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RESUMEN	
  	
  
	
  
FACTORES	
  DE	
  TRANSCRIPCIÓN	
  Y	
  TRANSDUCCIÓN	
  DE	
  SEÑALES	
  INVOLUCRADOS	
  EN	
  LA	
  

INDUCCIÓN	
  DE	
  LEPTINA	
  POR	
  ESTRADIOL	
  EN	
  CÉLULAS	
  DE	
  PLACENTA	
  HUMANA.	
  
 
La	
   leptina	
  presenta	
  un	
  papel	
   importante	
  en	
   la	
   reproducción,	
  principalmente	
   se	
  ha	
  

sugerido	
   que	
   presenta	
   funciones	
   importantes	
   en	
   la	
   placenta	
   durante	
   la	
   gestación,	
  

donde	
   se	
  detectó	
   su	
   expresión	
  y	
   la	
  de	
   sus	
   receptores.	
  En	
  mujeres	
   embarazadas	
   el	
  

nivel	
   de	
   leptina	
   en	
   suero	
   aumenta	
   en	
   comparación	
   a	
   las	
   no	
   embarazadas,	
  

principalmente	
   durante	
   el	
   segundo	
   y	
   tercer	
   trimestre;	
   aún	
   antes	
   de	
   que	
   se	
  

incremente	
  el	
  tejido	
  adiposo.	
  

Originalmente	
  la	
  leptina,	
  proteína	
  de	
  16	
  kDa	
  codificada	
  por	
  el	
  gen	
  LEP,	
  fue	
  descripta	
  

como	
  una	
  molécula	
  producida	
  por	
  el	
  tejido	
  adiposo	
  involucrada	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  

metabolismo	
  al	
  nivel	
  central.	
  	
  

La	
  leptina	
  placentaria	
  podría	
  tener	
  efectos	
  sobre	
  el	
  crecimiento,	
  la	
  angiogénesis	
  y	
  la	
  

inmunomodulación	
  afectando	
  tanto	
  funciones	
  maternas	
  como	
  fetales.	
  	
  

En	
  este	
  trabajo,	
  se	
  analizó	
  el	
  efecto	
  del	
  17β-­‐estradiol	
  (E2)	
  y	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  y	
  

factores	
   de	
   transcripción	
   involucrados,	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
  

placenta	
   humana	
   utilizando	
   dos	
   modelos	
   experimentales,	
   la	
   línea	
   celular	
   BeWo,	
  

derivada	
  de	
  coriocarcinoma,	
  y	
  explantos	
  de	
  placentas	
  normales	
  humanas	
  a	
  término.	
  

Al	
  analizar	
   la	
   importancia	
  del	
   factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   mediada	
   por	
   estradiol,	
   pudimos	
   demostrar	
   que	
   la	
  

sobreexpresión	
  de	
  este	
   factor	
   incrementa	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  determinada	
  por	
  

Western	
   blot.	
   Más	
   aún	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   un	
   vector	
   de	
   expresión	
   para	
   Sp1	
  

incrementa	
  tanto	
  la	
  actividad	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  como	
  la	
  inducida	
  por	
  E2.	
  	
  

Específicamente	
   aumenta	
   la	
   actividad	
   de	
   la	
   región	
   del	
   promotor	
   de	
   leptina	
  

comprendida	
   entre	
   -­‐1951	
   y	
   -­‐1887pb	
   que	
   contiene	
   al	
   “enhancer”	
   placentario	
   de	
  

leptina	
  (PLE).	
   	
  Estos	
  resultados	
  fueron	
  confirmados	
  al	
  utilizar	
  un	
  inhibidor	
  de	
  Sp1,	
  

el	
  ácido	
  betulínico.	
  En	
  estos	
  experimentos	
  se	
  pierde	
  el	
  efecto	
  inductor	
  de	
  Sp1	
  sobre	
  

la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria.	
   La	
   acción	
   ejercida	
   por	
   este	
   factor	
   de	
  

transcripción	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   es	
   dependiente	
   de	
   ERα	
   ya	
   que	
   en	
   las	
  

células	
  que	
  expresan	
  un	
  siRNA	
  contra	
  este	
  receptor	
   	
   la	
  sobreexpresión	
  de	
   	
  Sp1	
  no	
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tiene	
   efecto	
   alguno	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina.	
   Además	
   al	
   utilizar	
   un	
   vector	
  

reportero	
  que	
  contiene	
  el	
  sitio	
  halfERE	
  mutado,	
  la	
  acción	
  de	
  Sp1	
  parecería	
  anularse.	
  

Por	
  otro	
  lado	
  al	
  utilizar	
  un	
  vector	
  que	
  presenta	
  el	
  promotor	
  de	
  leptina	
  con	
  el	
  sitio	
  de	
  

unión	
   para	
   Sp1	
   mutado,	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   ERα	
   no	
   es	
   capaz	
   de	
   inducir	
   la	
  

expresión	
  de	
   leptina.	
  Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  es	
  necesario	
  que	
  se	
  encuentre	
  

intacto	
   el	
   sitio	
   de	
   Sp1	
   para	
   que	
   se	
   pueda	
   evidenciar	
   el	
   efecto	
   de	
   ERα	
   sobre	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
  

Además	
  se	
  evalúo	
  la	
  posible	
  interacción	
  de	
  ERα	
  y	
  Sp1	
  por	
  inmunoprecipitación.	
  Se	
  

demostró	
   que	
   hay	
   interacción	
   entre	
   ambas	
   proteínas,	
   ya	
   que	
   al	
   inmunoprecipitar	
  

ERα,	
   se	
   puede	
   evidenciar	
   la	
   presencia	
   de	
   Sp1	
   en	
   el	
   inmunoprecipitado,	
   y	
   al	
  

inmunoprecipitar	
   Sp1	
   se	
   puede	
   observar	
   ERα	
   en	
   el	
   inmunoprecipitado.	
   Lo	
   que	
  

sugiere	
  que	
  habría	
  un	
  efecto	
  cooperativo	
  entre	
  ambos	
  factores	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  

expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  placentaria.	
  

El	
  antagonista	
  estrogénico,	
  	
  ICI	
  182,780	
  no	
  generó	
  inhibición	
  alguna	
  sobre	
  	
  el	
  efecto	
  

del	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria,	
   lo	
  que	
  sugeriría	
  que	
  la	
  inducción	
  

de	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  no	
  estaría	
  siendo	
  afectada	
  por	
  el	
  inhibidor	
  ICI	
  

182,780.	
  

Encontramos	
  también	
  que	
  la	
  expresión	
  basal	
  e	
  inducida	
  por	
  	
  E2	
  se	
  ve	
  disminuida	
  con	
  

el	
   tratamiento	
   con	
   el	
   inhibidor	
   del	
   factor	
   NFκB,	
   sulfasalazina,	
   sugiriendo	
   la	
  

participación	
  de	
  los	
  dímeros	
  del	
  NFκB	
  en	
  los	
  efectos	
  regulatorios	
  de	
  dicho	
  esteroide.	
  

A	
  través	
  de	
  transfecciones	
  transitorias	
  hemos	
  observado	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  la	
  

subunidad	
  p65	
  (Rel-­‐A)	
  aumenta	
  la	
  actividad	
  transcripcional	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  

leptina	
   y	
   por	
   otro	
   lado	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   Rel-­‐A	
   en	
   las	
   células	
   BeWo-­‐Sh2,	
   que	
  

poseen	
   los	
   niveles	
   de	
   ERα	
   disminuidos	
   por	
   la	
   estrategia	
   de	
   siRNA,	
   produce	
   una	
  

marcada	
  	
  disminución	
  de	
  la	
  actividad	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina,	
  sugiriendo	
  que	
  

el	
  efecto	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  p65	
  sobre	
  el	
  nivel	
  basal	
  de	
  actividad	
  del	
  reportero	
  

sería	
   dependiente	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   ERα ya	
   que	
   al	
   disminuir	
   los	
   niveles	
   de	
   este	
  

receptor	
   el	
   efecto	
   de	
   p65	
   se	
   suprime.	
   Por	
   otro	
   lado	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   p65	
   no	
  

estaría	
  afectando	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  mediada	
  por	
  E2	
  en	
  presencia	
  o	
  ausencia	
  de	
  

ERα.	
  

Se	
  ha	
  evaluado	
  también	
  la	
  presencia	
  y	
  localización	
  de	
  ERα	
  y	
  la	
  subunidad	
  p65	
  en	
  las	
  

células	
   BeWo,	
   por	
   ensayo	
   de	
   inmunofluorescencia	
   y	
   su	
   posible	
   interacción	
   por	
  

coinmunoprecipitación.	
   Hemos	
   encontrado	
   que	
   ambas	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
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localizadas	
   en	
   el	
   citoplasma	
   y	
   cuando	
   son	
   sobreexpresadas	
  migran	
   al	
   núcleo.	
   Por	
  

otro	
  lado	
  determinamos	
  que	
  en	
  las	
  células	
  BeWo	
  	
  estos	
  dos	
  factores	
  de	
  transcripción	
  

estarían	
  interactuando,	
  ya	
  que	
  al	
  inmunoprecipitar	
  ERα,	
  se	
  pudo	
  observar	
  p65	
  en	
  el	
  

inmunoprecipitado.	
  	
  Lo	
  que	
  sugiere	
  que	
  existiría	
  un	
  efecto	
  cooperativo	
  entre	
  el	
  ERα	
  

y	
  el	
  NFκB.	
  

Hemos	
   observado	
   que	
   el	
   incremento	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   por	
   estradiol	
   en	
  

células	
  BeWo	
  depende	
  de	
  la	
   integridad	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  mediada	
  por	
  PKA,	
  

debido	
  a	
  que	
  tratando	
  a	
   las	
  células	
  con	
   inhibidores	
  de	
  ésta	
  vía,	
  H89	
  y	
  SQ22536	
  se	
  

produce	
  una	
  disminución	
  de	
  su	
  efecto.	
  	
  También	
  observamos	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  

de	
  mutantes	
  dominantes	
  negativas	
  para	
   el	
   factor	
  de	
   transcripción	
  CREB	
  anulan	
  el	
  

efecto	
   de	
   estradiol	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria.	
   Por	
   otro	
   lado	
   la	
  

sobreexpresión	
  de	
  CBP,	
  produce	
  una	
  estimulación	
  del	
  efecto	
   inductor	
  de	
  estradiol,	
  

mientras	
   que	
   la	
   sobreexpresión	
   con	
  HDAC,	
   una	
   deacetilasa	
   de	
   histonas,	
   genera	
   el	
  

efecto	
  contrario.	
  El	
  tratamiento	
  con	
  tricostatina	
  A	
  (TSA),	
  un	
  inhibidor	
  de	
  la	
  actividad	
  

acetiltransferasa,	
  contrarresta	
  el	
  efecto	
  de	
  HDAC-­‐1.	
  Esto	
  indicaría	
  que	
  la	
  regulación	
  

de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   por	
   estradiol	
   sería	
   un	
   proceso	
   multifactorial	
   que	
  

involucraría	
   la	
   activación	
  de	
   la	
   vía	
  de	
   señalización	
  de	
  PKA	
  y	
   la	
  modificación	
  de	
   la	
  

acetilación	
  de	
  histonas.	
  

Los	
   resultados	
  obtenidos	
   contribuyen	
  a	
  mejorar	
   la	
   compresión	
  de	
   la	
   expresión	
  de	
  

leptina	
   en	
   la	
   placenta	
   humana	
   así	
   como	
   las	
   vías	
   de	
   señalización	
   y	
   factores	
   de	
  

transcripción	
  que	
  actúan	
  en	
  la	
  acción	
  del	
  E2	
  	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  misma.	
  

 
	
  

	
  

	
  

	
  

Palabras	
  claves:	
  Leptina,	
  estradiol,	
  placenta,	
  Sp1,	
  NFκB,	
  vía	
  de	
  señalización	
  de	
  PKA,	
  

acetilación	
  de	
  histonas.	
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ABSTRACT	
  
	
  

TRANSCRIPTION	
  AND	
  SIGNAL	
  TRANSDUCTION	
  FACTORS	
  INVOLVED	
  IN	
  ESTRADIOL	
  
INDUCTION	
  OF	
  LEPTIN	
  EXPRESSION	
  IN	
  HUMAN	
  PLACENTAL	
  CELLS	
  

	
  
	
  

Leptin	
   plays	
   an	
   important	
   role	
   in	
   reproduction,	
   mainly,	
   it	
   has	
   been	
   suggested	
   to	
  

have	
   functions	
   in	
   the	
  placenta	
  during	
  gestation,	
  where	
   leptin	
  and	
   leptin	
   receptors	
  

expression	
  were	
  detected.	
   In	
   pregnant	
  women	
   the	
   level	
   of	
   serum	
   leptin	
   increases	
  

compared	
  to	
  non-­‐pregnant	
  women,	
  mainly	
  during	
  second	
  and	
  third	
  trimesters,	
  even	
  

before	
  the	
  adipose	
  tissue	
  is	
  increased.	
  	
  

Originally	
  leptin,	
  a	
  16,000	
  MW	
  protein	
  product	
  of	
  the	
  LEP	
  gen,	
  was	
  described	
  as	
  an	
  

adipocyte-­‐derived	
  signaling	
  molecule	
  for	
  the	
  central	
  control	
  of	
  metabolism.	
  

Leptin	
  may	
  have	
  effects	
  on	
  growth,	
  angiogenesis	
  and	
   immunomodulation	
  affecting	
  

both	
  maternal	
  and	
  fetal	
  functions.	
  	
  

In	
  the	
  present	
  work,	
  we	
  analyzed	
  the	
  mechanism	
  of	
  action	
  of	
  17β-­‐estradiol	
  (E2)	
  on	
  

the	
  expression	
  of	
  leptin	
  in	
  the	
  human	
  placenta.	
  In	
  particular	
  the	
  signaling	
  pathways	
  

and	
  transcription	
  factors	
  involved	
  were	
  studied	
  using	
  two	
  experimental	
  models,	
  the	
  

BeWo	
  cells	
  line,	
  derived	
  from	
  choriocarcinoma,	
  and	
  placental	
  explants	
  from	
  normal	
  

human	
  placenta	
  at	
  term.	
  

From	
   an	
   in	
   silico	
   analysis	
   of	
   the	
   leptin	
   promoter	
   potential	
   binding	
   sites	
   for	
  

transcription	
   factor	
   CREB,	
   NFκB	
   and	
   Sp1,	
   were	
   determined	
   as	
   well	
   as	
   estrogen	
  

responsive	
  elements	
  (ERE	
  and	
  half	
  ERE).	
  	
  

When	
   analysing	
   the	
   importance	
   of	
   the	
   transcription	
   factor	
   Sp1	
   on	
   estradiol	
  

mediated	
   leptin	
   expression,	
  we	
   could	
  demonstrate	
   that	
   the	
  overexpression	
  of	
   this	
  

factor	
  increases	
  leptin	
  expression	
  determined	
  by	
  Western	
  Blot	
  

Moreover	
   the	
   overexpression	
   of	
   Sp1	
   increases	
   basal	
   and	
   estradiol	
   induced	
   leptin	
  

expression.	
  Specifically,	
  Sp1	
  activity	
  increases	
  leptin	
  promoter	
  transcription	
  when	
  a	
  

construction	
   containing	
   the	
   promoter	
   region	
   between	
   -­‐1951	
   and	
   -­‐1887	
   bp	
  

containing	
   the	
   placental	
   leptin	
   enhancer	
  was	
   used.	
   These	
   results	
  were	
   confirmed	
  

using	
  a	
  Sp1	
  inhibitor,	
  the	
  butilinic	
  acid.	
  In	
  these	
  experiments	
  the	
  Sp1	
  inductive	
  effect	
  

on	
  leptin	
  expression	
  was	
  lost.	
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We	
  have	
  determined	
  that	
  the	
  overexpression	
  of	
  Sp1	
  and	
  ERα	
  has	
  a	
  synergistic	
  effect	
  

on	
  leptin	
  expression.	
  We	
  also	
  observed	
  that	
  Sp1	
  transcription	
  factor	
  inductive	
  effect	
  

on	
  leptin	
  expression	
  is	
  abolished	
  in	
  BeWo-­‐Sh2	
  cells,	
  expressing	
  a	
  siRNA	
  against	
  ERα.	
  

Moreover,	
   the	
   ERα	
   inducing	
   effect	
   on	
   leptin	
   expression	
   is	
   lost	
   when	
   a	
   construct	
  

containing	
  a	
  mutated	
  Sp1	
  biding	
  site	
  is	
  used.	
  Suggesting	
  that	
  it	
  is	
  necessary	
  an	
  intact	
  

Sp1	
  site	
  in	
  order	
  to	
  evidence	
  ERα	
  effect	
  on	
  placental	
  leptin	
  expression.	
  On	
  the	
  other	
  

side,	
  when	
  using	
  a	
  reporter	
  vector	
  containing	
  a	
  mutated	
  half	
  ERE	
  site,	
  Sp1	
  inductive	
  

effect	
  on	
  leptin	
  expression	
  was	
  abolished.	
  These	
  results	
  together	
  indicate	
  that	
  there	
  

would	
  be	
   a	
   joint	
   action	
  between	
   the	
   transcription	
   factor	
   Sp1	
   and	
  ERα	
   that	
  would	
  

regulate	
  the	
  expression	
  of	
  placental	
  leptin.	
  	
  	
  

In	
   addition,	
   the	
   possible	
   interaction	
   of	
   ERα	
   and	
   Sp1	
   was	
   evaluated	
   by	
  

immunoprecipitation.	
  It	
  was	
  demonstrated	
  that	
  there	
  is	
  an	
  interaction	
  between	
  both	
  

proteins,	
   as	
   in	
   the	
   immunoprecipitate	
   of	
   ERα,	
   Sp1	
   can	
   be	
   revealed	
   and	
   viceversa.	
  

These	
  results	
  suggest	
  that	
  there	
  would	
  be	
  a	
  cooperative	
  effect	
  between	
  both	
  factors	
  

in	
  inducing	
  the	
  expression	
  of	
  placental	
  leptin.	
  

