoviendo el crecimiento uterino y suprimiendo la contractibilidad del miometrio.

Los antagonistas de los receptores de progesterona inducen el aborto si se administran
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antes de la séptima semana de embarazo. En forma similar, la remocién quirurgica del
cuerpo luteo produce la pérdida espontanea del embarazo. Estos datos sugieren que la
produccién adecuada de progesterona es critica para el mantenimiento del embarazo
(Villasmil et al. 2014).Ademas se ha reportado que la accidon de la progesterona
disminuye la invasividad del trofoblasto a través de la inhibicion de las MMPs y

suprime la reaccion del sistema inmune materno a los antigenos fetales (Tuckey 2005).

La implantacion también requiere un aumento en la secrecion de E,, una
hormona esteroidea que influencia varios aspectos del funcionamiento placentario y
del desarrollo fetal, regulando la diferenciacion y la invasividad de los trofoblastos, la
remodelaciéon de las arterias uterinas, la modulacion del sistema inmune vy la
produccién hormonal (Chardonnens et al. 1999, Gambino et al. 2012). El E; cumple un
papel central en la regulacidon del crecimiento fetal, en el trabajo de parto, en la
esteroideogénesis placentaria, en la liberacion de neuropéptidos y glicoproteinas y en

la secrecion de leptina por el tejido adiposo (Chardonnens et al. 1999).

La hCG es una hormona glicoproteica comprendida por dos subunidades, a y B,
unidas no covalentemente y media su accion a través del receptor de hormona
luteinizante (LH)/hCG. Es producida principalmente por los STB y su funcién principal
es la de mantener la produccion de progesterona por el cuerpo lUteo durante el
embarazo temprano (Filicori et al. 2005). Ademas, promueve la diferenciacion de los
CTB a STB, favoreciendo la circulacion materno-fetal. Estimula parametros de
implantacion, induciendo la expresidon de LIF y VEGF y promoviendo la secrecion de
MMP-9. También suprime el sistema inmune materno de los tejidos placentarios y
fetales, y prepara los tejidos deciduales y miometriales para la recepcion de las células

trofoblasticas (Villasmil et al. 2014).

Como ya mencionamos, la accién de estas hormonas es imprescindible para la
correcta implantacion y desarrollo de la interfase materno-fetal, pero no son las Unicas
hormonas involucradas en el proceso de gestacion. En 1997, Masuzaki y colaboradores
describieron a la leptina como una nueva hormona placentaria en humanos (Masuzaki
et al. 1997). Se sugiere que esta hormona podria tener efectos sobre el crecimiento

fetal, la angiogénesis y la inmunomodulacién, afectando tanto funciones maternas
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como fetales (Hoggard et al. 2001). Sin embargo, muchos de los efectos fisiologicos y

moleculares de la leptina durante el embarazo y su posible rol como hormona

reguladora del proceso implantacional no se comprenden totalmente.

Tipo de factor

Nombre

Funcidn sugerida

Moléculas de

Integrinas a5B1, alfly avB3

Aumentan la motilidad e

adhesion invasividad trofoblastica
L-Selectina Favorece anclaje del blastocisto
Metaloproteasas e MMP-2 Regulacion de la invasion
Inhibidores MMP-9 trofoblastica
TIMP-3

Activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa

CatepsinaBy L

Facilita invasion vascular del
trofoblasto

Regulacion de la invasion del
trofoblasto

Citoquinas y Factores L-1 Facilitan la comunicacién entre
de crecimiento IL-6 el blastocisto y el ttero,
LIF promueven la decidualizacién e
EGF invasién trofoblastica
HB-EGF
TGF-B
IGF |
IGF Il
Hormonas Progesterona Mantenimiento del embarazo
17B-estradiol Diferenciacion trofoblastica,
crecimiento fetal,
inmunomodulacion
hCG Produccidn de progesterona,
diferenciacion trofoblastica,
expresion de LIF y VEGF,
inmunomodulacién
Factores HLA-G Previene el rechazo inmune al
inmunolégicos feto
Otros factores PGE2 Promueve la apoptosis

Ciclooxigenasa 2

Tensidn de oxigeno

endometrial
Regula la produccion de PG

Facilita la invasion vascular
trofoblastica

Tabla 12: Factores implicados en la regulacion de la implantacion embrionaria. Modificado de Villasmil

et al. 2014.
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Ya que en el presente trabajo planteamos a la leptina como una hormona y
citoquina placentaria mediadora del proceso de implantacion embrionaria,
describiremos a continuacion sus caracteristicas generales y su importancia en la

reproduccion.

LA LEPTINA COMO HORMONA PLACENTARIA

Caracterizacion de leptina y sus receptores

Caracteristicas de la leptina

Zhang y colaboradores describieron y clonaron en 1994 el gen de leptina, una
hormona polipeptidica no glicosilada de 16 KDa y 146 aminoacidos (Zhang et al. 1994).
En humanos esta codificada por el gen LEP (anteriormente conocido como OB)
(Henson y Castracane 2006), constituido por tres exones y dos intrones, que estd
localizado en el brazo largo del cromosoma 7 (7g31). Su secuencia se encuentra
altamente conservada en mamiferos. La regién codificante esta presente en los exones
2 y 3 y a partir de ellos se transcribe un ARNm de 4,5 Kb, del cual se traduce el
precursor de la leptina. Esta pro-hormona presenta 167 aminoacidos y una sefial de
secrecion de 21 aminoacidos en la regidn aminoterminal (Considine y Caro 1997,

Minzberg y Morrison 2015).

Estudios de cristalografia y resonancia magnética nuclear mostraron que la
estructura tridimensional del precursor de la leptina consiste en cuatro alfa hélices
antiparalelas, unidas por dos uniones cruzadas largas y un loop corto (Figura 18) (Zhang
et al. 1997), siendo similar a las proteinas de la familia de citoquinas helicoidales de
cadena larga, que incluye a LIF, al factor ciliar neurotrdfico, la oncostatina-M vy la
cardiotrofina-1, asi como también a las interleuquinas IL-6, IL-11 y IL-12 y a las
citoquinas helicoidales de cadena corta (Fruhbeck 2006). Las distintas regiones

estructurales de la leptina tienen diferentes funciones. La regidon aminoterminal,
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comprendida entre los aminoacidos 22 al 115, es esencial para su actividad bioldgica y
su unién al receptor (Imagawa et al. 1998). Otros estudios mostraron que la actividad
biolégica de la leptina también estaria localizada, al menos en parte, en la regién
carboxiterminal de la misma, entre los residuos 106 y 167 (Frihbeck et al. 1998). El
puente disulfuro conformado entre las cisteinas 96 y 146 es necesario para el
plegamiento estructural y la unidn al receptor, y la mutacion en cualquiera de estos
residuos genera una proteina bioldgicamente inactiva (Fruhbeck 2006). Mientras que
el puente disulfuro presente entre las cisteinas 117 y 167 es necesario para el correcto

plegamiento de la leptina y su posterior secrecion (Boute et al. 2004).

Figura I18: Estructura de la leptina. Leptina es una proteina de 167 aminodcidos y un péptido sefial de 21
aminodcidos. Su estructura tridimensional presenta cuatro alfa hélices y un puente disulfuro entre las

cisteinas 96 y 146, necesario para su actividad bioldgica.

En humanos, la expresién del gen de leptina se ha detectado en tejido adiposo,
mucosa gastrica, células del epitelio mamario, testiculos, ovarios y en placenta
(Margetic et al. 2002). La leptina circula en el plasma libre o unida a proteinas (Landt et
al. 1997), entre las cuales se encuentra la forma soluble de su receptor (Fruhbeck
2006). Posee un tiempo de vida media aproximado de entre 20 y 30 minutos, y se

elimina a nivel renal (Klein et al. 1996, Meyer et al. 1997).
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Caracteristicas y localizacidn de receptores de leptina

Las acciones de la leptina se encuentran mediadas por su receptor. El receptor
de leptina (LepR) forma parte de la superfamilia de receptores de citoquinas clase |,
que incluye a los receptores de IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, LIF, factor estimulante de
colonias de granulocitos, hormona de crecimiento, prolactina y eritropoyetina

(Fruhbeck 2006).

Se han descripto seis isoformas del receptor de leptina generadas por splicing
alternativo: una larga (LepRI), cuatro cortas (LepRs) y una soluble (SLR). Las isoformas
comparten el dominio extracelular y el dominio transmembrana, siendo el dominio
intracelular variable y caracteristico de cada isoforma (Fruhbeck 2006). Ya que los
receptores de leptina carecen de actividad quinasa propia, la asociacién con otras
moléculas de seiializacién es crucial para la activacion de componentes rio abajo de la
via de transduccién de sefiales (Sweeney 2002). LepRa, LepRb, LepRc, LepRd y LepRf
son las isoformas de membrana, mientras que LepRe es la isoforma soluble (Miinzberg

y Morrison 2015).

Todas las isoformas de membrana poseen el dominio box 1, necesario para la
union a quinasas Janus (JAK), particularmente LepRb presenta un dominio intracelular
mas largo y posee dos sitios de unidn a JAK, un sitio de unidn al transductor de sefial y
activador de la transcripcion (STAT) y tres tirosinas (Y985, Y1077, Y1138) que pueden
ser fosforiladas por JAK2. La fosforilacién en cada tirosina activa cascadas de
sefializacion especificas: la fosforilacion en Y985 activa SHP-2 y MAPK, la fosforilacidn
en Y1077 activa la sefalizacidon por STAT5 (que media las funciones reproductivas de
leptina) y la fosforilacién en Y1138 activa la sefializacién por STAT3 (el principal
mediador de las funciones neurondocrinas de leptina). A su vez, JAK2 puede
fosforilarse en distintos residuos que determinan su activacién y por lo tanto la
senalizacion por LepRb; siendo esta isoforma capaz de activar la via de sefializacion de
PI3K mediante la fosforilacién de IRS. SOCS-3 y PTP-1B son moléculas adaptadoras
asociadas a la sefializacion por LepRb y generan la inhibicion de la sefializacién por

leptina. SOCS-3 es capaz de unirse a la Y985 y a JAK2, inhibiendo la sefializacion del
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receptor, sin embargo aun se desconoce a qué sitio de LepRb se une PTP-1B (Figura 19)

(Barr et al. 1999, Henson y Castracane 2000, Miinzberg y Morrison 2015).
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Figura 19: Receptores de leptina. A) Isoformas. Existen seis isoformas del receptor de leptina, una larga
(LepRI), cuatro cortas (LepRs) y una soluble (SLR). Las cajas negras representan los sitios de unidn a JAK2
(box1), las grises a SHP-2 y las blancas a las proteinas STAT. Adaptado de Benitez et al. 2012. B)
Seiializacion por LepRb. La union de leptina a la isoforma larga de receptor de membrana permite el
reclutamiento de JAK2, que una vez activa puede fosforilar a LepRb en tres trosinas distintas (Y985,
Y1077, Y1138) o unirse a IRS, activando las vias de STAT, MAPK y PI3K. SOCS-3 y PTP-1B regulan
negativamente la sefializacion por leptina. Adaptado de Munzberg y Morrison 2015.

Se cree que SLR es la principal proteina sérica que interactia con la leptina
circulante, pudiendo de esta manera estabilizarla, secuestrarla o simplemente
funcionar como un transportador (Allison y Myers 2014, Miinzberg y Morrison 2015).
Se cree que esta isoforma podria mejorar la sefializacién por leptina mediante la
reduccion de su degradacion, aunque se postula que el exceso de SLR disminuye la
capacidad de unién de leptina al receptor de membrana (Tessier et al. 2013). La
existencia de esta isoforma podria explicar la resistencia a leptina durante el
embarazo, donde elevadas concentraciones de leptina no disparan la sefial de saciedad

en la madre (Lammert et al. 2001).

La leptina se une a su receptor en una relacion estequiométrica 1:1 vy, al formar

homodimeros LepR, resulta en un complejo ligando-receptor tetramérico (Tu et al.
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2007). El cambio conformacional que se genera por la formacién del complejo es

critico para la activacién de la sefializacion por leptina (Hegyi et al. 2004).

Con respecto a su localizacidn, la isoforma larga es la predominante en el
hipotdlamo y participa en los efectos neuroendocrinos y en la regulacion de la
homeostasis energética ejercidos por leptina (Cauzac et al. 2003). Su expresidon
también se ha descrito en diversos érganos y tipos celulares en humanos y roedores:
pulmén, higado, adipocitos, células endoteliales, células sanguineas mononucleares,
estdmago, musculo, islotes pancredticos, osteoblastos, endometrio, placenta y corddén
umbilical (Hegyi et al. 2004). En humanos la isoforma larga fue localizada en las células
citotrofoblasticas, en el epitelio luminar y en células estromales de la decidua materna,
asi como también en oocitos humanos y en embriones alin no implantados (Cervero et

al. 2004).

Cascadas de sefializacidn activadas por leptina

En cuanto a las vias de sefalizacién involucradas, ya mencionamos que LepR es
capaz de activar la via de JAK/STAT. Las isoformas larga y cortas del receptor de leptina
poseen en su domino intracelular secuencias consenso capaces de unir a JAK2. Una vez
activa, JAK2 puede activar a IRS y activar la seializacién por PI3K o fosforilar al
receptor en tirosinas, que funcionaran como sitios de anclaje para otras proteinas que
tengan secuencia SH2, o a su principal blanco: las proteinas de la familia STAT. Se ha
reportado la activacion de STAT3 junto a la de STAT5 y STAT6 en relaciéon al receptor
de leptina (Sweeney 2002). Una vez activas, las proteinas STAT dimerizan y translocan

al nucleo donde se unen a los promotores de sus genes blanco (Figura 17) (Akira 1999).

Otra via de sefnalizacion involucrada es la de MAPK (Bifulco et al. 2003, Cauzac
et al. 2003). Las MAPK constituyen una familia de serin/treonin quinasas activadas por
FDC y estrés. Estas proteinas desempefian un papel clave en la transduccidn
intracelular de sefiales, permitiendo a la célula integrar distintos estimulos
extracelulares. De esta manera, las MAPK regulan procesos como mitosis, cambios en

los patrones de expresion génica, movimiento, metabolismo y muerte celular
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programada, permitiendo a las células sobrevivir, proliferar, inducir apoptosis e
interaccionar con multiples tipos celulares. Cada subfamilia de MAPK estd compuesta
por un médulo de sefializacidon de tres quinasas evolutivamente conservadas que se
activan de forma secuencial. Asi, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK o MEKK) activa a
la MAPK quinasa (MAPKK o MEK), que a su vez activa a la MAPK por fosforilacién. Las
MAPKKK son proteinas a menudo activadas por fosforilacion o por interaccion directa
con proteinas de union a guanosin trifosfato (GTP) (como la familia Ras/Rho) en
respuesta a estimulos extracelulares. Mediante fosforilacion dual en residuos treonina
y tirosina, las MAPK son activadas. Una vez activas, fosforilan a sus sustratos en
residuos serina o treonina (Salinas-Sanchez et al. 2012). FDC y mitdégenos activan la
cascada de ERK1/2, induciendo la proliferacion y el crecimiento celular (Figura 110). La
estimulacion de esta via activa, a través de la acciéon de una MAPKK, a MEK1/2 que
posteriormente fosforila a ERK1/2, generando su activacion. ERK1/2 posee multiples
sustratos, entre ellos proteinas de membrana, fosfolipasas citoplasmaticas y factores
de transcripcion. Se ha descripto que la via de ERK1/2 estd activa en CTB de primer
trimestre (Kita et al. 2003) y que promueve la diferenciacion trofobldstica en placenta

humana (Daoud et al. 2005).

La via de PI3K también es activada por el receptor de leptina en células
placentarias (Donato Jr et al. 2010, Perez-Perez et al. 2010). Como ya hemos
mencionado, la sefializacién celular esta controlada por proteinas quinasas a través de
pasos secuenciales de fosforilacidn. La subunidad regulatoria p85 de PI3K es
predominantemente activada por receptores tirosina quinasa y regula funciones
celulares tales como crecimiento, supervivencia y migracion, siendo la activacion
irregular de esta via asociada a procesos tumorales (Pinzén et al. 2009). La proteina
Akt o PKB es activada principalmente por PI3K y fosforila a proteinas involucradas en la
supervivencia celular como lo son MDM-2, p53, BAD, mTOR y p27 (Manning y Cantley
2007).
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Figura 110: Cascadas de sefializacidn activadas por leptina. La union de leptina a sus receptores puede
generar la activacién de las vias de JAK/STAT, MAPK o PI3K/Akt. Se muestra en la figura los

intermediarios y acciones principales de las cascadas de sefializacion de MAPK (ERK1/2) y PI3K/Akt.

Funciones de la leptina

Se han descripto numerosas funciones bioldgicas de la leptina (Figura 111). En
este apartado describiremos en primer lugar su funcidon clasica de inhibicion del
apetito y luego haremos hincapié en sus funciones ligadas a la reproduccion. Sin
embargo no queremos dejar de destacar la interaccion de la leptina con distintos
neurotransmisores interviniendo en procesos neurocognitivos (Farr et al. 2015), su
participacion en la regulaciéon de la homeostasis de la glucosa (Savage y O Rahilly 2002,
Perez-Perez et al. 2013) y el remodelamiento dseo (Kishida et al. 2005), su accién
inmunomoduladora (Houseknecht et al. 1998, Maruna et al. 2001) y angiogénica
(Bouloumie et al. 1998), asi como las acciones que faltan dilucidar sobre el tracto

gastroinstestinal y el sistema cardiaco (Allison y Myers 2014).
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Figura 111: Funciones de leptina. Se han descripto numerosos efectos fisioldgicos de la leptina, tanto en

animales de experimentacidén como en humanos. Modificado de Tessier et al. 2013.

Funcion energética

La leptina es una hormona secretada principalmente por las células adiposas y
tiene la funcion de limitar la ingesta de alimentos y aumentar el gasto de energia
determinando de esta manera el balance energético del organismo. Estos efectos se
logran mediante la interaccion con receptores especificos del sistema nervioso central
a nivel del hipotdlamo (Ahima y Flier 2000). Se ha demostrado que lesiones tempranas
en el hipotdlamo generalmente producen obesidad severa (Miinzberg y Morrison

2015).

En ratones, mutaciones en el gen de la leptina genera obesidad (Zhang et al.
1994) y un efecto similar se observa en humanos deficientes de LepRb (Allison y Myers
2014). Tanto en roedores como en humanos sus niveles plasmaticos estan altamente
correlacionados con el indice de masa corporal y la masa de tejido adiposo, sugiriendo
que la leptina funciona como un sensor de las reservas y del balance energético del

organismo (Henson y Castracane 2000).

Los receptores de leptina fueron clonados e identificados en el plexo coroides y
en el hipotalamo, una region involucrada en la regulacion del apetito, la ingesta y el

peso corporal. La leptina interactuaria en el encéfalo con la mayoria de los
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neuropéptidos involucrados en la regulacion del balance energético y la ingesta
(Wauters et al. 2000). La leptina disminuye los niveles de péptidos orexigenos y
aumenta los niveles de péptidos anorexigenos. A su vez, las neuronas que sintetizan
hormona liberadora de corticotropina (CRH), hormona liberadora de tirotrofina (TRH) y
oxitocina en el nucleo paraventricular, son controladas indirectamente por la leptina 'y
median los efectos inhibidores de la leptina sobre la ingesta de comida, la

termogénesis y la secrecién neuroendocrina (Ahima 2005).

Funcidn reproductiva

Luego del descubrimiento de la leptina se encontré que hembras que carecen
de expresidn de leptina (LEP/LEP) tienen niveles muy reducidos de hormonas sexuales,
no ovulan, no tienen ciclos estrales y permanecen en estado prepuberal
indefinidamente. La implantacion de ovarios de hembras LEP/LEP en hembras
normales restituye la capacidad ovulatoria de estos tejidos, indicando que la
infertilidad no es debida a defectos ovaricos primarios. El tratamiento con leptina
recombinante en hembras LEP/LEP restaura todos sus parametros hormonales, asi
como sus ciclos estrales y la fertilidad (Goldenberg et al. 2014). De esta manera, la
funcion de leptina de regulacion de la reserva energética se ha extendido a la
reproduccion, al establecimiento de la pubertad y a la gestacién (Tabla I3) (Reitman et

al. 2001, Bajoria et al. 2002).

La leptina controla el eje hipotalamico hipofisiario gonadal a distintos niveles,
estimulando la sintesis y liberacion de la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH),
de la hormona foliculo estimulante (FSH) y LH (Yu et al. 1997). En humanos, los niveles
de leptina se correlacionan con los de LH, FSH, E;, y testosterona, sugiriendo que la
leptina podria actuar como un factor permisivo para la iniciacion de la pubertad

(Casabiell et al. 2001).
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Sitio de accidn Blanco de accion Proceso Funcion bioldgica

Sistema nervioso Hipotalamo Secrecion GnRH Regulacién de la secrecion de
central LHy FSH
Hipofisis Ciclo estral y ovulacion Secrecion LH y FSH
Periferia Ovario Esteroideogénesis Produccion de estrégenos via

regulacion de P450 aromatasa
y P450 17a hidroxilasa

Foliculogénesis Promocidn de desarrollo
folicular (de foliculo
primordial a primario)

Embrion Embriogénesis Estimulacién de la
proliferacion celular,
promoviendo el crecimiento
embrionario

Utero Angiogénesis Estimulacién de la actividad
de MMPs

Tabla 13: Efectos de leptina en la reproduccion femenina. Modificado de Herrid et al. 2014.

Los érganos reproductivos también son influenciados por la leptina. Diversos
estudios han demostrado que leptina inhibe la produccién de hormonas esteroideas
en el ovario, tanto en roedores como en humanos (Spicer y Francisco 1997, Lin et al.
2009). Se le atribuye también un rol importante a la leptina en el desarrollo del oocito,
la ovulacion y la expresion de VEGF en el ovario (Joo et al. 2010). En roedores se ha
descripto que leptina modula el estado oxidativo del tejido ovérico y ejerce efectos
tanto estimulatorios como inhibitorios del proceso ovulatorio, encontrandose los
efectos estimulatorios mediados por la activacion de STAT3 y ERK1/2. Particularmente
se ha encontrado que bajas concentraciones de leptina tienen un papel protector,
mientras que altas concentraciones de esta hormona parecerian estar implicadas en la
muerte celular (Di Yorio et al. 2013, Bilbao et al. 2015).Se ha reportado también la
expresion de leptina en el fluido folicular y en mujeres con sindrome de ovario
poliquistico se observd una correlacion entre los niveles séricos de leptina y una
disminucion en la tasa de fertilizacion, implantacion y embarazo luego de ensayos de

fertilizacion in vitro (Laughlin et al. 1997).

En humanos se reporto la expresion de leptina en blastocistos, en STB, en CTB,

en cultivos primarios de células amnidticas, en endometrio y en células endoteliales de
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la vasculatura de las vellosidades coridnicas (Ashworth et al. 2000, Gonzalez et al.
2000). A su vez, el receptor de leptina se expresa en la decidua materna y se ha
evidenciado que el endometrio uterino es blanco para la accién de leptina, por lo que
se propone que la leptina es importante en la sefializacion de la implantacion del

embrion en mamiferos (Herrid et al. 2014).

La placenta, tanto en ratas como en humanos, produce grandes cantidades de
leptina. En mujeres embarazadas el nivel de leptina en suero aumenta en comparaciéon
a las no embarazadas, principalmente durante el segundo y tercer trimestre y decae
rapidamente luego del parto, lo que sugiere un rol de la leptina durante la gestacion.
Se ha reportado que leptina aporta al correcto desarrollo fetal y a una adecuada
funcién placentaria ya que en placenta regula el transporte de nutrientes, la
angiogénesis, la mitogénesis trofoblastica y la inmunomodulacién (Holness et al. 1999,

Tessier et al. 2013).

Por otro lado se ha evidenciado que la leptina produce un aumento en la
secrecién de hCG como asi también de citoquinas proinflamatorias y prostaglandinas,
actuando de esta manera como una hormona reguladora de la funcién enddcrina

placentaria (Islami et al. 2003).

Rol de leptina en la implantacién embrionaria

Experimentos in vitro con embriones murinos mostraron que el agregado de
leptina promueve el desarrollo de blastocistos y que los mismos, independientemente
de ser cocultivados o no con células endometriales, secretan leptina (Perez-Perez et al.
2015). Otros trabajos demostraron que en ratones la expresion de LepR en células
endometriales esta influenciada por la prefiez y que la implantacidn se ve impedida
por la inyeccidén intrauterina de un anticuerpo o un péptido antagonista para leptina,
sugiriendo que el endometrio también es un blanco de accion de leptina (Alfer et al.
2000). A su vez, se han detectado altos niveles de leptina en el fluido uterino de

hembras prefiadas (Kawamura et al. 2003). En particular, se ha descripto que LepRl se
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regula de forma diferente en los sitios de interimplantacion e implantacion, con una
expresion mas baja en este ultimo. Esto sugiere que la expresion temporal y espacial
de LepR puede ser un mecanismo para establecer el entrecruzamiento molecular
crucial entre el endometrio y el blastocisto en el momento de la implantacion (Yoon et

al. 2005).

En humanos, las células epiteliales y estromales del endometrio expresan
leptina y LepR. Los oocitos también expresan LepR y la accién del mismo estaria
involucrada en su desarrollo y maduracidn (Perez-Perez et al. 2015). En el blastocisto
también se detecté la presencia del ARNm de leptina y de LepR, y se demostré que la
secrecion de leptina por parte de las células endometriales puede ser regulada
positivamente por la presencia de blastocistos (Gonzalez et al. 2000). Se ha reportado
gue pacientes con problemas de fertilidad muestran una expresién disminuida de LepR
en el endometrio y en mujeres que han sufrido abortos espontaneos recurrentes los
niveles séricos de leptina también son menores a las de mujeres que transitan un
embarazo normal (Alfer et al. 2000, Bajoria et al. 2002), lo que sustentaria un rol de

leptina en la implantacién embrionaria.

Resultados de nuestro grupo demostraron que en células placentarias humanas
leptina regula la proliferacidén celular (Magarinos et al. 2007), promueve la sintesis de
proteinas (Perez-Perez et al. 2009, Perez-Perez et al. 2010) y aumenta la expresién de
HLA-G1 involucrando a las vias de sefializacién de MEK/ERK y PI3K (Barrientos, 2015
#755). Ademas probamos que leptina Estudios con explantos placentarios humanos
mostraron que tanto leptina como LepR se expresan en los CTBev, donde leptina
promueve la sintesis y secrecion de MMP-2 y MMP-9, sugiriendo que leptina
promueve la invasion trofoblastica (Castellucci et al. 2000). Se encontré también que
leptina induce la fosforilacion del receptor 2 de VEGF (VEGF-R2), promoviendo la

angiogénesis (Tessier et al. 2013).

Los factores mencionados apoyan la nocidn de leptina como una citoquina
placentaria que contribuye a la creacion de un ambiente favorable para la

implantacion del embrién (Dos Santos et al. 2015).
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Leptina y patologias asociadas al embarazo

La desregulacion de la funcidn autocrina y paracrina de la leptina en la interfase
materno-fetal puede estar asociada al desarrollo de diversas patologias del embarazo
(Bajoria et al. 2002). Se ha encontrado que los niveles plasmaticos de leptina maternos
y fetales estan desregulados en la diabetes mellitus gestacional (DMG), preeclampsia
(PE) y restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU); pudiendo significar un efecto o

causa de las perturbaciones (Linnemann et al. 2001).