However,	
  the	
  estrogenic	
  antagonist,	
  ICI	
  182,780	
  did	
  not	
  generate	
  any	
  inhibition	
  on	
  

Sp1	
   effect	
   on	
   leptin	
   placental	
   expression,	
  which	
  would	
   suggest	
   that	
   Sp1	
   effect	
   on	
  

leptin	
  induction	
  is	
  ICI	
  182,780	
  insensitive.	
  

Studying	
  the	
  influence	
  of	
  the	
  transcription	
  factor	
  NFκB	
  on	
  leptin	
  expression,	
  we	
  find	
  

that	
  basal	
  and	
   induced	
   leptin	
  expression	
   is	
  diminished	
  by	
  sulfasalazine	
   treatment,	
  

an	
  inhibitor	
  of	
  the	
  Iκκ.	
  These	
  results	
  suggest	
  the	
  participation	
  of	
  NFκB	
  dimers	
  in	
  the	
  

regulatory	
  effects	
  of	
  this	
  steroid.	
  	
  

Through	
  transient	
  transection	
  analysis	
  we	
  have	
  observed	
  that	
  the	
  overexpression	
  of	
  

p65	
  subunit	
   (Rel-­‐A)	
   increases	
  basal	
   transcriptional	
  activity	
  of	
   leptin	
  promoter.	
  On	
  

the	
   other	
   hand	
   the	
   overexpression	
   of	
   p65	
   subunit	
   in	
   BeWo-­‐Sh2	
   cells	
   that	
   have	
  

diminished	
   ERα	
   levels	
   by	
   siRNA	
   strategy,	
   produces	
   a	
   significant	
   decrease	
   both	
   in	
  

basal	
   leptin	
   promoter	
   activity.	
   These	
   results	
   suggest	
   that	
   the	
   effect	
   of	
   p65	
  

overexpression	
  is	
  ERα	
  dependent	
  as	
  it	
  is	
  suppressed	
  when	
  ERα	
  is	
  downregulated.	
  

The	
  overexpression	
  of	
  p65would	
  not	
  be	
  affecting	
  estradiol	
  leptin	
  induction	
  neither	
  

in	
  the	
  presence	
  or	
  the	
  absence	
  of	
  ERα.	
  

The	
   presence	
   and	
   subcellular	
   localization	
   of	
   ERα	
   and	
   p65	
   subunit	
   have	
   been	
  

evaluated	
   in	
  BeWo	
  cells	
  by	
   immunofluorescence	
  assay.	
   	
  Their	
  possible	
   interaction	
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was	
   assessed	
   by	
   coimmunoprecipitation.	
   We	
   have	
   found	
   that	
   both	
   proteins	
   are	
  

located	
   in	
   the	
   cytoplasm	
   and	
   when	
   they	
   are	
   overexpressed,	
   they	
   migrate	
   to	
   the	
  

nucleus.	
  On	
  the	
  other	
  hand	
  they	
  probably	
  interact	
  forming	
  a	
  complex	
  as	
  p65	
  could	
  

be	
  revealed	
  in	
  ERα	
  immunoprecipitate.	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  there	
  would	
  be	
  a	
  

cooperative	
  effect	
  between	
  ERα	
  and	
  NFκB.	
  

It	
  was	
  evidenced	
  that	
  estradiol	
  effect	
  on	
  placental	
  leptin	
  expression	
  is	
  dependent	
  on	
  

PKA	
   signal	
   transduction	
   pathway	
   integrity.	
  We	
   observed	
   that	
   treatment	
   with	
   the	
  

pharmacological	
  inhibitors	
  H89	
  and	
  SQ22536	
  diminished	
  estradiol	
  leptin	
  induction.	
  

We	
   determined	
   that	
   the	
   overexpression	
   of	
   dominant	
   negative	
   CREB	
  mutants	
   also	
  

diminished	
  estradiol	
  effect	
  on	
  placental	
  leptin	
  induction.	
  	
  

On	
   the	
   other	
   hand,	
   the	
   overexpression	
  of	
   CBP	
  produces	
   a	
   stimulation	
   of	
   estradiol	
  

inducing	
   effect,	
   whereas	
   the	
   overexpression	
   with	
   HDAC-­‐1,	
   a	
   histone	
   deacetylase,	
  

generates	
   the	
   opposite	
   effect.	
   Also	
   the	
   treatment	
   with	
   tricostastin	
   A	
   (TSA),	
   a	
  

deacetylase	
   inhibitor,	
  counteracts	
   the	
  effect	
  of	
  HDAC-­‐1.	
  These	
  results	
   indicate	
   that	
  

estradiol	
  leptin	
  expression	
  regulation	
  would	
  be	
  a	
  multifactorial	
  process	
  that	
  would	
  

involve	
  the	
  activation	
  of	
  the	
  cAMP	
  signaling	
  pathway	
  and	
  possibly	
  the	
  modification	
  

of	
  histone	
  acetylation.	
  

The	
  results	
  obtained	
  contribute	
  to	
  increase	
  the	
  understanding	
  of	
  the	
  mechanisms	
  of	
  

leptin	
  expression	
  regulation	
  in	
  human	
  placenta	
  as	
  well	
  as	
  the	
  signaling	
  pathway	
  and	
  

transcription	
  factors	
  that	
  act	
  on	
  estradiol	
  leptin	
  expression	
  regulation.	
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Parte	
  de	
  los	
  resultados	
  que	
  se	
  incluyen	
  en	
  la	
  siguiente	
  Tesis	
  fueron	
  publicados	
  en:	
  	
  

	
  

• Sp1	
   transcription	
   factor	
   is	
   a	
   modulator	
   of	
   estradiol	
   leptin	
   induction	
   in	
  

placental	
  cells.	
  Malena	
  Schanton;	
  Julieta	
  Maymó;	
  Antonio	
  Pérez-­‐Pérez;	
  Yésica	
  

Gambino;	
  Bernardo	
  Maskin;	
   José	
  Luis	
  Dueñas,	
  Víctor	
   Sánchez-­‐Margalet	
   and	
  

Cecilia	
  Varone.	
  (2017)	
  Placenta	
  57:	
  152-­‐162	
  	
  

• Involvement	
   of	
   leptin	
   in	
   the	
   molecular	
   physiology	
   of	
   the	
   placenta.	
   Malena	
  

Schanton;	
  Julieta	
  Maymó;	
  Antonio	
  Pérez-­‐Pérez;	
  Víctor	
  Sánchez-­‐Margalet	
  and	
  

Cecilia	
  Varone.	
  (2018)	
  Reproduction	
  Jan;155(1):R1-­‐R12	
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ABREVIATURAS	
  
AB:	
  ácido	
  betulínico	
  

ADN:	
  ácido	
  desoxirribonucleico	
  	
  

AFI:	
  solución	
  de	
  bloqueo	
  de	
  inmunofluorescencia	
  

ARN:	
  ácido	
  ribonucleico	
  	
  

AMPc:	
  adenosina-­‐3’,5’-­‐monofosfato	
  cíclica	
  

AP-­‐1:	
  proteína	
  activadora	
  1	
  

ARNm:	
  ácido	
  ribonucleico	
  mensajero	
  

AZA:	
  agente	
  demetilante	
  5´-­‐2´dexcitidina	
  

BSA:	
  seroalbúmina	
  bovina	
  

CBP:	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
  CREB	
  

Chip:	
  inmunoprecipitación	
  de	
  la	
  cromatina	
  	
  

CRE:	
  elemento	
  de	
  respuesta	
  a	
  AMPc	
  

CREB:	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
  elementos	
  de	
  respuesta	
  a	
  AMPc	
  

CRH:	
  hormona	
  liberadora	
  de	
  corticotrofina	
  

COX:	
  cicloxigenasa	
  

DMEM:	
  Dulbecco	
  modified	
  Eagle	
  medium	
  (medio	
  de	
  crecimiento	
  celular)	
  

DGM:	
  diabetes	
  miellitus	
  gestacional	
  

DMSO:	
  dimetilsulfóxido	
  

E2:	
  17-­‐βestradiol	
  

ERE:	
  elemento	
  de	
  respuesta	
  a	
  estrógenos	
  

ERK:	
  qinasa	
  regulada	
  por	
  señalización	
  extracelular	
  

ERs:	
  receptor	
  de	
  estrógenos	
  

ESCs:	
  células	
  endometriales	
  estromales	
  

ETGS:	
  enfermedades	
  trofoblásticas	
  gestacionales	
  

EVT:	
  citotrofoblasto	
  extravelloso	
  

FSH:	
  hormona	
  folículo	
  estimulante	
  

GR:	
  receptor	
  de	
  glucocorticoide	
  	
  

GRE:	
  elemento	
  de	
  respuesta	
  a	
  glucocorticoides	
  	
  

GnRH:	
  hormona	
  liberadora	
  de	
  gonadotrofina	
  

hCG:	
  gonadotrofina	
  coriónica	
  humana	
  	
  

HATs:	
  histonas	
  acetilasas	
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HDACs:	
  histonas	
  deacetilasas	
  

hLP:	
  lactógeno	
  placentaria	
  humana	
  

IGFBP-­‐1:	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  insulínico	
  tipo	
  1	
  	
  

LEP:	
  leptina	
  

LEP-­‐R:	
  receptor	
  de	
  leptina	
  

LH:	
  hormona	
  luteinizante	
  	
  

MAPK:	
  proteína	
  quinasa	
  activada	
  por	
  mitógenos	
  

ME:	
  matriz	
  extracelular	
  

MCI:	
  macizo	
  celular	
  interno	
  

MIF:	
  factor	
  inhibidor	
  de	
  la	
  migración	
  de	
  macrófagos	
  

MMPs:	
  metaloproteinasas	
  

NF-­‐IL6:	
  factor	
  nuclear	
  interleuquina	
  6	
  

NFκB:	
  factor	
  nuclear	
  kappa	
  B	
  

O.N.	
  :	
  over	
  nigth	
  

P4:	
  progesterona	
  

PE:	
  preeclampsia	
  

PI3K:	
  fosfoinositol-­‐3-­‐kinasa	
  

PKA:	
  proteína-­‐kinasa	
  A	
  

PKI:	
  dominante	
  negativa	
  de	
  la	
  subunidad	
  regulatoria	
  de	
  PKA	
  

PLE:	
  enhancer	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  

PRL:	
  prolactina	
  

qRT-­‐PCR:	
  RT-­‐PCR	
  cuantitativa	
  

SFB:	
  suero	
  fetal	
  bobino	
  

Sp1:	
  proteína	
  estimulante	
  1	
  

TAFs:	
  factores	
  asociados	
  a	
  TBP	
  

TBP:	
  proteína	
  de	
  unión	
  TATA	
  

TIMPS:	
  inhibidor	
  tisular	
  de	
  metaloproteinasas	
  

TSA:	
  tricostatina	
  A	
  

u.a:	
  unidades	
  arbitrarias	
  	
  

VEGF:	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  vascular	
  endotelial	
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Implantación	
  y	
  placentación	
  

Pre	
  implantación	
  

La	
  reproducción	
  permite	
  la	
  	
  formación	
  de	
  nuevos	
  individuos,	
  asegurando	
  así	
  

la	
  continuidad	
  de	
  la	
  especie.	
  De	
  esta	
  manera	
  se	
  pasan	
  de	
  una	
  generación	
  a	
  la	
  otra,	
  las	
  

características	
  heredables,	
  ancestrales	
  y	
  recientes	
  de	
  los	
  progenitores.	
  	
  	
  

La	
  fecundación	
  se	
  produce	
  cuando	
  se	
  fusiona	
  un	
  espermatozoide	
  y	
  un	
  óvulo.	
  En	
  los	
  

humanos	
   la	
   fecundación	
  es	
   interna,	
   se	
  produce	
  dentro	
  del	
   tracto	
  genital	
   femenino	
  

[1].	
  Normalmente	
  ocurre	
  en	
  las	
  trompa	
  de	
  falopio	
  dentro	
  de	
  las	
  24	
  o	
  48	
  horas	
  luego	
  

de	
   la	
  ovulación	
  femenina,	
  y	
  es	
   la	
  etapa	
  inicial	
  del	
  desarrollo	
  del	
  óvulo	
  fertilizado	
  o	
  

cigoto	
  envuelto	
  por	
  la	
  zona	
  pelúcida	
  [2].	
  

Las	
  divisiones	
  que	
  ocurren	
  después	
  de	
   la	
   fecundación	
  se	
  denominan	
  divisiones	
  de	
  

segmentación,	
   éstas	
   transcurren	
  de	
   forma	
  exponencial,	
   4,	
   8,	
   16	
   células	
  de	
  manera	
  

que	
  al	
  final	
  se	
  forma	
  una	
  aglomeración	
  de	
  células	
  del	
  mismo	
  tipo	
  (blastómeros),	
  esta	
  

estructura	
   es	
   denominada	
   mórula.	
   Estas	
   divisiones	
   de	
   segmentación	
   ocurren	
  

durante	
  la	
  migración	
  del	
  embrión	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  trompa	
  uterina	
  (Figura	
  I1).	
  Aún	
  el	
  

embrión	
  se	
  encuentra	
  dentro	
  de	
  la	
  zona	
  pelúcida,	
  que	
  actúa	
  de	
  protección	
  [3].	
  

Posteriormente	
  tiene	
   lugar	
   la	
  primera	
  etapa	
  de	
  diferenciación	
  celular	
  generándose	
  

el	
   blastocisto.	
   Los	
   elementos	
   centrales	
   de	
   blastocisto	
   constituyen	
   la	
   masa	
   celular	
  

interna	
   y	
   la	
   capa	
   circundante	
   de	
   células	
   trofoblásticas.	
   La	
   masa	
   celular	
   interna	
  

formará	
  principalmente	
  los	
  tejidos	
  internos	
  del	
  embrión	
  y	
  las	
  células	
  trofoblásticas	
  

que	
  luego	
  formarán	
  la	
  placenta	
  [4].	
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Figura	
   I1:	
   Etapas	
   tempranas	
   hasta	
   la	
   formación	
   del	
   blastocisto.	
   Luego	
   de	
   la	
  

fecundación	
  en	
  las	
  trompa	
  de	
  Falopio,	
  el	
  embrión	
  sufre	
  varias	
  divisiones	
  mitóticas	
  hasta	
  

que	
  se	
  forma	
  la	
  mórula.	
  En	
  el	
  camino	
  que	
  transcurre	
  hasta	
  el	
  lumen	
  uterino,	
  el	
  embrión	
  

se	
  convierte	
  en	
  blastocisto.	
  	
  

Implantación	
  

La	
  implantación	
  del	
  embrión	
  humano	
  es	
  el	
  proceso	
  por	
  el	
  cual	
  el	
  embrión	
  se	
  

ancla	
  al	
  endometrio.	
  Requiere	
  de	
  un	
  “diálogo”	
  entre	
  dos	
  organismos	
  con	
  diferentes	
  

dotación	
  inmunológica	
  y	
  genética:	
  el	
  embrión	
  y	
  la	
  madre.	
  Puede	
  ocurrir	
  entre	
  los	
  6	
  y	
  

los	
  10	
  días	
  después	
  de	
  la	
  ovulación	
  [1].	
  

Ocurre	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   decidualización	
   del	
   epitelio	
   del	
   útero	
   y	
   la	
   penetración	
   de	
   su	
  

membrana	
   basal	
   mediante	
   la	
   acción	
   de	
   enzimas	
   proteolíticas,	
   como	
   las	
  

metaloproteinasas,	
  entre	
  otros	
  mecanismos.	
  

La	
   implantación	
   siempre	
   sucede	
  del	
   lado	
  del	
  blastocisto	
  en	
  el	
  que	
   se	
   encuentra	
  el	
  

embrión,	
   el	
   embrioblasto.	
   Esto	
   sucede	
   en	
   un	
  momento	
   específico,	
   denominado	
   la	
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“ventana	
   de	
   implantación”,	
   que	
   tendría	
   lugar	
   entre	
   los	
   20	
   y	
   24	
   días	
   del	
   ciclo	
  

menstrual,	
   dependiendo	
   de	
   la	
   presencia	
   no	
   solo,	
   de	
   cambios	
   bioquímicos	
   y	
  

morfológicos	
  que	
  son	
  generados	
  en	
   la	
  pared	
  uterina,	
  por	
   señales	
  del	
   embrión	
  y	
  el	
  

trofoblasto,	
  sino	
  también	
  de	
  la	
  presencia	
  de	
  estrógenos	
  y	
  progesterona	
  [5].	
  

El	
  endometrio	
  sufre	
  un	
  proceso	
  llamado	
  decidualización	
  para	
  que	
  se	
  pueda	
  llevar	
  a	
  

cabo	
   la	
   implantación.	
   Luego	
   de	
   la	
   penetración	
   en	
   la	
   mucosa	
   uterina	
   las	
   células	
  

trofoblásticas	
   pierden	
   su	
  membrana	
   plasmática	
   y	
   forman	
   un	
   sincitio,	
   que	
   con	
   un	
  

ritmo	
   acelerado	
   se	
   extiende	
   por	
   la	
  mucosa	
   e	
   invade	
   todo	
   el	
   tejido	
   contiguo.	
   Este	
  

crecimiento	
   rápido,	
   generalizado,	
   progresivo	
   e	
   infiltrante	
   del	
   trofoblasto	
   no	
   solo	
  

remodela	
   el	
   estroma	
   de	
   la	
   mucosa	
   uterina	
   sino	
   también	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
  

maternos,	
  teniendo	
  semejanza	
  con	
  la	
  proliferación	
  de	
  un	
  tumor,	
  pero	
  se	
  diferencia	
  

de	
  éste	
  por	
  el	
  estricto	
  control	
  espacial	
  y	
  temporal	
  de	
  la	
  invasión[3].	
  

En	
   los	
   humanos,	
   	
   la	
   decidualización	
   comienza	
   en	
   la	
   fase	
   secretoria	
   del	
   ciclo	
  

menstrual	
   de	
   la	
   mujer.	
   Durante	
   el	
   embarazo	
   este	
   proceso	
   continúa,	
   formando	
   la	
  

placenta	
  [5].	
  

La	
   implantación	
   se	
   puede	
   dividir	
   en	
   tres	
   etapas,	
   la	
   aposición,	
   la	
   adhesión	
   y	
   la	
  

penetración	
  (Figura	
   I2).	
  La	
  aposición,	
  es	
   la	
  etapa	
  donde	
  las	
  células	
  del	
  trofoblasto	
  

se	
  colocan	
  cerca	
  del	
  epitelio	
  luminal.	
  Esta	
  etapa	
  se	
  encuentra	
  seguida	
  de	
  la	
  adhesión,	
  

donde	
  se	
  genera	
  una	
  unión	
  del	
  trofoblasto	
  con	
  el	
  epitelio	
  luminal	
  lo	
  suficientemente	
  

fuerte.	
  Por	
  último	
  la	
  etapa	
  es	
  la	
  penetración	
  que	
  involucra	
  la	
  invasión	
  de	
  trofoblasto	
  

en	
  el	
  epitelio	
  luminal	
  [6]	
  .	
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Figura	
  I2:	
  Estadios	
  del	
  proceso	
  de	
  implantación	
  de	
  un	
  blastocisto	
  humano.	
  	
  

	
  

Luego	
  del	
  contacto	
  con	
  el	
  epitelio	
  uterino,	
  el	
  trofoblasto	
  forma	
  un	
  sincitio	
  sin	
  límites	
  

celulares	
   que	
   invade	
   la	
  mucosa	
   del	
   útero.	
   Además	
   remodela	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
  

maternos	
   desarrollando	
   lagunas	
   en	
   las	
   que	
   fluye	
   la	
   sangre	
   materna	
   de	
   la	
   que	
   el	
  

trofoblasto,	
  ahora	
  llamado	
  sincitiotrofoblasto,	
  puede	
  extraer	
  sustancias	
  nutritivas	
  y	
  

oxígeno.	
  La	
  parte	
  más	
  interna	
  del	
  trofoblasto	
  no	
  forma	
  un	
  sincitio	
  sino	
  que	
  conserva	
  

su	
  estructura	
  y	
  se	
  denomina	
  citotrofoblasto,	
  el	
  cual	
  es	
  un	
  tejido	
  el	
  cual	
  presenta	
  un	
  

crecimiento	
   acelerado	
   debido	
   a	
   sus	
   divisiones	
   rápidas	
   y	
   sucesivas,	
   que	
   en	
   la	
  

periferia	
  forman	
  nuevos	
  sincitios	
  [3]	
  (Figura	
  I3).	
  	
  

Por	
   otro	
   lado	
   se	
   diferencia	
   el	
   citotrofoblasto	
   intersticial	
   o	
   velloso	
   que	
   invade	
   el	
  

tejido	
   uterino,	
   anclando	
   la	
   placenta	
   al	
   útero,	
   mientras	
   que	
   el	
   citotrofoblasto	
  

endovascular	
   o	
   extravelloso	
   migra	
   hacia	
   la	
   arterias	
   espirales,	
   desplazando	
   y	
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reemplazando	
  la	
  línea	
  celular	
  endotelial,	
  generando	
  vasos	
  de	
  baja	
  resistencia	
  y	
  alta	
  

capacidad	
  que	
  brindan	
  un	
  flujo	
  sanguíneo	
  para	
  la	
  placenta	
  durante	
  todo	
  el	
  embarazo	
  

[7].	
  

La	
   diferenciación	
   del	
   trofoblasto	
   en	
   estas	
   dos	
   líneas	
   celulares	
   mayores	
   continúa	
  

durante	
  todo	
  el	
  embarazo.	
  	
  El	
  sincitiotrofoblasto	
  y	
  las	
  vellosidades	
  coriónicas	
  son	
  las	
  

responsables	
  del	
  intercambio	
  de	
  nutrientes	
  y	
  gases	
  como	
  también	
  de	
  la	
  mayoría	
  de	
  

las	
  hormonas	
  y	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  producidos	
  por	
  la	
  placenta	
  [7].	
  

	
  

	
  
	
  

Figura	
   I3:	
   Proceso	
   de	
   desarrollo	
   después	
   de	
   la	
   implantación	
   del	
   blastocisto.	
  

Etapa	
   lacunar.	
   El	
   hipoblasto	
   comienza	
   a	
   formar	
   el	
   saco	
   vitelino	
   (flechas	
   negras	
  

cortas).	
   Desde	
   el	
   epiblasto	
   y	
   el	
   hipoblasto	
   proliferan	
   células	
   que	
   se	
   convierten	
   en	
   el	
  

mesénquima	
  extraembrionario	
  de	
  la	
  cavidad	
  coriónica	
  (flechas	
  rojas).	
  Diferenciación	
  

mayor	
   del	
   trofoblasto	
   El	
   sincitiotrofoblasto,	
   originado	
   por	
   diferenciación	
   del	
  

citrotrofoblasto	
  (flechas	
  negras	
  largas)	
  [3].	
  

	
  

Al	
  finalizar	
  la	
  etapa	
  de	
  la	
  implantación	
  en	
  el	
  útero,	
  	
  se	
  da	
  inicio	
  a	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  

membranas	
  extraembrionarias:	
  el	
  saco	
  vitelino,	
  que	
  tiene	
  como	
  función	
  la	
  de	
  nutrir	
  

al	
  embrión	
  hasta	
  que	
  se	
  establezca	
  la	
  circulación	
  materno-­‐fetal	
  y	
  el	
  amnios,	
  que	
  es	
  

una	
   membrana	
   que	
   forma	
   la	
   cavidad	
   amniótica,	
   en	
   la	
   que	
   está	
   suspendido	
   el	
  

embrión.	
   Contiene	
   de	
   0,6	
   a	
   1	
   litro	
   de	
   líquido	
   amniótico,	
   que	
   baña	
   al	
   embrión,	
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permitiendo	
   sus	
  movimientos	
   y	
   otorgando	
   protección	
   a	
   golpes	
   y	
   vibraciones.	
   Por	
  

otro	
  lado	
  se	
  forma	
  el	
  corion,	
  que	
  es	
  una	
  pared	
  provista	
  de	
  numerosas	
  vellosidades	
  

que	
   se	
   insertan	
   en	
   la	
   mucosa	
   uterina	
   para	
   el	
   intercambio	
   de	
   materiales	
   entre	
   la	
  

madre	
  y	
  el	
  embrión	
  [8]	
  (Figura	
  4).	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   I4:	
   Embrión	
   humano	
   incluido	
   dentro	
   del	
   endometrio.	
   Se	
   observa	
   el	
  

sincitiotrofoblasto	
  gran	
  cantidad	
  de	
  lagunas	
  llenas	
  de	
  sangre	
  materna.	
  Modificado	
  de	
  

[9].	
  

	
  

La	
  implantación	
  del	
  embrión	
  es	
  el	
  proceso	
  crítico	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  embarazo,	
  se	
  

considera	
   que	
   en	
   el	
   75%	
   de	
   los	
   embarazos	
   fallidos	
   la	
   causa	
   es	
   un	
   defecto	
   en	
   la	
  

implantación	
  (Figura	
  I5).	
  

Placentación	
  

La	
   placentación	
   es	
   un	
   proceso	
   posterior	
   a	
   la	
   implantación.	
   Es	
   el	
  

establecimiento	
   del	
   órgano	
   de	
   nutrición	
   más	
   específico	
   del	
   feto.	
   La	
   placenta	
   es	
  

bipartita,	
   integrada	
  por	
  una	
  parte	
   fetal	
  que	
  apoya	
  en	
  el	
  corion	
  y	
  por	
  otra	
  materna,	
  

integrada	
   por	
   la	
   mucosa	
   uterina.	
   Constituye	
   una	
   unidad	
   funcional	
   denominada	
  

Placenta,	
   con	
   funciones	
   orgánicas	
   vitales:	
   digestión,	
   asimilación,	
   respiración,	
  

circulación,	
  regulatoria,	
  depuración	
  y	
  eliminación	
  de	
  detritus	
  [10].	
  

Una	
  vez	
  finalizada	
  la	
  implantación,	
  el	
  trofoblasto	
  original	
  se	
  ha	
  diferenciado	
  en	
  dos	
  

capas:	
   el	
   citotrofoblasto	
   velloso	
   interno	
   y	
   el	
   sincitiotrofoblasto	
   externo	
   [11],	
   las	
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células	
   citotrofoblásticas	
   comienzan	
   a	
   generar	
   proyecciones	
   hasta	
   generar	
   las	
  

denominadas	
   vellosidades	
   primarias	
   [3].	
   Las	
   lagunas	
   con	
   contenido	
   de	
   sangre	
  

materna	
   proveniente	
   de	
   los	
   vasos	
   erosionados	
   pronto	
   se	
   fusionan	
   en	
   un	
   espacio	
  

comunicado,	
  el	
  espacio	
  intervelloso,	
  en	
  el	
  cual	
  se	
  extienden	
  las	
  vellosidades	
  [3].	
  

Poco	
   después	
   de	
   la	
   formación	
   de	
   las	
   vellosidades	
   primarias,	
   éstas	
   se	
   expanden,	
  

dando	
   lugar	
  a	
   las	
  vellosidades	
  secundarias,	
  dentro	
  de	
   las	
  cuales,	
  aparece	
  una	
  zona	
  

central	
   mesenquimal.	
   Las	
   vellosidades	
   están	
   rodeadas	
   por	
   una	
   capa	
   de	
   células	
  

citotrofoblásticas,	
  y	
  por	
  fuera	
  se	
  encuentra	
  el	
  sincitiotrofoblasto	
  [11].	
  

Al	
  final	
  de	
  la	
  tercera	
  semana	
  de	
  gestación,	
  aparecen	
  las	
  vellosidades	
  terciarias,	
  que	
  

no	
   son	
   otras	
   que	
   las	
   vellosidades	
   secundarias	
   que	
   se	
   expanden	
   aún	
   más	
   y	
   son	
  

atravesadas	
   por	
   vasos	
   sanguíneos	
   fetales	
   [11]	
   (Figura	
   I5A).	
   Estas	
   columnas	
  

citotrofoblásticas	
   se	
   expanden	
   distalmente,	
   atravesando	
   la	
   capa	
  

sincitiotrofoblástica.	
  	
  

Se	
  denominan	
  vellosidades	
  de	
  anclaje	
  a	
  estas	
  extensiones	
  citotrofoblásticas,	
  debido	
  

a	
  que	
  son	
  el	
  punto	
  de	
  unión	
  entre	
  el	
  embrión	
  y	
  el	
  tejido	
  materno.	
  También	
  podemos	
  

encontrar	
  vellosidades	
  flotantes	
  que	
  son	
  las	
  porciones	
  que	
  quedan	
  sin	
  fijar,	
  que	
  se	
  

mueven	
  libremente	
  en	
  la	
  sangre	
  materna	
  [11].	
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Figura 4. Estructura de las vellosidades flotantes.
A. Arborización de las vellosidades flotantes. Flechas:
corte transversal.
B. Corte transversal de una vellosidad flotante (según
[1]). 1. Capilar sanguíneo fetal; 2. sincitiotrofoblasto;
3. fibroblasto; 4. membrana basal; 5. mesénquima;
6. células de Hofbauer; 7. citotrofoblasto velloso.
C. Vellosidad flotante a las 30 semanas de amenorrea
vista mediante microscopia electrónica de barrido
(imagen del profesor Foidart).
D. Superficie microvillositaira de una vellosidad flo-
tante (imagen del profesor Malassiné).
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Figura 2. Placenta humana a término. Cara fetal: placa
coriónica (inserción del cordón [asterisco]) (A). Vasos fetales dis-
curriendo por la placa coriónica (venas fetales siempre por debajo
de las arterias fetales) (B). Cara materna: placa basal (C). Coti-
ledón (orificio de entrada de una arteria helicoidal [asteriscos])
(D).

(macrófagos:  células  de  Hofbauer)  y  miofibroblastos.  Este
eje mesenquimatoso  está  recubierto  por  una  monocapa
de células  epiteliales  (citotrofoblastos  vellosos)  y  un  sin-
citiotrofoblasto  multinucleado.  El  sincitiotrofoblasto  se
forma y  se  regenera  por  fusión  progresiva  de  las  célu-
las trofoblásticas  subyacentes  con  el  sincitio  existente  y
la eliminación  de  detritos  sincitiales  polinucleados  apop-
tósicos  a  la  circulación  materna  (nudos  sincitiales).  La
renovación  del  sincitiotrofoblasto  a  partir  del  citotrofo-
blasto  velloso  es  un  fenómeno  continuo  durante  toda  la
gestación.  Algunos  autores  han  propuesto  una  clasifica-
ción de  estos  detritos  sincitiales  circulantes  en  función
de su  tamaño  (10-60  nm:  fragmentos  subcelulares;  70-
120  nm:  exosomas;  0,1-1  !m:  micropartículas;  300  nm
a 3!m:  cuerpos  apoptósicos;  20-100  !m:  fragmentos  sin-
citiales  multinucleados) [2].  Las  partículas  circulantes  más

Citotrofoblasto

Sincitiotrofoblasto Citotrofoblasto
extravelloso invasivo

Citotrofoblasto
extravelloso intersticial

Citotrofoblasto velloso Citotrofoblasto extravelloso

Citotrofoblasto
textravelloso endovascular

Células
gigantes

Figura 3. Representación de las vías de diferenciación del cito-
trofoblasto (CT). Los CT vellosos (CTV) recubren las vellosidades
coriónicas flotantes y se fusionan para formar el sincitiotro-
foblasto que flota en la sangre materna a nivel del espacio
intervelloso. En la base de las vellosidades, el CT extravelloso
(CTEV) prolifera y después se vuelve invasivo y migra a la decidua
basal (o caduca basal) y al miometrio (CTEV intersticial) donde
se diferencia en células gigantes multinucleadas. Coloniza y tam-
bién participa en la remodelación de las arterias uterinas (CTEV
endovascular).

voluminosas  presentarían  una  actividad  transcripcional
persistente [3].  Las  partículas  más  pequeñas  (exosomas)
predominan  durante  las  gestaciones  normales  y  tendrían
propiedades  de  inmunorregulación.  La  liberación  de  par-
tículas  más  voluminosas  se  debería  a  una  perturbación  del
equilibrio  oxidativo  en  el  seno  del  sincitiotrofoblasto [2].

El sincitiotrofoblasto  está  en  contacto  directo  con  la
sangre materna  desde  el  final  del  primer  trimestre  de  ges-
tación,  lo  que  caracteriza  la  placentación  hemocoriónica.
Constituye  la  primera  capa  de  la  barrera  placentaria  que
separa  la  circulación  materna  y  la  circulación  fetal.  Se
encarga  de  las  funciones  metabólicas,  secretoras,  endocri-
nas, de  intercambio  y  de  hemostasia.  El  sincitiotrofoblasto
no expresa  los  antígenos  leucocíticos  humanos  (HLA)  clá-
sicos (A,  B  y  C) [4, 5].

EMC - Ginecología-Obstetricia 3

	
  
Figura	
   I5:	
   A-­‐B	
   Formación	
   de	
   vellosidades	
   coriónicas.	
   Acumulación	
   de	
   células	
  
citotrofoblásticas	
   hasta	
   una	
   vellosidad	
   de	
   anclaje.	
   	
   Embriología	
   Clínica,	
   Keith	
   L.	
  
MOORE.	
  9ª	
  edición.	
  C.	
  Representación	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  diferenciación	
  del	
  citotrofoblasto	
  
(CT).	
  Ginecología-­‐Obstetricia.	
  La	
  Placenta.	
  2006	
  EMC.	
  E.	
  Lecarpentier	
  et.al.	
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Posteriormente,	
   comienza	
   un	
   crecimiento	
   vellositario	
   sostenido.	
   Desde	
   las	
  

vellosidades	
   principales	
   o	
   troncales,	
   surgen	
   brotes	
   laterales,	
   los	
   que	
   a	
   su	
   vez	
   se	
  

ramifican	
  de	
  un	
  modo	
  tal	
  que	
  a	
  su	
  vez	
  forman	
  grandes	
  arborizaciones	
  vellositarias	
  

que	
   parten	
   de	
   la	
   placa	
   coriónica	
   y	
   se	
   extienden	
   a	
   los	
   espacios	
   intervelloso.	
   	
   Los	
  

tabiques	
   formados	
   principalmente	
   por	
   tejido	
   materno,	
   subdividen	
   el	
   espacio	
  

intervelloso	
   en	
   compartimientos	
   para	
   los	
   “cotiledones”.	
   Así	
   es	
   como	
   se	
   forma	
   la	
  

placenta	
  	
  [3].	
  	
  

	
  

La	
  Placenta	
  

Estructura	
  y	
  función	
  de	
  la	
  placenta	
  

La	
   placenta	
   madura	
   posea	
   entre	
   15-­‐20	
   arborizaciones	
   vellositarias	
   o	
  

cotiledones,	
   que	
   se	
   introducen	
   en	
   compartimientos	
   de	
   tipo	
   cavitario.	
   Éstos	
   se	
  

encuentran	
   separados	
  en	
   forma	
   incompleta	
  por	
   tabiques	
  que	
  no	
  alcanzan	
   la	
  placa	
  

coriónica	
  [3]	
  (Figura	
  I6).	
  	
  

La	
  placenta	
  humana	
  es	
  una	
  placenta	
  de	
  tipo	
  hemocorial,	
  ya	
  que	
  el	
  corion	
  penetra	
  en	
  

el	
  endometrio	
  y	
  está	
  en	
  contacto	
  directo	
  con	
  los	
  vasos	
  sanguíneos	
  maternos.	
  Posee	
  

forma	
   de	
   disco,	
   de	
   unos	
   3	
   cm	
   de	
   grosor,	
   20	
   cm	
   de	
   diámetro	
   y	
   500g	
   de	
   peso	
  

aproximadamente.	
   Tiene	
   dos	
   superficies,	
   una	
   placa	
   corial	
   en	
   la	
   cara	
   embrionaria,	
  

donde	
   se	
   observa	
   el	
   cordón	
   umbilical	
   y	
   las	
   grandes	
   ramas	
   placentarias	
   de	
   las	
  

arterias	
  y	
  venas	
  umbilicales;	
  y	
  la	
  placa	
  basal,	
  que	
  toma	
  contacto	
  con	
  el	
  endometrio	
  

materno	
  (Figura	
  I7).	
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Figura	
  I6:	
  Esquema	
  de	
  la	
  placenta	
  madura	
  [3].	
  