El embarazo se caracteriza por ser un estado de resistencia a la insulina que se
genera como resultado de la conjuncién de diversos factores como lo son la secrecion
de cortisol, hPL, estrégenos y progesterona, y es cuando el funcionamiento de las
células beta pancredticas no es suficiente para contrarrestar dicho ambiente
diabetogénico que se desencadena la DMG (Ural y Repke 2008). Esta patologia se
asocia con un incremento en los niveles de leptina y se ha reportado que la expresion
de LepR es similar a la de embarazos normales, sugiriendo que la DMG sélo se asocia
con cambios en la expresidon de leptina (Al-Badri et al. 2015). Sin embargo Challier y
colaboradores encontraron que la isoforma soluble del receptor se encuentra elevada,
favoreciendo el incremento de la expresiéon de leptina y proponen que es dicho
aumento una de las posibles causas de la alteraciéon del desarrollo y la funcion

placentaria (Challier et al. 2003).

La PE o hipertension inducida durante el embarazo se caracteriza por
hipertension arterial y proteinuria luego de la semana 20 de gestacién y se debe a una
invasion trofoblastica y remodelacion de las arterias espirales deficiente, lo que genera
un menor flujo sanguineo hacia la placenta, aumento del estrés oxidativo y disfuncién
endotelial. Estudios recientes han evidenciado que una alteracion en la circulacion de
factores antiangiogénicos conduce a la PE (Mutter y Karumanchi 2008). En mujeres con
PE los niveles plasmaticos de leptina son mayores, asi como también la expresién del
ARNm de leptina en placenta (Michael et al. 2004, Grisaru-Granovsky et al. 2008) y de
la forma soluble de su receptor (Tessier et al. 2013); indicando que la alteracién en los
niveles de leptina y de sus receptores podria alterar la angiogénesis y los eventos de

remodelacidén aportando a la disfuncidon endotelial. Estudios en células BeWo muestran
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gue en condiciones de hipoxia la expresién de leptina es significativamente mayor que
en células cultivadas a presiones normales de oxigeno, sugiriendo que el aumento en
la expresion de leptina observado en pacientes con PE podria ser resultado de la

hipoxia producto de la deficiente circulacion Utero-placentaria (Mise et al. 1998).

La RCIU se caracteriza por una disminucion en la velocidad de crecimiento fetal
usualmente asociada a una mala nutricion del feto (Aydin et al. 2015). Sin embargo
puede ser causada por factores nutricionales, genéticos o de circulacion en la placenta,
y se cree que una falla en la invasién trofobldstica o un impedimento en el desarrollo
placentario podrian ser desencadenantes de esta patologia (Mandruzzato et al. 2008).
Se ha propuesto que una falla en la produccion de leptina podria estar ligada con la
RCIU (Linnemann et al. 2001), sin embargo los resultados obtenidos son discordantes.
Estudios mostraron que mayores niveles de leptina en la madre, el feto y en el cordén
se asocian a RCIU, mientras que los niveles de leptina placentarios no se modifican
(Grisaru-Granovsky et al. 2008). Otros autores afirman que no existen diferencias en
los niveles de leptina encontrados en el cordén umbilical de embarazos complicados
con RCIU, en comparacidon con embarazos normales (Aydin et al. 2015). Sin embargo,
otro estudio mostré que los niveles séricos de leptina en la madre no difieren, pero los
niveles de ARNm y proteicos de leptina estdn aumentados en las placentas de
embarazos con RCIU, sugiriendo que leptina podria ser un posible marcador de

insuficiencia placentaria (Kyriakakou et al. 2008).

PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

Ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto de eventos que culmina con el crecimiento de la
célula y su divisiéon. Para que ocurra una apropiada division y proliferacidn, toda célula

eucariota debe seguir un correcto programa genético, el cual hace que ésta pase por
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diferentes fases y culmine en la divisidn celular. Para asegurar una correcta division, las
proteinas que estan intimamente involucradas en su regulacion deben ser expresadas

dentro de una ventana de tiempo especifica (Fragoso et al. 2004).

En un ciclo celular la célula se divide en dos, y cada una de las células formadas
cuenta con los elementos estructurales y funcionales que le permiten repetir el
proceso de crecimiento y division. Para que esto suceda se necesita la replicacién del
genoma, la distribucidon equitativa de la masa celular y una segregacion precisa de
cromosomas. La ejecucion de esos eventos divide al ciclo celular en cuatro fases:
crecimiento 1 (G1), sintesis (S), crecimiento 2 (G2) y mitosis (M). Durante G1 la célula
aumenta de tamafio y se sintetiza nuevo material citoplasmatico, sobre todo proteinas
y ARN, mientras que durante la fase S se lleva a cabo la duplicacidn del ADN. En la fase
G2 se continla sintetizando ARN y proteinas, se incrementan las proteinas
citoplasmaticas y organelas, por lo que la célula aumenta de tamafo y hay cambios
visibles en la estructura celular. Al periodo de tiempo que transcurre entre dos mitosis,
y que comprende los periodos G1, Sy G2, se le denomina interfase. Durante la mitosis
ocurre la division nuclear y celular, en este periodo los cromosomas se separan y

ocurre la citocinesis (Alberts et al. 2002).

Las células de mamifero proliferan sélo cuando son estimuladas para hacerlo a
través de sefales intracelulares (factores de transcripcién) y extracelulares (FDC,
hormonas o mitdgenos). Si se priva de tales sefiales, el ciclo celular se detendra en un
punto de control G1 y la célula entrara en un estado de quiescencia, denominado GO.
La célula puede permanecer en GO por dias, semanas, o incluso afios antes que se
divida otra vez. Una vez que recibe nuevamente sefiales, sobre todo extracelulares,
son estimuladas a salir de GO y entran a G1 para iniciar un nuevo ciclo de divisidn

(Alberts et al. 2002, Blagosklonny y Pardee 2002).

Regulacidén del ciclo celular

La progresidn del ciclo es de suma importancia para la célula y el organismo,

por lo que es altamente monitoreada y regulada. Una gran variedad de proteinas
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participan en la regulacion del ciclo celular y fueron las ciclinas las primeras en
descubrirse. Las ciclinas son proteinas que aparecen y desaparecen durante el ciclo
celular, y son claves en la transicidon del ciclo celular. Luego se descubrieron las
guinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que estan estructuralmente relacionadas
unas con otras y requieren estar asociadas con sus respectivas ciclinas para ejercer su

actividad (Velez y Howard 2015).

La actividad ciclina-quinasa es especialmente requerida en los llamados puntos
de control en la transicion de las diferentes fases del ciclo celular. Las ciclinas D forman
complejos con las quinasas CDK4 y CDK6, que son necesarios para la transicion de fase
G1-S. En células GO, los niveles de ciclina D son bajos y probablemente por esta razén
la célula se mantiene en esta fase. El complejo ciclina D/CDK4-6 tiene como funciéon
fosforilar a la proteina Retinoblastoma (Rb), que inhibe la proliferacion celular. Una vez
que esto ocurre la célula pasa el punto de restriccion, un paso esencial para la
transicion de GO a G1. En humanos se han descripto tres isoformas de ciclina D: D1, D2

y D3 (Kato 1999).

Existen también las ciclinas E, A y B. El complejo ciclina E/CDK2 desempefa un
papel crucial en la transicién de fase G1-S y actla cooperativamente con el complejo
ciclina D/CDK. El complejo ciclina A/CDK2 se requiere para la progresion de G1-S,
mientras que el complejo ciclina A/CDK1 se requiere para la transiciéon G2-M. Por
ultimo, el complejo ciclina B/CDK2 es necesario para la transicion G2-M (Kato 1999,

Dehay y Kennedy 2007).

La inhibicion de quinasas constituye un poderoso mecanismo de control del
ciclo y proporciona un importante enlace con otras vias que participan en la regulacion
de la proliferacién, diferenciacion y senescencia. Existen dos familias de inhibidores: la
INK4 y la Cip/Kip. Los inhibidores que forman parte de la familia INK4 poseen la
capacidad de unirse a las CDK y evitar que formen el complejo con las ciclinas, entre
ellos se encuentran p16, p18 y p19. Mientras que los inhibidores de la familia Cip/Kip
se unen directamente al complejo ciclina-CDK y modifican su actividad; ejemplos de

ellos son p21, p27 y p57 (Pietras et al. 2011).
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Figura 112: Regulacion del ciclo celular. El ciclo celular se divide en cuatro fases: G1, S, G2 (que
conforman la interfase) y M, donde ocurre la citocinesis. La progresion del ciclo celular esta regulada por
la activacion e inactivacién de un conjunto de dos grandes familias de proteinas que son las quinasas
dependientes de ciclina (CDKs) y las ciclinas. En cada fase del ciclo se produce la aparicidn y activacion
de complejos CDK/ciclina, que actian sobre sustratos especificos, activandolos o inhibiéndolos y
haciendo asi que el ciclo progrese a través de sus diferentes etapas. A su vez, existen dos familias de

inhibidores: INK y Cip/Kip. Tomado de Dehay y Kennedy 2007.

Apoptosis

En todo organismo multicelular debe existir un equilibrio entre la proliferacion
y muerte de las células que lo componen. Fue en 1972 cuando Kerr implanté el
término apoptosis, que evoca a la caida de las hojas de los arboles (Kerr et al. 1972). La
apoptosis es considerada como una muerte natural fisioldgica, resultando en un
mecanismo de eliminacién de células no deseadas o dafiadas. Morfolégicamente se
caracteriza por cambios en la composicién de la membrana celular que permiten la
union de fagocitos, evitando de esta manera la liberacién del contenido celular y la
posible reaccion de inflamacion. Se altera también el citoesqueleto y se condensa y

fragmenta la cromatina (Jordan 2003).
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El proceso apoptdtico puede ser dividido en tres etapas: la primera fase es la de
iniciacidon, en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte; en la
segunda o de ejecucién, se dan la mayor parte de los cambios morfolégicos y
bioquimicos caracteristicos de la apoptosis, y por ultimo, en la tercera etapa o de
eliminacion, los restos celulares son degradados por los macréfagos y células

adyacentes (Torres y Vargas 2012).

Una de las caracteristicas distintivas del proceso apoptdtico es la activacién de
caspasas. Las caspasas son proteasas caracterizadas por poseer una cisteina en su sitio
activo y por clivar a sus proteinas blanco en sitios especificos que contienen acidos
asparticos (Asp). Las caspasas son sintetizadas en la célula como precursores inactivos
0 procaspasas, los cuales se activan por clivaje en un acido aspartico, por parte de
otras caspasas (NunAez et al. 1998). Una vez activas, las caspasas clivan y por lo tanto
activan otras caspasas, lo que resulta en una cascada proteolitica de amplificacion.
Aquéllas que estan ubicadas rio abajo, clivan finalmente sustratos celulares
especificos, entre los que se encuentran citoqueratinas, Poli ADP-Ribosa Polimerasa
(PARP), proteinas del citoesqueleto y membrana plasmatica e inhibidores de DNasas

(Salazar 2009).

La apoptosis puede inducirse por estimulos externos (via extrinseca) o internos
(via intrinseca). La via de sefializacidon extrinseca puede ser iniciada por union del
factor de necrosis tumoral (TNF) a su receptor, por union de TRAIL (del inglés, TNF-
Realated Apoptosis Inducing Ligand) a los receptores de muerte 4 y 5 (DR4 y DR5) o
por union de FasL (del inglés, Fatty acid synthetase Ligand) al receptor FasR. Estas
asociaciones reclutan a moléculas adaptadoras, como FADD o TRADD, las cuales
activan a las caspasas iniciadoras -8 y -10, activdndose finalmente las caspasas

ejecutoras -3, -6 y -7 (Figura 113) (Martinez 2009).

En la cascada de sefalizacién intrinseca son una serie de estimulos
intracelulares sobre la mitocondria los que desencadenan cambios en su membrana
gue conllevan una liberacién hacia el citosol de proteinas proapoptéticas. La liberacidon
de citocromo c activa a la proteina Apaf-1 y la procaspasa-9, estableciéndose un

complejo denominado apoptosoma, que activa a la caspasa-3, iniciando la via efectora
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de apoptosis (Figura 113). También pueden ser liberados factores inductores de
apoptosis (AIF), endonucleasa G y la DNasa activada por caspasas (CAD), que entran al

nucleo y fragmentan el ADN (Martinez 2009).

Actualmente se conoce que las proteinas reguladoras de los cambios
estructurales en la membrana mitocondrial son de la familia Bcl-2, cuya funcién puede
ser pro o antiapoptodtica, quienes a su vez estan controladas por la proteina supresora
de tumores p53. Estas proteinas se caracterizan por la presencia de hasta cuatro
motivos de secuencia relativamente cortos, de menos de 20 aminodcidos,
denominados dominios de homologia Bcl-2 (Reed 2006). Las proteinas antiapoptdticas
de la familia Bcl-2 incluyen a Bcl-2, Bcl-x, Bcl-xL y Bcl-Xs, proteinas que inhiben la
apoptosis interaccionando con miembros proapoptéticos de la familia y bloqueando
asi la liberacion del citocromo c desde la mitocondria. A su vez, dentro de las
proapoptéticas se destacan Bax, Bid, Bad y Bak (Elmore 2007). Bid activa a Bak y Bax,
gue promueven la liberacion del citocromo ¢, mientras que Bad inhibe a los

reguladores antiapoptdticos (Alberts et al. 2002).

Proteina supresora de tumores p53

La renovacién celular esta estrictamente regulada, de manera de mantener un
balance entre la proliferaciéon y la muerte celular. p53 es la principal proteina
reguladora de la divisidn celular, ya que esta implicada en el crecimiento celular, en el
arresto del ciclo celular, en la muerte celular por apoptosis, en la reparacion del ADN y
en la induccion de la senescencia (Sohr y Engeland 2011). En este sentido p53 previene
la propagacion de células anormales, especialmente cuando se produce dafio en el

ADN (Yamauchi et al. 2007).
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Figura 113: Vias extrinseca e intrinseca para la generacion de apoptosis. La via extrinseca es iniciada por
TNF, TRAIL o FasL, activando a caspasa-8 (C8) que activa a caspasa-3 (C3). A su vez C8 transforma Bid en
tBid. La via intrinseca es iniciada por varias sefiales, principalmente estimulos externos (drogas, hipoxia,
remocion de factores de crecimiento, luz UV, etc). Las proteinas Bid, Bad, Noxa y Puma se unen a la
familia de proteinas antiapoptdticas Bcl-2 para anular su inhibicién sobre Bax y Bak y asi activarlas. Bax y
Bak oligomerizan y permeabilizan la membrana mitocondrial externa generando la liberacidon de
citocromo c al citoplasma donde forma el apoptosoma junto a APAF-1, activando a caspasa-9 (C9) que

activa a C3, donde ambas via apoptdticas convergen.

Como se menciond anteriormente p53 participa en una amplia variedad de
procesos celulares y es por esta razon que su regulacidon es muy compleja e implica una
amplia red de reguladores positivos y negativos. En condiciones normales los niveles
de p53 se mantienen bajos y su funcién es reprimida por Mdm-2 y MdmX. Mdm-2 es
una E3 ubicuitina ligasa y consiste en la principal proteina reguladora de p53. En su
dominio regulatorio c-terminal p53 posee seis lisinas que pueden ser ubicuitinadas por
Mdm-2 y se observa que en presencia de altos niveles de Mdm-2 p53 es
poliubicuitinada mientras que sdlo se monoubiquitina cuando los niveles de Mdm-2

son bajos. De esta manera, Mdm-2 promueve la translocacién de p53 del nucleo al
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citoplasma, donde se produce su degradacion via proteasoma (Dai y Gu 2010). Es
importante destacar que p53 también actia como factor de transcripcion del gen de
Mdm-2 y en condiciones de estrés promueve su transcripcion, generando un feedback
negativo (Heazell et al. 2011). Tanto Mdm-2 como MdmX interactian con p53 y
forman un complejo sobre los promotores de los genes blanco que reprime la funcién
de p53, impidiendo su unidn a coactivadores de la transcripcion. Por otro lado, MdmX
también es capaz de promover la degradacién de p53 independientemente de Mdm-2

(Chen et al. 2010).

El gen de p53 estd compuesto por once exones y posee en los exones 2 y 4
sitios alternativos de inicio de la traduccién. p53 posee multiples dominios, entre los
que se encuentran dos dominios de transactivacidon, necesarios para activar la
transcripcion de sus genes blanco; un dominio rico en prolinas, requerido para la
interaccion con otras proteinas; un dominio de unién al ADN; un dominio de
tetramerizacion y un dominio regulatorio que posee de localizacion nuclear y es capaz

de unirse de forma inespecifica al ADN dafiado (Olsson et al. 2007).

Los distintos dominios de p53 poseen sitios conservados que pueden ser
regulados por diversas modificaciones post-traduccionales, incluyendo fosforilacién,
acetilacion, ubicuitinacién, sumoilacién y neddilacién (Dai y Gu 2010). En condiciones
de estrés p53 se fosforila en residuos especificos, principalmente en Serl5 y Ser20, que
disminuyen su afinidad por Mdm-2 y de esta manera se estabiliza y se activa (Gewies
2003). Una vez activa, p53 es capaz de unirse al ADN, activar la transcripcidon de sus
genes blanco y de esta manera promover la apoptosis, pudiendo hacerlo tanto por via

intrinseca como extrinseca (Yamauchi et al. 2007).

Para poder actuar como factor de transcripcion p53 debe estar en su
conformacidn tetramérica, compuesta por dos homodimeros. De esta manera, regula
la expresion de una gran cantidad de genes involucrados en diversas funciones
celulares. Particularmente, los genes blanco de p53 relacionados con la ejecucién de la
apoptosis pueden dividirse en dos clases, agrupandose segun su participacién en las
vias de sefializacién intrinseca o extrinseca. Entre los componentes de la via extrinseca

pueden encontrarse CD95/Fas/Apo-1, DR4 y DR5; mientras que entre los componentes
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de la via intrinseca pueden encontrarse APAF-1, Bax, Puma, Noxa y Bid (Olsson et al.
2007, Heazell et al. 2011). Por otra parte, p21 es uno de los principales genes blanco de
p53 y uno de los responsables del arresto del ciclo celular en G1, siendo c-MYC otro de
los genes que contribuye a la regulacion en este punto del ciclo (Sirotkin et al. 2012).
p53 también es capaz de generar el arresto del ciclo en G2, pero en este caso la
regulacién ya es mas complicada e involucra la expresidn de varios genes capaces de
influenciar la progresidn del ciclo, como ciclina B, o la maquinaria de la mitosis, como

la topoisomerasa Il (Brown et al. 2007).

La fosforilacién de p53 en Serd46 es critica para la induccién de genes
proapoptéticos, como por ejemplo p53AIP1, no obstante no es necesaria para la
induccion de genes involucrados en el arresto celular (Dai y Gu 2010). Diversas
guinasas son capaces de fosforilar este sitio, entre ellas se pueden mencionar a
mutada en ataxia-telangiectasia (ATM), proteina quinasa C 6 (PKCS) y a la proteina
guinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK). El hecho de que diferentes quinasas
sean capaces de fosforilar a p53 en Ser46 sugiere que ésta puede ser una importante
modificacion para la regulacion y funcién de p53. En este sentido se ha evidenciado
que el tratamiento con Actinomicina D y Etopdsido aumenta el pegado de p53 pS46 a
genes relacionados con el desarrollo de apoptosis, destacando la importancia de este

sitio (Smeenk et al. 2011).

Proliferacion celular y apoptosis en placenta

El linaje trofoblastico es el primero en diferenciarse durante el desarrollo
humano. Luego de que el blastocisto se adhiere al Utero materno, los trofoblastos se
fusionan y se forma el STB, que crece a medida que se incorporan nuevos trofoblastos
mononucleados. Durante el desarrollo placentario, tanto los CTBv como los CTBev
mantienen un subconjunto de células en contacto con la membrana basal de las
vellosidades. Dichas células conservan su potencial generativo y son capaces de

proliferar en respuesta a diversos factores de crecimiento. En el compartimento
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extravelloso los trofoblastos proliferan y avanzan hasta el estroma uterino, donde
dejan de proliferar y comienzan a invadir como resultado de su diferenciacion. Por otra
parte, las células que proliferan en el compartimento velloso se fusionan y aportan al

STB (Huppertz et al. 2006).

Como ya mencionamos, la interaccion fisica de los CTB proximales con la
membrana basal les permite retener un fenotipo proliferativo, de esta manera el
proceso de proliferacién es restringido y esta finamente regulado. Una vez completado
su desarrollo, la placenta continta atravesando distintos estados de proliferacion y
apoptosis de manera de mantener el recambio celular y la homeostasis del tejido

(Genbacev y Miller 2000).

Es interesante destacar que el mecanismo por el cual los trofoblastos se
fusionan dando lugar al sincicio estd relacionado con la etapa inicial del proceso de
apoptosis. La cromatina condensada en el nucleo es una caracteristica tipica del STB y
una proporcién variable de estos nucleos se agregan en grupos denominados nudos
sinciciales que exhiben una morfologia apoptdtica mientras protruyen el espacio
intervelloso y luego son liberados a la circulacién materna. En los CTB que originan el
sincicio se observa fosfatidilserina en superficie, activacién de caspasa-8,
fragmentacion del ADN y condensacion de la cromatina, relacionando asi la extrusion
de los nudos sinciciales con las etapas de ejecucidn tardia de la apoptosis (Huppertz

2004, Huppertz et al. 2006).

El proceso apoptoético esta involucrado en diversos aspectos del desarrollo
placentario como los son el crecimiento, el recambio celular y el parto. Durante la
gestacion aumentan los niveles de apoptosis dentro de las vellosidades terciarias,
incrementandose en gran medida transcurridas las 40 semanas de embarazo (Heazell y
Crocker 2008). La expresion de p53 en los embarazos normales predomina en los CTB,
siendo mayor durante el primer trimestre y excepcionalmente se la detecta en el STB
(Heazell y Crocker 2008). CTBev también expresan p53 y se describio recientemente su

expresion en el estroma de las vellosidades (Korkmaz et al. 2013).

Los niveles de apoptosis se encuentran alterados en diversas patologias

asociadas al embarazo. Tanto en abortos recurrentes durante el primer trimestre

43



como en coriocarcinomas, molas hidatiformes, RCIU y PE se encuentran elevados los
niveles de apoptosis. En particular, se reporté que explantos placentarios de
embarazos asociados a RCIU y PE tienen una respuesta exacerbada a la exposicién a
TNFa o hipoxia (Chiu et al. 2001, Kale et al. 2001, Heazell y Crocker 2008). La expresién
de p53 también puede verse alterada en embarazos patoldgicos, por ejemplo los
niveles de p53 se encuentran aumentados en placentas provenientes de pacientes con
RCIU. En este sentido, distintos grupos de investigacién reportaron que los niveles de
p53 también se encuentran alterados en condiciones de hipoxia (Cervar-Zivkovic et al.
2007, Chen et al. 2010). A su vez, se ha observado que la expresiéon de p53 también
esta incrementada en placentas de mujeres que han sufrido abortos espontaneos
(Shang et al. 2013) y que la PE se asocia con alteraciones en la via de p53 (Sharp et al.
2014). Al haberse encontrado la expresién de p53 aumentada en diversas patologias
asociadas al embarazo se propuso que el estudio de p53 puede ayudar en el

diagnodstico de enfermedades trofoblasticas gestacionales (Kale et al. 2001).

Rol de leptina en la proliferacion celular y apoptosis

Numerosos estudios se han centrado en el rol de la leptina en el crecimiento,
proliferacion celular y apoptosis. Diversos grupos de investigacion han evaluado la
accién de leptina sobre la proliferacién de células del sistema inmune. Leptina
promueve la proliferacidon de linfocitos T naive, sin embargo inhibe la proliferacién de
los linfocitos T regulatorios, involucrados en la prevencion de enfermedades
autoinmunes (Park y Ahima 2014). Se ha reportado que leptina estimula la produccidn
de IL-6 y TNFa en monocitos y de esta manera promueve su proliferacion y activacion,
sugiriendo entonces a la leptina como una citoquina proinflamatoria (Santos-Alvarez et
al. 1999). A su vez, se encontré que leptina promueve la supervivencia de monocitos a

través de la via de ERK1/2 (Najib y Sanchez-Margalet 2002).

Abundantes grupos de investigacion evaluaron la accion de leptina en células
tumorales que, debido a las particularidades de la placenta, suelen presentar
caracteristicas similares a las células trofoblasticas y encontraron que leptina
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promueve la proliferacién celular de manera dosis dependiente. En células de
adenocarcinoma esofagico el efecto proliferativo de leptina esta mediado por las vias
de ERK, p38, PI3K/Akt y JAK2 (Ogunwobi et al. 2006), mientras que en células de
cancer de colon estaria involucrada la via de NF-kappaB (Rouet-Benzineb et al. 2004).
Se ha encontrado que en células provenientes de tumor mamario leptina aumenta su
crecimiento, disminuye el arresto en G1, aumenta la expresiéon de ciclina D1y a su vez
disminuye la expresiéon de p53 y p21; siendo las vias de JAK2-PI3K/Akt-MEK/ERK

necesarias para su accion (Chen et al. 2006).

Estudios en porcinos mostraron que en células de la granulosa leptina aumenta
la expresion de p53, Bax y del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA),
mientras que disminuye la expresidn de ciclina B1; sugiriendo que p53 es mediadora
de la accién de leptina (Sirotkin et al. 2012). Sin embargo, en células de la granulosa de
pollos, se encontré que leptina disminuye la expresion de Bax y p53, mientras que

aumenta los niveles de Bcl-2 (Sirotkin y Grossmann 2007).

Existen diversos estudios sobre el efecto de leptina sobre la apoptosis. Se
reporté que en células endoteliales leptina inhibe |la apoptosis regulando los niveles de
Bcl-2 (Artwohl et al. 2002). En eosindfilos leptina previene la muerte celular de manera
dosis dependiente, retrasando el clivado de Bax y la liberacion de citocromo c por la
mitocondria y las vias de PI3K y MEK/Erk estarian involucradas en dichos efectos
(Conus et al. 2005). Resultados similares se describieron en neutréfilos, donde a su vez

mostraron que leptina inhibe la activacién de caspasa-8 y -3 (Bruno et al. 2005).

Particularmente en células placentarias, se encontré que en la linea de
coriocarcinoma humana BeWo leptina promueve la proliferacidon e inhibe la apoptosis
a través del receptor Siglec-6 (Rumer et al. 2012). Resultados de nuestro grupo de
investigacion mostraron que el tratamiento con leptina exdgena aumenta la
proliferacién y disminuye la apoptosis de células JEG-3, mientras que la disminucién de
la expresion de la leptina enddégena mediante el uso de antisense, aumenta la
actividad de caspasa 3 y disminuye la proliferacion celular (Magarinos et al. 2007,
Perez-Perez et al. 2008). Leptina también estimula la sintesis proteica de células JEG-3

a través de las vias de MAPK y PI3K (Perez-Perez et al. 2009). Por ultimo, en células JAR
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se encontrd que la leptina inducida en condiciones de hipoxia, no es capaz de proteger

frente a la apoptosis (MeilRner et al. 2005).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis de trabajo

La hipdtesis de trabajo se basa sintéticamente en las siguientes premisas a partir

de los datos aportados por la literatura y nuestros resultados preliminares:

e La leptina si bien originalmente fue descripta como una hormona central en la
regulacién de la reserva energética del organismo, se ha encontrado que posee
importancia fisioldgica en la reproduccién y embarazo.