	
  

Desde	
   el	
   principio	
   la	
   placenta	
   realiza	
   todas	
   las	
   funciones	
   necesarias	
   para	
   un	
  

organismo:	
   nutrición,	
   intercambio	
   de	
   gases,	
   circulación,	
   excreción	
   y	
   secreción	
   de	
  

hormonas.	
   También	
   tiene	
   la	
   función	
   de	
   permitir	
   la	
   implantación	
   del	
   embrión	
  

evitando	
  su	
  rechazo	
  por	
  el	
  sistema	
  inmune	
  materno	
  [12].	
  

En	
   la	
   segunda	
   mitad	
   de	
   la	
   gestación	
   el	
   feto	
   mismo	
   se	
   van	
   haciendo	
   cargo	
  

paulatinamente	
  de	
  algunas	
  de	
  las	
  funciones.	
  El	
  feto,	
  la	
  madre	
  y	
  la	
  placenta	
  funcionan	
  

como	
  una	
  unidad	
  funcional	
  superior	
  [3].	
  

Hacia	
  el	
  final	
  del	
  embarazo,	
  cuando	
  la	
  placenta	
  está	
  madura,	
  la	
  cubierta	
  epitelial	
  de	
  

las	
   vellosidades	
   se	
   adelgaza.	
   El	
   poder	
   regenerativo	
   del	
   citotrofoblasto	
   se	
   agota	
  

paulatinamente	
   y	
   de	
   este	
   modo	
   el	
   revestimiento	
   de	
   las	
   vellosidades	
   solo	
   está	
  

compuesto	
  por	
  una	
  sola	
  capa	
  delgada	
  de	
  sincitiotrofoblasto	
  [3].	
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Figura 4. Estructura de las vellosidades flotantes.
A. Arborización de las vellosidades flotantes. Flechas:
corte transversal.
B. Corte transversal de una vellosidad flotante (según
[1]). 1. Capilar sanguíneo fetal; 2. sincitiotrofoblasto;
3. fibroblasto; 4. membrana basal; 5. mesénquima;
6. células de Hofbauer; 7. citotrofoblasto velloso.
C. Vellosidad flotante a las 30 semanas de amenorrea
vista mediante microscopia electrónica de barrido
(imagen del profesor Foidart).
D. Superficie microvillositaira de una vellosidad flo-
tante (imagen del profesor Malassiné).
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Figura 2. Placenta humana a término. Cara fetal: placa
coriónica (inserción del cordón [asterisco]) (A). Vasos fetales dis-
curriendo por la placa coriónica (venas fetales siempre por debajo
de las arterias fetales) (B). Cara materna: placa basal (C). Coti-
ledón (orificio de entrada de una arteria helicoidal [asteriscos])
(D).

(macrófagos:  células  de  Hofbauer)  y  miofibroblastos.  Este
eje mesenquimatoso  está  recubierto  por  una  monocapa
de células  epiteliales  (citotrofoblastos  vellosos)  y  un  sin-
citiotrofoblasto  multinucleado.  El  sincitiotrofoblasto  se
forma y  se  regenera  por  fusión  progresiva  de  las  célu-
las trofoblásticas  subyacentes  con  el  sincitio  existente  y
la eliminación  de  detritos  sincitiales  polinucleados  apop-
tósicos  a  la  circulación  materna  (nudos  sincitiales).  La
renovación  del  sincitiotrofoblasto  a  partir  del  citotrofo-
blasto  velloso  es  un  fenómeno  continuo  durante  toda  la
gestación.  Algunos  autores  han  propuesto  una  clasifica-
ción de  estos  detritos  sincitiales  circulantes  en  función
de su  tamaño  (10-60  nm:  fragmentos  subcelulares;  70-
120  nm:  exosomas;  0,1-1  !m:  micropartículas;  300  nm
a 3!m:  cuerpos  apoptósicos;  20-100  !m:  fragmentos  sin-
citiales  multinucleados) [2].  Las  partículas  circulantes  más

Citotrofoblasto

Sincitiotrofoblasto Citotrofoblasto
extravelloso invasivo

Citotrofoblasto
extravelloso intersticial

Citotrofoblasto velloso Citotrofoblasto extravelloso

Citotrofoblasto
textravelloso endovascular

Células
gigantes

Figura 3. Representación de las vías de diferenciación del cito-
trofoblasto (CT). Los CT vellosos (CTV) recubren las vellosidades
coriónicas flotantes y se fusionan para formar el sincitiotro-
foblasto que flota en la sangre materna a nivel del espacio
intervelloso. En la base de las vellosidades, el CT extravelloso
(CTEV) prolifera y después se vuelve invasivo y migra a la decidua
basal (o caduca basal) y al miometrio (CTEV intersticial) donde
se diferencia en células gigantes multinucleadas. Coloniza y tam-
bién participa en la remodelación de las arterias uterinas (CTEV
endovascular).

voluminosas  presentarían  una  actividad  transcripcional
persistente [3].  Las  partículas  más  pequeñas  (exosomas)
predominan  durante  las  gestaciones  normales  y  tendrían
propiedades  de  inmunorregulación.  La  liberación  de  par-
tículas más  voluminosas  se  debería  a  una  perturbación  del
equilibrio  oxidativo  en  el  seno  del  sincitiotrofoblasto [2].

El sincitiotrofoblasto  está  en  contacto  directo  con  la
sangre materna  desde  el  final  del  primer  trimestre  de  ges-
tación,  lo  que  caracteriza  la  placentación  hemocoriónica.
Constituye  la  primera  capa  de  la  barrera  placentaria  que
separa  la  circulación  materna  y  la  circulación  fetal.  Se
encarga  de  las  funciones  metabólicas,  secretoras,  endocri-
nas, de  intercambio  y  de  hemostasia.  El  sincitiotrofoblasto
no expresa  los  antígenos  leucocíticos  humanos  (HLA)  clá-
sicos (A,  B  y  C) [4, 5].
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Figura	
  I7:	
  Placenta	
  humana	
  a	
  término.	
  Cara	
  fetal:	
  placa	
  coriónica	
  (inserción	
  del	
  

cordón,	
  asterisco).	
  A.	
  Vasos	
  fetales	
  en	
  la	
  placa	
  coriónica.	
  B.	
  Cara	
  materna:	
  placa	
  basal.	
  

C.	
  Cotiledón	
  (orificio	
  de	
  entrada	
  de	
  una	
  arteria	
  helicoideal,	
  asteriscos.)	
  Ginecologia-­‐

Obstetricia.	
  La	
  Placenta.	
  2006	
  EMC.	
  E.	
  Lecarpentier	
  y	
  colaboradores.	
  

	
  

Mediadores	
  de	
  Implantación	
  y	
  Crecimiento	
  Embrionario	
  

La	
   invasión	
  que	
  ocurre	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
   implantación	
  se	
  debe	
  a	
  un	
  proceso	
  

bioquímico	
   activo.	
   Múltiples	
   señales	
   sincronizan	
   el	
   desarrollo	
   del	
   blastocisto	
   y	
   la	
  

preparación	
   del	
   útero.	
   De	
   los	
   muchos	
   aspectos	
   del	
   proceso	
   de	
   sincronización,	
   el	
  

papel	
  de	
   las	
  hormonas	
  esteroides	
  es	
  el	
  mejor	
  estudiado.	
  La	
   implantación	
   requiere	
  

un	
   aumento	
   de	
   la	
   secreción	
   de	
   17β-­‐estradiol	
   que	
   estimula	
   la	
   proliferación	
   y	
  

diferenciación	
   de	
   las	
   células	
   epiteliales	
   uterinas.	
   Por	
   otro	
   lado	
   la	
   producción	
  

continua	
   de	
   progesterona	
   por	
   el	
   cuerpo	
   lúteo	
   estimula	
   la	
   proliferación	
   y	
  

diferenciación	
  de	
  las	
  células	
  estromales	
  [13].	
  

En	
   este	
   proceso	
   de	
   invasión	
   se	
   ven	
   implicados:	
   metaloproteinasas	
   (MMPs),	
  	
  

moléculas	
  de	
  adhesión,	
  proteínas	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular,	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  

factores	
  proinflamatorios,	
  citoquinas	
  y	
  hormonas	
  [14]	
  (Figura	
  I9).	
  

Las	
   moléculas	
   de	
   adhesión,	
   que	
   están	
   mediando	
   la	
   adhesión	
   selectiva,	
   son	
   las	
  

cadherinas,	
  las	
  integrinas	
  y	
  las	
  selectinas.	
  La	
  más	
  estudiada	
  es	
  la	
  cadherina	
  E,	
  la	
  cual	
  

se	
   expresa	
   tempranamente	
   en	
   el	
   desarrollo	
   humano,	
   y	
   estaría	
   involucrada	
   en	
   la	
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compactación	
   blastomérica	
   y	
   en	
   la	
   adhesión	
   de	
   las	
   células	
   del	
   trofoectodermo	
   al	
  

epitelio	
  de	
  la	
  decidua	
  [15].	
  

Las	
  selectinas	
  y	
  las	
  integrinas	
  son	
  menos	
  estudiadas,	
  pero	
  no	
  menos	
  importantes	
  en	
  

este	
  proceso.	
  Por	
  un	
  lado	
  las	
  integrinas	
  tienen	
  un	
  papel	
  importante	
  en	
  el	
  anclaje	
  de	
  

las	
   vellosidades	
   coriónicas,	
   y	
   las	
   integrinas	
   αVβ3	
   y	
   α4β1	
   son	
   consideradas	
  

marcadores	
  de	
  receptividad	
  en	
  el	
  útero	
  [16].	
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failure to synchronize the component processes in-
volved in these interactions results in a failure of im-
plantation.

Uterine receptivity is defined as the state during the
period of endometrial maturation when the blastocyst
can become implanted.

 

10

 

 Those involved in the devel-
opment and use of assisted reproductive techniques for
transferring embryos into the uterine cavity have iden-
tified days 20 to 24 of a regular 28-day menstrual cy-
cle as the optimal period for implantation.

 

11

 

 The fea-
tures of uterine receptivity include histologic changes
(the endometrium becomes more vascular and edema-
tous, the endometrial glands display enhanced secre-
tory activity, and pinopodes develop on the luminal
surface of the epithelium). Although these changes are

useful predictors of the outcome of pregnancy, the
molecular mechanisms underlying them are largely un-
known.

Multiple signals synchronize the development of the
blastocyst and the preparation of the uterus (Table 1).
Of the many aspects of the synchronization process,
the role of steroid hormones is the best understood.
Implantation requires a preovulatory increase in the
secretion of estradiol-17

 

b

 

, which stimulates the pro-
liferation and differentiation of uterine epithelial cells.
The continued production of progesterone by the
corpus luteum stimulates the proliferation and dif-
ferentiation of stromal cells. Downstream effectors of
steroid-hormone actions include peptide hormones,
growth factors, and cytokines.

 

Figure 1.

 

 Blastocyst Apposition and Adhesion.
The diagram shows a preimplantation-stage blastocyst (approximately six to seven days after conception) and the processes
thought to be necessary for uterine receptivity and blastocyst apposition and adhesion. COX-2 denotes cyclooxygenase-2, EGF epi-
dermal growth factor, and LIF leukemia inhibiting factor.
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Figure	
   I8:	
   Interacciones	
   que	
   ocurren	
   durante	
   la	
   aposición	
   y	
   adhesión	
   del	
  

blastocisto	
  humano	
  en	
  el	
  útero	
  receptivo.	
  

Diferentes	
   mediadores	
   se	
   hallan	
   involucrados	
   en	
   la	
   interacción	
   materno-­‐fetal	
  

temprana,	
   dentro	
   de	
   los	
   principales	
   ejemplos	
   podemos	
   encontrar	
   a	
   COX-­‐2:	
  

ciclooxigensa-­‐2,	
   EGF:	
   factor	
   de	
   crecimiento	
   epidermal,	
   LIF:	
   factor	
   inhibidor	
   de	
  

leucemia,	
  prostaglandinas,	
  hormonas,	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  citoquinas	
  [13].	
  	
  

	
  

Por	
   otro	
   lado	
   las	
   L-­‐selectinas	
   se	
   expresan	
   en	
   la	
   superficie	
   del	
   blastocisto	
   una	
   vez	
  

desprendido	
   de	
   la	
   zona	
   pelúcida,	
   jugando	
   un	
   rol	
   importante	
   durante	
   la	
  

implantación,	
  ya	
  que	
  da	
  una	
  de	
  las	
  primeras	
  señales	
  para	
  el	
  anclaje	
  del	
  blastocisto	
  

[17].	
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La	
   degradación	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   ocurre	
   gracias	
   a	
   las	
   metaloproteinasas	
  

(MMPs),	
   su	
   actividad	
   se	
   encuentra	
   inhibida	
   por	
   inhibidores	
   tisulares	
   de	
  

metaloproteinasas	
  (TIMPs).	
   	
  El	
  comportamiento	
   invasivo	
  de	
   los	
  citotrofoblástos	
  se	
  

debe	
   a	
   la	
   capacidad	
   de	
   secretar	
   las	
   MMPs	
   mientras	
   que	
   los	
   TIMPs	
   inhiben	
   su	
  

invasividad	
  [14,	
  16].	
  

La	
   implantación	
   requiere	
   de	
   la	
   biosíntesis	
   de	
   prostaglandinas	
   y	
   factores	
  

proinflamatorios.	
   La	
   ciclooxigenasa	
   (COX),	
   enzima	
   limitante	
   de	
   la	
   biosíntesis	
   de	
  

prostaglandinas,	
   puede	
   existir	
   en	
   sus	
   dos	
   isoformas:	
   la	
   constitutiva	
   (COX-­‐1)	
   y	
   la	
  

inducible	
  (COX-­‐2).	
  En	
  el	
  endometrio,	
  COX-­‐1	
  es	
  la	
  responsable	
  de	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  

progesterona	
  y	
  del	
   	
  17β-­‐estradiol.	
  Por	
  otro	
  lado	
  la	
  COX-­‐2	
  que	
  no	
  es	
  afectada	
  por	
  la	
  

producción	
  de	
  hormonas	
  esteroideas,	
  está	
  restringida	
  a	
  la	
  zona	
  de	
  implantación	
  y	
  es	
  

dependiente	
  de	
  la	
  presencia	
  del	
  blastocisto	
  [13].	
  

Para	
  completar	
  el	
  crecimiento	
  y	
  el	
  desarrollo	
  del	
  embrión	
  se	
  requiere	
  de	
  distintas	
  

hormonas,	
  dentro	
  de	
  las	
  cuales	
  están	
  las	
  gonadotrofina	
  coriónica	
  humana	
  (hCG),	
  la	
  

progesterona,	
  los	
  estrógenos	
  y	
  la	
  leptina.	
  	
  

La	
   hCG,	
   es	
   una	
   glicoproteína	
   heterodimérica,	
   producida	
   por	
   la	
   placenta,	
  

principalmente	
   por	
   el	
   sincitiotrofoblasto	
   y	
   algunos	
   citotrofoblastos,	
   sus	
   funciones	
  

principales	
   son	
   antigonadotrófica,	
   inhibiendo	
   la	
   producción	
   de	
   LH	
   y	
   FSH,	
  

impidiendo	
   la	
   ovulación,	
   y	
   esteroideogénica,	
   estimulando	
   la	
   producción	
   de	
  

progesterona	
   en	
   el	
   cuerpo	
   lúteo	
   y	
   posteriormente	
   en	
   el	
   trofoblasto	
   [16].	
   La	
  

progesterona	
  es	
  una	
  hormona	
  esteroidea	
  cuya	
  acción	
  esta	
  mediada	
  por	
   la	
  unión	
  al	
  

receptor	
   de	
   la	
   progesterona,	
   que	
   actúa	
   como	
   factor	
   de	
   transcripción	
   regulando	
   la	
  

expresión	
  génica	
  [18].	
  	
  	
  

Luego	
   de	
   la	
   fecundación	
   y	
   la	
   implantación,	
   la	
   progesterona	
   es	
   secretada,	
   por	
   el	
  

cuerpo	
   lúteo,	
   en	
   respuesta	
   al	
   estímulo	
   de	
   la	
   hCG	
   producida	
   por	
   los	
  

sincitiotrofoblasto.	
  Esta	
   secreción	
  de	
  progesterona	
  evita	
   la	
  menstruación	
  y	
   genera	
  

una	
  ambiente	
  apropiado	
  para	
  el	
  desarrollo	
  del	
  embrión.	
  	
  

Entre	
  la	
  6ta	
  y	
  la	
  8va	
  semana	
  de	
  gestación	
  la	
  producción	
  de	
  progesterona	
  lútea	
  decae	
  

y	
  la	
  placenta	
  se	
  convierte	
  en	
  la	
  fuente	
  principal	
  de	
  la	
  hormona	
  [19].	
  