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

* 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.
Por lo tanto planteamos que la leptina, como citoquina placentaria, es una

molécula clave regulatoria del proceso implantacional, que favorece la supervivencia e

invasion de las células trofoblasticas.
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Objetivo general

El presente trabajo ha sido desarrollado con el fin de estudiar el efecto de
leptina y los mecanismos involucrados en los procesos de apoptosis, proliferacion e

invasion de células placentarias.

Objetivos especificos
CAPITULO I:

I.1. Caracterizar la accién de leptina sobre la proliferacién de las células Swan-71.

1.2. Estudiar el efecto de leptina sobre la apoptosis de células placentarias.

CAPITULO II:

I.1. Analizar la regulacién de leptina sobre el factor de transcripcion p53 en células
placentarias.

I1.2. Evaluar las vias de sefializacion involucradas en la accion antiapoptodtica de leptina.

CAPITULO IlI:

lIl.1. Estudiar el efector protector de leptina en células placentarias sometidas a

distintas condiciones de estrés.

CAPITULO IV:

IV.1. Estudiar el efecto de leptina sobre los procesos de migracién e invasion en células
Swan-71.

IV.2. Caracterizar los mecanismos involucrados en la accion promotora de la invasiéon
de leptina.
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MATERIALES Y METODOS
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I. MODELOS EXPERIMENTALES

I.1. Cultivos celulares

Los ensayos se realizaron con las lineas celulares Swan-71, células
citotrofoblasticas humanas de primer trimestre, y BeWo, células trofoblasticas
derivadas de coriocarcinoma. Las células Swan-71 fueron generadas en el laboratorio
del Dr. Gil More (Straszewski-Chavez et al. 2009) y gentilmente cedidas por las Dras.
Claudia Pérez Leir6s y Rosanna Ramhorst (Dto. de Qca. Bioldgica, FCEyN-UBA,
IQUIBICEN-CONICET). Los cultivos se manipularon en estrictas condiciones de
esterilidad, dentro de una camara de flujo laminar y se hicieron crecer en botellas de
75 cm?, a 37°C y atmodsfera de 5% CO,. Se mantuvieron en medio DMEM-F12 (Gibco)
suplementado con penicilina-estreptomicina 50 U/ml, glutamina 4 mM, piruvato 1 mM

(Invitrogen) y suero fetal bovino (SFB) 10% (Natocor)

1.1.1. Determinacion del nimero de células

Seguido al tratamiento con tripsina y dilucion de las células en el medio, se
efectud el conteo de las mismas, colocando 10 ul de la suspensién obtenida, en el
borde de un cubreobjeto cubriendo la cdmara de Neubauer. El conteo de las células se
realizé6 con un microscopio Optico a un aumento de 40X, considerando los cuatro
cuadrados grandes de las esquinas de la camara. El nimero de células totales por ml se
calculd segun la siguiente férmula:

Células/ml =N x 1/4 x 1000 x 10

donde N = numero total de células en los cuatro cuadrantes.

1.1.2. Congelamiento de células

Para la preservacion de stocks de las lineas, se prepararon suspensiones
celulares de las mismas. Las células se despegaron con tripsina y se cuantificaron.
Luego se centrifugaron y se resuspendieron en SFB conteniendo dimetilsulféxido

(DMSO) al 10%. La suspensién se dividid en alicuotas en crioviales, los cuales se
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enfriaron lentamente hasta una temperatura final de -70°C y se los transfirio a

nitrégeno liquido.

1.1.3. Tratamiento de las células en cultivo

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
Swan-71 o BeWo se incubaron en medio DMEM-F12 0% o 1% SFB con leptina
recombinante (Sigma), PD98059, LY294002, cicloheximida (Sigma). La leptina
recombinante fue preparada en solucion HCl 15 mM / NaOH 7,5 mM. El PD98059,
LY294002 y la cicloheximida se prepararon en DMSO. En todos los experimentos se
incluyé una muestra control que contiene el vehiculo utilizado. En los experimentos
disefiados para disminuir la expresion de leptina enddgena, se utilizd un
oligonucleétido antisentido (AS) (Invitrogen), complementario a los 5 primeros
aminoacidos de la secuencia del ARNm de leptina, cuya secuencia es:
GCACAGGGTTCCCCAATGCAT. Se probaron diferentes concentraciones del AS desde 1
UM hasta 4 uM durante 48 horas de incubacion. Los tratamientos con el AS se

realizaron en DMEM-F12 0% SFB.

1.2. Explantos de placentas humanas

Placentas humanas a término de embarazos normales se obtuvieron luego de
partos naturales o cesareas, inmediatamente se colocaron en recipientes con PBS frio
y se transportaron al laboratorio. Luego, se lavaron 3 veces con PBS estéril de manera
de remover la sangre excedente. Se eligid para extraer los explantos el tejido velloso
libre de infarto, calcificacion o hematoma. Con pinzas vy tijera de cirugia se extrajeron
muestras de al menos 5 cotiledones. De estas muestras se cortaron trozos de
explantos de aproximadamente 10-15 g y se colocaron en PBS para un ultimo lavado.
Ninguna de las pacientes donantes sufria de embarazo anémalo. El uso de las muestras
estd aprobado con el consentimiento escrito de las donantes y por el comité de ética

del Hospital “Profesor A. Posadas”.
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1.2.1. Tratamiento de los explantos de placenta

Los tratamientos realizados en cada experimento se detallan en la leyenda de
las figuras mostradas en el apartado de resultados. Luego de la extraccion, los
explantos de placenta se colocaron en placas de 24 pocillos, conteniendo 1 ml de
medio DMEM-F12 0% o 1% SFB. Las placas con los explantos se colocaron en estufa a
37°C durante 20 minutos para la aclimatacién y luego se reemplazd el medio por

medio fresco y se agregaron las drogas correspondientes.

Il. MODELOS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

Durante la realizacion de esta Tesis se utilizaron cuatro modelos distintos para
inducir apoptosis. En cada uno de ellos se evalud la activacion de caspasa-3 como

marcador de apoptosis.

I.1. Modelo de induccidn de apoptosis por deprivacion de suero

En este modelo para inducir apoptosis las lineas celulares o los explantos
placentarios se cultivaron en medio DMEM-F12 0% SFB. La falta de los nutrientes
presentes en el suero representa una condicion de estrés para las células y
comprobamos que en esta condicion aumenta el proceso de muerte celular. Como

control se utilizé el medio de cultivo suplementado con 10% SFB.

1.2. Modelo de induccidn de apoptosis por radiacion ultravioleta

El segundo modelo se basé en la induccidon de apoptosis por el dafio al ADN
generado por la radiacion ultravioleta (UV). En este caso células Swan-71 se
sometieron a distintas dosis de UV, las que se calcularon segun el tiempo de exposicion
con una lampara de 15W a 80 centimetros de altura. Se probaron los siguientes
tiempos de exposicién: 4, 8 y 16 segundos, los que representan una dosis aproximada

deUVde:1,2y4 mJ/cm?calculada en base a la férmula:

Energia/Superficie=Potencia/(41]r’)
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Donde r = distancia

Para exponer a las células a la radiacion UV se aspiré el medio de las placas.
Una vez finalizada la exposicion, se agregd DMEM-F12 1% SFB y dosis crecientes de
leptina en el caso que correspondiera durante 5 horas. En base al aumento generado
en la expresién de p53 se decidié utilizar una dosis UV de 2 mJ/cm®. Como control se

utilizaron células no irradiadas tratadas o no con leptina.

11.3. Modelo de induccidn de apoptosis por hipertermia

Este tercer modelo se baso en el estrés generado por el calor y se implementd
aumentando la temperatura de incubacion normalmente utilizada para los explantos
placentarios. Se utilizaron bafios térmicos con agitacion a 37 (temperatura habitual de
cultivo), 40 y 42°C y se incubaron los explantos en medio DMEM-F12 1% SFB.
Transcurridos 30 minutos de incubacion se agregaron 100 ng/ml de leptina al medio y

se incubaron los explantos durante 3 horas.

11.4. Modelo de induccidn de apoptosis por disminucion del pH de cultivo

Este ultimo modelo se basé en el estrés generado en las células por la
disminucion del pH extracelular, estimulo suficiente para la induccion de apoptosis.
Durante la puesta a punto se evaluaron distintos pH menores a 7,4 (pH habitual del
medio DMEM-F12): 7,2, 7, 6,8 y 6,6; eligiéndose el pH 6,8 para los ensayos. Los
explantos placentarios se incubaron a 37°C en ausencia o presencia de leptina durante

20 horas.

IIl. METODOLOGIA

I1l.1. Ensayo de proliferacion

Las células Swan-71 (25000/pocillo) sembradas en una placa de 24 pocillos en
medio DMEM-F12 1% SFB fueron incubadas en presencia o ausencia de 100 ng/ml de
leptina. Para el estudio de las vias de sefializacién involucradas, las células se

pretrataron durante 30 minutos con el inhibidor PD98059 (50uM). Se colocaron en
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estufa a 37°Cy transcurridas 24 horas se evalud el numero de células mediante conteo

en cdmara de Neubauer.

111.2. Ensayo de viabilidad

Las células Swan-71 (15000/pocillo) sembradas en una placa de 24 pocillos en
medio DMEM-F12 1% SFB fueron incubadas en presencia o ausencia de 100 ng/ml de
leptina. Se colocaron en estufa a 37°C y transcurridas 24 horas se evalud la viabilidad
celular mediante el ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). Para tal fin las células se lavaron con PBS, se agregaron 60 ul de MTT
en medio DMEM-F12 1% SFB y se incubaron las células durante 15 minutos a 37°C. La
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabdlicamente activas
transforma al MTT (5 mg/ml) en formazan, un compuesto azul. De esta manera, la
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. Para
cuantificar el color azul obtenido se retiré el medio, se disolvié el formazan producido
en 200 ul de etanol absoluto frio, se incubd a temperatura ambiente y se midio la

absorbancia a 570nm.

I11.3. Determinacidn de la expresion de proteinas

111.3.1. Preparacion de extractos celulares proteicos

Para la obtencidn de lisados proteicos las células Swan-71 o BeWo se cultivaron
en placas de 10 cm de diametro. Finalizado el tratamiento se descarté el medio, se
lavd con 2 ml de PBS y las células se despegaron de la placa mecanicamente utilizando
un rastrillo de goma en 1 ml de PBS. Las muestras se centrifugaron 5 minutos a 10000g
y el pellet se resuspendid en 100 ul de buffer de lisis (Tris 5 mM pH 6,8; EDTA 20 mM;
SDS 0,1%; NP40 1%). En el caso de los explantos placentarios, una vez finalizado el
tratamiento se colocaron en tubos Eppendorf conteniendo 300 ul de buffer de lisis y se
incubaron a -20°C durante 30 minutos. Luego se mezclaron con agitador y se
centrifugaron a 10000g por 20 minutos.

De las muestras obtenidas se separaron 5 ul para medir la concentracién de

proteinas. El volumen de muestra restante se desnaturalizd por tratamiento a 90°C
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durante 5 minutos en buffer de siembra (Tris 50 mM; HCl pH 7,1; 2% SDS; 2% B-

mercaptoetanol; 10% glicerol; EDTA 0,1 M; 0,1% azul de bromofenol).

111.3.2. Determinacidn de la concentracion de proteinas

Se determiné la concentracién de proteinas en los extractos celulares por el
método colorimétrico de Bradford (Bradford 1976). Se utilizd 1 ml de reactivo de
Bradford (Coomasie blue G 0.1 mg/ml, 5% etanol 100%, 10% acido ortofosforico) y 5 pl
de extracto celular. La lectura de absorbancia se realizé a 595 nm. La concentracion
proteica de cada muestra se determind realizando una curva de calibracién con BSA

(Sigma).

111.3.3. Geles desnaturalizantes de proteinas

Las muestras fueron analizadas mediante la técnica de SDS-PAGE. En cada gel
se sembré igual cantidad de proteinas de cada muestra (50 pug de proteinas/calle). En
una calle en paralelo se sembraron marcadores de peso molecular pretenidos
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Sientific). La electroforesis se realizd en
buffer de corrida (Tris 250 mM, glicina 1,92 M), a 120 V durante aproximadamente 2

horas.

111.3.4. Western blot

Luego de la migracion electroforética se procedié 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 realizé en buffer
de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 2% metanol) a 120 V durante 90
minutos en frio. Finalizada la transferencia, se bloqued la membrana durante 30
minutos de agitacién a temperatura ambiente en leche descremada 5% en buffer PBS.
Luego se lavd la membrana con PBS-Tween 20 0,05% y se procedio a incubarla a 4°C en
agitacion, toda la noche, con el anticuerpo primario correspondiente (ver tabla A). Al
dia siguiente, la membrana se lavd 3 veces con PBS-Tween 0,05% durante y luego se la

incubd, en agitacién a temperatura ambiente durante 90 minutos, con el anticuerpo

56



secundario de cabra anti-conejo o anti- ratén acoplado a peroxidasa (Santa Cruz), en

PBS-leche 5%, dilucién 1/2000. A continuacién se efectuaron 3 lavados con PBS-Tween

0,05% y se reveld por quimioluminiscencia con 500 ul del reactivo A mas 500 ul del

reactivo B de ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Los controles de carga se realizaron

con anticuerpos anti-B-actina, anti-GAPDH y anti-tubulina. Las bandas se visualizaron

con el detector Bio-Imaging Analyzer Fujifilm LAS-1000. Fueron cuantificadas con el

software Image J y se relativizaron a la seifial detectada en el control de carga

correspondiente.

Anticuerpo Dilucion Especie Marca
anti-Bax 1:1000 Conejo Santa Cruz
anti-Bcl-2 1:1000 Conejo Epitomics
anti-Bid 1:1000 Conejo Cell Signaling
anti-caspasa-3 1:1000 Conejo Cell Signaling
anti-E-cadherina 1:1000 Conejo Santa Cruz
anti-Ki67 1:1000 Conejo Millipore
anti-leptina 1:1000 Conejo Santa Cruz
anti-Mdm-2 1:1000 Conejo Oncogene
anti-p21 1:1000 Conejo Santa Cruz
anti-p53 1:1000 Ratén Santa Cruz
anti-p53pS46 1:1000 Conejo Cell Signaling
anti-pAkt 1:1000 Conejo BD Biosciences Pharmingen
anti-PARP-1 1:500 Conejo Santa Cruz
anti-pERK1/2 1:3000 Conejo BD Biosciences Pharmingen
anti-Integrina B1 1:1000 Conejo Santa Cruz
anti-B-actina 1:5000 Conejo Santa Cruz
anti-GAPDH 1:10000 Ratén Calbiochem
Anti-Tubulina 1:10000 Raton Santa Cruz

Tabla A. Especificaciones de los anticuerpos primarios utilizados.
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111.4. Determinacion de los niveles de ARNm

111.4.1. Extraccion de ARN total

Luego del tratamiento correspondiente, se retiré 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 resuspendié en 1 ml de Trisure (Bioline) por tubo.
En el caso de los explantos de placenta, los mismos fueron descongelados vy
disgregados en 1ml de Trisure 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 200 pl de cloroformo/tubo. Se mezclé por agitacion
por 15 segundos y se incubd a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se centrifugd
a 12000 rpm a 4°C por 15 minutos. Luego de la centrifugacidn, se trasvasé la fase
acuosa (superior) conteniendo el ARN a un nuevo tubo. Se agregaron 500 pl de
isopropanol por cada tubo y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Se
centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente se desechd el sobrenadante y
se agregd 1 ml de etanol 75% por tubo. Se mezcld por inversidn y se centrifugd a 9000
rom durante 5 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante, dejando secar el pellet en
hielo por 10 minutos. Se resuspendié el pellet en 50 pl de agua destilada,
homogeneizando completamente. Se midié la concentracién de ARN obtenida en un

espectrofotémetro para microvolimenes (NanoDrop).

111.4.2. Retrotranscripcion del ARN

El ARN total (5 pg) fue retrotranscripto con el kit “Transcriptor first Strand cDNA
synthesis Kit” (Roche). La mezcla de reaccidn 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 inactivé calentando a 85°C por 5 minutos.
El ADNc se utilizé inmediatamente para la real time PCR o se guardd a -20°C para ser

utilizado posteriormente.
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111.4.3. Real time PCR

La mezcla de reaccion se preparé con 10 uM de los primers sentido y
antisentido (ver tabla B), 3ul de ADNc, en un volumen final de 25 pl, incluyendo 6,25 ul
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 reaccién 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°C y 30 segundos de
extensiéon a 72°C. Los datos obtenidos fueron recolectados y analizados con el
programa Opticon Monitor 3.1.32, BioRad Laboratories, Inc. La cuantificacion relativa

-AACT

se calculd de acuerdo al método de 2 (Livak y Schmittgen 2001). Los experimentos

se realizaron por triplicado con un minimo de dos muestras por experimento.

Gen Primer sentido Primer antisentido
Ciclofilina 5 CTT CCCCGATACTTCA3’ 5 TCT TGG TGC TACCTC 3’
p53 5 GGA AGA GAATCT CCG CAA 3’ 5" AGC TCT CGG AAC ATC TCG AAG 3’
Mdm-2 5" TTA CCC AGG CTG GAG TGC AG 3’ 5" GAG AAT GGT GCG AAC CCG 3’
MMP-2 5’ CAC CTA CACCAAGAACTTCC3’ 5" TGG CACCCATTT ACACCT AC3’

E-cadherina 5" GACCAA GTGACCACCTTAGA 3 5’ CTC CGA AGA AAC AGC AAG AGC 3’
ITGB1 5" ACC AAG GTA GAAAGTCGG GAC3" 5 TCT GGA CCAGTG GGACACTC3’
Ciclina D1 5" AGA CCTTCG TTG CCC TCT GT 3’ 5" CAG TCC GGG TCA CACTTG AT 3’
p21 5 GAT GGC ACC AGA GGT GGTTA 3’ 5’ TCC CGA AAT ATT GGG GAA AG 3’

Tabla B. Secuencias de los primers utilizados.

l11.5. Ensayos de transfecciones transitorias

111.5.1. Preparacion de bacterias competentes

Una alicuota de cultivo de E. coli DH5a, conservado a -70°C, se crecié a 37°C
durante toda la noche en 500 ul de medio LB (10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 5
g NaCl, pH 7.4). Luego, se sembraron 100 ul del cultivo en 2 ml de medio LB y se agité a
37°C hasta alcanzar una densidad dptica de 0.6 a 600 nm (aproximadamente 2 horas).
El cultivo se centrifugd a 4°C y el pellet celular fue resuspendido en 800 pl de CaCl2 50
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mM. Se dejé reposar 15 minutos en hielo y se centrifugd durante 2 minutos a 4°C. El
pellet se resuspendio en 150 pl de CaCl, 50 mM y se conservé en glicerol (Merck) 15 %

a -70°C, para la posterior transformacion plasmidica.

111.5.2. Transformacion de bacterias competentes

Se mezclaron 100 pl de células competentes con 100 ng de ADN. Se dejé
reposar 30 minutos en hielo y se incubd a 42°C por 2 minutos. Se agregd 1 ml de medio
LB y se incubd 30 minutos en bafio a 37°C. Se centrifugd y se descartd el sobrenadante
dejando una gota. El pellet celular se sembré en medio LB sélido con ampicilina 100
ug/ml (Sigma), incluyendo una placa control sembrada con bacterias competentes sin

transformar.

111.5.3. Minipreparacion de plasmidos

Con el objetivo de verificar la presencia de pldsmido 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 horas a 37°C. Cada cultivo se centrifugé a 5000g por
5 minutos, se descartod el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 pl de solucion
| (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8). Se agregd RNasa (20 pg/ml concentracion
final) mas 200 pl de solucién Il (NaOH 0,2 N, 1% SDS) y se mezcld por inversion. Luego
de incubar 15 minutos a 0°C, se agregaron 150 ul de solucién Il (acetato de potasio 5
M, pH 5,2) fria, se mezcld por inversién y se incubd en hielo durante 15 minutos. Se
centrifugd 15 minutos a 10000g para separar el ADN gendmico 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
mezcld por inversién y se centrifugd 2 minutos a 10000g para separar las fases. La fase
acuosa se transfirié a otro tubo, se agregaron dos voliumenes de etanol absoluto y se
dejo reposar 30 minutos a -20°C. Finalmente, se centrifugd 20 minutos a 10000g, se

elimind el sobrenadante, se seco el pellet y se resuspendio en 20 pl de agua.
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111.5.4. Midipreparacion de plasmidos

Una vez confirmada la presencia del plasmido en alguna de las colonias
obtenidas, se realizaron preparaciones de plasmido en mayor escala y pureza, para
obtener masa de ADN a ser transfectado en las células Swan-71. En este
procedimiento se utilizé el kit de midipreparacion plasmidica Wizard Plus (Promega).
Para ello, 200 ul del 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 100 pg/ml. Al dia siguiente, los cultivos se centrifugaron 15
minutos a 5000g a 4°C. Luego se descartd el sobrenadante y se resuspendid el
precipitado en 3 ml de solucion de resuspension. Se mezclé por inversidon y se
agregaron 3 ml de solucién de lisis. Se mezclé nuevamente y se agregaron 3 ml de
solucidon de neutralizacion. Se centrifugd 20 minutos a 10000g. El sobrenadante se
traspasoé a un tubo de 50 ml en donde se mezclé con 10 ml de la resina provista por el
kit. Se volcd a una columna de 15 ml y se centrifugd 5 minutos a 5000g. Se agregaron
15 ml de solucién de lavado y se centrifugd 10 minutos a 5000g. Finalmente, se
escindié la zona de la columna con la resina, se colocd en un tubo Eppendorf y se eluyd
el ADN plasmidico con 300 ul de agua tibia. Se centrifugd 5 minutos a 10000g vy el

eluido se guardé a -20°C, para su posterior cuantificacién y analisis.

111.5.5. Electroforesis en gel de agarosa

Los plasmidos obtenidos tanto en las minipreparaciones como en las
midipreparaciones se analizaron en geles de agarosa (Sigma) 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 esperd a la gelificacién. Se sembraron 10 pl
de cada preparacién en 4 ul de buffer de siembra (azul de bromofenol 0,25%, xilene
cianol 0,25% vy glicerol 30%) por pocillo. Se sembraron en otra calle 5 ul del marcador
de peso molecular y masa, fago A digerido con EcoR | y Hind Il (Promega). La corrida se
desarrolld en buffer TAE a 100 mV durante 1 hora. Se reveld el gel por tinciéon en una
solucién de bromuro de etidio 5 pg/ml (Sigma). Las bandas obtenidas se observaron
por fluorescencia a la luz ultravioleta en un detector de fluorescencia y

quimioluminiscencia (GBox, Syngene).

61



111.5.6. Transfecciones transitorias

Para realizar las transfecciones transitorias se utilizd el método de liposomas
Lipofectamina Plus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del producto. Células
Swan-71 (120000 células/pocillo) fueron crecidas durante 24 horas en medio DMEM-
F12 10% SFB, en placas de 6 pocillos con 2 ml de cultivo por pocillo. A continuacion se
preparo por un lado cada mezcla de plasmido mas 100 pl de medio DMEM-F12 carente
de antibiodticos y de suero, y por otro lado la mezcla de 4 ul de reactivo Lipofectamina
(1 mg/ml, Invitrogen) y 100 ul de medio, por cada plasmido a transfectar. Cada mezcla
se incubd por separado durante 10 minutos y luego se agregé la Lipofectamina a los
plasmidos. Dichas mezclas se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
agregaron a las células adicionando 800 pl de medio mds de manera de alcanzar 1 ml
final de medio de incubacién. Transcurridas 5 horas de incubacidn en estufa a 37°C, se
removid la mezcla de transfeccion y se reemplazé por 2 ml de medio DMEM-F12. Se
agregaron las drogas correspondientes segun el experimento y se incubaron las células

durante 40 horas a 37°C.

111.5.7. Plasmidos utilizados en los ensayos de transfeccion

Se utilizdé una construccidon derivada del vector pGL3 (Promega), que posee
clonado un promotor minimo conteniendo elementos de respuesta para p53 (pGL3-
p53) rio arriba del gen de luciferasa, gentilmente cedido por Dr. Martin Monte (Dto. de
Qca. Bioldgica, FCEyN-UBA, IQUIBICEN-CONICET); y una construccion derivada del
vector pGL2, que posee clonada la regién promotora del gen de p21 rio arriba del gen
de luciferasa. Se utilizd también un vector para la sobreexpresion de p53 (SN3),
gentilmente cedido por la Dra. Luciana Giono (IFYBINE-CONICET). Se emplearon
también vectores que expresan de manera constitutiva la mutante dominante negativa
para las proteinas MAPK kd (dominante negativo de ERK 1/2), MEK kd y Akt kd que fue
generosamente cedidos por el Dr. Silvio Gutkind (NIH/NIDCR). Se utilizé en todos los
casos como control de eficiencia de transfeccién un plasmido de expresidn constitutiva

en células eucariotas del gen de la B-galactosidasa (pRSVB-gal).
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111.5.8. Determinacion de la actividad de luciferasa

Para el ensayo de gen reportero de luciferasa se utilizd el sistema de
determinacién de Promega. Para ello, 30 ul de cada extracto celular se mezclaron con
50 ul del 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 se relativizaron a la actividad
enzimatica de B-galactosidasa obtenida en cada muestra para considerar la eficiencia
de transfeccidn en cada caso. A los resultados obtenidos se les resto el valor registrado
para la muestra control, que proviene de extractos de células transfectadas con el

vector vacio.

111.5.9. Determinacion de la actividad B-galactosidasa

La actividad de B-galactosidasa se determind en 20 ul de cada extracto celular a
los que se les agregd 150 pl de Buffer Z (Na2HPO4 60 mM, NaH2P0O4 40 mM, KCl 10
mM, MgS04 1 mM, 0,07% B-mercaptoetanol) conteniendo el sustrato ONPG 1mg/ml
(Amresco). La incubacidn se realizé a 37°C, en placa de 96 pocillos hasta la aparicién de
coloracién amarilla. La reaccién se detuvo con el agregado de 75 ul de Na,CO3 1M por

pocillo. La medicién de absorbancia a 420 nm se realizd en un lector de Elisa Bio Rad.

I1l.6. Ensayo de fragmentacion del ADN

Finalizados los tratamientos correspondientes los explantos se lavaron con PBS
y se lisaron con buffer de lisis (1% SDS, EDTA 50 mM, Tris HCl 50 mM). Luego se agregd
proteinasa K (10 mg/ml) y los lisados fueron incubados a 55°C durante 2 horas.
Finalizada la incubacion se agregd NaCl 5M, se mezcld por inversidn y se centrifugaron
las muestras a 15000 rpm durante 15 minutos. Se transfirieron los sobrenadantes a
tubos Eppendorf limpios y se agregd etanol absoluto frio, se mezcld por inversion y se
dejaron las muestras toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, se centrifugaron a 15000
rom durante 15 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante, se secaron los pellets de
ADN a temperatura ambiente y se resuspendieron en 100 pl de agua estéril. Se

realizaron electroforesis en geles de agarosa al 2% y mediante tincién con bromuro de
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etidio se visualizé el patron de bandas del ADN fragmentado. Se cuantifico la banda de

menor peso molecular mediante densitometria.

1ll.7. Determinacion de la vida media

Células Swan-71 fueron tratadas con 10 pg/ml de cicloheximida (CHX, Sigma).
Luego de 30 minutos se agregaron, en el caso correspondiente, 100 ng/ml de leptina.
Se levantaron las células, de forma mecénica con un rastrillo de goma, a distintos
tiempos: 0, 4, 8, 16 y 24 horas. Se obtuvieron lisados celulares (como se describié en
[11.3.1) y mediante Western blot se midid la expresién de p53 y GAPDH. La expresion de
p53 se relativizd tanto los valores obtenidos de GAPDH como a los valores de p53 a
tiempo 0 para cada tratamiento (CHX o CHX + leptina), obteniéndose asi los
porcentajes de p53 en cada punto de tiempo. Las curvas obtenidas para porcentaje de
p53 en funcidn del tiempo se linealizaron mediante su transformacién al logaritmo
natural y a partir de las pendientes (A) obtenidas se calculd el valor de vida media (t )

mediante la férmula:

t yz=|n2/ A

Agradecemos a Sergio Nemirovsky (IQUIBICEN-CONICET) por la ayuda brindada

para el abordaje y posterior analisis estadistico de los datos obtenidos.

111.8. Ensayo de migracion celular

Las Células Swan-71 (125000 células/pocillo) fueron crecidas a confluencia en
medio DMEM-F12 10% SFB en placas de 6 pocillos, las cuales previamente fueron
marcadas con rayas paralelas en el reverso. Alcanzada la confluencia el medio fue
sustituido por DMEM-F12 0.5% SFB durante 24 horas, con el objetivo de detener el
ciclo. Al dia siguiente se elimind el medio, se realizé la herida (transversal a las rayas
realizadas en el reverso de las placas) con un tip p100, se lavé dos veces con PBS para
eliminar las células levantadas y se agregd medio fresco con distintas dosis de leptina
y/o los inhibidores farmacoldgicos correspondientes. Se tomaron fotografias a

distintos tiempos (To=0 horas y T= 8 horas) en 6 campos distintos por pocillo y se
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evalué mediante el programa Imagel el area cubierta a cada tiempo. Se calculé el

porcentaje de cierre de herida como:

% cierre de herida= (area T¢/area To)x100

111.9. Ensayo de invasion en camaras transwell

En primer lugar se realizd una dilucién 1:5 del matrigel (Geltrex,
ThermoScientific) en DMEM-F12 0% SFB sin antibidtico ni glutamina. Se agregaron 20
pl de la dilucién del matrigel en la parte superior de las camaras transwell de 6,5 mm
de diametro, cuya membrana posee poros de 8 um (Corning) y se incubaron durante 2
horas a 37°C. Luego las células Swan-71 (100000 células/inserto) se sembraron en
medio DMEM-F12 1% SFB y se incubaron durante 40 horas en ausencia o presencia de
100 ng/ml de leptina agregados tanto en la camara superior como en la inferior.
Concluido el tiempo de incubacidn, se descartd el medio de cultivo, se retiraron los
insertos, se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con metanol frio durante 20 minutos
las células presentes en la membrana del inserto. Luego con un hisopo se retird
cuidadosamente el matrigel de la camara superior y se tifieron los nucleos con una
solucion de DAPI (Sigma) durante 15 minutos. Por ultimo se removieron las
membranas de los insertos, se montaron sobre un portaobjetos y utilizando un
microscopio de epifluorescencia se tomaron imagenes de 4 campos aleatorios de las
células presentes en la cara inferior de la membrana. Se contaron los nucleos
presentes en cada caso y se calculdé el porcentaje de células que invadieron con
respecto al control. El ensayo fue realizado en colaboracién con el grupo de la Dra.

Claudia Pérez Leiros.

I11.10. Zimografias

Células Swan-71 (250000 células/pocillo) fueron sembradas en placas de 6
centimetros en medio DMEM-F12 10% SFB. Al dia siguiente se reemplazé el medio por
medio conteniendo 1% SFB vy se trataron las células con 50, 100 y 250 ng/ml de leptina
durante 48 horas. Finalizado dicho tiempo de incubacién, se reemplazé el medio por

DMEM-F12 0% SFB durante 24 horas. Finalizada la incubacién se colectaron los medios
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condicionados en tubos Eppendorf e inmediatamente se guardaron a -20°C. Los
medios condicionados se mezclaron con buffer de siembra y se sembraron en geles de
poliacrilamida al 12% con gelatina (1mg/ml). Finalizada la electroforesis, los geles se
lavaron 4 veces durante 5 minutos con Triton X-100 2,5% en PBS, luego se lavaron 2
veces durante 10 minutos con PBS y por ultimo se incubaron en agitacién de un dia
para el otro en el buffer de reaccidon conteniendo calcio (pH 7). Como control negativo
se incubaron en buffer de reaccién con EDTA. Finalizada la incubacidn los geles fueron
tefiidos durante 15 minutos con Coomasie Brillant Blue. La actividad gelatinasa se

detectd como bandas claras, cuya intensidad fue cuantificada con el programa ImageJ.

11l.11. Analisis estadistico

Los valores obtenidos en los distintos ensayos se analizaron estadisticamente
utilizando el programa GraphPad Prism 4. Los resultados se evaluaron por el método
de ANOVA vy a posteriori se aplicaron los test de Tukey o Bonferroni. Se considerd un

P<0.05 como criterio de diferencia significativa.
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CAPITULO |
“Leptina promueve la supervivencia de células trofobldsticas”

El mantenimiento de un equilibrio entre la proliferacion y la muerte de las
células es necesario para el correcto funcionamiento de los diversos tejidos que
componen a un organismo. Particularmente, el proceso de muerte celular o apoptosis
es critico durante el desarrollo ya que es necesario para la correcta implantacién
embrionaria y posterior placentacion. A su vez, durante el desarrollo placentario, el
proceso de proliferacidon es restringido y esta finamente regulado (Genbacev y Miller

2000).

Diversos estudios han evaluado la capacidad de leptina de promover el
crecimiento y la proliferacion celular en distintos modelos experimentales (Gainsford
et al. 1996, Santos-Alvarez et al. 1999, Martin-Romero et al. 2000, Lang et al. 2004,
Misztal-Dethloff et al. 2004). Ademas, resultados previos de nuestro grupo han
demostrado que leptina induce la proliferacion celular en las lineas trofoblasticas
humanas BeWo y JEG-3 (Magarinos et al. 2007). En base a los antecedentes
mencionados, en este primer capitulo nos propusimos evaluar el efecto de leptina
sobre la proliferacion de células Swan-71 asi como también sobre la apoptosis tanto en

células en cultivo como en explantos de placenta humana a término.
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I.1: Accidn de leptina sobre la proliferacidon de células trofoblasticas

Leptina promueve la proliferacién de células Swan-71

Para estudiar el efecto de leptina sobre la proliferacion de células Swan-71 se
realizaron experimentos de recuento en camara de Neubauer a las 24 horas de
tratamiento con 100 ng/ml de leptina en medio DMEM-F12 1% SFB. Observamos que
leptina aumentd significativamente el nimero de células (Figura R1A). Por otro lado se
determind la viabilidad celular por el ensayo de MTT en similares condiciones

experimentales. En este caso el tratamiento con leptina no mostré diferencias (Figura

R1B).
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Figura R1. Leptina estimula la proliferacion de células Swan-71. Se trataron células Swan-71 por 24
horas en medio DMEM-F12 1% SFB con 100 ng/ml de leptina y posteriormente se determiné el nimero
de células en cdmara de Neubauer (A) o la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT (B). Se muestra
en los gréficos la cuantificacién de los resultados obtenidos en cuatro ensayos independientes. *p<0,05

con respecto al control.

La accion proliferativa de leptina estaria mediada por la via de MAPK

Al observar que leptina incrementd la proliferacion de células Swan-71
quisimos estudiar si la via de sefializacion de MAPK (ERK1/2) estaba involucrada en
este efecto. Para ello se utilizo el inhibidor farmacolégico especifico para MEK (quinasa
de ERK1/2), PD98059 (PD). Se trataron las células con 50 uM del inhibidor, 30 minutos
mas tarde se estimularon con 100 ng/ml de leptina y a las 24 horas se determiné el

numero de células por recuento en cdmara de Neubauer (Figura R2).
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Figura R2. La via de MAPK estaria involucrada en el efecto proliferativo de leptina. Células Swan-71
fueron incubadas en medio DMEM-F12 1% SFB en ausencia o presencia de 50uM del inhibidor PD98059
(PD) y tratadas o no con 100 ng/ml de leptina (L100) durante 24 horas. Finalizado el tratamiento, se
determind el numero de células totales por recuento en cdmara de Neubauer. Se muestra en los
graficos la cuantificaciéon de los resultados obtenidos en tres ensayos independientes. *p<0,05 con

respecto al control (-) y # p<0,5 con respecto al control con leptina (L100).

En la Figura R2 se observa que el inhibidor PD bloqued la accidn proliferativa de
leptina. Encontramos entonces que el efecto de leptina sobre la proliferaciéon de

células Swan-71 estaria mediado por la via de sefalizacién de MAPK.

Leptina incrementa los niveles de ARNm de ciclina D1

Se sabe que la progresion a través de la fase G1 es acompafiada por la
expresion de ciclina D1y, a su vez, se ha demostrado que leptina aumenta la expresion
de ciclina D1 en células hepaticas estelares (Saxena et al. 2004) y en trofoblastos
humanos (Magarinos et al. 2007). Por esta razén decidimos evaluar si leptina induce la

expresion de ciclina D1.

Células Swan-71 fueron tratadas durante 48 horas con dosis crecientes de
leptina. Finalizado el tratamiento se evaluaron por real time RT-PCR los niveles de
expresion de ciclina D1. En la Figura R3 se puede observar que 100 ng/ml de leptina

aumentd significativamente los niveles de ARNm de dicho regulador del ciclo celular.
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Figura R3. Leptina induce la expresion de ciclina D1. Células Swan-71 fueron incubadas con dosis
crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 48 horas. Se
determind por real time RT-PCR la abundancia de ARNm de ciclina D1. Se muestra en los graficos la
cuantificacién de los resultados obtenidos en tres ensayos independientes. ***p<0,001 con respecto al

control (-).

Leptina aumenta los niveles de Ki-67

Ki-67 es una proteina muy usada como marcador de proliferacion celular, por
esta razon decidimos estudiar si leptina era capaz de regular su expresion. Para tal fin,
células Swan-71 fueron cultivadas con concentraciones crecientes de leptina durante
48 horas y se evalud por Western blot la expresion de Ki-67. En la Figura R4 se puede
observar que el tratamiento con leptina, independientemente de la dosis utilizada,

generod un aumento en la expresion de Ki-67.
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Figura R4. Leptina aumenta la expresion de Ki-67 en células Swan-71. Células Swan-71 fueron incubadas
con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 48 horas.
Se determiné por Western blot la expresidon de Ki-67. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las

bandas obtenidas en tres ensayos independientes. **p<0,01 con respecto al control (-).

Leptina induce la expresion de p21

El factor p21 interactia con los complejos ciclina-CDK generando la inhibicion
de la progresion del ciclo celular (Harper et al. 1995, Gewies 2003). Quisimos averiguar
entonces si leptina es capaz de modular la expresidén de p21. En primer lugar se evalud
la actividad del promotor de p21. Para dicho fin, células Swan-71 fueron transfectadas
transitoriamente con un pladsmido reportero para p21 que posee clonada la regién
promotora de p21 rio arriba del gen de la luciferasa. En la Figura R5 se observa que el

tratamiento con leptina incrementéd de manera dosis dependiente la actividad

promotora de p21.
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Figura R5. Leptina aumenta la actividad promotora de p21 en células Swan-71. Células Swan-71 fueron
transfectadas transitoriamente con un plasmido reportero para el promotor de p21. Luego fueron
incubadas con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante
48 horas. Se determind la actividad de luciferasa en cada caso, la cual fue relativizada con los valores de
actividad de B-galactosidasa obtenidos en el mismo ensayo. Se muestra en los graficos la cuantificaciéon

de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. *p<0,05 con respecto al control (-).

Con el objetivo de profundizar el estudio de la accion de leptina sobre p21
realizamos ensayos de real time RT-PCR y Western blot. Observamos que el
tratamiento con 250 ng/ml de leptina aumentd de manera significativa la expresiéon de

p21 tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico (Figura R6).
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Figura R6. Leptina incrementa la expresion de p21. Células Swan-71 se trataron con dosis crecientes de
leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 48 horas, se extrajo el ARN total,
se realizd una retrotranscripcion para obtener el ADN copia y mediante real time RT-PCR se evalué la
expresion de p21 (A) o se realizaron extractos proteicos para evaluar los niveles de p21 mediante

Western blot (B). Los ensayos se realizaron por triplicado. *p<0,05 con respecto al control (-).
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1.2: Accidn de leptina sobre la apoptosis de células trofoblasticas

Dado que el aumento en el nimero de células luego del tratamiento con
leptina podria deberse a una mayor proliferacién o a una disminucién de la muerte
celular, decidimos estudiar la accion de leptina sobre la apoptosis de células
placentarias utilizando distintas estrategias experimentales. En esta seccidn
mostraremos los resultados obtenidos en el modelo de inducciéon de apoptosis por

ausencia de factores de crecimiento.

Leptina disminuye la fragmentacién del ADN

Durante el proceso de apoptosis se produce el corte internucleosomal del ADN
en multiplos de 180-200 pb. Si se somete al ADN de células apoptdéticas a una
electroforesis y subsiguiente tincién con bromuro de etidio se puede evidenciar un
patron de “ladder” o “escalera” debido a la fragmentacion del ADN (Salazar 2009).
Decidimos evaluar entonces si el tratamiento con leptina genera cambios en el patrén
de la corrida electroforética de los fragmentos de bajo peso molecular de ADN. Se
encontrd que en células cultivadas en ausencia de suero, se cuadriplica la aparicién de
fragmentos pequefios de ADN, evidenciando una mayor fragmentacion en dicha
condicién. El tratamiento con leptina redujo el porcentaje de fragmentacion, llegando
a alcanzar niveles similares a los observados en el control con 10% de suero (Figura

R7).

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion demostraron que leptina al
unirse a su receptor estimula las vias de sefalizacion de MAPK (ERK 1/2) y PI3K/Akt en
células placentarias (Perez-Perez et al. 2008, Perez-Perez et al. 2010). Por esta razén
quisimos estudiar qué vias de sefalizacidn estaban involucradas en el efecto de leptina
sobre la fragmentacion del ADN utilizando inhibidores farmacoldgicos para las vias de
sefializacion de MAPK y PI3K. Cuando los explantos fueron tratados con PD98059, se
perdido el efecto inhibitorio de leptina, sugiriendo que la via de MAPK estaria
involucrada en el efecto antiapoptdtico de leptina. Cuando se inhibid la via de PI3K

mediante el inhibidor LY294002, se redujo la cantidad de fragmentos pequefios de
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ADN sin llegar a alcanzar los niveles observados con el tratamiento con 100 ng/ml de

leptina (Figura R7).
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Figura R7. Leptina disminuye la fragmentacién del ADN. Explantos placentarios fueron pretratados
durante media hora con inhibidores farmacoldgicos para MEK (PD98059, PD, 50uM) o PI3K (LY294002,
LY, 10uM). Los ensayos se realizaron cultivando los explantos con medio DMEM-F12 0% SFB en ausencia
o presencia de leptina (L, 100 ng/ml) durante 24 horas. Se muestra en el grafico la cuantificacidn de las
bandas de menor peso molecular de tres ensayos independientes. ### p<0,001 con respecto al control
con suero al 10% (SFB 10%); ***p<0,001 con respecto al control sin suero (-) y ¢4 p<0,01 con respecto al

control con inhibidor (LY).

Estos resultados demuestran que leptina disminuye los niveles de
fragmentacidn del ADN en células placentarias incubadas en ausencia de suero y que

principalmente la via de sefializacion de MAPK estaria implicada en este efecto.

Leptina inhibe la activacion de caspasa-3
Las caspasas son proteasas sintetizadas como zimdgenos inactivos,

procaspasas, que se activan por clivaje. Diferentes vias apoptdticas convergen en la
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activacion tardia de un efector apoptético clave como lo es la caspasa-3 (Salazar 2009).
Con el objetivo de confirmar las vias involucradas en la accién antiapoptdtica de
leptina evaluamos la activacidén de caspasa-3 por Western blot, estudiando la aparicién
de su fragmento clivado. Células BeWo se cultivaron en ausencia de suero y se trataron
con concentraciones crecientes de leptina. Como se muestra en la Figura RS, la
ausencia de suero aumenté tres veces la aparicién del fragmento clivado de caspasa-3.
Sin embargo leptina previno la activacion de caspasa-3 de manera dosis dependiente,

llegando a alcanzar niveles de activacién comparables con el control con 10% SFB.
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Figura R8. Leptina disminuye la activacion de caspasa-3 en células placentarias en cultivo. Células BeWo
se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en DMEM-F12 0%
SFB. Se evalué por Western blot la presencia del fragmento clivado de caspasa-3. Se muestra en los
graficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. # p<0,05 con

respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05 con respecto al control sin suero (-).

A partir de lo observado anteriormente, quisimos evaluar el rol de la leptina
enddgena en la regulacidon de la activacidon de caspasa-3. Para tal fin, células BeWo
fueron tratadas con concentraciones crecientes de un oligonucleétido antisentido (AS)
para leptina. Como se observa en el panel inferior de la Figura R9, el tratamiento con
el AS disminuyé la expresidn de leptina enddgena y aumentd la activacion de caspasa-
3. Estos resultados refuerzan el rol antiapoptdtico ejercido por leptina en células

placentarias.
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Figura R9. Efecto de la disminucidn de leptina enddgena en la activacion de caspasa-3. Células BeWo se
trataron con dosis crecientes de antisense (AS) para leptina (1, 2 y 4 uM) en medio DMEM-F12 0% SFB
durante 48 horas. Se evalué por Western blot la presencia del fragmento clivado de caspasa-3. Se
comprobd la disminucidn de la expresién de leptina enddégena como consecuencia del tratamiento con
AS, las bandas obtenidas se muestran en el panel inferior (p<0,01 con respecto al control sin suero y sin
AS). Se muestra en los gréficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres ensayos

independientes.

También estudiamos la activacién de caspasa-3 en placentas humanas a
término que representan un modelo mas fisiologico. Para ello, explantos placentarios
fueron incubados durante 24 horas en ausencia de suero y tratados con
concentraciones crecientes de leptina. En la Figura R10 se observa que aumento la
activacion de caspasa-3 en ausencia de suero y que dicha activacién fue inhibida de

manera dosis dependiente por leptina.
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Figura R10. Leptina disminuye la activacién de caspasa-3 en explantos placentarios. Explantos de
placentas humanas a término se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en
medio DMEM-F12 0% SFB durante 24 horas. Se evalué por Western blot la presencia del fragmento
clivado de caspasa-3. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. # p<0,05 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05 con

respecto al control sin suero (-).

Como estrategia complementaria para confirmar la inhibicidon de la activacién
de caspasa-3 por leptina evaluamos la expresion de PARP-1, una proteina involucrada
en la reparacién del ADN que durante el proceso de apoptosis es clivada por caspasa-3
dando lugar a la aparicién de un fragmento clivado de PARP (cPARP). Se evalud la
presencia de cPARP en células Swan-71 y en explantos placentarios tratados con las
dosis de leptina utilizadas anteriormente. En la Figura R11 se observa que la ausencia
de suero aumentd la aparicién de cPARP, tanto en células en cultivo como en
explantos placentarios, coincidente con la activacion de caspasa-3 ya descripta.

Mientras que el tratamiento con leptina disminuyd su aparicién.
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Figura R11. Leptina disminuye el clivado de PARP-1 en células y explantos placentarios. Células Swan-71
(A) y explantos de placentas humanas a término (B) se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50,
100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 0% SFB durante 48 horas en el caso de las células en cultivo y 24
horas en el caso de los explantos placentarios. Se evalué por Western blot la presencia del fragmento
clivado de PARP-1 (cPARP). # p<0,05 y ### p<0,001 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y

*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al control sin suero (-).

Leptina aumenta la relaciéon Bcl-2/Bax

Las proteinas Bcl-2 y Bax representan marcadores de los efectos anti y
proapoptéticos respectivamente. Decidimos estudiar si en condiciones de deprivacién
de suero, leptina es capaz de modular los niveles de dichas proteinas. Células Swan-71
y explantos placentarios fueron cultivados en ausencia de suero y tratados con
concentraciones crecientes de leptina y por Western blot se evalud la expresiéon de Bcl-
2 y Bax. En la Figura R12 se observa que el tratamiento con leptina no generé cambios
en la expresion de Bax, pero que 100 ng/ml de leptina aumentaron significativamente

la expresién de Bcl-2, incrementando entonces la relacién Bcl-2/Bax.
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Figura R12. Leptina aumenta la relacidn Bcl-2/Bax en células placentarias. Células Swan-71 se trataron
con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12 0% SFB.
Se evalud por Western blot la expresion de Bcl-2 (A) y Bax (B). En C se muestra graficada la relacién Bcl-
2/Bax. Se muestra en los graficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres ensayos

independientes. *p<0,05 con respecto al control sin suero (-).

Sin embargo explantos placentarios tratados con leptina, ademas de evidenciar
un aumento en la expresion de Bcl-2, también muestran una disminucion en la
expresion de Bax, contribuyendo ambas acciones al incremento de la relacién Bcl-

2/Bax (Figura R13).
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Figura R13. Leptina aumenta la relacion Bcl-2/Bax en explantos placentarios. Explantos placentarios
humanos a término se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio
DMEM-F12 0% SFB durante 24 hs. Se evalud por Western blot la expresion de Bcl-2 (A) y Bax (B). En C se
muestra graficada la relacidn Bcl-2/Bax obtenida. Se muestra en los graficos la cuantificacion de las

bandas obtenidas en tres ensayos independientes. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero

().

Leptina inhibe la activacion de Bid

Para completar el analisis de una posible regulacion de miembros de la familia
de Bcl-2 por leptina, decidimos estudiar la expresién de Bid. Como se menciond
anteriormente, Bid también estd implicada en la regulacion de la permeabilidad
mitocondrial. Estimulos apoptéticos generan el clivado de Bid en t-Bid (Bid trunca) y la
activan. Utilizando un anticuerpo que nos permite la deteccion de t-Bid, estudiamos un
posible efecto de leptina en la activacién de este intermediario proapoptético. En la
Figura R14 se puede observar que tanto en células Swan-71 como en explantos
placentarios, la ausencia de suero generd un aumento en el clivado de Bid. En células
Swan-71, 100 y 250 ng/ml de leptina fueron capaces de disminuir significativamente la

activacion de Bid, mientras que en explantos placentarios se requirié de la dosis
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maxima para lograr dicho efecto. De esta manera, encontramos que el tratamiento
con leptina disminuye la activacion de Bid generada por la deprivacién de suero en

células placentarias.
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Figura R14. Leptina disminuye la activacion de Bid en células placentarias. Células Swan-71 (A) y
explantos de placenta humana a término (B) se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250
ng/ml) en medio DMEM-F12 0% SFB durante 48 horas en el caso de las células en cultivo y durante 24
horas en el caso de los explantos placentarios. Se evalud por Western blot la presencia del fragmento
clivado de Bid (t-Bid). Se muestra en los graficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y

*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero (-).
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CAPITULOII
“La accion antiapoptotica de leptina involucra la regulacion del
eje de p53”

La apoptosis es considerada como una muerte natural fisioldgica que resulta en
la eliminacién de células no deseadas o dafiadas (Jordan 2003). Particularmente
durante la gestacion, el proceso apoptdtico estd involucrado en diversos aspectos del
desarrollo placentario como los son el crecimiento, el recambio celular y el parto
(Heazell y Crocker 2008). Por otra parte, p53 es la principal proteina reguladora de la
division celular ya que esta implicada tanto en el arresto del ciclo celular como en la

muerte celular (Sohr y Engeland 2011).

En este sentido, en el capitulo | de esta Tesis evidenciamos que leptina
promueve la supervivencia de células trofoblasticas, favoreciendo la proliferacion y
disminuyendo la apoptosis. Basandonos en los resultados obtenidos en el capitulo
anterior y en el papel que posee p53 en el mantenimiento del balance entre la
proliferacion y la muerte celular, nos propusimos en este capitulo estudiar si el efecto

antiapoptotico de leptina involucra la regulacién del eje de accidn de p53.
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Il.1: Caracterizacion del efecto de leptina sobre la actividad y expresion
de p53

Leptina inhibe la actividad de p53 en células Swan-71

En primer lugar decidimos estudiar la actividad de p53 en presencia de leptina.
Para ello, células Swan-71 fueron transfectadas transitoriamente con un vector que
posee el gen reportero de luciferasa bajo las érdenes de un promotor minimo que
contiene elementos de respuesta para p53 (denominado pGL3-p53). Como control
positivo se realizaron cotransfecciones con un plasmido que permite la sobreexpresion

de p53 (denominado SN3).

En la Figura R15 se observa que la ausencia de suero aumentd en
aproximadamente un 50% la actividad de p53. El tratamiento con leptina redujo de
manera dosis dependiente la actividad de p53, alcanzando un 80% de inhibicidon en
presencia de la dosis maxima de leptina. En células donde se sobreexpresé p53 se
observa que la actividad relativa de luciferasa se cuadruplicé con respecto al control, lo

gue nos permitié validar el sistema.
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Figura R15. Leptina disminuye la actividad de p53 en células placentarias. Se estudié el efecto del
tratamiento con leptina en células Swan-71 transfectadas con un vector conteniendo un promotor
minimo con elementos de respuesta para p53 (pGL3-p53). Se realizaron los ensayos cultivando las
células con medio DMEM-F12 0% SFB. Se trataron las células con 50, 100 y 250 ng/ml de leptina (L)
durante 48 horas. A su vez, se cotrasfectaron las células con vector que permite la sobreexpresion de
p53 (SN3). Los valores representados fueron relativizados con los valores de actividad de B-galactosidasa
obtenidos en el mismo ensayo. Se muestra el promedio de los resultados obtenidos en tres ensayos de
transfeccién independientes. # p<0,05 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al control sin suero (-).

84



Leptina disminuye los niveles proteicos de p53 en células Swan-71

Teniendo como antecedente el efecto inhibitorio de leptina sobre la actividad
de p53, decidimos evaluar si el cambio en dicha actividad estaba mediado por una
modulacion de su expresion. Mediante ensayos de Western blot evaluamos la
expresion de p53. Hallamos que la ausencia de suero aumentd en aproximadamente
un 50% los niveles de p53, mientras que el tratamiento con leptina impidié de manera
dosis dependiente dicho aumento, alcanzando valores menores a los observados en el

control con 10% de suero (Figura R16).
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Figura R16. Leptina disminuye la expresion de p53 en células placentarias en cultivo. Células Swan-71 se
trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 0% SFB durante
48 horas. Se evalud por Western blot la expresion de p53. Se muestra en el gréfico la cuantificacion de
las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. ## p<0,01 con respecto al control con suero al

10% (SFB 10%) y *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero (-).