Los	
  estrógenos	
  son	
  hormonas	
  esteroideas,	
  que	
  en	
  una	
  mujer	
  no	
  embarazadas,	
  son	
  

producidas	
   por	
   el	
   ovario	
   principalmente.	
   Pero	
   en	
   las	
  mujeres	
   embarazadas,	
   en	
   la	
  

semana	
   séptima	
  de	
   gestación,	
   la	
  mayoría	
   de	
   los	
   estrógenos	
  maternos,	
   como	
   el	
   E2,	
  	
  

estrona	
  y	
  estriol,	
  	
  son	
  producidos	
  por	
  la	
  placenta	
  [20].	
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Las	
  citoquinas	
  tienen	
  diferentes	
  roles	
  durante	
  el	
  embarazo,	
  están	
  involucradas	
  en	
  la	
  

implantación,	
   el	
   crecimiento	
   placentario,	
   el	
   desarrollo	
   embrionario	
   así	
   como	
  

también	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   del	
   embarazo.	
   Algunas	
   citoquinas	
   participan	
   en	
   la	
  

tolerancia	
   materno-­‐fetal	
   durante	
   la	
   implantación.	
   El	
   interferón	
   gamma	
   (IFNγ)	
  

induciría	
   la	
   producción	
   del	
   HLA-­‐G,	
   suprimiendo	
   las	
   células	
   inmunes	
   de	
   la	
   madre	
  

[21].	
   Sin	
  embargo,	
   el	
   factor	
  de	
  necrosis	
   tumoral	
  α	
   (TNFα),	
  por	
   su	
  parte,	
   induce	
   la	
  

inhibición	
  de	
  la	
  activación	
  del	
  complemento	
  y	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  FasL	
  en	
  los	
  

trofoblastos	
  [22].	
  La	
  interleuquina	
  6	
  (IL-­‐6)	
  afecta	
  la	
  proliferación	
  de	
  algunas	
  líneas	
  

celulares	
  trofoblásticas	
  y	
  aumenta	
  la	
  actividad	
  de	
  MMP-­‐2	
  y	
  MMP-­‐9,	
  mientras	
  que	
  el	
  

TNFα	
  aumenta	
  la	
  actividad	
  de	
  MMP-­‐9	
  y	
  reduce	
  la	
  de	
  MMP-­‐2,	
  así	
  como	
  también	
  la	
  de	
  

los	
  TIMPs	
  [21,	
  22].	
  	
  Por	
  otra	
  parte,	
  la	
  IL-­‐1	
  está	
  presente	
  en	
  la	
  interface	
  materno-­‐fetal	
  

y	
   aumenta	
   la	
   secreción	
   de	
   PGE2,	
   LIF	
   y	
   de	
   la	
   subunidad	
   β3	
   de	
   las	
   integrinas,	
   y	
  

también	
  estimula	
   la	
   actividad	
  de	
  MMP-­‐9	
  en	
   trofoblastos	
  y	
   su	
  expresión	
  en	
   células	
  

del	
   estroma,	
   induciendo	
   la	
   invasión	
   [16].	
   Además,	
   las	
   citoquinas	
   son	
   factores	
  

importantes	
  para	
  la	
  evolución	
  de	
  la	
  placenta	
  madura,	
  ya	
  que	
  están	
  implicadas	
  en	
  la	
  

apoptosis	
   placentaria.	
   Tanto	
   en	
   el	
   trofoblasto	
   extravelloso	
   como	
   en	
   el	
   que	
   forma	
  

parte	
   de	
   las	
   vellosidades,	
   la	
   apoptosis	
   permite	
   el	
   recambio	
   celular;	
   de	
  modo	
   que	
  

aquellas	
   células	
   no	
   funcionales	
   son	
   eliminadas	
   de	
   la	
   placenta	
   sin	
   provocar	
   una	
  

reacción	
  inflamatoria	
  [23].	
  	
  

Se	
   ha	
   determinado	
   que	
   las	
   citoquinas	
   también	
   participan	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
  

producción	
  de	
  hormonas	
  placentarias.	
  Así,	
   la	
  producción	
  de	
  hCG	
  es	
  estimulada	
  por	
  

la	
  IL-­‐1,	
  el	
  TNFα,	
  el	
  factor	
  estimulante	
  de	
  colonias	
  de	
  macrófagos	
  (M-­‐CSF)	
  y	
  la	
  IL-­‐6	
  e	
  

inhibida	
   por	
   TGFβ-­‐1.	
   Las	
   citoquinas	
   IL-­‐1β	
   y	
   TNFα	
   al	
   igual	
   que	
   el	
   medio	
  

condicionado	
  de	
  macrófagos,	
  estimulan	
  la	
  producción	
  de	
  estrógenos,	
  sin	
  embargo	
  su	
  

efecto	
  sobre	
  la	
  producción	
  de	
  progesterona	
  aún	
  es	
  controversial	
  [21].	
  	
  

Mazuzaki	
   y	
   colaboradores	
   describieron	
   la	
   producción	
   de	
   una	
   nueva	
   hormona	
  

placentaria:	
  la	
  LEPTINA	
  [24].	
  

Leptina	
  
La	
  leptina	
  fue	
  descripta	
  y	
  clonada	
  en	
  1944	
  por	
  Zhang	
  y	
  colaboradores	
  [25],	
  es	
  

una	
  hormona	
  polipeptídica	
  no	
  glicosilada	
  de	
  16kDa	
  de	
  167	
  aminoácidos	
  sintetizada	
  

principalmente	
  por	
  los	
  adipocitos	
  (Figura	
  I9A)	
  [26].	
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Su	
  función	
  principal	
  es	
  la	
  modulación	
  del	
  gasto	
  de	
  la	
  ingesta,	
  [27]	
  así	
  como	
  también	
  

actúa	
   como	
   sensor	
   de	
   las	
   reservas	
   y	
   del	
   balance	
   energético	
   del	
   organismo.	
   Los	
  

niveles	
   séricos	
   de	
   ésta	
   proteína	
   se	
   encuentran	
   aumentados	
   horas	
   después	
   de	
   la	
  

ingesta	
  en	
  roedores	
   	
  y	
   luego	
  de	
  una	
  sobre-­‐alimentación	
  en	
  humanos,	
  mientras	
  que	
  

en	
  ambas	
  especies	
  los	
  niveles	
  séricos	
  disminuyen	
  horas	
  después	
  de	
  haber	
  iniciado	
  el	
  

ayuno	
  [28].	
  	
  

Es	
   codificada	
   por	
   el	
   gen	
   de	
   LEP	
   	
   (conocido	
   anteriormente	
   como	
   OB)	
   [29],	
   en	
   el	
  

humano.	
  Este	
  gen	
  se	
  encuentra	
  en	
  el	
  brazo	
  largo	
  del	
  cromosoma	
  7	
  (7q31)	
  (Figura	
  

I12	
  B)	
  y	
  está	
  constituido	
  por	
  tres	
  exones	
  y	
  dos	
  intrones.	
  La	
  región	
  codificante	
  está	
  

presente	
   en	
   los	
   exones	
  2	
   y	
   3,	
   a	
   partir	
   de	
   ellos	
   se	
   transcribe	
  un	
  ARNm	
  del	
   cual	
   se	
  

traduce	
  el	
  precursor	
  de	
  la	
  leptina	
  [30].	
  	
  

	
  

A.	
  

	
  

B. 	
  

Figura	
   I9:	
  A.	
  La	
  leptina	
  humana	
  está	
  constituida	
  por	
  167	
  aminoácidos,	
  de	
  los	
  cuales	
  

los	
  primeros	
  21	
  (destacados	
  en	
  amarillo)	
  forman	
  el	
  péptido	
  señal,	
  el	
  cual	
  determina	
  el	
  

procesamiento	
  de	
  esta	
  hormona	
  y	
  su	
  posterior	
  secreción	
  a	
  la	
  circulación.	
  La	
  estructura	
  

secundaria	
  de	
  la	
  leptina	
  es	
  similar	
  al	
  citoquinas	
  de	
  cadena	
  larga	
  helicoidal	
  y	
  consta	
  de	
  

4	
   hélices	
   alfa	
   (aminoácidos	
   destacados	
   en	
   celeste)	
   [26].	
  B.	
   Cromosoma	
   7	
   humano	
   y	
  

ubicación	
  de	
  gen	
  LEP	
  (Flecha	
  amarilla).	
  	
  

Se	
   ha	
   reportado	
   que	
   la	
   leptina	
   circula	
   libre	
   en	
   plasma	
   o	
   unida	
   a	
   proteínas	
   [31],	
  

normalmente	
   se	
   une	
   a	
   la	
   isoforma	
   soluble	
   de	
   los	
   receptores	
   [32].	
   Los	
   niveles	
   de	
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leptina	
  aumentan	
  durante	
  la	
  noche,	
  los	
  niveles	
  circulantes	
  diurnos	
  son	
  opuesto	
  a	
  los	
  

reportados	
  del	
  cortisol	
  en	
  humanos	
  [33].	
  Se	
  ha	
  visto	
  que	
  con	
  la	
  edad	
  la	
  producción	
  

de	
  leptina	
  en	
  sangre	
  va	
  disminuyendo,	
  esta	
  diminución	
  es	
  mayor	
  en	
  mujeres	
  	
  que	
  en	
  

hombres,	
  y	
  es	
  independiente	
  de	
  los	
  cambios	
  endocrinológicos	
  [33].	
  	
  

Su	
   estructura	
   terciaria	
   es	
   similar	
   a	
   la	
   citoquinas	
   de	
   cadena	
   larga	
   helicoidal,	
   tales	
  

como	
  el	
  factor	
  inhibidor	
  de	
  la	
  leucemia	
  y	
  la	
  interleuquina	
  6	
  (IL6)	
  [26]	
  (Figura	
  I10).	
  

La	
  estructura	
  tridimensional	
  	
  del	
  precursor	
  de	
  leptina	
  consiste	
  en	
  cuatro	
  alfa	
  hélices	
  

antiparalelas,	
  unidas	
  dos	
  de	
  ellas	
  por	
  uniones	
  cruzadas	
  largas	
  y	
  un	
  loop	
  corto	
  [34].	
  	
  	
  

	
  

Figura	
  I10:	
  Modelo	
  tridimensional	
  de	
   la	
   leptina,	
  presenta	
  cuatro	
  alfa	
  hélices	
  y	
  un	
  

puente	
  disulfuro	
  entre	
  las	
  cisteínas	
  96	
  y	
  146,	
  necesario	
  para	
  su	
  actividad	
  biológica.	
  	
  

	
  

Las	
   distintas	
   regiones	
   estructurales	
   de	
   la	
   leptina	
   tienen	
   diferentes	
   funciones.	
   La	
  

región	
   aminoterminal,	
   comprendida	
   entre	
   los	
   aminoácidos	
   22	
   al	
   115,	
   es	
   esencial	
  

para	
   su	
   actividad	
   biológica	
   y	
   su	
   unión	
   al	
   receptor	
   [35].	
   Otros	
   estudios	
  mostraron	
  

que	
  la	
  actividad	
  biológica	
  de	
  la	
  leptina	
  también	
  estaría	
  localizada,	
  al	
  menos	
  en	
  parte,	
  

en	
  la	
  región	
  carboxiterminal	
  de	
  la	
  misma,	
  entre	
  los	
  residuos	
  106	
  y	
  167	
  [36].	
  

El	
   puente	
   disulfuro	
   entre	
   las	
   cisteínas	
   96	
   y	
   146	
   es	
   necesario	
   para	
   el	
   plegamiento	
  

estructural	
   y	
   la	
   unión	
   al	
   receptor,	
   y	
   la	
   mutación	
   en	
   cualquiera	
   de	
   estos	
   residuos	
  

genera	
   una	
   proteína	
   biológicamente	
   inactiva	
   [119].	
   La	
   formación	
   de	
   un	
   puente	
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disulfuro	
  entre	
  las	
  cisteínas	
  117	
  y	
  167	
  es	
  necesario	
  para	
  el	
  plegamiento	
  correcto	
  de	
  

esta	
  proteína	
  y	
  su	
  posterior	
  secreción	
  [37].	
  

Hoy	
  en	
  día	
   se	
   la	
   considera	
  una	
  hormona	
  multifuncional	
   en	
   los	
  humanos,	
  donde	
   la	
  

expresión	
  del	
  gen	
  de	
  leptina	
  se	
  ha	
  detectado	
  en	
  tejido	
  adiposo,	
  en	
  mucosa	
  gástrica,	
  

células	
  del	
  epitelio	
  mamario,	
  testículo,	
  ovario	
  y	
  en	
  la	
  placenta	
  [38].	
  	
  La	
  leptina	
  ejerce	
  

efectos	
  pleiotrópicos	
   tales	
   como	
  el	
  de	
  modular	
   la	
   termogénesis,	
   la	
   angiogénesis	
   la	
  

hematopoyesis,	
  la	
  ontogénesis,	
  la	
  condrogénesis,	
  las	
  funciones	
  neuroendócrinas,	
  las	
  

inmunes,	
  como	
  así	
  también	
  la	
  presión	
  arterial	
  [39].	
  	
  	
  	
  

Se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
   la	
   leptina	
  aumenta	
   la	
  proliferación	
   tanto	
  de	
   la	
   línea	
   celular	
  

BeWo,	
   JEG-­‐3	
   y	
   Swan-­‐71	
  de	
   una	
  manera	
   dosis	
   dependiente.	
   Luego	
   del	
   tratamiento	
  

con	
   leptina,	
   la	
   ciclina	
   D1,	
   unas	
   de	
   las	
   proteínas	
   principales	
   del	
   ciclo	
   celular,	
   se	
  

encuentra	
  aumentada	
  y	
  las	
  células	
  muestran	
  un	
  desplazamiento	
  hacia	
  la	
  fase	
  G2/M	
  

[40].	
  	
  

Sin	
   embargo	
   la	
   leptina	
   también	
   ha	
   sido	
   implicada	
   en	
   funciones	
   reproductivas,	
  	
  

incluyendo	
   la	
   regulación	
   del	
   ciclo	
   menstrual,	
   la	
   maduración	
   del	
   oocito,	
   la	
  

implantación,	
  el	
  desarrollo	
  del	
  embrión	
  y	
  	
  la	
  lactancia	
  [29,	
  41,	
  42].	
  	
  	
  

La	
  leptina	
  también	
  presenta	
  función	
  energética,	
  dado	
  que	
  es	
  una	
  hormona	
  secretada	
  

principalmente	
   por	
   las	
   células	
   adiposas	
   con	
   función	
   de	
   limitar	
   la	
   ingesta	
   y	
   de	
  

aumentar	
  el	
  gasto	
  de	
  energía	
  y	
  de	
  ésta	
  manera	
  debe	
  mantener	
  el	
  balance	
  energético	
  

del	
   organismo.	
   Mediante	
   la	
   interacción	
   con	
   receptores	
   específicos	
   del	
   sistema	
  

nervioso	
  central	
  a	
  nivel	
  del	
  hipotálamo	
  [43].	
  Lesiones	
  tempranas	
  en	
  el	
  hipotálamo	
  

generalmente	
  producen	
  obesidad	
  severa	
  [44].	
  

Se	
   encuentra	
   bien	
   establecido	
   que	
   la	
   leptina	
   actúa	
   a	
   varios	
   niveles	
   del	
   eje	
  

hipotálamo	
   hipofisario	
   gonadal	
   (HPG),	
   donde	
   están	
   involucradas	
   diferentes	
   vías	
  

bioquímicas	
  Figura	
  I11.	
  El	
  efecto	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  la	
  función	
  reproductiva	
  al	
  parecer	
  

está	
   determinado	
   por	
   diferentes	
   umbrales	
   dependiendo	
   del	
   sitio	
   de	
   actividad.	
   Es	
  

posible	
  que	
   la	
   leptina	
  presente	
  un	
  efecto	
  dual	
  en	
   la	
   reproducción	
  y	
  que	
  el	
   sitio	
  de	
  

acción	
  dependa	
  en	
  el	
  nivel	
  circulante	
  en	
  sangre	
  [45].	
  	
  

La	
  leptina	
  también	
  presenta	
  funciones	
  en	
  la	
  reproducción	
  que	
  serán	
  discutidas	
  más	
  

adelante	
  en	
  el	
  texto.	
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placenta-derived leptin88,90 and the soluble form of its
receptor (Ob-Re) into the maternal circulation91, as
well as changes in the levels of hormones that might
stimulate leptin secretion (e.g. insulin, estrogens and
hCG)92. Pregnancy-induced hyperleptinemia is not
associated with a decrease of food intake or with an
increase of energy expenditure93, and the functional
reason for raised leptin is not yet fully understood. In
addition to being a site of leptin synthesis, placenta is
a site of abundant Ob-R expression, both the long
signaling and short transporting isoforms94, and it is
possible that placenta-derived leptin might have a
paracrine and/or autocrine role in placento–fetal
physiology. There are studies which suggest that
placenta-derived leptin might act as an important
growth factor for the fetus and/or a signal of energy
status between mother and fetus94–96. In addition,
the drop in leptin levels seen after delivery might
play a role in the reduced fertility found during the
period of lactation.

Conclusions 
The discovery of leptin, its receptors and its
mechanisms of action provides new and unexpected
insights into the pathophysiology of reproduction. 
It is well established that leptin acts at various levels
of the HPG axis, involving different tissues and
multiple biochemical pathways. The effect of leptin
on reproductive function seems to be determined by
different thresholds, depending on its site of activity
(Fig. 3). 

It is possible that leptin has a dual effect on
reproduction and that the major site of action differs
depending on its circulating levels in the blood. The
positive action of leptin at the hypothalamic–
pituitary level might be crucial as a trigger of puberty,
and might play a predominant role in conditions with
abnormally low plasma concentrations, such as in
subjects with very low BMI (anorexic patients) or in
patients with homozygous mutations of the ob gene.
Conversely, in obesity, leptin central receptors, which
are sensitive to extremely low ligand concentrations,
are protected from hyperleptinemia by the saturable
transport system of the blood–brain barrier, whereas
peripheral leptin receptors are directly exposed to
high ligand concentrations, with possible negative
effects on gonadal steroidogenesis. It can be
hypothesized that a specific and narrow range of
leptin concentrations is necessary to maintain a
normal reproductive function in both sexes, and that
concentrations below or above these thresholds might
interfere in opposing ways with the function of the
HPG axis (Fig. 4).
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Fig. 4. Proposed dual action of leptin on reproductive function. Leptin
concentrations above a m inimal threshold (T1) are necessary in the
hypothalamus to activate the hypothalamus–pituitary–gonadal (HPG)
axis, to trigger puberty and to maintain reproductive function. Leptin
excess above a certain threshold (T2), such as is found in obesity, m ight
impair testicular and ovarian steroidogenesis and have deleterious
effects on reproduction. 

Fig. 3. Leptin and adipose tissue are system ic modulators of the hypothalamus–pituitary–gonadal
(HPG) axis. Leptin acts at multiple levels of the reproductive axis, eliciting different effects on
reproduction depending on its concentrations in the blood. The saturable system of leptin transport
through the blood–brain barrier prevents high levels of leptin reaching hypothalam ic receptors,
where leptin exerts stimulatory actions on gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and in turn
gonadotropin secretion. By contrast, excess levels of leptin have the potential to act on peripheral
leptin receptors and exert inhibitory actions on testicular and ovarian steroidogenesis. Testosterone
(Te) in the long term acts on the adipose tissue, inhibiting leptin synthesis and secretion, and closing
the complex regulatory loop between leptin and the HPG axis. Abbreviations: E2, 17β-estradiol; 
FSH, follicle-stimulating hormone; LH, luteinizing hormone.
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Figura	
   I11:	
   El	
   tejido	
   adiposo	
   y	
   la	
   leptina	
   son	
   moduladores	
   sistémicos	
   del	
   eje	
  

Hipotálamo	
  pituitario	
  gonadal	
   (HPG).	
  La	
  leptina	
  actúa	
  a	
  diferentes	
  niveles	
  del	
  eje	
  

reproductivo,	
   provocando	
   diferentes	
   efectos	
   en	
   la	
   reproducción	
   dependiendo	
   de	
   su	
  	
  

concentración	
   en	
   sangre.	
   El	
   sistema	
  de	
   transporte	
   de	
   leptina	
   a	
   través	
   de	
   la	
   barrera	
  

hematoencefálica	
   previene	
   que	
   lleguen	
   niveles	
   altos	
   de	
   leptina	
   a	
   los	
   receptores	
  

hipotalámicos,	
   donde	
   la	
   leptina	
   ejerce	
   una	
   acción	
   estimulante	
   de	
   la	
   hormona	
  

liberadora	
  de	
  gonadotropina	
  y	
  a	
  su	
  vez	
  de	
  la	
  secreción	
  de	
  gonadotropina	
  [45].	
  	
  

Receptores	
  de	
  leptina	
  

El	
  receptor	
  de	
  leptina	
  (LepR)	
  forma	
  parte	
  de	
  la	
  superfamilia	
  de	
  receptores	
  de	
  

citoquinas	
   clase	
   I,	
   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	
  [36].	
  	
  

En	
   el	
   ratón	
   se	
   han	
   descripto	
   distintas	
   isoformas	
   del	
   LEPR	
   que	
   se	
   generan	
   por	
  

splicing	
   alternativo,	
   una	
   isoforma	
   larga	
   (LepRB),	
   cuatro	
   isoformas	
   cortas	
   (LepRA,	
  

LepRC,	
   LepRD,	
   y	
   LepRF)	
   y	
   una	
   isoforma	
   soluble	
   (LepRE)	
   [135].	
   Las	
   mismas	
  

comparten	
   un	
   dominio	
   extracelular	
   de	
   800	
   aminoácidos	
   y	
   un	
   dominio	
  

transmembrana	
  de	
  34	
  aminoácidos	
  (excepto	
   la	
   isoforma	
  soluble	
  LEPRE),	
  mientras	
  

que	
   el	
   dominio	
   intracelular	
   es	
   variable	
   y	
   característico	
   de	
   cada	
   isoforma	
   [46].	
   En	
  

humanos	
   se	
  han	
  descripto	
   las	
  mismas	
   isoforma	
   (Figura	
   I12)	
   que	
  en	
  el	
   ratón.	
  Las	
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isoformas	
   transmembrana	
   tendrían	
  similar	
  afinidad	
  por	
   la	
   leptina,	
   con	
  un	
  Kd=	
  0,3	
  

nM,	
  de	
  modo	
  que	
  en	
  condiciones	
  fisiológicas,	
  donde	
  la	
  concentración	
  de	
  leptina	
  en	
  

suero	
  es	
  de	
  0,4	
  -­‐	
  0,6	
  nM,	
   la	
  mitad	
  de	
   los	
  receptores	
  estarían	
  ocupados	
  por	
   ligando	
  

[47].	
  	
  

Debido	
   a	
   que	
   los	
   receptores	
   de	
   leptina	
   carecen	
   de	
   actividad	
   quinasa	
   propia,	
   la	
  

asociación	
   con	
   otras	
   moléculas	
   de	
   señalización	
   es	
   crucial	
   para	
   la	
   activación	
   de	
  

componentes	
  río	
  debajo	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  [48].	
  	
  

La	
  isoforma	
  larga	
  posee	
  las	
  secuencias	
  consenso	
  para	
  la	
  señalización	
  vía	
  JAK/STAT,	
  

mientras	
  que	
  las	
  formas	
  cortas	
  tienen	
  distinta	
  capacidad	
  de	
  señalización	
  mediante	
  la	
  

vía	
   de	
   las	
   MAPKs	
   [29].	
   	
   El	
   receptor	
   soluble	
   de	
   leptina	
   sería	
   la	
   principal	
   proteína	
  

sérica	
  que	
  interactúa	
  con	
  la	
  leptina	
  circulante	
  [49].	
  	
  	
  

Específicamente	
  en	
  humanos,	
  la	
  isoforma	
  LEPRL	
  fue	
  inmunolocalizada	
  en	
  las	
  células	
  

citotrofoblásticas,	
   en	
   el	
   epitelio	
   luminar	
   y	
   en	
   células	
   estromales	
   de	
   la	
   decidua	
  

materna.	
  También	
  se	
  ha	
  detectado	
  el	
  receptor	
  de	
   leptina	
  en	
  oocitos	
  humanos	
  y	
  en	
  

embriones	
  aún	
  no	
  implantados	
  [50].	
  	
  	
  

	
  
Figura	
  I12:	
  Isoformas	
  del	
  receptor	
  de	
  leptina	
  humano.	
  Las	
  isoformas	
  presentan	
  el	
  

mismo	
   dominio	
   extracelular,	
   capaz	
   de	
   unirse	
   a	
   la	
   leptina.	
   Existen	
   seis	
   isoformas	
   del	
  

receptor,	
   las	
   cuales	
   comparten	
   un	
   dominio	
   transmembrana	
   y	
   los	
   primeros	
   29	
  

aminoácidos	
  	
  que	
  tienen	
  un	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  la	
  quinasa	
  JAK2.	
  Una	
  de	
  las	
  isoformas	
  

es	
   larga	
   (LepRb),	
   4	
   son	
   cortas	
   (LepRa,	
   c,	
   d,	
   f)	
   y	
   una	
   soluble	
   (LepRe).	
   La	
   isoforma	
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(LepRb)	
   contiene	
   un	
   sitio	
   adicional	
   para	
   la	
   unión	
   de	
   STAT	
   (BOX3).	
   Adaptado	
   de	
  

Munzberg	
  2015.	
  	
  

	
  
Tanto	
  LepRl	
  	
  como	
  LepRs	
  se	
  expresan	
  en	
  la	
  placenta	
  humana	
  [51],	
  y	
  la	
  acción	
  de	
  la	
  

leptina	
  sobre	
  sus	
  receptores	
  en	
  células	
  de	
  este	
  órgano	
  activa	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  

de	
  MAPK	
  y	
  PI3K	
  [52].	
  

Las	
  isoformas	
  de	
  membranas	
  presentan	
  el	
  dominio	
  box	
  1,	
  necesario	
  para	
  la	
  unión	
  a	
  

la	
   quinasa	
   Janus	
   (JAK),	
   principalmente	
   LepRb	
   la	
   cual	
   presenta	
   un	
   dominio	
  

intracelular	
   más	
   largo	
   y	
   posee	
   dos	
   sitios	
   de	
   unión	
   a	
   JAK,	
   un	
   sitio	
   de	
   unión	
   al	
  

transductor	
  de	
  señal	
  y	
  activador	
  de	
   la	
   transcripción	
  (STAT)	
  y	
  tres	
  tirosinas	
  (Y985,	
  

Y1077,	
   	
   Y1138)	
   que	
   pueden	
   fosforilar	
   a	
   JAK2.	
   La	
   fosforilación	
   en	
   Y985	
   activa	
   la	
  

cascada	
  de	
  SHP-­‐2	
  y	
  MAPK,	
  la	
  fosforilación	
  en	
  Y1077	
  activa	
  la	
  señalización	
  por	
  STATS	
  

(que	
  median	
   las	
   funciones	
  en	
  reproducción	
  de	
   leptina)	
  y	
   la	
   fosforilación	
  en	
  Y1138	
  

activa	
   la	
   señalización	
   por	
   STAT3	
   (el	
   principal	
   mediador	
   de	
   las	
   funciones	
  

neuroendócrinas	
   de	
   leptina).	
   Luego	
   JAK2,	
   la	
   proteína	
   de	
   interacción,	
   media	
   la	
  

interacción	
   con	
   la	
   proteína	
   IRS	
   (el	
   receptor	
   substrato	
   de	
   insulina)	
   que	
   funciona	
  

como	
  adaptador	
  de	
  PI3K	
  [53].	
  	
  

Funciones	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  reproducción	
  	
  

La	
   primera	
   evidencia	
   en	
   relación	
   al	
   rol	
   de	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
   reproducción	
  

provino	
  de	
  los	
  ratones	
  ob/ob	
  y	
  db/db,	
  los	
  cuales	
  no	
  producen	
  leptina	
  no	
  funcional	
  y	
  

su	
   receptor	
   truncado	
   respectivamente,	
   y	
   están	
   caracterizados	
   por	
   ser	
   obesos	
   e	
  

infértiles.	
   Aunque	
   el	
   tratamiento	
   con	
   leptina	
   exógena	
   restaura	
   la	
   fertilidad	
   en	
   los	
  

ratones	
   ob/ob,	
   la	
   restricción	
   de	
   la	
   alimentación	
   por	
   sí	
   sola	
   no	
   es	
   efectiva	
   para	
  

corregir	
  ese	
  fenotipo.	
  Este	
  hecho	
  sugiere	
  que	
  la	
  obesidad	
  no	
  es	
  la	
  única	
  causa	
  de	
  la	
  

infertilidad	
   de	
   los	
   animales	
   y	
   que	
   la	
   leptina	
   sería	
   necesaria	
   para	
   el	
   normal	
  

funcionamiento	
  reproductivo	
  [54].	
  	
  

La	
  leptina,	
  como	
  se	
  mencionó	
  antes,	
  controla	
  el	
  eje	
  hipotálamo	
  hipofisario	
  gonadal	
  a	
  

distintos	
  niveles,	
   estimulando	
   la	
   síntesis	
  y	
   liberación	
  de	
   la	
  hormona	
   liberadora	
  de	
  

gonadotrofina	
   (GnRH),	
   de	
   la	
   hormona	
   folículo	
   estimulante	
   (FSH)	
   y	
   de	
   la	
   hormona	
  

luteinizante	
  LH	
  [55].	
  En	
  humanos,	
  el	
  nivel	
  de	
  leptina	
  se	
  correlaciona	
  con	
  los	
  de	
  LH,	
  

FSH,	
   E2	
   y	
   testosterona,	
   lo	
   que	
   podría	
   significar	
   que	
   éste	
   podría	
   ser	
   un	
   factor	
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permisivo	
  para	
  la	
  iniciación	
  de	
  la	
  pubertad	
  [56].	
  

Estudios	
  en	
  el	
  humano	
  han	
  demostrado	
  el	
  rol	
  de	
  la	
  leptina	
  	
  durante	
  el	
  proceso	
  de	
  	
  la	
  

pubertad.	
  Está	
  bien	
  establecido	
  que	
  la	
  restricción	
  del	
  alimento	
  retrasa	
  la	
  	
  pubertad,	
  

mientras	
  que	
  la	
  realimentación	
  elimina	
  este	
  retraso	
  [57,	
  58].	
  Asimismo,	
  los	
  modelos	
  

humanos	
   y	
  murinos	
   que	
   presentan	
   deficiencia	
   de	
   leptina	
   y	
   fallan	
   en	
   entrar	
   en	
   la	
  

pubertad	
  que	
  son	
  tratados	
  con	
  leptina,	
  son	
  capaces	
  de	
  establecer	
  un	
  patrón	
  secretor	
  

pulsátil	
   de	
   gonadotrofinas	
   que	
   es	
   característico	
   de	
   una	
   pubertad	
   tempana	
   [59].	
  

También	
  se	
  ha	
  reportado	
  un	
  aumento	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  leptina	
  en	
  suero	
  durante	
  los	
  

años	
   precursores	
   al	
   desarrollo	
   puberal	
   que	
   llegan	
   a	
   su	
   máximo	
   nivel	
   cerca	
   del	
  

momento	
  de	
   la	
  pubertad.	
  En	
   las	
  mujeres,	
   el	
   nivel	
  de	
   la	
   leptina	
   sigue	
   aumentando,	
  

mientras	
  que	
  en	
  los	
  hombres	
  tiende	
  a	
  disminuir	
  [60].	
  	
  	
  

Los	
   órganos	
   reproductivos	
   también	
   son	
   influenciados	
   por	
   la	
   leptina.	
   Diversos	
  

estudios	
  han	
  demostrado	
  que	
  leptina	
  es	
  capaz	
  de	
  causar	
  tanto	
  efectos	
  estimulatorios	
  

[61-­‐63]	
  como	
  inhibitorios	
  [64,	
  65]	
  sobre	
  las	
  funciones	
  del	
  ovario.	
  Se	
  ha	
  identificado	
  

la	
   expresión	
   del	
   LepR,	
   en	
   varios	
   tejidos	
   periféricos	
   (ovario,	
   testículos	
   y	
   glándula	
  

adrenal),	
  lo	
  que	
  sugiere	
  que	
  la	
  leptina	
  podría	
  tener	
  un	
  efecto	
  directo	
  en	
  los	
  blancos	
  

endocrinos	
   río	
   abajo	
   del	
   eje	
   reproductivo	
   [66,	
   67].	
   También	
   se	
   le	
   atribuye	
   un	
   rol	
  

importante	
   a	
   la	
   leptina	
   en	
   el	
   desarrollo	
   del	
   oocito,	
   la	
   ovulación	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
  

VEGF	
  en	
  el	
  ovario	
  [25,	
  68].	
  

La	
   leptina	
   juega	
   un	
   papel	
   importante	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   fertilidad,	
   es	
   más	
   la	
  

ausencia	
   de	
   leptina,	
   causada	
   por	
   mutaciones	
   en	
   el	
   gen	
   o	
   el	
   receptor	
   de	
   leptina	
  

(LepR),	
  se	
  ha	
  asociado	
  a	
  infertilidad	
  tanto	
  en	
  humanos	
  como	
  en	
  roedores	
  [69]	
  [70].	
  

Por	
  otro	
  lado	
  se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  el	
  receptor	
  de	
  leptina	
  se	
  expresa	
  en	
  la	
  decidua	
  

materna	
  y	
  que	
  el	
  endometrio	
  materno	
  uterino	
  es	
  blanco	
  para	
   	
   la	
  acción	
  de	
  leptina,	
  

por	
   este	
  motivo	
   se	
   propone	
   que	
   la	
   leptina	
   es	
   importante	
   en	
   la	
   señalización	
   de	
   la	
  

implantación	
  del	
  embrión	
  en	
  mamíferos	
  [71].	
  	
  

Funciones	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  el	
  Embarazo	
  

La	
   leptina	
   y	
   su	
   receptor	
   se	
   han	
   localizado	
   en	
   distintas	
   células	
   y	
   tejidos	
  

involucrados	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  la	
  gestación.	
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La	
   leptina	
   y	
   sus	
   receptores	
   también	
   han	
   sido	
   detectados	
   en	
   líneas	
   celulares	
   de	
  

coriocarcinoma	
   humano	
   como	
   BeWo	
   y	
   JEG-­‐3	
   [72],	
   lo	
   cual	
   es	
   consistente	
   con	
   la	
  

detección	
   de	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   leptina	
   plasmática	
   en	
   pacientes	
   con	
   neoplasias	
  

trofoblásticas	
  gestacionales,	
  como	
  la	
  mola	
  hidatiforme	
  o	
  el	
  coriocarcinoma	
  [73].	
  La	
  

placenta,	
  tanto	
  en	
  ratas	
  como	
  en	
  humanos,	
  produce	
  grandes	
  cantidades	
  de	
  leptina.	
  

El	
  tejido	
  adiposo	
  fetal	
  produce	
  leptina,	
  los	
  niveles	
  en	
  suero	
  disminuyen	
  después	
  del	
  

parto,	
  sugiriendo	
  del	
  aporte	
  que	
  genera	
  la	
  placenta	
  y	
  el	
  feto	
  en	
  la	
  síntesis	
  de	
  leptina	
  

[74].	
  En	
  mujeres	
  embarazadas	
  el	
  nivel	
  de	
  leptina	
  en	
  suero	
  aumenta	
  en	
  comparación	
  

a	
  las	
  no	
  embarazadas,	
  principalmente	
  durante	
  el	
  segundo	
  y	
  tercer	
  trimestre	
  y	
  decae	
  

rápidamente	
  luego	
  del	
  parto,	
  lo	
  que	
  sugiere	
  un	
  rol	
  de	
  la	
  leptina	
  durante	
  la	
  gestación	
  

[29].	
   Se	
   ha	
   reportado	
   que	
   leptina	
   aporta	
   al	
   correcto	
   desarrollo	
   fetal	
   y	
   a	
   una	
  
adecuada	
  función	
  placentaria	
  ya	
  que	
  en	
  placenta	
  regula	
  el	
  transporte	
  de	
  nutrientes,	
  

la	
  angiogénesis,	
  la	
  proliferación	
  trofoblástica	
  y	
  la	
  inmunomodulación	
  [75].	
  