Leptina disminuye los niveles de ARNm y proteicos de p53 en explantos placentarios
Habiendo encontrado que leptina disminuye la actividad y la expresidén proteica
de p53 en células Swan-71, nos planteamos analizar un posible efecto de leptina sobre
la expresidn de p53 en explantos placentarios. Analizamos mediante ensayos de real
time RT-PCR los niveles de expresion del ARNm de p53. Como puede observarse en la
Figura R17 A, explantos cultivados sin suero presentaron valores aumentados de p53

comparando con el control con suero. El tratamiento con leptina generd una
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disminucion en los niveles de p53, lograndose un efecto estadisticamente significativo

con 250 ng/ml de leptina.

Al analizar la accién de leptina sobre los niveles proteicos de p53 encontramos
un efecto similar al descripto para células Swan-71: la ausencia de suero aumento los
niveles de p53, mientras que leptina revirtié dicho efecto, alcanzandose con la dosis
maxima valores comparables a los obtenidos para el control con 10% de suero (Figura

17 B).
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Figura R17. Leptina disminuye la expresion de p53 en explantos placentarios. Explantos de placenta
humana a término se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-
F12 0% SFB durante 24 horas. Se evalud por Western blot la expresidn a nivel proteico (A) y por real time
RT-PCR el efecto sobre los niveles de ARNm de p53 (B). Se muestra en los graficos la cuantificacion de
las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. ## p<0,01 con respecto al control con suero al

10% (SFB 10%) y *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero (-).

En resumen, podemos afirmar que leptina modula negativamente los niveles
de p53 en explantos placentarios, disminuyendo de manera dosis dependiente su

expresion tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico.
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11.2: Mecanismos de accion de leptina involucrados en la inhibicion de
p53

Leptina disminuye la fosforilacion de p53 en serina 46

Posteriormente decidimos evaluar si la regulacion que ejerce leptina sobre p53
conlleva algun cambio en su estado de fosforilacién. La fosforilacion de p53 en su
serina 46 (p53 pS46) esta relacionada con su actividad proapoptética (Dai y Gu 2010) y
es por este motivo que decimos evaluar un posible efecto de leptina sobre los niveles
de p53 pS46. Se trataron células Swan-71 con las dosis habituales de leptina y por
Western blot se evalué la fosforilacion de p53 en su serina 46. Observamos que la
ausencia de suero generd un aumento en p53 pS46 y que el agregado de leptina
exogena, independientemente de la dosis utilizada, disminuye la fosforilacion de p53
en aproximadamente un 50%, alcanzando valores menores a los observados en el
control con suero. En cambio, en explantos placentarios, se observé una disminucién
dosis dependiente donde sélo la concentracion mayor de leptina generd una reduccion

significativa de los valores de p53 pS46 (Figura R18).
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Figura R18. Leptina disminuye los niveles de fosforilacidn de p53 en serina 46. Células Swan-71 (A) y
explantos de placenta humana a término (B) se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250
ng/ml) en medio DMEM-F12 0% SFB, durante 24 horas en el caso de las células en cultivo y durante 8
horas en el caso de los explantos placentarios. Se evalué por Western blot la fosforilacion de p53 en
serina 46. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos

independientes. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero (-).

87



Leptina aumenta la expresion de Mdm-2 en células placentarias

En este punto nos interesd evaluar si el efecto de leptina sobre los niveles de
p53 también involucraba la regulacidon de su degradacidn, por esta razén decidimos
evaluar la expresién de Mdm-2. En la Figura R19 se muestran los resultados obtenidos
en células Swan-71 tratadas con dosis crecientes de leptina. Se observa que la ausencia
de suero no modifico la expresion de Mdm-2 y que el tratamiento con dosis crecientes

de leptina aumentd los niveles de ARNm y proteicos de Mdm-2.

En base a lo previamente descripto en células Swan-71, decidimos evaluar
también la expresion de Mdm-2 en explantos placentarios tratados con leptina. En
este caso tampoco evidenciamos un efecto de la ausencia de suero sobre los niveles de
Mdm-2 y hallamos que sdlo la dosis de 100 ng/ml de leptina fue capaz de generar un
aumento en la expresion de Mdm-2 a nivel de ARNm. Sin embargo, cuando evaluamos
mediante Western blot los niveles de expresién proteicos de Mdm-2, encontramos que
tanto 100 como 250 ng/ml de leptina fueron capaces de aumentar los niveles de Mdm-

2 (Figura R20).
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Figura R19. Leptina aumenta la expresiéon de Mdm-2 en células placentarias en cultivo. Células Swan-71
se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 0% SFB durante
48 horas. Se evalud por real time RT-PCR el efecto sobre los niveles de ARNm de Mdm-2 (A) y por
Western blot la expresion de Mdm-2 a nivel proteico (B). Se muestra en los graficos la cuantificacion de
las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin

suero (-).
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Figura R20. Leptina aumenta la expresion de Mdm-2 en explantos placentarios. Explantos de placenta
humana a término se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-
F12 0% SFB durante 24 horas. Se evalud por real time RT-PCR el efecto sobre los niveles de ARNm de
Mdm-2 (A) y por Western blot la expresion de Mdm-2 a nivel proteico (B). Se muestra en los graficos la
cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. *p<0,05 con respecto al control

sin suero (-).

Leptina reduce la vida media de p53 en células Swan-71

Habiendo encontrado que leptina generd un aumento en los niveles de Mdm-2,
decidimos estudiar su efecto sobre los valores de vida media (t1;) de p53. Para ello
realizamos experimentos con cicloheximida (CHX), un inhibidor de la traduccién.
Mediante Western blot se evalud la expresion de p53 a distintos tiempos en presencia
de CHX con o sin leptina, se confeccionaron curvas de cantidad de proteina en funcién
del tiempo y se estimaron los valores de vida media en cada caso. Se obtuvieron los
siguientes valores de vida media: t;; CHX= 24+0,51 horas y t;/; CHX+L= 15£1,96 horas,
gue demostraron que el tratamiento con 100 ng/ml disminuye la vida media de p53
(p<0,1). En la Figura R21 se observan las regresiones lineales obtenidas y las bandas

representativas para cada uno de los tratamientos.
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Figura R21. Leptina disminuye los valores de vida media de p53 en células placentarias en cultivo.
Células Swan-71 se trataron con 100 ug/ml de cicloheximida (CHX) en ausencia o presencia de 100 ng/ml
de leptina (L) en medio DMEM-F12 0% SFB durante 4, 8, 16 y 24 horas respectivamente. Por Western
blot se evalud la expresion de p53 en cada caso. Los valores de expresién obtenidos se relativizaron al
tiempo inicial (tiempo o) y se calculd el porcentaje de p53. Se obtuvieron los graficos de porcentaje de
p53 en funcion del tiempo, los mismos se linealizaron y de la pendiente de dichas rectas se calculd el
valor de vida media (t;/,). Arriba se muestran bandas representativas para las células control (CHX) y las

tratadas con leptina (CHX+L).

11.3: Analisis de algunas de las vias de senalizacidn involucradas en la
regulacion del eje de p53 por leptina

Las vias de sefializacion de MAPK y PI3K estan involucradas en el efecto inhibitorio
de leptina sobre los niveles de p53 en células placentarias

Para completar el estudio del efecto inhibitorio de leptina sobre la expresién de
p53 se decidid evaluar la posible participacion de las vias de sefializacion de MAPK y

PI3K.
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Estudio de la via de sefializacion MAPK

Como primera estrategia, se realizaron experimentos utilizando el inhibidor
farmacoldgico PD. Células Swan-71 y explantos placentarios se trataron con 50 uM del
inhibidor PD y luego de 30 minutos de incubacién se agregd la dosis correspondiente
de leptina. Como se observa en la Figura R22, leptina impidid el aumento en la
expresion de p53 generado por la ausencia de suero, sin embargo el pretratamiento
con el inhibidor farmacoldégico PD anulé dicho efecto, tanto en células Swan-71 como

en explantos placentarios.
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Figura R22. LA via de MAPK estaria involucrada en el efecto inhibitorio de leptina sobre los niveles de
p53. Células Swan-71 (A) y explantos placentarios (B) se cultivaron en medio DMEM-F12 0% SFB. Se
realizd el pretratamiento con 50 uM de PD98059 (PD) durante media hora y se agregd 100 ng/ml de
leptina (L). Dicho tratamiento se realizd durante 48 horas en el caso de las células y durante 24 horas en
el caso de los explantos placentarios. Se muestra en el grafico la cuantificacion de las bandas obtenidas
en tres ensayos independientes. # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto al control con suero al 10% (SFB

10%) y *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control sin suero (-).

Para confirmar el efecto observado, se opté por una segunda estrategia donde
se realizaron transfecciones transitorias en células Swan-71 con vectores conteniendo
mutantes dominantes negativas para distintos intermediarios de la via de sefializacién.
Se utilizd un vector que codifica para la mutante dominante negativa de la MAPKK
MEK (denominada MEK kd) y otro para la mutante dominante negativa de la MAPK

ERK (denominada MAPK kd). Como control negativo las células se transfectaron con un
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vector vacio (VV). Mediante ensayos de Western blot observamos que en las células
control la ausencia de suero aumentd los niveles de p53 y que dicho aumento fue
contrarrestado cuando las células se trataron con 100 ng/ml de leptina. En los casos
donde se sobreexpresaron las mutantes dominante negativas para MEK o ERK, no se
observo efecto el efecto inhibitorio de leptina sobre los niveles de p53 (Figura R23). Se
evalué también el estado de fosforilacion de ERK para comprobar que la
sobreexpresion de las mutantes dominantes negativas inhibe eficazmente a la via de
sefializacion. Cuando las células se transfectaron con MEK kd o MAPK kd, se observo la

disminucion esperada en p-ERK (inserto Figura R23).

oo R | - -

1.25+
@ #
& 1.00-
[«}}
b=}
o
> _ 0.754
5% VV MAPK MEK
2 s kd  kd
§ 0% o [N
[7]
E oo capon [ ]
2 .
0.00-
o\ . ® © ® c
@,9 WO WO WO
& C | b i
'A% MAPK kd  MEK kd

Figura R23. La via de MAPK estaria involucrada en el efecto inhibitorio de leptina sobre los niveles de
p53. Células Swan-71 se transfectaron con vectores de expresién para mutantes dominantes negativas
para MAPK (MAPK kd) y MEK (MEK kd). Como control se utilizaron células transfectadas con un vector
vacio (VV). Se trataron con 100 ng/ml de leptina (L100) durante 48 horas en medio DMEM-F12 0% SFB y
por Western blot se evalud la expresion de p53. En el inserto se muestra el control de la inhibicién de la
fosforilacion de ERK en cada caso. Se muestra en el grafico la cuantificacién de las bandas obtenidas en
tres ensayos independientes. # p<0,05 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05 con

respecto al control sin suero (-).

Los resultados obtenidos con el uso del inhibidor farmacoldgico, sumado a lo
evidenciado con la sobreexpresion de las mutantes dominantes negativas, nos
indicarian que la via de sefializacién de MAPK estaria mediando el efecto de leptina

sobre los niveles de p53.
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Estudio de la via de sefializacidon PI3K/Akt

Para estudiar la participacion de esta via en el efecto de leptina sobre p53
utilizamos el inhibidor farmacolégico LY294002. De la misma manera que en el punto
descripto anteriormente, células Swan-71 y explantos placentarios fueron tratados con
LY durante 30 minutos, luego se estimularon con 100 ng/ml de leptina y mediante
ensayos de Western blot se estudid la expresion de p53. En la Figura R24, se observa
qgue leptina disminuyd la expresion de p53 y el pretratamiento con LY impidié dicho

efecto, tanto en células Swan-71 como en explantos placentarios.
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Figura R24. LA via de PI3K/Akt estaria involucrada en el efecto inhibitorio de leptina sobre los niveles de
p53. Células Swan-71 (A) y explantos placentarios (B) se cultivaron en medio DMEM-F12 0% SFB. Se
realizé el pretratamiento con 10 uM de LY294002 (LY) durante media hora se realizé el tratamiento con
100 ng/ml de leptina (L100) durante 48 horas en el caso de las células y durante 24 horas en el caso de
los explantos placentarios. Se muestra en el grafico la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y

*p<0,05 con respecto al control sin suero (-).

Para estudiar la participacion de la via de PI3K en el efecto de leptina sobre p53
utilizamos la estrategia de la sobreexpresion de mutantes dominantes negativas de un
intermediario de la via. En la Figura R25 se muestran los resultados obtenidos en
células Swan-71 transfectadas transitoriamente con un vector de expresion para la
mutante dominante negativa de Akt (denominada Akt kd) o el vector vacio (VV). En
células transfectadas con el vector vacio, observamos que la ausencia de suero

aumenté los niveles de p53 y dicho aumento fue contrarrestado por el tratamiento
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con 100 ng/ml de leptina. La sobreexpresion de la isoforma dominante negativa de
Akt, impidid la accién inhibitoria de leptina sobre p53. Para confirmar la
sobreexpresion de Akt kd evidenciamos por Western blot la disminuciéon de su

fosforilacién (inserto Figura R25).
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Figura R25. LA via de PI3K/Akt estaria involucrada en el efecto inhibitorio de leptina sobre los niveles de
p53. Células Swan-71 se transfectaron con un vector de expresién para una mutante dominante
negativa para Akt (Akt kd). Las células control se transfectaron con un vector vacio (VV). Se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 0% SFB durante 48 horas y por Western blot se evalué
la expresion de p53. En el inserto se muestra el control de la inhibicion de la fosforilacion de Akt (pAkt).
Se muestra en el grafico la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. #

p<0,05 con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05 con respecto al control sin suero (-

).

Los resultados obtenidos mediante el uso del inhibidor farmacologico y las
transfecciones transitorias sobreexpresando la mutante dominante negativa de Akt,
nos indicarian la posible participacidon de la via de PI3K/Akt en el efecto inhibitorio de

leptina sobre los niveles de p53.
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Estudio de las vias de MAPK y PI3K sobre el efecto de leptina sobre la fosforilacion de
p53 en serina 46

Como describimos anteriormente, nuestros resultados sugieren que leptina
estaria ejerciendo su efecto inhibitorio sobre los niveles de p53 involucrando a las vias
de sefializaciéon de MAPK y PI3K. Nos resulté de interés entonces estudiar si dichas vias
de sefializaciéon también estan comprometidas en el efecto de leptina sobre la

fosforilacién de p53 en serina 46.

Empleamos como estrategia el uso de los inhibidores farmacoldgicos para cada
via. Se evalud el efecto del tratamiento con los inhibidores PD y LY sobre la
fosforilaciéon de p53 en serina 46 en células Swan-71 y en explantos placentarios

(Figura R26).
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Figura R26. Las vias de sefializacion de MAPK y PI3K/Akt estarian involucradas en el efecto inhibitorio de
leptina sobre los niveles de p53pS46. Células Swan-71 (A) y explantos placentarios (B) se cultivaron en
medio DMEM-F12 0% SFB. Se realizaron los pretratamientos con 50uM de PD98059 (PD) o 10 uM de
LY294002 (LY) y transcurrida media hora se agregaron 100 ng/ml de leptina (L100) durante 48 horas en
el caso de células Swan-71 y durante 24 horas en el caso de los explantos placentarios. Se muestra en el
grafico la cuantificacidn de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. # p<0,05 y ## p<0,01

con respecto al control con suero al 10% (SFB 10%) y *p<0,05 con respecto al control sin suero (-).

Observamos que el tratamiento con leptina disminuye los niveles de p53p46
tanto en células Swan-71 como en explantos placentarios. En células Swan-71 el
tratamiento con los inhibidores solamente genera una baja en los niveles de pS46p53,

hecho que dificulta el analisis (Figura R26 A). Seguramente las vias MAPK y PI3K estén
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involucradas en la fosforilacion de p53p46 al deprivar el medio de cultivo de SFB. En
explantos placentarios encontramos que el tratamiento con los inhibidores suprimiria
la accion de leptina sobre la fosforilacion en serina 46 de p53 (Figura R26 B), sin
embargo aunque los resultados obtenidos no dan diferencias significativas con el
control 0% SFB, la dispersion de datos es alta lo que requeriria confirmacion por otra

estrategia diferente.
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CAPITULO 1lI
“Leptina posee un efecto protector frente a distintas
condiciones de estrés celular”

En el capitulo | estudiamos la capacidad de leptina de proteger a las células
trofoblasticas de la apoptosis generada en condiciones de deprivacién de suero. A
continuacion, en el capitulo 1l, demostramos que en dichas condiciones leptina es
capaz de modular tanto la expresion como la actividad de p53. En base a estos
resultados nos resulté de gran interés estudiar si bajo otras condiciones de estrés

leptina posee también un efecto antiapoptético.

El dafio al ADN por radiacidon UV es un estimulo apoptdtico que genera un cambio
en el balance entre distintas proteinas pro y antiapoptoticas. En respuesta al dafio, el
factor de transcripcidon p53 es fosforilado por las quinasas ATM y ATR, hecho que
impide su interaccién con Mdm-2 y por lo tanto se estabiliza. p53 estabilizado
promueve la transcripcién de diversos genes y de esta manera promueve el proceso de
apoptosis (Cuddihy y Bristow 2004). En este contexto nos planteamos estudiar si
leptina es capaz de ejercer algun tipo de regulacion sobre la proteina p53 y sus genes

blanco en condiciones de dafio al ADN por radiacion UV.

Por otra parte, se conoce que el estrés generado por calor durante la gestacién
produce una gran variedad de malformaciones en el feto, tanto en humanos como en
animales de laboratorio. La hipertermia aumenta los niveles plasmaticos de
prostaglandinas tanto en la madre como en el feto, la actividad uterina y la apoptosis
en organos primordiales del feto (Edwards et al. 1997, Edwards 1998). Existen diversos
estudios sobre el efecto del aumento de la temperatura en érganos y funciones
fetales, pero pocos han estudiado cémo el aumento de la temperatura influye sobre la
placenta. En consecuencia, consideramos también de sumo interés estudiar un posible
efecto de leptina en la apoptosis inducida por hipertermia en explantos placentarios

humanos.

En ultimo lugar evaluamos la alteracion del pH de los medios de cultivo. El

equilibrio acido-base de la sangre es de gran importancia para el funcionamiento del
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organismo, ya que una desviacién en los niveles éptimos de pH puede inducir mal
funcionamiento de procesos metabdlicos, enzimaticos y de formacién de proteinas.
Todos los procesos fisiolégicos de nuestro organismo estan influidos por el pH de
nuestro medio interno, es por esta razén que las variaciones del equilibrio acido-base
deben estar finamente reguladas. El pH del medio interno es 7,4 y nos referimos a una
situacion patoldgica cuando el pH asciende a 7,8 o disminuye por debajo de 6,9
(Guyton et al. 2006). En ciertas patologias asociadas al embarazo, como por ejemplo la
PE, la RCIU y la DG, puede verse alterado el pH del medio interno y esa modificacién
puede alterar funciones fetales, maternas y también placentarias. En este ultimo
contexto, decidimos estudiar el efecto de la disminucién del pH sobre el proceso de

apoptosis en explantos placentarios y la accién de leptina bajo dichas condiciones.
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l1l.1: Efecto de leptina sobre la apoptosis inducida por radiacion
ultravioleta

Efecto de la radiacion UV sobre la expresion de p53

Nuestro primer objetivo fue definir la dosis de luz ultravioleta (UV) a utilizar en
los experimentos. Células Swan-71 se trataron con dosis crecientes de luz UV
equivalentes a 1, 2 y 4 mJ/cm®. Como describimos en Materiales y Métodos, nos
basamos en la induccidon de los niveles de p53. En los siguientes experimentos

utilizamos una dosis de UV de 2 mJ/cm? (Figura R27).

DOSIS UV:

1 2 4 (mJicm2)

p53 53 kDa

GAPDH 37 kDa

Figura R27. Puesta a punto de la dosis a utilizar de radiacion UV. Células Swan-71 se irradiaron durante
4, 8 y 16 segundos, los que equivalen a una dosis de 1, 2 y 4 mJ/cm2 respectivamente. Se incubaron con
DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas, luego se cosecharon las células y se realizaron lisados proteicos.
Mediante Western blot se evalud la expresion de p53. Los valores indicados debajo de las bandas

representativas indican la expresién relativa de p53.

Leptina disminuye la activacién de caspasa-3
Como mencionamos anteriormente, distintas vias apoptdticas convergen en la
activacion de caspasa-3, por esta razon evaluamos la activaciéon de dicha proteina

efectora (Figura R28).
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Figura R28. Leptina disminuye la activacidn de caspasa-3 en células trofoblasticas sometidas a radiacién
UV. Células Swan-71 se sometieron a 2mJ/cm2 de radiacidon UV y se trataron con dosis crecientes de
leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron como control
células no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se evalud por Western
blot la presencia del fragmento clivado de caspasa-3. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las

bandas obtenidas en tres ensayos independientes. ***p<0,001 con respecto al control UV.

En células control (no irradiadas) leptina no afectd la aparicion del fragmento
clivado de caspasa-3, por lo que podemos inferir que en estas condiciones no afecta su
activacion. Si bien luego del tratamiento con UV tampoco se observaron cambios en la
activacion de caspasa-3 a las 5 horas, la adicién de leptina produjo una disminucion

significativa de la activacién de dicha caspasa.

Por otro lado estudiamos la activacién de PARP-1 y encontramos que en células
control el fragmento clivado de PARP (cPARP) disminuyd por el tratamiento con
leptina. Mientras que, en células irradiadas, encontramos que el cPARP tendié a
aumentar y ese aumento fue fuertemente contrarrestado por el tratamiento con

leptina, llegando a niveles un 50% menores (Figura R29).
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Figura R29. Leptina disminuye el clivado de PARP-1 en células trofoblasticas sometidas a radiacién UV.
Células Swan-71 se sometieron a 2mlJ/cm’ de radiacién UV y se trataron con dosis crecientes de leptina
(L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron como control células
no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se evalué por Western blot la
presencia del fragmento clivado de PARP-1 (cPARP). Se muestra en los graficos la cuantificacion de las
bandas obtenidas en tres ensayos independientes. # p<0,05 con respecto al control sin irradiar (-);

***p<0,001 con respecto al control UV.

Leptina inhibe la activacion de JNK

La quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) fue descripta como la primera quinasa
activada por luz ultravioleta, considerandose JNK fosforilada (pJNK) como un marcador
de daifo mediado por UV (Davis 1998, Song y Lee 2007), por esta razén decidimos

evaluar los niveles de pJNK en células Swan-71 irradiadas.

En la Figura R30 se puede observar que el tratamiento con leptina disminuyd la
fosforilacién de JNK tanto en células control, como en células irradiadas, observandose
gue dosis menores de leptina generaron un efecto mayor de disminucién sobre los

niveles de pJNK.
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Figura R30. Leptina disminuye la fosforilaciéon de JNK en células trofobldsticas. Células Swan-71 se
sometieron a 2mJ/cm’ de radiacién UV. Luego se trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y
250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron como control células no
irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se evalué por Western blot la
fosforilacion de JNK (pJNK). Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. ## p<0,01 con respecto al control sin irradiar (-) y ** p<0,01 y ***p<0,001 con

respecto al control UV.

Leptina disminuye la expresion de p53 y su fosforilaciéon en serina 46 y aumenta la
expresion de Mdm-2

En el modelo de induccidon de apoptosis por radiacion UV, nos basamos en
lograr un aumento en los valores de p53. Nos interesd entonces evaluar si dicho
aumento puede ser contrarrestado por el tratamiento con leptina. En la Figura R31 se
observa que en células control los niveles de p53 no se modificaron por el tratamiento
con 100 ng/ml de leptina. Por otra parte, la radiacion UV aumenté los niveles de p53 y
dicho aumento se contrarrestd por el tratamiento con leptina de manera dosis

dependiente.

102



p53 53 kDa

1.25- ##
™ —
n
2 1,004 —
©
2
& ~ 0.754
E N *kk v
3
& = 0.50-
.g *kk
5 0.254 %
>
w
0.00-1— 7 T T T T
. N\ A\Y S A\
Q S < Q' 0
v & >
SO 8

Figura R31. Leptina disminuye la expresion de p53 en células trofobldsticas sometidas a radiaciéon UV.
Células Swan-71 se sometieron a 2mJ/cm2 de radiacién UV. Luego se trataron con dosis crecientes de
leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron como control
células no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se evalud por Western
blot la expresion de p53. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. ## p<0,01 con respecto al control sin irradiar (-) y ***p<0,001 con respecto al

control UV.

Con el fin de estudiar la sefializacion de p53 hacia el camino apoptdtico, se
evaluo su nivel de fosforilacidn en serina 46. En la Figura R32 se observa que en células
no irradiadas el tratamiento con leptina no generd cambios en los niveles de p53 pS46,
mientras que en células irradiadas los valores de fosforilacion en serina 46

disminuyeron significativamente.

Por ultimo evaluamos el efecto de leptina sobre la expresiéon de Mdm-2. La
Figura R33 muestra que en células control el tratamiento con 100 ng/ml de leptina
generd un aumento en la expresion de Mdm-2. A su vez, los niveles de Mdm-2 se
incrementaron en mayor medida como resultado de la irradiacion con luz UV. Por otra
parte, en células irradiadas y tratadas con 50 ng/ml de leptina los valores de Mdm-2

disminuyeron pero dosis mayores de leptina no generaron cambios en su expresion.
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Figura R32. Leptina disminuye la fosforilaciéon de p53 en serina 46 en células trofoblasticas sometidas a
radiacién UV. Células Swan-71 se sometieron a ZmJ/cm2 de radiacién UV. Luego se trataron con dosis
crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron
como control células no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se
evalué por Western blot los niveles de p53pS46. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las

bandas obtenidas en tres ensayos independientes. *p<0,05, **p<0,01 con respecto al control UV.
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Figura R33. Leptina modifica la expresidn de Mdm-2 en células trofoblasticas sometidas a radiacion UV.
Células Swan-71 se sometieron a 2mJ/cm2 de radiacién UV. Luego se trataron con dosis crecientes de
leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se utilizaron como control
células no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de leptina. Se evalud por Western
blot la expresion de Mdm-2. Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. ## p<0,01 y ### p<0,001 con respecto al control sin irradiar (-) y **p<0,01 con

respecto al control UV.
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Leptina disminuye la expresion de mediadores proapoptéticos mitocondriales

En el punto anterior evidenciamos que en células irradiadas con luz UV leptina
generd una disminucién en la expresion de p53, nos planteamos estudiar los niveles de
expresion del intermediario proapoptdtico Bax cuya transcripcidon es inducida por p53.
También evaluamos si el tratamiento con leptina es capaz de modular la activacion de

Bid (Figura R34).