Se	
   ha	
   propuesto	
   un	
   rol	
   importante	
   para	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
   implantación.	
   La	
  

implantación	
   del	
   embrión	
   es	
   el	
   	
   momento	
   más	
   crítico	
   para	
   lograr	
   un	
   embarazo	
  

exitoso.	
   El	
   blastocito	
   se	
   conecta	
   estrechamente	
   e	
   invade	
   la	
   	
   superficie	
   del	
  

endometrio	
  materno	
  [76].	
  Como	
  se	
  mencionó	
  antes,	
  un	
  gran	
  número	
  de	
  mediadores	
  

se	
   encuentran	
   involucrados	
   en	
   esta	
   etapa	
   temprana	
   de	
   conexión	
   materno-­‐fetal,	
  

incluyendo	
  hormonas,	
  moléculas	
  de	
  adhesión,	
  citoquinas,	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  

lípidos	
   entre	
   otros	
   [77].	
   Se	
   ha	
   reportado	
   que	
   el	
   endometrio	
   y	
   los	
   embriones	
  

preimplantados	
   poseen	
   ARNm	
   de	
   LEPR,	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   son	
   un	
   blanco	
   para	
   la	
  

acción	
  de	
  la	
  leptina	
  [50].	
  	
  	
  

En	
   las	
  células	
   trofoblásticas,	
   la	
   síntesis	
  y	
   secreción	
  de	
   leptina	
  como	
  así	
   también	
   la	
  

expresión	
  de	
  su	
  receptor,	
  fueron	
  ampliamente	
  demostradas	
  [24],	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  

leptina	
   podría	
   actuar	
   como	
   un	
  modulador	
   de	
   la	
   función	
   endocrina	
   de	
   la	
   placenta	
  

[78].	
   De	
   este	
   modo,	
   se	
   ha	
   reportado	
   que	
   la	
   leptina	
   aumenta	
   la	
   expresión	
   de	
  

metaloproteinasas	
  en	
  el	
  citotrofoblasto,	
  facilitando	
  el	
  proceso	
  de	
  implantación	
  [79].	
  

Asimismo,	
  	
  la	
  leptina	
  presenta	
  un	
  efecto	
  fisiológico	
  sobre	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  placenta	
  

incluyendo	
   angiogénesis,	
   crecimiento	
   y	
   inmunomodulación	
   [29].	
   Estudios	
   previos	
  

han	
  demostrado	
  que	
  la	
  leptina	
  aumenta	
  la	
  liberación	
  de	
  citoquinas	
  proinflamatorias	
  

y	
   prostaglandinas	
   en	
   explantos	
   de	
   placentas	
   humanas,	
   también	
   estimula	
   la	
  

producción	
  de	
  hormonas	
  [51],	
  y	
  regula	
  el	
  crecimiento	
  y	
  desarrollo	
  fetal	
  [29].	
  Estas	
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evidencias	
   involucran	
   aún	
  más	
   a	
   la	
   leptina	
   como	
   un	
   importante	
  modulador	
   de	
   la	
  

función	
  placentaria.	
  	
  

Sin	
  embargo,	
  los	
  efectos	
  de	
  la	
  leptina	
  durante	
  el	
  embarazo	
  y	
  los	
  factores	
  que	
  regulan	
  

su	
  expresión	
  en	
  placenta	
  	
  no	
  se	
  conocen	
  totalmente	
  [52,	
  80].  

Leptina	
  en	
  	
  embarazos	
  patológicos	
  

Se	
   han	
   reportado	
   diferentes	
   patologías	
   del	
   embarazo	
   relacionadas	
   con	
   a	
   la	
  

desregulación	
   de	
   la	
   función	
   autocrina	
   y	
   paracrina	
   de	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
   interfase	
  

materno-­‐fetal	
  [81].	
  	
  

La	
   producción	
   del	
   leptina	
   en	
   la	
   placenta	
   esta	
   aumentada	
   marcadamente	
   en	
  

pacientes	
   con	
  preeclampsia	
   (PE)	
   [82]	
   o	
   en	
  pacientes	
   con	
  diabetes	
  mellitus	
   (DMG)	
  

[83].	
   También	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   la	
   concentración	
   de	
   leptina	
   en	
   plasma	
   se	
  

encuentra	
   elevado	
   en	
   pacientes	
   con	
   enfermedades	
   trofoblásticas	
   gestacionales	
  

(ETGs),	
  como	
  la	
  mola	
  hidatiforme	
  y	
  el	
  coriocarcinoma[84].	
  	
  

La	
  PE	
  	
  se	
  caracteriza	
  por	
  hipertensión	
  arterial	
  y	
  proteinuria	
  luego	
  de	
  la	
  semana	
  20	
  

de	
   gestación,	
   debido	
   a	
   una	
   invasión	
   trofoblástica	
   y	
   remodelación	
   de	
   las	
   arterias	
  

espirales	
   deficientes,	
   lo	
   que	
   genera	
   un	
   menor	
   flujo	
   sanguíneo	
   hacia	
   la	
   placenta,	
  

aumento	
  del	
  estrés	
  oxidativo	
  y	
  disfunción	
  endotelial	
  [85].	
  Los	
  niveles	
  plasmáticos	
  de	
  

leptina	
  son	
  mayores	
  en	
  mujeres	
  que	
  presentan	
  PE,	
  así	
   como	
   también	
   la	
  expresión	
  

del	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  en	
  placenta	
  [86,	
  87],	
  y	
  de	
  la	
  forma	
  soluble	
  de	
  su	
  receptor	
  [88].	
  

Lo	
  que	
  indicaría	
  una	
  disfunción	
  endotelial,	
  al	
  haber	
  alteraciones	
  a	
  nivel	
  de	
  leptina	
  y	
  

sus	
   receptores	
  que	
  modificarían	
   la	
  angiogénesis	
  y	
   los	
  eventos	
  de	
   remodelación	
  de	
  

las	
  arterias	
  uterinas.	
  	
  

En	
  el	
  caso	
  de	
  DMG	
  el	
  incremento	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  es	
  de	
  3	
  a	
  5	
  veces	
  superior	
  a	
  

embarazos	
   normales	
   en	
   particular	
   durante	
   el	
   segundo	
   y	
   tercer	
   trimestre	
   del	
  

embarazo	
   y	
   es	
   aún	
  mayor	
   en	
  mujeres	
   tratadas	
   con	
   insulina	
   [83].	
   En	
   comparación	
  

con	
  la	
  placenta	
  de	
  embarazos	
  normales,	
  en	
  las	
  mujeres	
  que	
  padecen	
  DMG	
  y	
  diabetes	
  

mellitus	
  tipo	
  I	
  se	
  sobreexpresa	
  la	
  leptina	
  y	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  cortas	
  del	
  receptor	
  

de	
  leptina.	
  También	
  aumenta	
  la	
  concentración	
  de	
  receptores	
  solubles	
  de	
  leptina,	
  en	
  

el	
   tercer	
   trimestre	
   del	
   embarazo,	
   lo	
   que	
   induce	
   la	
   resistencia	
   a	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
  

madre,	
   siendo	
   los	
   niveles	
   de	
   leptina	
   en	
   embarazadas	
   con	
   DMG	
   mayores	
   que	
   en	
  

diabetes	
  mellitus	
  tipo	
  I	
  [83,	
  89].	
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Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  leptina	
  promueve	
  la	
  invasividad,	
  su	
  expresión	
  y	
  la	
  de	
  sus	
  

receptores	
   es	
   alta	
   en	
   las	
   ETGs.	
   Diversos	
   estudios	
   demuestran	
   que	
   ocurre	
   un	
  

aumento	
  en	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  y	
   todas	
   las	
   isoformas	
  de	
  sus	
  receptores	
  en	
   las	
  

ETGs	
   [24,	
   90].	
   La	
   mola	
   hidatiforme,	
   el	
   coriocarcinoma	
   y	
   otros	
   neoplasmas	
  

trofoblásticos	
  son	
  tumores	
  productores	
  de	
  leptina,	
  aunque	
  no	
  se	
  sabe	
  el	
  rol	
  que	
  esta	
  

citoquina	
  juega	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  los	
  mismos	
  [91].	
  	
  

Otra	
   patología	
   relacionada	
   con	
   la	
   desregulación	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   es	
   la	
  

restricción	
  del	
  crecimiento	
  intrauterino	
  (RCIU),	
  que	
  se	
  define	
  por	
  la	
  disminución	
  en	
  

la	
  velocidad	
  del	
  crecimiento	
  fetal,	
  usualmente	
  asociada	
  a	
  una	
  mala	
  nutrición	
  del	
  feto.	
  

Puede	
   ser	
   causada	
   por	
   distintos	
   factores,	
   tanto	
   nutricionales,	
   genéticos	
   o	
   por	
   un	
  

impedimento	
  en	
  el	
  desarrollo	
  placentario	
  [92].	
  La	
  falla	
  en	
  la	
  producción	
  de	
  la	
  leptina	
  

podría	
  estar	
  ligada	
  con	
  la	
  RCIU	
  [93].	
  

Regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  de	
  leptina	
  en	
  placenta	
  

Las	
   evidencias	
   indican	
   que	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   en	
  

placenta	
   y	
   en	
   tejido	
   adiposo	
   difieren	
   sustancialmente	
   [29].	
   Hormonas	
   y	
   otros	
  

factores,	
  como	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  han	
  sido	
  involucrados	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  

transcripción	
   de	
   leptina	
   en	
   placenta.	
   	
   Ciertas	
   hormonas	
   fundamentales	
   del	
  

embarazo,	
   como	
   la	
   hCG	
   y	
   el	
   17β-­‐estradiol,	
   estimulan	
   la	
   síntesis	
   de	
   leptina	
   en	
  

placenta	
  [80,	
  94].	
  Así	
  como	
  también	
  AMPc,	
  glucocorticoides,	
   insulina	
  y	
  el	
   factor	
  de	
  

respuesta	
   a	
   hipoxia	
  HIF-­‐1α,	
   son	
   capaces	
   de	
   regular	
   positivamente	
   su	
   síntesis	
   [29,	
  

90,	
  95,	
  96].	
  	
  

- Elementos	
  regulatorios	
  en	
  el	
  promotor	
  

Se	
  ha	
  caracterizado	
  el	
  promotor	
  del	
  gen	
  de	
  leptina,	
  a	
  través	
  de	
  un	
  análisis	
  in	
  silico	
  de	
  

la	
   secuencia	
   promotora	
   comparándola	
   con	
   la	
   base	
   de	
   datos	
   de	
   elementos	
   o	
  

secuencias	
   consenso	
   de	
   unión	
   al	
   ADN	
   para	
   distintos	
   factores	
   de	
   transcripción	
  

(Figura	
   I12).	
  A	
  partir	
  de	
   la	
  secuencia	
  obtenida,	
  se	
   identificaron	
   las	
  posibles	
  zonas	
  

de	
   unión	
   de	
   distintos	
   factores	
   de	
   transcripción	
   que,	
   de	
   acuerdo	
   la	
   bibliografía,	
  

estarían	
  involucrados	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  transcripción	
  por	
  17β-­‐estradiol	
  en	
  otros	
  

genes	
  [97].	
  	
  

Se	
  han	
  identificado	
  distintos	
  sitios	
  de	
  unión	
  para	
  diferentes	
  elementos	
  regulatorios	
  

a	
  lo	
  largo	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina,	
  tales	
  como	
  C/EBP	
  (CCAAT/	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
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intensificador),	
  AP-­‐1	
  (proteína	
  activadora-­‐1),	
  Sp1	
  (proteína	
  estimuladora	
  1),	
  NFκB	
  

(factor	
  nuclear	
  kappa	
  B),	
  CRE	
   (elemento	
  de	
   respuesta	
  a	
  CREB),	
  GRE	
   (elemento	
  de	
  

respuesta	
  a	
  glucocorticoides),	
  receptores	
  de	
  estrógenos,	
  entre	
  otros,	
  lo	
  que	
  siguiere	
  

una	
   regulación	
   compleja	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   leptina	
   a	
   través	
   de	
   diferentes	
  

entrecruzamientos	
   transcripcionales	
   [25,	
   30,	
   98,	
   99].	
   Además,	
   se	
   localizó	
   un	
  

intensificador	
  o	
  'enhancer'	
  específico	
  de	
  placenta	
  llamado	
  PLE	
  (enhancer	
  de	
  leptina	
  

placentaria)	
   localizado	
   a	
   1.9-­‐kb	
   rio	
   arriba	
   del	
   gen	
   de	
   leptina	
   [100]	
   (Figura	
   I13).	
  

Este	
  enhancer	
  rio	
  arriba	
  del	
  gen	
  de	
  leptina	
  humano,	
  se	
  encuentra	
  activo	
  en	
  células	
  

de	
  coriocarcinoma	
  JEG-­‐3	
  y	
  JAR,	
  pero	
  no	
  en	
  células	
  adiposas	
  ni	
  en	
  células	
  Hela.	
  Está	
  

localizado	
   en	
   la	
   región	
   	
   5ʹ′	
   del	
   promotor	
   comprendida	
   entre	
   -­‐1951	
   pb	
   y	
   -­‐1887pb	
  

[101].	
  	
  

El	
  hecho	
  de	
  que	
  el	
  gen	
  del	
  leptina	
  humano	
  presenta	
  un	
  enhancer	
  placenta-­‐especifico	
  

indica	
  que	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  producción	
  de	
  leptina	
  en	
  trofoblasto	
  es	
  diferente	
  que	
  

en	
  los	
  adipocitos.	
  	
  	
  

Millar	
  y	
  colaboradores	
  reportaron	
  que	
  se	
  requieren	
  solo	
  217pb	
  de	
  la	
  secuencia	
  en	
  el	
  

extremo	
  5ʹ′	
  para	
  la	
  transcripción	
  basal	
  específica	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  tejido	
  adiposo,	
  así	
  

como	
  para	
  la	
  estimulación	
  por	
  la	
  unión	
  de	
  C/EBPα	
  [90].	
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RESULTADOS 

 101 

 

 

Figura 28: Análisis in silico  del promotor del gen de leptina 
 

 La secuencia del promotor de leptina (-2922 a +29) fue analizada con el programa MatInspector 7.7.3 . Se 
seleccionaron los elementos hallados con puntaje de coincidencia máximo. Se realizó una subselección de los 
elementos vinculados con la acción del E2. Los sitios en cuestión se encuentran en letra negrita o cursiva en 
los casos en que se superponen las secuencias. 

 NFNB: Factor Nuclear-kappa B, SFRE: Elemento de respuesta al factor esteroideogénico 1, C/EBP: CAAT/ 
proteína de unión a intensificador, STAT: Señal activadora y transductora de transcripción, CRE: Elemento de 
respuesta a AMPc, ERE: Elemento canónico palindrómico de respuesta a estrógenos, PLE: Elemento enhancer 
de leptina placentaria, Sp1: Proteína estimulante 1, c-Jun/ATF2: Heterodímero c-Jun/factor activador de la 
transcripción 2. half  ERE: sitio que contiene la mitad de la secuencia consenso de un elemento de respuesta 
a estrógenos. 

-2922  aagcttcttt aaggatggag aggccctagt ggaatgggga gattcttccg ggagaagcga 
-2862  tggatgcaca gttgggcatc cccacagacg gactggaaag aaaaaaggcc tggaggaatc 
-2802  aatgtgcaat gtatgtgtgt tccctggttc aagggctggg aactttctct aaagggccag 
-2742  gtagaaaaca ttttaggctt tctaagccaa ggcaaaattg aggatattac atgggtactt 
-2682  atacaacaag aataaacaat ttacacaatt ttttgttgac agaattcaaa actttataga 
-2622  cacagaaatg caaatttcct gtaattttcc cgtgagaact attcttcttt tgttttgttt 
-2562  tgcgacaggg ttgcgctgat cctcccgcct cagtctccct aagtgctgag atgttgcagg 
-2502  aagtcaggga ccccgaacag agagatcggc tggagccgtg gcagaggaac ataaattttg 
-2442  aagatttcat tttaatatgg acacttatca gttcccaaat aatactttta taatttttta 
-2382  tgcctgtctt tgctttaatc tcttaatcct gttatcttca taagctaagg atgtacgtca 
-2322  cctcaggacc actgtgataa ttgtgttaac tgtacagatt gattgcaaaa catgtgtgtt 
-2262  tgaacaatat gaaatcagtg caccttgaaa aagagcagaa taacagcaat ttttagggaa 
-2202  caagggaaga caactataag gtctgactgc ctgcggggtc gggcaaaggg agccatattt 
-2142  ttcttcttgc agagagccta taaatagacc tgcaagtagg agagatattg ctaatttctt 
-2082  ttgctagcat ggaatattaa tattaacacc ctgggaaagg aatgcattcc tggggggagg 
-2022  tctataaatg gccgctctgg gaatgtctat cctacgcaac ggagataagg actgagatac 
-1962  gccctggtct cctgcagtac cctcaggctt actagggtgg tgaaaaactc cgccctggta 
-1902  aatttgtggt cagaccagtt ttctgctctc gaacactgtt ttctgttgtt taagatgttt 
-1842  atcaagacaa tacgtgcacc gctgaacaca gacccttatc agtagttctc ctttttgccc 
-1782  tttgaagcat gtgatctact ccctgtttta caccccctca ccttttgaaa cccttaataa 
-1722  aaaacttgct ggtttgaggc tcaggtgggc atcacagtac taccgatatg tgatgtcacc 
-1662  cccggcggcc cagctgtaaa attcctctct ttgtactctc tctctttatt tctcagccag 
-1602  ctgacactta tggaaaatag aaagaaccta cgttgaaata ttgggggcag gttcccccaa 
-1542  tatctggtgc ccaacgtggg atactgagat tacaagcatg agccactgca tctggcctct 
-1482  tcttttgatt tttttttttc aaacttttac aaatgtagaa accattctta gcttttgggc 
-1422  attaccaaac ccggcagtgg caggctcggt tcaccgacgt catttgcagt tccccgcttt 
-1362  atgttatggg ttttgttttg ttttgttttt tttattgaga cagagtttca ctcttgttgc 
-1302  ccaggctgta gtgcaatggt ctgatcttgg ctcactgcaa cctccacttc ccaggttcaa 
-1242  gccattctcc tgcctcagcc tctcaagtag ctgggattac agacactcac caccacacct 
-1182  ggctaatttt gtatttttag tagagatgag gtttcaccat gttggccagg ctggtctcga 
-1122  aatcctgacc tcaggtgatc cacccacctt ggcctcccaa agtgctggga ttacaggctt 
-1062  gagctaccac gcctggctgg gttggttctc aatggagtgg tttgtttttg gagctgctct 
-1002  gcgcagtggg gaccagaata ggcctgggtt cctagcccat tgctattcct taccagctgt 
-942   ggattctaag gaaagtcatt taacctcgct ggaccttaga ttcctcatcc ctgaagccca 
-882   agggtaaaac aaaacaaaac aaaacaaaac aaaccaaccc atcatgtaaa gcggggaact 
-822   acaaacgata caggtgaaac atgcctacca caccactcac aggctatgat gacaaaaacg 
-762   tggctacatc tgggaccacc ccccaacccc cactttgtac gtaggaaata cggagttgag 
-702   gatggagacc cacagtatgt ccagagtgtc cccaaaggcc acagtgcccg cctggagccc 
-642   tccagagagc gtgcactccc tggggtgcca gccagagaca acttgccctg aggcttggaa 
-582   ctcgattctc cgcgtgccag agaaggggtg ggacttcaga acccccaacc ccgcaatctg 
-522   ggtcggggag cctggcgcac tgcgggccgc tccctctaac cctgggcttc cctggcgtcc 
-462   agggccgtcg gggccgagtc ccgattcgct cccaccccga agccgcgcca ggaccaacga 
-402   gggcgcagcc gtatgcccca gcccgctccg cggagcccct cacagccacc cccgccccga 
-342   ccgcgccccg agcggctcga agcaccttcc caaggggctg gtccttgcgc catagtcgcg 
-282   ccggagcctc tggagggaca tcaaggattt ctcgctccta ccagccaccc ccaaattttt 
-222   gggaggtacc caagggtgcg cgcgtggctc ctggcgcgcc gaggccctcc ctcgaggccc 
-162   cgcgaggtgc acactgcggg cccagggcta gcagccgccc ggcacgtcgc taccctgagg 
-102   ggcggggcgg gagctggcgc tagaaatgcg ccggggcctg cggggcagtt gcgcaagttg 
-42    tgatcgggcc gctataagag gggcgggcag gcatggagcc ccgtaggaat cgcagcgcca 
+18    acggttgcaa g 	
  