Mediante ensayos de Western blot encontramos que en células control leptina no
generd cambios en la expresién de Bax. Por otra parte, la radiacién UV generd un
aumento en la expresion de Bax y dicho aumento se contrarrestd por el tratamiento
con bajas concentraciones de leptina (Figura R34 A). Se observd un efecto similar
cuando se estudio la activacidon de Bid mediante la evaluacidon de los niveles de su
fragmento clivado. En este sentido encontramos que en células control leptina no
generd cambios en la activacion de Bid. Sin embargo, en células irradiadas los valores
de t-Bid aumentaron y dicho aumento se vio impedido por el agregado de leptina. En
este caso también se observd una disminucion del efecto de leptina cuando se utilizé

la dosis maxima de 250 ng/ml de leptina (Figura R34 B).
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Figura R34. Leptina disminuye la expresion de Bax y la activacion de Bid en células trofoblasticas
sometidas a radiacion UV. Células Swan-71 se sometieron a 2mJ/cm2 de radiacién UV. Luego se trataron
con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 5 horas. Se
utilizaron como control células no irradiadas (-) y células no irradiadas tratadas con 100 ng/ml de
leptina. Se evalué por Western blot la expresién de Bax (A) y la aparicion de t-Bid (B). Se muestra en los
graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. # p<0,05 y ###

p<0,001 con respecto al control sin irradiar (-) y **p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al control UV.
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111.2: Efecto de leptina sobre la apoptosis inducida por alteraciones en las
condiciones de cultivo

111.2.1: Apoptosis inducida por hipertermia

Temperaturas elevadas aumentan la apoptosis en explantos placentarios

En primer lugar decidimos evaluar la apoptosis en explantos placentarios
sometidos a temperaturas elevadas determinando la activacion de caspasa-3. Como
control los explantos fueron cultivados a 37°C y en dicha condicion hallamos que el
tratamiento con leptina no generd cambios. Cuando los explantos placentarios fueron
incubados a 40 y 42 °C, los valores de activacion de caspasa-3 se triplicaron con
respecto al control a 37°C. En dichas condiciones 100 ng/ml de leptina fueron capaces
de disminuir significativamente la activacion de caspasa-3, observandose un efecto aln

mayor cuando los explantos fueron cultivados a 42°C (Figura 35).
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Figura R35. Leptina disminuye la activacion de caspasa-3 generada por estrés por calor en explantos
placentarios. Explantos de placenta humana a término se cultivaron a 37, 40 o 42 °C y se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 3 horas. Se evalué por Western blot la
presencia del fragmento clivado de caspasa-3. Se muestra en los graficos la cuantificacidon de las bandas
obtenidas en tres ensayos independientes. ###p<0,001 con respecto a los explantos cultivados a 37°Cy

***p<0,001 con respecto al control sin leptina (-).
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Efecto del estrés por calor sobre los niveles de p53 y la fosforilacion de su serina 46
Evaluamos el efecto de la hipertermia durante 3 horas sobre la expresion del
factor de transcripcidon p53. Estudiamos por Western blot la expresién de p53 y no
distinguimos cambios en su expresion como consecuencia de las temperaturas
elevadas. Sin embargo, el tratamiento con leptina generd una disminucion en la

expresion de p53 cuando los explantos fueron incubados a 42°C (Figura R36).
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Figura R36. Leptina disminuye la expresién de p53 en explantos placentarios cultivados a 42°C.
Explantos de placenta humana a término se cultivaron a 37, 40 o0 42 °C y se trataron con 100 ng/ml de
leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 3 horas. Se evalud por Western blot la expresion de
p53. Se muestra en los gréficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos

independientes.*p<0,05 con respecto al control sin leptina (-).

Luego, decidimos estudiar la fosforilacion de p53 en serina 46. A 37°C no se
observaron cambios mediados por el tratamiento con leptina. Contrariamente, el
cultivo de los explantos a temperaturas elevadas se asocido con un aumento en los
niveles de fosforilacion de p53, obteniéndose 42°C el mayor grado de fosforilacién en
este residuo. En condiciones de altas temperaturas, el tratamiento con 100 ng/ml de
leptina impidié dicho aumento, observandose valores de fosforilacion en serina 46

comparables con los niveles basales obtenidos en el control a 37°C (Figura R37).
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Figura R37. Leptina disminuye la fosforilacion de p53 generada por estrés por calor en explantos
placentarios. Explantos de placenta humana a término se cultivaron a 37, 40 o 42 °C y se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 3 horas. Se evalud por Western blot la
presencia del p53 pS46. Se muestra en los graficos la cuantificaciéon de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. ##p<0,01 y ###p<0,001 con respecto a los explantos cultivados a 37°C y

**p<0,01 con respecto al control sin leptina (-).

Leptina revierte el efecto de la hipertermia sobre la relacién Bcl-2/Bax

Decidimos estudiar mediante Western blot la expresion de Bcl-2 y Bax. En la
Figura R38 se observa que el estrés por calor durante 3 horas generd una disminucién
de la relacion Bcl-2/Bax, consistente con el aumento de los niveles de apoptosis
generados por el incremento de la temperatura. Por otra parte, el tratamiento con
leptina aumento la relacién Bcl-2/Bax en condiciones de hipertermia evidenciandose

un efecto mayor en los explantos placentarios incubados a 40°C.
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Figura R38. Leptina restituye la relacién Bcl-2/Bax en explantos placentarios sometidos a altas
temperaturas. Explantos de placenta humana a término se cultivaron a 37, 40 o0 42 °C y se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 3 horas. Se evaluaron por Western
blot las expresiones de Bcl-2 y Bax, se las relativizd a los correspondientes controles de carga y se calculd
la relacion Bcl-2/Bax. Se muestra en los gréaficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. #p<0,05 y ##p<0,01 con respecto a los explantos cultivados a 37°C y *p<0,05 y

**p<0,01 con respecto al control sin leptina.

111.2.2: Apoptosis inducida por la disminucion del pH extracelular

Leptina disminuye la activacion de caspasa-3 generada por la disminucién del pH
extracelular

Para comenzar decidimos evaluar la induccién de apoptosis en explantos
placentarios cultivados a pH 6,8. Para tal fin, analizamos la aparicion del fragmento
clivado de caspasa-3 y encontramos que al pH fisioldgico de 7,4 el tratamiento con
leptina no modificd la activacion de caspasa-3. Sin embargo, cuando los explantos
fueron cultivados a pH6,8 la activacion de caspasa-3 aumentd cinco veces con respecto
al control. En este caso, el tratamiento con leptina inhibid la activacién de caspasa-3,

alcanzando valores similares a los medidos a pH 7,4. Podemos afirmar entonces que la
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disminucion del pH es capaz de desencadenar un aumento en la apoptosis de las
células placentarias, en este caso determinada por la activacion de caspasa-3, y el

agregado de leptina previene la muerte celular (Figura R39).
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Figura R39. Leptina disminuye la activacion de caspasa-3 inducida por disminucion del pH de cultivo en
explantos placentarios. Explantos de placenta humana a término se cultivaron en distintas condiciones
de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con 100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB
durante 3 horas. Se evalud por Western blot la presencia del fragmento clivado de caspasa-3. Se
muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes.

##p<0,01 con respecto al pH control y ***p<0,001 con respecto al control sin leptina al respectivo pH.

Para confirmar el aumento en la activaciéon de caspasa-3 generado por la

disminucion del pH, decidimos evaluar la presencia de cPARP (Figura R40).

En este caso encontramos que leptina disminuyd la aparicion del fragmento
clivado de PARP en explantos cultivados a pH control. Andlogamente a los resultados
obtenidos para caspasa-3, la disminucién del pH de cultivo generé un aumento en

cPARP y el agregado de 100 ng/ml de leptina impidié dicho incremento.
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Figura R40. Leptina disminuye el clivado de PARP-1. Explantos de placenta humana a término se
cultivaron en distintas condiciones de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con 100 ng/ml de leptina
(L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 3 horas. Se evalué por Western blot la aparicion del
fragmento clivado de PARP (cPARP). Se muestra en los graficos la cuantificacién de las bandas obtenidas
en tres ensayos independientes. ##p<0,01 con respecto a los explantos cultivados a pH control y

*p<0,05 y *p<0,01 con respecto al control sin leptina al respectivo pH.

Leptina contrarresta el aumento en la expresidon y actividad proapoptoética de p53
generado en condicidn de acidosis

Comprobada la induccion de apoptosis por disminucion del pH, nos
preguntamos si estas condiciones de cultivo afectan la expresién de p53. En la Figura
R41 se observa que a pH 7,4 leptina disminuyo la expresion de p53. Por otra parte, a
pH 6,8 los niveles de p53 se duplicaron y leptina contrarresté dicho aumento. A
continuacion evaluamos los niveles de fosforilacion de p53 en serina 46 y
evidenciamos el mismo patrén descripto para su expresion: el agregado de leptina
disminuyd la proporcion de p53 fosforilada a pH 7,4 y, a su vez, la disminuciéon del pH
generd un aumento en la fosforilacion de p53, el cual fue contrarrestado por el

tratamiento con leptina.
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Figura R41. Leptina disminuye la expresion y fosforilaciéon de p53. Explantos de placenta humana a
término se cultivaron en distintas condiciones de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con 100 ng/ml
de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 20 horas para evaluar por Western blot la
expresion de p53 y durante 8 horas para evaluar su fosforilacion en serina 46 (p53pS46). Se muestra en
los gréaficos la cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. #p<0,05 vy
##p<0,01 con respecto a los explantos cultivados a pH control y *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al

control sin leptina al respectivo pH.

A continuacion quisimos evaluar si la disminucion de la expresion y la activacion
de p53 por leptina podian estar relacionadas con un aumento de su degradacién y para
dicho fin decidimos evaluar la expresion de Mdm-2. Hallamos que una disminucién del
pH se asocid con un aumento en la expresion de Mdm-2 y que en dicha condicidn

leptina aumentd mds aun la expresion de Mdm-2 (Figura R42).
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Figura R42. Leptina aumenta la expresion de Mdm-2 en explantos placentarios. Explantos de placenta
humana a término se cultivaron en distintas condiciones de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 20 horas. Se evaludé por Western blot
la expresion de Mdm-2. Se muestra en los graficos la cuantificacion de las bandas obtenidas en tres
ensayos independientes. #p<0,05 con respecto a los explantos cultivados a pH control y **p<0,01 con

respecto al control sin leptina al respectivo pH.

Leptina modifica el balance de mediadores mitocondriales apoptoéticos alterado por
la disminucion del pH

Quisimos evaluar qué sucede en las distintas condiciones de pH con el balance
de mediadores pro y antiapoptdticos mitocondriales. Comenzamos estudiando los
niveles de expresion de Bax y encontramos que a pH 7,4 leptina redujo dichos niveles.
Por otro lado, la disminucidn del pH no modificé la expresién de Bax, pero se continua
observando el efecto inhibitorio de leptina. De la misma manera evaluamos la
expresion de Bcl-2 y encontramos que no se ve afectada ni por la modificacion del pH
ni por el tratamiento con leptina. En |la Figura R43 se grafica y se puede observar que el
tratamiento con leptina disminuyd la relacion Bax/Bcl-2 como consecuencia de su

efecto inhibitorio sobre Bax.
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Figura R43. Leptina disminuye la expresidn de Bax en explantos placentarios. Explantos de placenta
humana a término se cultivaron en distintas condiciones de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con
100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB durante 20 horas Se evalud por Western blot
la expresion de Bax y Bcl-2 y se graficd su relacion. Se muestra en los graficos la cuantificacion de las
bandas obtenidas en tres ensayos independientes. **p<0,01 y ***p<0,01 con respecto al control sin

leptina al respectivo pH.

Luego estudiamos el clivado de Bid. En este caso hallamos que en condiciones
de pH fisioldgico la abundancia del fragmento clivado de Bid no se vio afectada por el
tratamiento con leptina. Sin embargo, la alteracién del pH generé un marcado
aumento de los niveles de t-Bid y dicho incremento fue inhibido por el tratamiento con

leptina (Figura R44).
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Figura R44. Leptina disminuye la activacion de Bid inducida por una disminucion del pH de cultivo en
explantos placentarios. Explantos de placenta humana a término se cultivaron en distintas condiciones
de pH: 7,4 (pH control) y 6,8 y se trataron con 100 ng/ml de leptina (L100) en medio DMEM-F12 1% SFB
durante 20 horas. Se evalué por Western blot la expresién de t-Bid. Se muestra en los graficos la
cuantificacién de las bandas obtenidas en tres ensayos independientes. ## p<0,01 con respecto al pH

control y **p<0,01 con respecto al control sin leptina al respectivo pH.

De los resultados precedentes, se puede concluir que la disminucién del pH
alterd el balance de mediadores proapoptéticos mitocondriales, ya que generd un
aumento en la expresion Bax y en la activacidn de Bid, siendo leptina capaz de impedir

estas modificaciones.
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CAPITULO IV
“Leptina favorece la migracion e invasion de células
placentarias”

Durante la placentacion los trofoblastos penetran el endometrio hasta el
estroma e invaden los vasos maternos. Los procesos de migracion e invasion
trofoblastica son criticos para el éxito de la implantaciéon y la placentacion y es por esta
razon que son procesos altamente regulados (Gude et al. 2004). Por consiguiente,
distintas patologias asociadas al embarazo tienen como causa una invasion excesiva o

deficiente (Bischof y Campana 1996).

En este contexto, este ultimo capitulo se centra en el estudio de leptina como
una posible citoquina promotora de la invasidn trofoblastica. Para responder dicho
interrogante evaluamos la accion de leptina sobre la migracién e invasion de células
Swan-71, asi como también estudiamos su efecto sobre la expresién de diversas

proteinas involucradas en los procesos de migracion e invasién celular.
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IV.1: Estudio del efecto de la leptina sobre los procesos de migracion e
invasion trofoblastica

Leptina favorece la migracion de células trofoblasticas involucrando a la via de MAPK

Quisimos estudiar si leptina era capaz de modular la capacidad migratoria de
las células placentarias. Para dicho fin, realizamos ensayos de cierre de herida y
encontramos que 100 ng/ml de leptina promueven la migracién celular ya que

aumentan en un 23% el porcentaje de cierre de la herida (Figura R45).

Luego, nos interesé determinar si las vias de sefializacién de MAPK (ERK 1/2) o
PI3K estaban involucradas en el efecto de leptina sobre la migracion de células Swan-
71. Para ello, previamente al agregado de 100 ng/ml de leptina, las células fueron
tratadas con inhibidores farmacoldgicos para las vias mencionadas. Cuando se realizé
el pretratamiento con PD98059, leptina no incrementd la capacidad migratoria de
células Swan-71; desprendiéndose de este resultado que la via de MAPK seria
necesaria para la accién de leptina. Contrariamente, en células pretratadas con
LY294002 se observd que leptina sostuvo su efecto sobre la migracidn, lo que indica
gue la via de PI3K no estaria involucrada en dicho efecto. En este ultimo caso, el
porcentaje de cierre de herida se vio disminuido, indicando la participacion de esta via

en el proceso de migracidén propiamente dicho (Figura R45).
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Figura R45. Leptina promueve la migracion de células Swan-71 comprometiendo a la via de sefializacion
de MAPK. Se evalud la migracidn de células Swan-71 mediante el ensayo de cierre de herida. Las células
se pretrataron con los inhibidores farmacoldgicos correspondientes (PD98059 50 uM, PD o LY294002 10
UM, LY) durante 30 minutos, luego se agregaron 100 ng/ml de leptina (L100) y fue dicho momento el
considerado como tiempo inicial (To). Para poder realizar el analisis correspondiente se tomaron
fotografias al inicio y al final del tratamiento (T, = 8hs). En el panel superior se muestran fotografias
representativas para cada tratamiento. El grafico muestra el porcentaje de cierre de herida obtenido en

cada caso. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado. **p<0,01, ***p<0,001.

Leptina promueve la invasion de células trofoblasticas

Nos resultd de gran interés estudiar si leptina, ademas de la migracién celular, era
capaz también de promover la invasion. Para ello, se realizaron ensayos en camaras
transwell con matrigel y encontramos que 100 ng/ml de leptina incrementaron el
porcentaje de células capaces de invadir a través del matrigel. El andlisis de los
resultados muestra que el tratamiento con 100 ng/ml de leptina aumentd en un 60% la

invasion relativa al control (Figura R46).
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Figura R46. Leptina promueve la invasion de células Swan-71. Células Swan-71 se sembraron en la parte
superior del inserto en medio DMEM-F12 1% SFB y se incubaron durante 40 horas con 100ng/ml de
leptina (L100). Finalizado el tratamiento se removieron las membranas de los insertos, se realizdé una
tincidon con DAPI y se montaron sobre un portaobjetos. Utilizando un microscopio de epifluorescencia se
tomaron imagenes de 4 campos aleatorios y se estimé la cantidad de células que invadieron en cada
caso con respecto al control (-). En la parte superior se muestran imagenes representativas para cada

tratamiento. Los ensayos se realizaron por triplicado. **p<0,01 con respecto al control (-).

IV.2: Mecanismos moleculares involucrados en la accidn de leptina sobre
el proceso de invasion trofoblastica

Leptina regula la expresion y actividad de metaloproteasas
En la seccidn anterior describimos un efecto estimulatorio de leptina sobre los
procesos de migracion e invasion celular. En este punto deseamos ahondar en dichos

efectos, por lo que nos propusimos estudiar un posible efecto de leptina sobre MMP-2
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y MMP-9, metaloproteasas que se expresan en el trofoblasto humano (Staun-Ram et
al. 2004). En primer lugar investigamos si leptina era capaz de modular la expresién a
nivel de ARNm de MMP-2. Mediante ensayos de real time RT-PCR hallamos que leptina
induce de manera dosis dependiente la expresion de MMP-2 (Figura R47 A). Dicho
resultado nos impulsd a evaluar si leptina era capaz también de regular la actividad de
MMP-2. Mediante ensayos de zimografia estudiamos la actividad de MMP-2 en
presencia de dosis crecientes de leptina. A partir del analisis de las bandas de
degradacion se estimo la actividad de MMP-2, observandose un efecto regulatorio

positivo de leptina, independientemente de la dosis utilizada (Figura R47 B).
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Figura R47. Leptina aumenta la expresion y actividad de MMP-2. A) Células Swan-71 se trataron con
dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12 1% SFB, se
extrajo el ARN total, se realizé una retrotranscripcion para obtener el ADN copia y mediante real time
RT-PCR se evalué la expresién de MMP-2. B) Células Swan-71 se trataron con dosis crecientes de leptina
(L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas y mediante zimografia se evalué la actividad gelatinasa de

MMP-2. Los ensayos se realizaron por triplicado. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control (-).

Luego, también mediante zimografias, evaluamos la acciéon de leptina sobre la
actividad de MMP-9. De forma similar al efecto ejercido sobre MMP-2, leptina
estimularia la actividad de MMP-9 ya que hallamos que aumentd la degradacién de

gelatina en la zona de migracion de MMP-9 (Figura R48).
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Figura R48. Leptina aumenta la actividad de MMP-9. Células Swan-71 se trataron con dosis crecientes
de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 hs y mediante zimografia se evalud la actividad gelatinasa

de MMP-9. Los ensayos se realizaron por duplicado. *p<0,05 con respecto al control (-).

Leptina disminuye los niveles de E-cadherina

Durante los procesos de migracién e invasion celular es necesario que las
células pierdan las uniones adherentes que las vinculan. Muchas macromoléculas de
membrana participan de estas uniones, siendo una de las principales proteinas las
cadherinas (Staun-Ram y Shalev 2005). En particular, la E-cadherina es considerada
como una molécula supresora de invasividad. Evaluamos si la expresion de E-cadherina
se modifica como consecuencia del tratamiento con leptina. Para dicho fin, células
Swan -71 fueron tratadas con dosis crecientes de leptina y mediante ensayos de real
time RT-PCR y Western blot se estudid la expresidn de E-cadherina. En la Figura R49 A
se observa que leptina disminuyd la presencia del ARNm de E-cadherina. A su vez, en
la Figura R49 B se observa que leptina disminuyé de manera dosis dependiente los

niveles proteicos de E-cadherina.
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Figura R49. Leptina disminuye los niveles de E-cadherina. Células Swan-71 se trataron con dosis
crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12 1% SFB, se extrajo
el ARN total, se realizd una retrotranscripcion para obtener el ADN copia y mediante real time RT-PCR se
evaluo la expresién de E-cadherina (A) o se realizaron extractos proteicos para evaluar los niveles de E-
cadherina mediante Western blot (B). Los ensayos se realizaron por triplicado. *p<0,05, **p<0,01 y

***¥p<0,01 con respecto al control (-).

El efecto de leptina sobre E-cadherina es reversible e involucra la actividad de

metaloproteasas

Luego de confirmar un efecto regulatorio negativo de leptina sobre la expresion
de E-cadherina, nos propusimos ahondar en la caracterizacion de dicho efecto. En
primer lugar nos interesd saber si el efecto de leptina era reversible. Para tal fin, se
estimularon células Swan-71 con dosis crecientes de leptina durante 48 horas. Luego
las células se cultivaron en medio fresco sin leptina durante 24 horas mas y como

control se utilizaron células estimuladas con leptina durante las ultimas 24 horas.

Mediante ensayos de real time PCR observamos que los niveles de E-cadherina
no se modificaron con respecto a las células control cuando se elimind la leptina del
medio de cultivo durante las ultimas horas de tratamiento. En células que durante las
ultimas 24 horas se estimularon con leptina, si se observé una disminucién de los
niveles de ARNm de E-cadherina. De esta manera, podemos afirmar que el efecto
inhibitorio de leptina sobre los niveles de ARNm de E-cadherina es reversible (Figura

R50 A). Al analizar la reversibilidad del efecto de leptina sobre los niveles proteicos de
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E-cadherina obtuvimos el mismo resultado que para los niveles de ARNm (Figura R50

B).
A B & cadnerina [N - -
2.0 _
£ <
Z -~ % 1.2+
<5 15+ £
2 El 1.5 T —I_ S 1.04
c 8 s
2 £ S 0.8 "
T8 1.04 w
E g == 3 0.64
59 * £ o4
7'y 0.5 50
g © ‘é 0.2
b S
0.041— T . ; go.c 1 : v r
. Q X » + & 5
N @1\' QQ'.\' @:\' ] & \§>° & qf>°
¥ DN \:\ \9, \:\Q v V'

Figura R50. El efecto de leptina sobre los niveles de E-cadherina es reversible. Células Swan-71 se
trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12
1% SFB, luego se reemplazé el medio y se cultivaron las células durante 24 horas mas en ausencia (X) o
en presencia de leptina (L100). A) Finalizado el tratamiento se extrajo el ARN total, se realizé una
retrotranscripcidon para obtener el ADN copia y mediante real time RT-PCR se evalud la expresion de E-
cadherina. B) Finalizado el tratamiento se realizaron extractos proteicos para evaluar los niveles de E-
cadherina mediante Western blot. En ambos casos se utilizaron como control cultivos estimulados con
L100 durante las dltimas 24 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado. *p<0,05 con respecto al

control (-).

Basandonos en nuestro resultado previo que indica que leptina era capaz de
modular la expresién de MMPs, quisimos investigar si la actividad de dichas proteasas
estd involucrada en la disminucion de los niveles de E-cadherina producto del
tratamiento con leptina. Para ello, se pretrataron células Swan-71 con el inhibidor
GM6001 a una concentracidon de 25 puM en la cual se inhiben las MMPs solubles.
Encontramos que en células tratadas con GM6001 no se observa un efecto regulatorio
de leptina sobre la expresidn proteica de E-cadherina, lo que indicaria que la actividad
de MMPs solubles es necesaria para el efecto de leptina sobre E-cadherina (Figura

R51).
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Figura R51. La actividad de MMPs estaria involucrada en el efecto de leptina sobre los niveles de E-
cadherina. Células Swan-71 se trataron con el inhibidor farmacolégico GM6001 (25 uM) durante una
hora, luego se agregaron dosis crecientes de leptina (L, 100 y 250 ng/ml) y se cultivaron las células
durante 48 horas en medio DMEM-F12 1% SFB. Finalizado el tratamiento se realizaron extractos
proteicos para evaluar los niveles de E-cadherina mediante Western blot. Las células control fueron
tratadas con DMSO, que fue el vehiculo utilizado para disolver el inhibidor GM6001. Los ensayos se

realizaron por triplicado. *p<0,05 con respecto al control (DMSO).

Leptina aumenta la expresion proteica de Integrina f1

Las Integrinas son macromoléculas proteicas que interactian con distintos
componentes de la MEC y permiten la formacidn de focos de adhesién durante la
migracion celular. Durante el proceso de implantacion embrionaria, los patrones de
integrinas presentes en los CTB se van modificando, viéndose aumentadas las
integrinas que contienen a la subunidad B1 (Damsky et al. 1994, Pacheco 1999). En
este contexto decidimos evaluar si leptina modificaba, ya sea a nivel de ARNm y/o
proteico, los niveles de Integrina B1. Para dicho fin se evalud la presencia de Integrina
B1 mediante ensayos de real time RT-PCR y Western blot. En la Figura R52 A se puede
observar que los niveles de ARNm de Integrina Bl no se modificaron como
consecuencia del tratamiento con leptina. Sin embargo, en la Figura R52 B se muestra

que el tratamiento con dosis crecientes de leptina aumentd los niveles proteicos de
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Integrina B1 y que 50 ng/ml de leptina fueron suficientes para obtener el efecto

maximo.
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Figura R52. Leptina aumenta los niveles proteicos de Integrina f1. Células Swan-71 se trataron con dosis
crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12 1% SFB, se extrajo
el ARN total, se realizé una retrotranscripcion para obtener el ADN copia y mediante real time RT-PCR se
evaluo la expresion de Integrina B1 (A) o se realizaron extractos proteicos para evaluar los niveles de
Integrina 1 mediante Western blot (B) Los ensayos se realizaron por triplicado. *p<0,05 y **p<0,01 con

respecto al control (-).

La reversion e implicancia de la actividad de MMPs en el efecto de leptina sobre

Integrina B1 depende de la dosis de leptina utilizada

Quisimos caracterizar el efecto de leptina sobre la expresion de Integrina 1y
evaluamos la reversibilidad del efecto y la implicancia de la actividad de MMPs.
Cuando analizamos la reversién del efecto no encontramos cambios a nivel de la
expresion génica de Integrina B1. Sin embargo el efecto generado por 50 y 100 ng/ml
de leptina sobre los niveles proteicos de Integrina B1 fue reversible, ya que al eliminar
la leptina del medio de cultivo los niveles Integrina 1 permanecieron constantes. No
obstante, en células tratadas con 250 ng/ml de leptina se incremento la expresion de
Integrina B1; hecho que nos podria indicar que la dosis maxima de leptina generaria un
efecto mas prolongado que no se revierte cuando se cultivan las células durante 24

horas en ausencia de leptina (Figura R53).

125



A B . l 120 kDa
Integrina p1 I . I l l,; l 100 kDa

£
£ 1.5+ 2 2.0
g s : :
©
<5 10 g 1.5 T
< 2 1.04
T - L £ T
2 £
® — 2 1.04
3 2 s L
c B 2
_g 2 0.5+ 2
g E © 057
= c
0.0 T T g 0.0: T T T T
. 4 O
\QQ Q:\. Q:\. Q:\. I.I’j N Q:\. Q:\. Q:\.
W % S % o N NS 0%
& v v R\ v Y,
N v

Figura R53. Reversion del efecto de leptina sobre los niveles de Integrina B1. Células Swan-71 se
trataron con dosis crecientes de leptina (L, 50, 100 y 250 ng/ml) durante 48 horas en medio DMEM-F12
1% SFB, luego se reemplazé el medio y se cultivaron las células durante 24 horas mas en ausencia (X) o
en presencia de leptina (L100). A) Finalizado el tratamiento se extrajo el ARN total, se realizé una
retrotranscripcion para obtener el ADN copia y mediante real time RT-PCR se evalud la expresion de
Integrina 1. B) Finalizado el tratamiento se realizaron extractos proteicos para evaluar los niveles de
Integrina B1mediante Western blot. En ambos casos se utilizaron como control cultivos estimulados con

L100 durante las ultimas 24 horas.*p<0,05 con respecto al control (-).

Para finalizar, evaluamos los niveles de Integrina B1 en células tratadas con el
inhibidor de MMPS GM6001. En este caso no observamos cambios con respecto al
control cuando se utilizaron las dosis de 50 y 100 ng/ml de leptina, lo que indicaria que
el efecto de dichas dosis de leptina no estaria mediado por la actividad de
metaloproteasas. Sin embargo, encontramos diferencias en el efecto de 250 ng/ml de

leptina, que si involucraria la actividad de MMPs (Figura R54).
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Figura R54. Implicancia de la actividad de metaloproteasas en el efecto de leptina sobre los niveles de
Integrina B1. Células Swan-71 se trataron con el inhibidor farmacolégico GM6001 (25 uM) durante una
hora, luego se agregaron dosis crecientes de leptina (L, 100 y 250 ng/ml) y se cultivaron las células
durante 48 horas en medio DMEM-F12 1% SFB. Finalizado el tratamiento se realizaron extractos
proteicos para evaluar los niveles de Integrina 1 mediante Western blot. Las células control fueron
tratadas con DMSO, que fue el vehiculo utilizado para disolver el inhibidor GM6001. Los ensayos se

realizaron por triplicado. **p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al control (DMSO).
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DISCUSION
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Leptina promueve la supervivencia de células placentarias
Originalmente se describié a la leptina como una hormona relacionada con la
regulacién del gasto energético y el apetito. Sin embargo, luego se encontré que no
solo se produce en el tejido adiposo, sino también en muchos otros tejidos y entre
ellos se encuentra la placenta, drgano que a pesar de que se haya completado su
desarrollo continda atravesando distintos estadios de proliferacion y apoptosis
relacionados con el crecimiento, el recambio celular y el parto (Genbacev y Miller

2000, Heazell y Crocker 2008, Tessier et al. 2013).

Diversos aspectos del rol de leptina en la reproduccion y durante el embarazo
han sido estudiados en distintos modelos experimentales, aunque poco se conoce
sobre la capacidad de leptina de regular la supervivencia en placenta humana. Trabajos
de nuestro grupo de investigacidén demostraron que leptina promueve la proliferacién
como la supervivencia de células JEG-3, situandola como una hormona capaz de
regular la homeostasis de células placentarias (Magarinos et al. 2007, Perez-Perez et
al. 2008, Perez-Perez et al. 2010). Basandonos en estos antecedentes en el capitulo |
de esta Tesis nos propusimos evaluar la accién de leptina sobre los procesos de
proliferacion y apoptosis de células Swan-71 y explantos de placenta humana a

término.

Comenzamos estudiando la proliferacion de células Swan-71 y encontramos
que 100 ng/ml de leptina promueven la proliferacidn celular a través de la via de MAPK
(ERK 1/2). En base a este resultado evaluamos la accion de leptina sobre distintas
proteinas involucradas en la progresion del ciclo celular. Estudiamos la expresion de
ciclina D1, involucrada en la transiciéon de G1, y de Ki-67, proteina comunmente
utilizada como marcador de proliferacion celular, y hallamos que leptina aumenta la

expresion de ambas proteinas.

Luego, decidimos evaluar la accidon de leptina sobre los niveles de p21, una
proteina que influencia el balance entre la proliferaciéon y la muerte celular.
Investigamos el efecto de leptina sobre p21 mediante distintos abordajes
experimentales y encontramos que leptina incrementa tanto su actividad promotora

como su expresion a nivel de ARNm y proteico. Los resultados obtenidos concuerdan
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con reportes que demuestran la capacidad de p21 de promover la proliferacién y de

proteger a la célula de la apoptosis mediada por p53 (Warfel y El-Deiry 2013).

De esta manera demostramos que leptina promueve la proliferacion de células
Swan-71, coincidente con otros trabajos donde se ha demostrado que leptina induce la
proliferacion de células endoteliales en cultivo (Misztal-Dethloff et al. 2004), de
linfocitos T (Martin-Romero et al. 2000) y de progenitores hematopoyéticos y
osteoblastos (Gainsford et al. 1996). Otros reportes sefialan que leptina induce la
proliferacion de células hepaticas in vitro a través de la via de PI3K/Akt (Santos-Alvarez
et al. 1999) y de células humanas mononucleares periféricas de sangre a través de la

activacion de la via de MAPK (ERK 1/2) (Lang et al. 2004).

A continuacién evaluamos la accion de leptina sobre la apoptosis de células
Swan-71 y explantos placentarios. Elegimos como primera estrategia para inducir
apoptosis la deprivacién de suero, que consiste en un modelo ampliamente utilizado.
Decidimos iniciar nuestro estudio evaluando etapas tardias del proceso de apoptosis
caracterizadas por la activacion de ciertas caspasas que tienen como sustrato desde
proteinas involucradas en las distintas vias de apoptosis hasta la degradacion del
propio ADN (Salazar 2009). Estudiamos el patron de fragmentacion del ADN en
explantos placentarios y hallamos que la ausencia de suero aumenta la fragmentacion
del ADN, mientras que el tratamiento con leptina revierte dicho fendmeno. De modo
similar, encontramos que la activacion de caspasa-3 aumenta en ausencia de suero,
mientras que disminuye como consecuencia del tratamiento con leptina. Nos
preguntamos luego si la leptina endégena también podria estar regulando los niveles
de caspasa-3 y para responder dicho interrogante utilizamos la linea celular BeWo que,
contrariamente a la linea Swan-71, expresa leptina. El tratamiento de células BeWo
con un oligonucledtido antisentido para leptina pareciera generar un aumento en la
aparicion del fragmento clivado de caspasa-3, sugiriendo que la leptina enddgena
también inhibiria la actividad de dicha caspasa. Nuestros resultados son respaldados
por trabajos que han evaluado el rol de leptina sobre la expresién y activacién de
caspasa-3 en distintos organos y modelos experimentales. Recientemente se ha
reportado que en roedores el tratamiento con leptina genera una inhibicién de la

expresion caspasa-3 en células epiteliales de alveolos pulmonares (Chen et al. 2015),
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en el musculo liso de las vias aéreas (Liu et al. 2012), en cardiomiocitos (McGaffin et al.
2009, Yu et al. 2014) y en neuronas, donde leptina actua tanto a nivel de ARNm como a
nivel proteico (Yan et al. 2011). En muestras de miometrio extraido de mujeres luego
del parto se encontrd que el tratamiento con leptina disminuye los niveles de caspasa-
3 clivada (Wendremaire et al. 2011) y en la linea celular humana de adenocarcinoma
ovarico OVCARS3, leptina inhibe la activacion y la expresidn de caspasa-3 a través de
STAT3 (Ptak et al. 2013). Mds aun, en ratones deficientes para leptina se encontré que
los ovarios tienen una mayor expresién de caspasa-3 (Serke et al. 2012) y que una
disminucion de la expresion de la leptina endégena en células HepG2 se correlaciona
con un aumento en la actividad de dicha caspasa (Al-Suhaimi 2014), lo que concuerda
con los resultados obtenidos en células BeWo. La mayoria de los estudios coinciden en
una accién inhibitoria de leptina sobre caspasa-3, sin embargo es escasa la bibliografia
referida al efecto antiapoptético de leptina en placenta, lo que aumentaria la

relevancia de nuestros resultados.

Para reforzar los resultados obtenidos para la activacion de caspasa-3
analizamos el clivaje de PARP-1, miembro de una gran familia de polimerasas
implicadas en la reparacién del ADN que es escindido por caspasa-3 y otras proteasas
durante la apoptosis (Morales et al. 2014). Andlogamente a lo descripto para caspasa-
3, encontramos tanto en células Swan-71 como en explantos placentarios, un aumento
en el clivado de PARP-1 en ausencia de suero, que disminuyd por el tratamiento con
leptina. Los hallazgos mencionados nos permitieron corroborar que la ausencia de los
nutrientes del suero es una condicion capaz de aumentar la apoptosis y que dicho

efecto disminuye como consecuencia del tratamiento con leptina.

Luego de comprobar la viabilidad del modelo propuesto y con la intencién de
profundizar los antecedentes ya mencionados de nuestro grupo de investigacion,
decidimos centrar nuestro estudio en la fase de iniciacidén de la apoptosis analizando la
via de sefializacidn intrinseca. Esta via se relaciona con cambios en la membrana
mitocondrial que conllevan a la liberacidn del citocromo c y a la posterior formacién
del apoptosoma, que activa a caspasa-3 e inicia la via efectora de apoptosis (Martinez

2009). Decidimos evaluar la accion de leptina sobre la expresidn de intermediarios anti
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y proapoptdticos que ejercen su accidén a nivel mitocondrial, como lo son Bcl-2, Bax y

Bid (Brady y Attardi 2010).

Bcl-2 y Bax son algunos de los miembros mas representativos de la familia de
proteinas Bcl-2 y, a su vez, se caracterizan por poseer actividades opuestas: Bax
promueve la liberacion del citocromo ¢, mientras que Bcl-2 interactuia con Bax e inhibe
su accion (Gewies 2003). Es por esta razon que el analisis de la relacidén Bcl-2/Bax es
clave para estimar la susceptibilidad a apoptosis por la via intrinseca. Encontramos que
el tratamiento con leptina incrementa la relacion Bcl-2/Bax y que este aumento se
debe principalmente a la regulacion de Bcl-2. Tanto en células Swan-71 como en
explantos placentarios la dosis media de leptina aumenta los niveles de Bcl-2. Por otra
parte, el tratamiento con leptina no modificé la expresidon de Bax en células Swan-71,
mientras que observamos un aumento de Bax en explantos placentarios tratados con
250 ng/ml de leptina. Asimismo no evidenciamos cambios en la expresidon de Bcl-2 y
Bax asociados a la deprivacion de suero, lo que podria indicarnos que no es una
condicidn suficiente para generar un efecto sobre dichos intermediarios. En este punto
gueremos destacar los resultados coincidentes del grupo de Sirotkin, que al estudiar el
efecto del tratamiento con leptina, IGF-1 y FSH sobre la apoptosis y proliferacion de
células de la granulosa en condiciones de deprivacién de suero, no detecté cambios en

la expresion de Bax.

Distintos grupos de investigacion han evidenciado una regulacién por parte de
leptina sobre la expresion de Bcl-2 y Bax en diversos modelos experimentales que es
compatible con nuestros hallazgos (Bruno et al. 2005, Brown y Dunmore 2007, Liu et
al. 2012, Bilbao et al. 2015, Chen et al. 2015), mas aun en trofoblastos aislados y
sometidos a hipoxia, se encontré que la disminucidn de la presidn de oxigeno genera
un aumento en los niveles de leptina que se asocian a una disminucion tanto en los

niveles de Bax como de la activacion de capasa-3(Nusken et al. 2015).

Bid, otro de los miembros proapoptoticos de la familia de Bcl-2 que fue
descubierto por su capacidad de unirse tanto a Bcl-2 como a Bax, puede ser clivado y
activado por distintas proteasas y una vez activo migra a la mitocondria e induce la

permeabilizacion de la membrana externa (Billen et al. 2008). Nos interesd entonces
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evaluar el efecto de leptina sobre la activaciéon de Bid y encontramos que la ausencia
de suero genera un aumento en su activacién y que el tratamiento con leptina la
reduce de manera dosis dependiente. Un efecto similar fue descripto por Bruno y

colaboradores en neutrdfilos (Bruno et al. 2005).

La bibliografia ofrece numerosos trabajos que han centrado su estudio en la
accién de leptina sobre el proceso de apoptosis. No obstante, el nimero de trabajos
gue estudian el rol de leptina en procesos fisioldgicos es escaso y abundan los trabajos
realizados en células tumorales ya que son de facil acceso y debido a que estudios
epidemioldgicos han situado a la obesidad como un factor de riesgo importante para
muchos tipos de cancer (Bianchini et al. 2002, Calle y Kaaks 2004, Ptak et al. 2013,
Yuan et al. 2013, Xiong et al. 2014, Zhou et al. 2015). Es interesante mencionar el
trabajo de Serke y colaboradores, quienes encontraron que los ovarios de ratones
deficientes para leptina presentan alterada la esteroideogénesis y aumentada la
apoptosis, sugiriendo un rol protector de leptina (Serke et al. 2012). A su vez, otros
grupos de investigacion han demostrado que en roedores leptina disminuye los niveles
de apoptosis en hepatocitos, timocitos y cardiomiocitos (Qamar et al. 2006, da Silva et
al. 2013, Yu et al. 2014) y promueve la supervivencia de linfocitos T y linfocitos B
(Fernandez-Riejos et al. 2008, Lam et al. 2010). También se ha reforzado la importancia
de leptina en el desarrollo pulmonar fetal hallando que leptina aumenta la sobrevida
de células alveolares (Chen et al. 2015). Estudios en bovinos demostraron que leptina
regula la expresidon de Bax y disminuye la apoptosis en blastocistos generados in vitro
(Boelhauve et al. 2005) y en humanos se ha descripto que leptina inhibe la apoptosis
en células madre mesenquimales derivadas de médula ésea (Wang et al. 2014) y
regula el crecimiento de células de la préstata promoviendo tanto la proliferaciéon

como la apoptosis (Leze et al. 2012).

En resumen, los resultados descriptos hasta el momento nos permiten
demostrar la capacidad de leptina de promover la supervivencia de células
placentarias a través de la regulacion de proteinas involucradas tanto en la

proliferacion como en la muerte celular.
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El mecanismo antiapoptotico de leptina involucra la via de sefalizacion de p53

Continuamos la caracterizacidon del efecto antiapoptético de leptina estudiando
a p53, una de las proteinas mas relevantes en la regulacion del ciclo celular y la
apoptosis que frente a condiciones de dafo o injuria se estabiliza y se activa (Heazell et
al. 2011, Sohr y Engeland 2011). En primer lugar evaluamos la actividad de p53
mediante ensayos de transfecciones transitorias en células Swan-71 y hallamos que
leptina genera una disminucion de su actividad transcripcional de manera dosis
dependiente. Luego estudiamos la expresidon de p53 a nivel de ARNm vy proteico, y
encontramos que leptina regula negativamente la expresidon de p53 provocando su
disminucion de manera dosis dependiente, mostrando patrones muy similares en las
células Swan-71 y en los explantos placentarios. Son escasos los trabajos que evallan
un posible efecto regulatorio de leptina sobre los niveles de p53. En células de cancer
de mama leptina incrementa los niveles de ciclina D1 mientras disminuye los de p53 y
p21 (Chen et al. 2006) y en células de hepatocarcinoma humano se encontrd que una
disminucion de la expresiéon de leptina como consecuencia del tratamiento con
vitamina K3 se correlaciona con un aumento en la expresion de p53 (Al-Suhaimi 2014).
La inyeccion de leptina recombinante en ratas genera un hipertrofia en células de la
granulosa, disminuye la apoptosis folicular y genera un aumento en la expresion de
Bcl-2, pero no se observan cambios en la expresion de p53 ni de Mdm-2 (Almog et al.
2001). No obstante, estd reportado que leptina aumenta los niveles de expresion de
p53 en células de la granulosa porcinas (Sirotkin et al. 2012). Como puede advertirse,
la bibliografia no ofrece una tendencia establecida sobre el efecto de leptina sobre la
proteina supresora de tumores p53, dependiendo los resultados del modelo
estudiado. Sin embargo, creemos que nuestros resultados son contundentes y nos
permiten sugerir que leptina posee un efecto inhibitorio sobre p53 en células

placentarias.

A continuacién quisimos ahondar en el mecanismo involucrado en la accién de
leptina y analizamos la fosforilacion de p53 en serina 46, necesaria para la induccion de
genes proapoptéticos (Mayo et al. 2005, Dai y Gu 2010). Hallamos que los niveles de
fosforilaciéon de p53 en serina 46 tienden a aumentar en ausencia de suero, efecto

coherente con la induccidon de apoptosis, mientras que disminuyen como consecuencia
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del tratamiento con leptina. En células Swan-71 leptina redujo a la fosforilacion de p53
y no observamos diferencias en el efecto segun la dosis, sin embargo en explantos
placentarios la inhibicién fue dosis dependiente. No hay reportados en la bibliografia
trabajos que estudien la influencia del tratamiento de leptina sobre la fosforilacion de
p53 en serina 46 y es por esta razén que planteamos la importancia de extender el
estudio de la inhibicion de p53 por leptina, no sélo en células placentarias sino

también en otros modelos experimentales.

Con el fin de continuar avanzando en el estudio sobre la regulacién de p53 por
leptina, decidimos investigar si dicha hormona es capaz de modificar la expresion de
Mdm-2, principal proteina reguladora de p53 (Prives y Hall 1999, Wade et al. 2013,
Eischen y Lozano 2014). Mdm-2 es una ubicuitina ligasa que media la degradacion de
p53 via proteasoma. La expresion de Mdm-2 no resultd afectada por la ausencia de
suero, sin embargo, encontramos que leptina estaria regulando positivamente su
expresion. En células Swan-71 leptina aumento la expresion de Mdm-2, tanto a nivel
de ARNm como a nivel proteico, sin observarse diferencias segun las dosis utilizadas.
No obstante, en explantos placentarios sélo la dosis de 100 ng/ml de leptina aumentd
significativamente el ARNm de Mdm-2, mientras que 100 y 250 ng/ml de leptina
aumentaron su expresién proteica. Podria pensarse que leptina no sélo incrementa la
expresion de Mdm-2, sino que también aumenta su estabilidad, ya que 250ng/ml de
leptina no estarian induciendo a Mdm-2 a nivel transcripcional pero si generando un
aumento en su abundancia proteica. La realizacion de experimentos con inhibidores
selectivos de la transcripcion y traduccidon, sumados a inhibidores de proteasoma

podrian ser Utiles para resolver esta cuestion.

Es realmente escasa la bibliografia disponible sobre una posible relacién entre
leptina y Mdm-2. En roedores se encontrd que leptina disminuye la apoptosis folicular
aumentando la relacion Bcl-2/Bax, pero no se encuentra correlacion entre el
tratamiento con leptina y la expresion de Mdm-2 (Almog et al. 2001). En un segundo
trabajo realizado en células de cancer de colon, se estimulan a las células con leptina y
se analiza mediante microarrays el cambio en la expresion de distintos genes
relacionados con la proliferacidn celular y apoptosis, encontrando que leptina regula

negativamente los niveles de Mdm-2 (Fenton et al. 2008). Dado que p53 regula
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positivamente la expresion de Mdm-2, nuestros resultados nos llevan a pensar que
leptina regularia a Mdm-2 de forma independiente de p53. Sp1, NFAT y ERa son otras
proteinas involucradas en la regulacién de la transcripcion de Mdm-2. Los estrogenos
mediante la accién de ERa aumentan la afinidad de union de Sp1 al gen de Mdm-2,
provocando un aumento de su expresion (Zhao et al. 2014). Ademas se ha reportado
gue leptina aumenta la expresion de ERa en células de prostata (Habib et al. 2015), su
localizacidn nuclear de ERa en ovario (Choi et al. 2011) y la relacién ERa/ERB en células
MCF-7 (Valle et al. 2011). Por otro lado, antecedentes previos de nuestro grupo de
investigacion demostraron que el 17B-estradiol aumenta la expresién de leptina
placentaria y que este efecto podria estar mediado por el ERa (Gambino et al. 2010,
Gambino et al. 2012). Pensamos entonces que ERa podria ser un posible mediador de
los efectos de leptina sobre Mdm-2. Aun asi, creemos que el aumento de la expresién
de Mdm-2 por leptina es un hecho de gran relevancia que podria explicar los efectos

observados de leptina sobre p53.

Dado que demostramos que leptina regula la expresion de Mdm-2, optamos
por continuar estudiando la estabilidad de p53 analizando su vida media en presencia
de leptina. El control de la estabilidad de las proteinas es fundamental para la
regulacién del crecimiento, supervivencia, desarrollo y diferenciacion celular. La vida
media de las proteinas puede ser de unos pocos minutos o de hasta dias (Zhou 2004).
Particularmente, la vida media de p53 es muy variable y depende del tipo celular y de
las mutaciones que presente, habiéndose reportado una vida media de veinte minutos
para p53 wild type (Soussi 2000). Mediante experimentos con cicloheximida
demostramos que la vida media de p53 disminuye en presencia de leptina,

extendiendo asi |la caracterizacidn del efecto del tratamiento con leptina sobre p53.

Todas las isoformas de membrana del receptor de leptina poseen dominios de
union para JAK2 y a través de ésta proteina se puede producir la activacién de
proteinas STAT, de la via de MAPK (ERK 1/2) a través de SHP-2 o de la via de PI3K
mediante la uniéon a IRS (Minzberg y Morrison 2015). Factores de crecimiento y
mitdgenos activan la via de sefalizacién de ERK 1/2, induciendo la proliferaciéon y el
crecimiento celular y se ha descripto que esta via estd activa en citotrofoblastos de

primer trimestre y promueve la diferenciacién trofoblastica en placenta humana (Kita
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et al. 2003, Daoud et al. 2005). La via de PI3K también regula el crecimiento, la
supervivencia y la migracion celular, principalmente mediante la accién de Akt, que
puede actuar tanto sobre Mdm-2 como sobre p53 (Manning y Cantley 2007). Con
relacion a las cascadas de sefalizacion involucradas en el efecto antiapoptdtico de
leptina, se ha reportado en distintos modelos la participacion de las vias de MAPK (ERK
1/2) y PI3K (McGaffin et al. 2009, Liu et al. 2012, Yu et al. 2014). Trabajos previos de
nuestro grupo de investigacion demostraron que leptina activa las vias de ERK 1/2 y
PI3K/Akt en células placentarias (Perez-Perez et al. 2008, Perez-Perez et al. 2010,
Maymo et al. 2012).

Con la intenciéon de evaluar las vias de sefalizacién involucradas en la
regulacién de p53 por leptina utilizamos dos estrategias: por un lado la utilizacién de
inhibidores farmacoldgicos y por el otro la realizacion de transfecciones con isoformas
dominantes negativas de distintos mediadores de las vias analizadas. Encontramos que
la regulacion de p53 por leptina estaria mediada no sdlo por la via de ERK 1/2 sino
también por la de PI3K/Akt, tanto en células Swan-71 como en explantos placentarios.
Cuando analizamos las vias de sefializacidon involucradas en el efecto de leptina sobre
la fosforilacién de p53 en serina 46, encontramos que ambas vias de sefializacién

estarian involucradas.

Mecanismos antiapoptoticos de leptina frente a distintas situaciones de injuria

Leptina posee un efecto protector frente a radiacion ultravioleta

La apoptosis inducida por radiacidn ultravioleta es un evento complejo que
involucra distintas vias: la activacion de p53, la activacién de los receptores de muerte
celular directamente por radiacién UV o por la liberacion autocrina de ligandos de
muerte y la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria (Pustisek y Situm 2011). El

arresto de la replicacién, la reparacion del dafio y la apoptosis son eventos que se
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desencadenan para que la célula pueda recuperarse de los dafios generados y es en
este punto donde p53 posee un rol critico (Latonen y Laiho 2005). Basandonos en
nuestros hallazgos descriptos anteriormente y en la carencia de antecedentes que
describieran una correlacion entre leptina y p53 fue que consideramos de gran
importancia continuar ampliando nuestro estudio y analizar si bajo otras condiciones
de estrés leptina también es capaz de regular los niveles y la actividad de p53. Fue
entonces cuando decidimos estudiar la accion de leptina en células sometidas a
radiacion ultravioleta, ya que estd establecido como un estimulo capaz de activar a

p53.

Para comenzar evaluamos la activacion de caspasa-3 y encontramos que en las
células control no irradiadas el agregado de leptina exdégena no modifica la activacion
de dicha proteasa. Por otro parte, la radiaciéon UV no generd cambios significativos en
la activacién de caspasa-3, sin embargo leptina generd una notable disminucién en su
activacion, efecto que se comprobé luego mediante el analisis del clivado de PARP-1. El
patron encontrado podria deberse a que leptina actla en condiciones de estrés para

las células.

En segundo lugar estudiamos el efecto de leptina sobre la expresion y
regulacién postraduccional de p53. Encontramos que la radiacion UV aumenta la
expresion de p53 y leptina contrarresta dicho efecto. Del mismo modo evaluamos si el
tratamiento con leptina modifica la fosforilacién de p53 en serina 46 y encontramos
que el tratamiento con UV no modifico significativamente la fosforilacion de p53, pero
el tratamiento con leptina generd una disminucion de los niveles de fosforilacién en
serina 46. Los resultados obtenidos para p53 y su fosforilacién coinciden con los
hallazgos obtenidos para caspasa-3 y PARP-1, ya que se evidencié un efecto
significativo de leptina a pesar de que el tratamiento con UV por si mismo no altera la

expresion o fosforilacién de las proteinas analizadas.

Distintos trabajos de investigacion han descripto que la radiacion UV promueve
la fosforilacion de p53 en su serina 20, aumentando la induccion de p21 y Mdm-2
(Jabbur et al. 2000). Estudios utilizando la mutante p53Asp20, con una mutacion en la

posicion 20 que imita la isoforma constitutivamente fosforilada, sugieren que la
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fosforilacién en dicha posicién disminuye la interaccion con Mdm-2, aumentando su
estabilidad (Jabbur et al. 2001). Para profundizar nuestro estudio, decidimos analizar la
expresion de Mdm-2 y encontramos que leptina aumenta su expresién en células no
irradiadas, sugiriendo que un tratamiento corto con leptina es suficiente para
evidenciar el efecto que describimos en la seccion anterior. En células irradiadas
aumentd mas aun la expresiéon de Mdm-2 y pensamos que este efecto podria deberse
a un aumento en la actividad transcripcional de p53. A su vez la dosis minima de
leptina disminuyd la expresion de Mdm-2 mientras que dosis mayores no generaron
cambios. Distintos autores han reportado que la luz UV también induce la expresion
del ARNm de Mdm-2 de manera independiente de p53 (Perry et al. 1993, Dong et al.
2003) y es posible que leptina no sea capaz de regular esta via alternativa.
Experimentos que permitan estudiar la interaccion entre p53 y Mdm-2 aportarian
datos para la comprension de la regulacion de leptina bajo esta condicién de estrés

celular.

En dltimo lugar evaluamos la expresion de los intermediarios proapoptéticos
Bax y Bid. En células control no irradiadas, el tratamiento con leptina no modificd sus
expresiones. En cambio, en células irradiadas la expresion de ambos intermediarios
aumentd con respecto a las células control y el tratamiento con leptina impidié dicho
aumento. Wu y colaboradores han reportado que durante el proceso de apoptosis
desencadenado por radiacion UV puede inhibirse la activacién de Bid y de todas
formas Bax se transloca a la membrana mitocondrial promoviendo la liberacion del
citocromo ¢ (Wu et al. 2007). Scoltock y colaboradores encontraron que la inhibicion
de la activacion de Bid en células Jurkart no genera una fuerte proteccién contra la
radiacion UV (Scoltock y Cidlowski 2004). Nuestros resultados muestran que en células
trofoblasticas la activacion de Bid aumenta con la radiaciéon UV y que leptina posee un
efecto protector, aportando evidencias no sélo para dilucidar la accién antiapoptotica
de leptina sino también la respuesta de las células trofoblasticas al dafio por radiacién

uv.

Someter las células trofoblasticas a radiacion ultravioleta nos permitié
profundizar nuestro estudio sobre la capacidad de leptina de regular la expresién de

p53. En este contexto, nuestros hallazgos son complementarios a los resultados
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obtenidos por Katiyar y colaboradores, quienes reportaron que ratones deficientes
para leptina sometidos a radiacién UVB son mas susceptibles a la radiacion, sugiriendo

que leptina tiene una funcién protectora frente a la radiacion (Katiyar y Meeran 2007).

Leptina preserva a las células trofobldsticas frente a temperaturas elevadas

Edwards planted al estado de hipertermia materno como posible teratégeno en
humanos (Graham Jr 2005). Los episodios de hipertermia pueden ser comunes durante
el embarazo y el dafio que pueden provocar en el feto es dependiente de la
temperatura alcanzada, la duracion y el estado de desarrollo del embrién (Andersen et
al. 2002, Edwards 2006). La muerte celular, la alteracién vascular y el infarto
placentario son posibles consecuencias de la hipertermia que pueden desencadenar
retraso del crecimiento, malformaciones o hasta la muerte del feto (Edwards et al.
2003). A su vez, estudios realizados en blastocitos de raton demostraron que el estrés
por calor disminuye el numero de células del trofoectodermo y afecta la diferenciacién
trofoblastica (Choi et al. 2015). En bovinos se encontrd que el estrés por calor durante
la gestacion compromete el desarrollo de la placenta, lo que puede resultar en una
disminucion del aporte de oxigeno hacia el feto, desnutricidn y por consiguiente
retardo del crecimiento, pudiendo también prolongarse el efecto en el desarrollo

postnatal (Tao y Dahl 2013).

En este contexto nos resultd atractivo estudiar los efectos del aumento de la
temperatura sobre la apoptosis de células trofoblasticas y evaluar si leptina posee un
efecto protector frente a este tipo de injuria. Para ello examinamos el efecto de
temperaturas mayores a la fisiolégica que nos permitieran imitar un estado de
hipertermia materna. En primer lugar, comprobamos que las temperaturas elegidas
desencadenan apoptosis en células placentarias, encontrando que el aumento de la
temperatura genera un incremento en la activacion de caspasa-3 que se revierte en

presencia de leptina.
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Una vez comprobado que las temperaturas elegidas eran capaces de
desencadenar apoptosis en los explantos placentarios, continuamos evaluando la
expresion de p53 y su fosforilacién en serina 46. Elevar la temperatura de cultivo no
generd cambios en la expresion de p53, sin embargo produjo un marcado aumento en
los niveles de su fosforilacion, siendo leptina capaz de inhibir dicho efecto. En ultimo
lugar evaluamos la expresion de Bcl-2 y Bax y encontramos que el incremento de la
temperatura genera una disminucién en la relaciéon Bcl-2/Bax, coherente con un
aumento en la apoptosis. En este caso, leptina incrementd dicha relacidon
disminuyendo entonces la susceptibilidad de las células a la muerte celular. Los
resultados obtenidos nos indicarian que la hipertermia no modifica la expresién de
p53, pero si es capaz de aumentar su actividad ya que advertimos un aumento en su
fosforilacion en serina 46. Hallamos entonces que leptina regula negativamente la
actividad de p53 en condiciones de estrés por calor, coincidente con lo descripto para

el estrés generado por falta de suero o radiacién UV en las secciones anteriores.

En base a nuestros resultados y para poder analizar el rol de la leptina
enddgena nos interesod saber si existian reportes que relacionaran un aumento en la
temperatura con cambios en la expresion de leptina. Estudios en bovinos demostraron
que los niveles de leptina sérica no se modifican en respuesta al estrés por calor (Min
et al. 2015), sin embargo en ratones se encontrd que la hipertermia aumenta tanto la
secrecién de leptina, como la expresidén de su receptor en tejido adiposo, en musculo y
en higado (Morera et al. 2012). No hay trabajos que hayan investigado si el estrés por
calor modifica los niveles de leptina placentaria y es por esta razén que creemos que
seria muy interesante en un futuro evaluar si la hipertermia modifica su expresion y/o
a la de sus receptores en placenta humana. La bibliografia tampoco ofrece informacion
gue relacione el estrés por calor con la generacion de apoptosis en células
placentarias, pero si hay disponible informacién sobre otros modelos de estudio. Por
ejemplo en células HUVEC se ha evidenciado que el aumento de la temperatura genera
un aumento en la fragmentacion del ADN, activa a las caspasas-9 y -3 y a PARP-1,
aumenta la expresion de Bcl-xl y la liberacidon de citocromo ¢ (Gu et al. 2014, Li et al.

2014).
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Por otra parte vuelve a resultar interesante para nuestro analisis uno de los
reportes de Sirotkin, quien sometio a estrés por calor a células de la granulosa y evalud
el efecto de distintas hormonas, entre ellas la leptina. Sin embargo, Sirotkin encontré
gue la temperatura elevada genera una disminucién tanto en la apoptosis como en la
proliferacion celular, encontrando que a 41,5°C disminuye la expresién de caspasa-3 y
no se modifica la expresion de Bax, mientras que el tratamiento con leptina aumenta
la expresion de ambas proteinas (Sirotkin 2010). Los mencionados son resultados
opuestos a los que evidenciamos en este trabajo y creemos que seguramente sea
debido a un efecto relacionado con la funcién ovarica en particular. En este sentido,
consideramos que nuestro trabajo representa un valioso antecedente para ahondar el
estudio del estrés térmico en células placentarias, su relacidn con la apoptosis y el rol
de leptina, cuyo estudio puede ser de gran utilidad para avanzar en el conocimiento de

posibles situaciones perjudiciales durante la gestacion.

Leptina disminuye la apoptosis generada en condiciones de acidosis

La acidosis implica una concentracidn alta del ion hidrégeno en los tejidos y la
acidemia, definida como la concentracion de iones hidrégeno en la sangre, es un buen
indicador de acidosis tisular. En adultos la acidemia se define con un pH sanguineo
menor a 7,36, no obstante durante el trabajo de parto el feto puede llegar a
experimentar valores de pH de hasta 7. Durante la gestacién la acidosis puede
originarse por causas maternas, placentarias o fetales (Bobrow y Soothill 1999). En el
embarazo es esencial que la placenta mantenga el equilibrio acido-base en un rango
acotado de pH para asi poder minimizar los efectos adversos sobre el crecimiento y el
desarrollo fetal. Esto se logra mediante la eliminacion de &cidos producto del
metabolismo del feto y la placenta a través de la circulacion materna (Ali et al. 2014).
En este contexto decidimos estudiar la accion de leptina en la muerte de células

placentarias generada por una posible disminucién del pH tanto tisular como
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sanguineo. Para dicho fin utilizamos como estrategia la disminucion del pH del medio

de cultivo a 6,8 de manera de simular una condicidén de acidemia.

Del mismo modo que para los modelos anteriores comenzamos estudiando los
marcadores de apoptosis tardios y encontramos que a pH 6,8 aumenta tanto la
activacion de caspasa-3 como el clivado de PARP-1, lo que nos indica que dicho pH
induciria la muerte celular. Nuestros resultados demuestran que el agregado de
leptina exdégena disminuye la activacion de caspasa-3 asi como también la aparicidon

del fragmento clivado de PARP-1.

Una vez que comprobamos que la condicién de acidosis utilizada era capaz de
inducir apoptosis, nos centramos en el estudio de p53. Encontramos que la
disminucion del pH trae aparejado un aumento tanto en la expresion como en la
fosforilaciéon de p53 en serina 46 y que leptina es capaz de revertir dicho efecto.
Ademas hallamos que a pH 6,8 se incrementa la expresion de Mdm-2 y en dicha

condicién leptina genera un aumento adn mayor en su expresion.

Al analizar intermediarios caracteristicos de la via intrinseca, encontramos que
la disminucion del pH no altera la expresién de Bax ni la de Bcl-2 y leptina
independientemente del pH disminuye la expresién de Bax generando asi un aumento
de la relacion Bcl-2/Bax. Por otra parte, la activacion de Bid aumenté como
consecuencia de la disminucion del pH y leptina revirtid dicho efecto. Los resultados
mencionados nos permiten corroborar el efecto antiapoptdtico propuesto para

leptina.

Se ha demostrado que la PE severa puede predisponer al feto a una hipoxia
aguda, que habitualmente precede a la acidosis, resultando en condiciones
desfavorables para el correcto desarrollo del feto (Yang y Wang 1995). A su vez los
niveles de leptina estan desregulados en mujeres con PE (Michael et al. 2004, Grisaru-
Granovsky et al. 2008). Podria sugerirse entonces que el aumento de la expresiéon de
leptina placentaria en PE puede ser un mecanismo compensador, capaz de resguardar
a las células trofoblasticas de condiciones adversas. Haber encontrado que leptina es
capaz de proteger de la injuria producida por la alteracién del pH del medio

extracelular es una nueva evidencia a favor de su relevancia en la fisiologia placentaria.
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El uso de modelos sencillos nos permitiéo ahondar en el estudio de la accion
antiapoptotica de leptina y trasladar su acciéon a nuevos escenarios que son de gran
utilidad para estudiar el alcance de leptina como una citoquina placentaria capaz de

preservar a las células placentarias frente a condiciones de estrés.

Leptina promueve la migracion e invasion de células placentarias

El éxito del embarazo depende del desarrollo de la circulacion materno-fetal
gue se logra gracias a la invasion de las células trofoblasticas en el endometrio
materno. La invasion adecuada del trofoblasto es de suma importancia para la salud
materna y para el desarrollo y crecimiento del feto, se inicia inmediatamente después
de la implantacién e involucra una serie de eventos moleculares bien controlados que,
sin embargo, no se comprenden en su totalidad (Zhu et al. 2012, Knéfler y Pollheimer
2013). Como se menciond anteriormente, leptina posee diversas funciones
reproductivas entre las que se encuentran la regulacién del transporte de nutrientes y
la angiogénesis de la placenta, la mitogénesis de los trofoblastos y la
inmunomodulacion, eventos cruciales para el correcto desarrollo del feto y la placenta

(Tessier et al. 2013).

Los procesos de migracion e invasion trofoblasticos son criticos durante la
implantacion y placentacidn. Las células trofoblasticas y los tumores malignos utilizan
los mismos mediadores para facilitar la invasién y es por esta razén que los
trofoblastos han sido denominados como células “pseudomalignas”. Sin embargo, a
pesar de poder compartir mediadores, la regulacidn del proceso de invasion en estos
dos modelos es bien distinta: la invasién trofoblastica esta finamente regulada
temporal y espacialmente y no se produce mas alla del miometrio, mientras que la
invasion tumoral es descontrolada y no respeta los limites del tejido (Zhu et al. 2012).
Abundantes trabajos de investigacion han situado a la leptina como una hormona
capaz de promover la migracion e invasion de células tumorales (Horiguchi et al. 2006,
Stefanou et al. 2010, Yan et al. 2012, Yoon et al. 2014, Fan et al. 2015, Kato et al.
2015). De manera similar se ha investigado la relacidn entre la leptina y el proceso de

invasion trofoblastica durante la placentacion (Castellucci et al. 2000, Liu et al. 2009,
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Wang et al. 2014, Jo et al. 2015), encontrando que en este modelo leptina favorece la
invasion. Consideramos importante ahondar en el estudio de los mecanismos que
subyacen a esta accién de la leptina aprovechando que contamos con una linea
trofoblastica de primer trimestre que representa un modelo valioso para el estudio de
los procesos implicados en los primeros estadios de la gestacion, en la cual no hay
estudios sobre la accion de leptina. En este contexto nos planteamos como objetivo
examinar el efecto de leptina sobre los procesos de migracién e invasidn trofoblastica
en células Swan-71 y avanzar en el estudio de los mecanismos moleculares implicados

en dicha accién.

Para comenzar evaluamos el efecto del tratamiento con leptina sobre la
capacidad de migracidn celular. Mediante la realizacién de ensayos de cierre de herida
encontramos que 100 ng/ml de leptina son capaces de promover la migraciéon. Luego,
mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos, evaluamos la participacién de las vias
de PI3K/Akt y MAPK (ERK1/2). Hallamos que la inhibicion de la via de senalizacidon de
PI3K disminuye el porcentaje de cierre de la herida, coherente con la ya establecida
participacidén de esta via en la migracion celular (Manning y Cantley 2007). El agregado
de leptina exdgena incrementd el porcentaje de migracidon, adn en presencia del
inhibidor farmacoldgico de la via de PI3K, lo que sugiere que la via de PI3K no estaria
involucrada. La inhibicion de la via de MAPK no modifico la capacidad de migracion de
las células control pero si impidié la accién de leptina, indicando que la sefalizacién
por MEK/ERK 1/2 estaria involucrada en la regulacion de la migracion por leptina.
Trabajos previos demostraron que ERK no se expresa en sinciciotrofoblasto, pero si en
citotrofoblastos donde puede activarse entre las semanas 1 y 12 de gestacién. Sin
embargo, en los CTBev se detecta ERK y su forma activa durante toda la gestacion,
sugiriendo la activacion de MAPK como un intermediario de la invasidn trofoblastica
(Fitzgerald et al. 2005). Nuestro hallazgo indica que leptina favorece la migracion de
células Swan-71 a través de la via de ERK 1/2, sumando una nueva evidencia para

proponer a la activacion de esta via como mediadora de la invasion trofoblastica.

También decidimos investigar si leptina es capaz de regular la capacidad de
invasion. Realizamos ensayos en cdmaras transwell con matrigel y encontramos que el

agregado de 100 ng/ml de leptina generd un marcado incremento del nimero de
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células capaces de invadir. Distintos grupos reportaron que 500 ng/ml de leptina
durante 48 horas promueven la migracién e invasion de células BeWo (Liu et al. 2009,
Jo et al. 2015) y ademds Wang y colaboradores reportaron que leptina promueve la
invasion de células HTR8 de manera dosis dependiente, obteniendo la maxima
respuesta con 100 ng/ml de leptina a las 36 horas de tratamiento (Wang et al. 2014).
En una de sus revisiones, Herrid discute la importancia de la eleccion de la
concentracion de leptina ya que en muchos trabajos se utilizan dosis supra fisioldgicas
gue pueden generar resultados contradictorios que dificultan la determinacion del rol
de leptina en procesos bioldgicos (Herrid et al. 2014). En el trabajo citado llegan a
evaluar el efecto de 500 ng/ml de leptina y obtienen a dicha dosis un efecto maximo.
Sin embargo, Wang y colaboradores evaluaron el efecto de 100 ng/ml de leptina, la
misma dosis utilizada en nuestro trabajo. Si bien se desconoce la concentracion de
leptina a la que estan sometidos los trofoblastos durante la gestacion, decidimos

utilizar la menor dosis efectiva de leptina.

En la diferenciacion de CTB a CTBev los trofoblastos experimentan un cambio
de fenotipo, perdiendo sus caracteristicas proliferativas para aumentar su capacidad
invasiva. Estos cambios se relacionan con un aumento en la produccion de citoquinas,
proteasas y moléculas de adhesiéon que permiten al CTBev migrar e invadir el Utero
materno (Wallace et al. 2012). Las metaloproteasas y sus reguladores controlan
muchos aspectos de la funcién reproductiva, incluyendo el desarrollo folicular, la
ovulacion, la menstruacion, la implantacion y el parto. La regulacién de la actividad de
las metaloproteasas en la interfase materno-fetal es critica para el éxito de la
implantacion vy la placentacion. Las células trofoblasticas producen constitutivamente
metaloproteasas y es por esta razén que se las considera invasivas por naturaleza. Esta
bien caracterizada la expresion de MMP-2 y -9 en CTBev, donde se sabe que aumenta
durante las semanas 6 y 8 de gestacidn, sugiriendo que estas proteinas regulan la

invasion trofoblastica (Zhu et al. 2012).

En células Swan-71 se ha reportado la expresion de MMP-2 y -9 (Fraccaroli et
al. 2011, Furmento et al. 2014) y debido al papel fundamental de dichas
metaloproteasas durante la placentacién decidimos investigar si leptina posee algin

efecto regulatorio sobre las mismas. Mediante ensayos de real time RT-PCR
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encontramos que leptina estimula de manera dosis dependiente la expresion de MMP-
2 y por medio de zimografias hallamos que leptina también incrementa su actividad.
Evaluamos luego la actividad de MMP-9 y en este caso pudimos detectar tanto a la
proteasa activa como a su precursor y en ambos casos pareceria observarse una
regulacién positiva por parte de leptina. Diversos trabajos estudiaron una posible
regulacién de las metaloproteasas por leptina en células trofoblasticas: en células
BeWo leptina disminuye la expresidon de TIMP1 sin modificar la actividad de MMP-9 (Jo
et al. 2015), en células HTR8 se encontrd que leptina aumenta la expresiéon de MMP-14
(Wang et al. 2014), en células JEG-3 hallaron que IL-1 aumenta la actividad de MMP-2 y
-9 y que dicho aumento estaria mediado por leptina (Fontana et al. 2010) y en CTBev
leptina aumenta de manera dosis dependiente la secrecion de MMP-2 y -9 (Castellucci
et al. 2000). Nuestros hallazgos nos permiten comenzar a dilucidar uno de los posibles

mecanismos por el cual leptina promueve la invasion de células Swan-71.

En los CTBev se produce un cambio en la expresion de las moléculas de
adhesién, posibilitando la invasion y el reemplazo de las células endoteliales de las
arterias espirales uterinas. Este cambio de expresion se caracteriza por un aumento de
las integrinas alPfl y a5B1, PE-CAM1, VCAM-1 y una disminucidon de E-cadherina y
conexina-40 (Wallace et al. 2012). La E-cadherina es un mediador clave para la
adhesion entre células en tejidos epiteliales y su pérdida se asocia con el
debilitamiento de la adhesién entre células, fendmeno que constituye un paso crucial
en el proceso de TEM, donde las células adquieren un fenotipo invasivo. Este proceso
suele asociarse con células tumorales, aunque también es necesaria durante la
embriogénesis, el desarrollo de érganos y para la reparacion de heridas (Canel et al.
2013). Mds aun, en la placenta, la diferenciacién de CTB a CTBev esta mediada por una

TEM (DaSilva-Arnold et al. 2015).

La modulacién de los niveles de E-cadherina es critica durante el proceso de
invasion, por esta razon nos resultd interesante investigar si leptina modula su
expresion en células Swan-71. Mediante experimentos de real time RT-PCR y Western
blot encontramos que leptina reduce la expresién de E-cadherina, por lo tanto estaria
promoviendo la disminucion de la adhesion entre las células y la adquisicion de un

fenotipo invasivo. En distintas patologias asociadas al embarazo se ha encontrado una
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expresion aberrante de E-cadherina en los trofoblastos (Shu et al. 2013, Duzyj et al.
2015), sugiriendo la importancia de la regulacién de esta molécula para el correcto
desarrollo placentario. En este sentido la correlacién que evidenciamos entre leptina 'y
E-cadherina podria ser util para ayudar con el diagndstico temprano de patologias
asociadas al embarazo. Jo y colaboradores encontraron que leptina disminuye los
niveles de ARNm de E-cadherina en células BeWo tratadas con leptina (Jo et al. 2015),

hallazgo que respalda nuestros resultados.

Dado que encontramos que leptina disminuye los niveles de E-cadherina y que
esta es una proteina fundamental en la TEM nos interesd investigar si los efectos de
leptina aportarian a la TEM trofoblastica. Se conoce que la TEM suele ser un proceso
irreversible y basandonos en este antecedente decidimos evaluar si el efecto de
leptina es reversible. Para ello las células se trataron con leptina durante 24 horas, se
cambié el medio y se cultivaron 24 horas mds en ausencia de leptina. Al evaluar la
expresion de E-cadherina, encontramos que remover la leptina del medio genera el
restablecimiento de los niveles de E-cadherina, indicando que el efecto seria
reversible. A raiz de estos resultados planteamos que seria muy interesante evaluar si
el efecto de leptina sobre la expresion de E-cadherina es también reversible en lineas
celulares derivadas de coriocarcinoma o en cultivos primarios de trofoblastos
provenientes de placentas patoldgicas. Encontrar una respuesta a dicho interrogante
contribuiria con el avance sobre el conocimiento de las causas de patologias asociadas

a un aumento o disminucion de la capacidad de invasion de los trofoblastos.

Durante la adquisicion del fenotipo invasivo los trofoblastos experimentan un
cambio en la expresion de integrinas, donde se observa un incremento en la expresion
de alfBl1, a5B1, a4 y avP3 (Damsky et al. 1994, Wallace et al. 2012), siendo la
expresion de Integrina 1 uno de los principales inductores de la TEM (Yeh et al. 2012).
Quisimos entonces averiguar si leptina podia también modular la expresion de
Integrina B1 y hallamos que aumenta su expresion a nivel proteico, sin modificar los
niveles de ARNm. Este efecto sugiere que leptina seria capaz de regular la invasividad
de células Swan-71 favoreciendo la TEM. Para continuar, analizamos la posible
reversion de este efecto y encontramos que el efecto de leptina sobre Integrina B1 se

revierte en los casos que las células se trataron durante el primer dia con las dosis
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menores de leptina. Sin embargo, cuando las células se trataron con la dosis maxima
de leptina, el efecto perdura indicandonos que la accidon generada por 250 ng/ml de
leptina es capaz de sostenerse al menos durante 24 horas adicionales. En este sentido
seria interesante evaluar si el efecto continda siendo irreversible si se cultivan las

células en ausencia de leptina durante un tiempo mas prolongado.

Existen evidencias que indican que la protedlisis de E-cadherina genera
fragmentos capaces de promover el crecimiento, la supervivencia y la motilidad
celular. La escisién del dominio extracelular de E-cadherina puede ser catalizada por
distintas proteasas, incluyendo MMP-3, MMP-7, MMP-9 y MT1-MMP, y genera un
fragmento soluble (sE-cad) que actia como molécula de sefializaciéon autocrina vy
paracrina que favorece la motilidad y la invasion celular (David y Rajasekaran 2012).
Basandonos en dicho antecedente investigamos si el aumento de la capacidad de
invasion generado por leptina depende de la actividad de MMPs. Para responder a
dicho interrogante realizamos experimentos utilizando el inhibidor de metaloproteasas
GM6001. Encontramos que la actividad de metaloproteasas solubles mediaria la
regulacién de E-cadherina por leptina ya que se pierde el efecto de leptina en
presencia del inhibidor. Sin embargo el efecto de 50 y 100 ng/ml de leptina sobre
Integrina B1 no se perdid a pesar de la presencia del inhibidor, indicando que en este
caso la actividad de metaloproteasas no estaria involucrada. El tratamiento con 250
ng/ml de leptina aumento los niveles de Integrina B1, sin embargo nuestros resultados

indicarian que en este caso el efecto es irreversible y dependiente de metaloproteasas.

Mediante técnicas de biologia celular evaluamos la accién de leptina sobre Ia
migracion e invasidon de células Swan-71, encontrando que leptina favorece ambos
procesos. Luego, ahondamos en el estudio de los mecanismos moleculares
involucrados y hallamos que leptina es capaz de modular tanto la expresién como
actividad de MMPs vy alterar el equilibrio de proteinas de membrana plasmatica
involucradas con la interaccion con componentes de la MEC y la adhesién entre
células. A su vez, los resultados obtenidos nos ayudan a establecer un posible orden
temporal a los eventos desencadenados por leptina. Creemos que en primer lugar
leptina podria estar estimulando la expresién y actividad de MMPs que median el

efecto de supresion sobre E-cadherina. Paralelamente leptina inhibiria la induccién de
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E-cadherina e incrementaria los niveles de Integrina f1 de manera independiente a su
accion sobre MMPs. De esta manera logramos esclarecer parte de los mecanismos
involucrados en la regulacién de la invasién trofoblastica por leptina, sin embargo
estamos seguros que nuestros resultados representan sélo una aproximacion y que

todavia restan aclarar muchos mecanismos en los cuales participa la leptina.
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Leptina es una hormona conocida por estar involucrada en la regulacién de la
ingesta de alimentos y del balance energético del organismo. A su vez, es el factor mas
estudiado para poder explicar la asociacién entre la obesidad y la infertilidad y se ha
encontrado que su accidn es necesaria para el inicio de la pubertad (Mantzoros et al.
2000). Leptina y la isoforma larga de su receptor se expresan en el endometrio
sugiriendo un efecto autocrino y paracrino y, de esta manera, un papel durante la
implantacion (Kitawaki et al. 2000, Dos Santos et al. 2012). Asimismo, aunque el
embridn comienza a producir leptina en el estadio de blastocisto, se ha evidenciado la
presencia del ARNm del receptor de leptina en todos los estadios del desarrollo
embrionario; reforzando la hipdtesis de la participacion de leptina en el didlogo
embrion-endometrio durante el periodo preimplantatorio (Cervero et al. 2004). La
placenta humana también sintetiza leptina desde las primeras etapas de la gestacion,
advirtiendo que leptina no solo participaria de la regulacion del proceso
implantacional, sino también seria necesaria para la funcion placentaria permitiendo
asi el mantenimiento del desarrollo fetal y del embarazo. En este contexto
consideramos que profundizar el estudio del mecanismo de accién de leptina en
células placentarias contribuiria a una mejor comprension del didlogo materno-fetal

generado durante la gestacion.

Con la finalidad de estudiar los efectos desencadenados por leptina en células
placentarias se utilizé la linea celular citotrofoblastica Swan-71, modelo util para
evaluar la accion de leptina sobre los procesos de migracion e invasién por ser una
linea celular de primer trimestre. A su vez, se utilizaron también explantos de placenta
humana a término para estudiar las acciones de leptina sobre la supervivencia,

permitiéndonos evaluar su acciéon en un contexto mas fisiolégico.

En primer lugar encontramos que leptina estimularia la proliferacion de células
Swan-71. Evaluamos luego la accion de leptina sobre la supervivencia ante distintas
condiciones de injuria y encontramos que en todos los casos leptina se caracterizé por
poseer un rol protector de la apoptosis celular involucrando la via de p53. Estudiamos
luego los procesos de migracion e invasion celular y encontramos que leptina estimula
ambos procesos y a su vez genera un fenotipo de caracter invasivo ya que aumenté la

actividad y expresién de metaloproteasas, incrementd los niveles de Integrina Bl y
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disminuyd la expresion de E-cadherina. Por otro lado, demostramos que muchas de las

acciones bioldgicas de leptina estan mediadas por las vias de sefializacion de MEK/ERK

1/2 o PI3K/Akt.

Globalmente, los resultados obtenidos durante la realizacion de esta Tesis nos
permitieron profundizar el estudio de la accién de leptina en células trofoblasticas y
reforzar la hipotesis de la importancia de su participacion en procesos claves para el

desarrollo de un embarazo exitoso.
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