Figura	
  I13:	
  La	
  secuencia	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  (-­‐2922	
  a	
  +29)	
  fue	
  analizada	
  con	
  el	
  

programa	
  MatInspector	
  7.7.3	
  .	
  Se	
  seleccionaron	
  los	
  elementos	
  hallados	
  con	
  puntaje	
  de	
  

coincidencia	
  máximo.	
  Se	
   realizó	
  una	
  subselección	
  de	
   los	
  elementos	
  vinculados	
  con	
   la	
  

acción	
   del	
   E2.	
   Los	
   sitios	
   en	
   cuestión	
   se	
   encuentran	
   en	
   letra	
   negrita	
   o	
   cursiva	
   en	
   los	
  

casos	
   en	
   que	
   se	
   superponen	
   las	
   secuencias.	
   	
   NFκB:	
   Factor	
   Nuclear-­‐kappa	
   B,	
   SFRE:	
  

Elemento	
  de	
  respuesta	
  al	
  factor	
  esteroideogénico	
  1,	
  C/EBP:	
  CAAT/	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
  

intensificador,	
  STAT:	
  Señal	
  activadora	
  y	
  transductora	
  de	
  transcripción,	
  CRE	
  :	
  Elemento	
  

de	
  respuesta	
  a	
  AMPc,	
  ERE:	
  Elemento	
  canónico	
  palindrómico	
  de	
  respuesta	
  a	
  estrógenos,	
  

PLE:	
   Elemento	
   enhancer	
   de	
   leptina	
   placentaria,	
   Sp1:	
   Proteína	
   estimulante	
   1,	
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c/Jun/ATF2:	
  Heterodímero	
  c-­‐Jun/factor	
  activador	
  de	
  la	
  transcripción	
  2.	
  half	
  ERE	
  :	
  sitio	
  

que	
   contiene	
   la	
   mitad	
   de	
   la	
   secuencia	
   consenso	
   de	
   un	
   elemento	
   de	
   respuesta	
   a	
  

estrógenos.	
  	
  

- Estradiol	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  	
  	
  

Se	
   ha	
   reportado	
   que	
   la	
   secreción	
   de	
   leptina	
   se	
   encuentra	
   regulada	
   por	
  

hormonas	
   esteroideas	
   [102],	
   	
   y	
   se	
  ha	
  demostrado	
  que	
   el	
   E2	
   es	
  un	
   regulador	
  de	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  el	
  tejido	
  adiposo	
  y	
  en	
  la	
  placenta.	
  Sin	
  embargo	
  se	
  sabe	
  poco	
  

de	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  la	
  placenta	
  [29].	
  

Chardonnens	
  y	
  colaboradores	
  [103]	
  observaron	
  que	
  el	
  E2	
  aumentaba	
  la	
  producción	
  

de	
  leptina	
  en	
  células	
  citotrofoblásticas	
  humanas	
  de	
  placenta	
  de	
  primer	
  trimestre.	
  

Trabajos	
   previos	
   han	
   demostrado	
   que	
   los	
   estrógenos	
   pueden	
   activar	
   al	
   promotor	
  

LEP	
   en	
   las	
   células	
   JEG-­‐3	
   de	
   coriocarcinoma	
   a	
   través	
   de	
   ERα	
   y	
   sugirieron	
   que	
   la	
  

regulación	
   de	
   la	
   biosíntesis	
   de	
   leptina	
   podría	
   depender	
   de	
   la	
   existencia	
   de	
   ERs	
  

funcionales	
   [104].	
   También	
   se	
   ha	
   estudiado	
   en	
   los	
   adipocitos	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
   leptina	
  con	
  la	
  administración	
  de	
  E2,	
  y	
  se	
  determinó	
  que	
  se	
  genera	
  un	
  

incremento	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   ARNm	
  de	
   leptina	
   y	
   de	
   la	
   secreción	
   de	
   la	
   proteína	
  

[29].	
   En	
   humanos	
   se	
   ha	
   reportado	
   que	
   el	
   E2	
   potencia	
   la	
   producción	
   de	
   leptina	
   en	
  

citotrofoblastos	
  cultivados	
  del	
  primer	
  trimestre	
  [103].	
  Por	
  otro	
  lado	
  la	
  presencia	
  de	
  

ERs	
  en	
  los	
  trofoblastos	
  sugiere	
  que,	
  como	
  sucede	
  en	
  el	
  tejido	
  adiposo,	
  la	
  regulación	
  

de	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  placentaria	
  sería	
  un	
  fenómeno	
  mediado	
  por	
  ERs	
  [29].	
  	
  

Al	
  utilizarse	
   concentraciones	
   fisiológicas	
  de	
  E2,	
   se	
  ha	
  observado	
  un	
  aumento	
  de	
   la	
  

expresión	
  de	
   leptina	
  en	
   las	
  células	
  BeWo	
  a	
  nivel	
   transcripcional,	
  y	
   	
  al	
   tratar	
  con	
  el	
  

antiestrogeno	
  ICI	
  182,780,	
  se	
  produce	
  el	
  bloqueo	
  de	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina,	
   lo	
  que	
  sugiere	
  un	
  rol	
  del	
  estradiol	
  en	
  el	
  control	
  autocrino	
  de	
   la	
  síntesis	
  de	
  

leptina	
  [94].	
  	
  

Sabiendo	
  la	
  importancia	
  que	
  presenta	
  el	
  estrógeno	
  en	
  la	
  biosíntesis	
  de	
  la	
  leptina,	
  sin	
  

embargo	
  el	
  mecanismo	
  por	
  el	
  cual	
  el	
  estrógeno	
  media	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  la	
  

placenta	
  humana	
  aún	
  no	
  se	
  ha	
  definido.	
  

Resultados	
   obtenidos	
   por	
   nuestro	
   grupo	
   de	
   investigación	
   apoyan	
   la	
   idea	
   de	
   la	
  

participación	
  de	
  ERα	
  y	
  E2	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  y	
  sugieren	
  que	
  

la	
   región	
   del	
   promotor	
   que	
   abarca	
   desde	
   -­‐1951	
   hasta	
   -­‐1847	
   es	
   suficiente	
   para	
  

evidenciar	
   dicha	
   inducción.	
   El	
   análisis	
   in	
   silico	
   de	
   esta	
   región	
   del	
   promotor	
   de	
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leptina	
   revela	
   el	
   sitio	
   potencial	
  halfERE	
   	
   de	
   unión	
   a	
   ERs,	
   el	
   sitio	
   de	
   unión	
   para	
   el	
  

factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  el	
  enhancer	
  PLE,	
  que	
  se	
  describió	
  previamente	
  [105].	
  

Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  E2	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  células	
  placentarias,	
  

que	
   involucra	
   probablemente	
   acciones	
   genómicas	
   y	
   no	
   genómicas,	
   un	
   crosstalk	
  

entre	
   ERα	
   y	
   que	
   requiere	
   la	
   activación	
   de	
   las	
   vías	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   de	
  

MAPK	
   y	
   PI3K	
   [94,	
   106].	
   Los	
   efectos	
   estimulatorios	
   de	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
   fueron	
  bloqueados	
   con	
  PD98059	
  o	
   con	
   la	
   sobreexpresión	
  de	
   la	
   dominante	
  

negativa	
  de	
  MEK	
  o	
  MAPK,	
  lo	
  que	
  siguiere	
  la	
  participación	
  de	
  esta	
  vía	
  en	
  la	
  inducción	
  

de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  mediada	
  por	
  E2	
  [94,	
  106].	
  

También	
  se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  el	
  E-­‐BSA,	
  un	
  análogo	
  del	
  estrógeno	
  impermeable	
  a	
  la	
  

membrana	
  plasmática,	
  cuyos	
  efectos	
  se	
  inician	
  a	
  través	
  de	
  receptores	
  de	
  membrana	
  

[107],	
   induce	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  a	
   través	
  de	
   la	
  activación	
  de	
  múltiples	
  vías	
  de	
  

señalización	
   que	
   pueden	
   regular	
   la	
   expresión	
   del	
   gen	
   de	
   leptina.	
   El	
   posible	
  

mecanismo	
  de	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  por	
  E2	
  es	
  un	
  proceso	
  

multifactorial,	
  y	
  podría	
  depender	
  en	
  la	
  presencia,	
  concentración	
  y	
  localización	
  de	
  los	
  

ERs,	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  proteínas	
  co-­‐regulatorias	
  y	
  señales	
  de	
  transducción,	
  

entre	
   otros	
   [108].	
   Además	
   se	
   ha	
   observado	
   en	
   la	
   células	
   BeWo	
   que	
   el	
   ERα	
   se	
  

encuentra	
  localizado	
  principalmente	
  en	
  el	
  núcleo	
  y	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  pero	
  

también	
  en	
   la	
   fracción	
  citosólica	
   [108].	
  Estos	
  resultados,	
  apoyan	
   la	
   idea	
   	
  de	
  que	
  el	
  

receptor	
  de	
  membrana	
   se	
  encuentre	
   involucrado	
  en	
   los	
  efectos	
   rápidos	
  del	
  E2,	
   así	
  

como	
  también	
  que	
  el	
  receptor	
  que	
  media	
  el	
  efecto	
  del	
  E-­‐BSA	
  sería	
  el	
  ERα.	
  

- Expresión	
  de	
  leptina	
  mediada	
  por	
  hCG	
  

Se	
   ha	
   demostrado,	
   que	
   la	
   leptina	
   presenta	
   un	
   efecto	
   estimulatorio	
   sobre	
   la	
  

secreción	
  del	
  hCG	
  al	
  ser	
  agregada	
  a	
  	
  las	
  células	
  humanas	
  de	
  trofoblasto	
  placentario	
  a	
  

término	
  y	
  a	
  células	
  trofoblásticas	
  de	
  primer	
  trimestre	
  [51].	
  	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  hay	
  una	
  correlación	
  entre	
  las	
  concentraciones	
  de	
  leptina	
  y	
  E2	
  durante	
  

el	
   ciclo	
   menstrual	
   y	
   también	
   entre	
   hCG	
   y	
   leptina	
   en	
   el	
   embarazo	
   [109].	
  

Probablemente	
  entre	
  las	
  diferentes	
  hormonas	
  que	
  secreta	
  la	
  placenta,	
  hCG	
  y	
  leptina	
  

se	
  encuentran	
  involucradas	
  en	
  un	
  circuito	
  autocrino/paracrino	
  de	
  regulación	
  de	
   la	
  

función	
   de	
   la	
   placenta,	
   principalmente	
   durante	
   el	
   primer	
   trimestre	
   del	
   embarazo	
  

[80].	
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Trabajos	
   previos	
   de	
   nuestro	
   grupo	
   de	
   investigación	
   han	
   demostrado	
   que	
   hCG	
  

aumenta	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   actuando	
   a	
   nivel	
   transcripcional.	
   En	
   las	
   células	
  

BeWo	
  se	
  observa	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  ejercido	
  por	
  la	
  hCG,	
  que	
  

es	
  dosis	
  y	
  tiempo	
  dependiente.	
  También	
  se	
  determinó	
  que	
  para	
  observar	
  su	
  efecto	
  

se	
   requiere	
   una	
   región	
   mínima	
   del	
   promotor	
   de	
   leptina	
   de	
   218pb,	
   donde	
   se	
   ha	
  

reportado	
   la	
   presencia	
   de	
   posibles	
   sitios	
   de	
   unión	
   a	
   C/EBP	
   y	
   a	
   Sp1	
   [80,	
   110].	
   El	
  

tratamiento	
  con	
  hCG	
  actúa	
  específicamente	
  activando	
  MEK	
  y	
  ERK1/2	
  en	
  las	
  células	
  

de	
  placentarias,	
  dependiendo	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  de	
  la	
  integridad	
  

de	
  estas	
  vías	
  de	
  señalización	
  [80].	
  	
  

Si	
   bien	
   se	
   sabe	
   que	
   la	
   hCG	
   es	
   capaz	
   de	
   aumentar	
   la	
   síntesis	
   de	
   AMPc,	
   el	
   efecto	
  

estimulador	
   de	
   esta	
   hormona	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   fue	
   inhibido	
   por	
   el	
  

análogo	
  permeable	
  (Bu)2AMPc.	
  Esto	
  podría	
  deberse	
  a	
  que	
  -­‐	
  como	
  se	
  ha	
  reportado	
  en	
  

otros	
  modelos-­‐	
  este	
  nucleótido	
  disminuiría	
  la	
  expresión	
  del	
  receptor	
  de	
  hCG.	
  	
  [111,	
  

112].	
  

- Expresión	
  de	
  leptina	
  regulada	
  por	
  AMPc	
  

El	
  AMPc	
  es	
  una	
  de	
  las	
  moléculas	
  de	
  señalización	
  más	
  antiguas	
  conocidas.	
  El	
  

AMPc	
  se	
  genera	
  a	
  partir	
  de	
  ATP	
  en	
  una	
  reacción	
  catalizada	
  por	
  la	
  adenilato	
  ciclasa	
  

(AC),	
  que	
  se	
  localiza	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  [113].	
  	
  El	
  aumento	
  intracelular	
  del	
  

AMPc	
  lleva	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  proteína	
  quinasa	
  A	
  (PKA),	
  la	
  cual	
  fosforila	
  diversos	
  

sustratos	
  intracelulares,	
  incluyendo	
  a	
  la	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
  elemento	
  de	
  respuesta	
  

a	
  AMPc	
  (CREB)	
  [114].	
  	
  

Se	
   ha	
   visto	
   que	
   el	
   aumento	
   intracelular	
   del	
   AMPc	
   resulta	
   en	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
  

expresión	
  del	
  ARNm	
  de	
   leptina	
  y	
  de	
   la	
   secreción	
  de	
   leptina	
  en	
  adipocitos	
  de	
  ratas	
  

[115].	
   Sin	
  embargo,	
   estudios	
  en	
  placentas	
  humanas	
  han	
  demostrado	
  que	
  el	
  AMPc,	
  

aumenta	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   a	
   nivel	
   de	
   ARNm	
   	
   y	
   de	
   proteína	
   [96].	
   Se	
   ha	
  

observado	
   que	
   la	
   secreción	
   de	
   leptina	
   en	
   células	
   BeWo	
   y	
   en	
   tejido	
   placentario	
   a	
  

término	
  cultivado	
  en	
  monocapa,	
  es	
  incrementada	
  por	
  forskolina,	
  un	
  activador	
  de	
  la	
  

AC	
  [73,	
  116].	
   	
  El	
  efecto	
  estimulatorio	
  del	
  AMPc	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  se	
  ha	
  

reportado	
  en	
  varias	
  células	
  no	
  adiposas,	
  como	
   las	
  células	
  de	
  glioma	
  C6,	
   las	
  células	
  

tumorales	
   pituitarias	
   GH3	
   [117,	
   118],	
   células	
   tumorales	
   mamarias	
   MCF-­‐7	
   [104],	
  

células	
  gástricas	
  MKN-­‐74	
  [38],	
  y	
  en	
  tejido	
  placentario	
  coriónico	
  [116].	
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La	
  PKA	
  posee	
  un	
  rol	
   central	
  en	
   la	
   señalización	
  de	
  varias	
  hormonas	
  en	
   la	
  placenta,	
  

tales	
  como	
  la	
  epinefrina,	
  los	
  prostanoides,	
  y	
  la	
  hCG	
  [119].	
  Más	
  aún,	
  existe	
  un	
  grupo	
  

grande	
  de	
  hormonas	
  y	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  como	
  el	
  glucagon,	
  TSH,	
  EGF,	
  PDGF,	
  

en	
   los	
   que	
   el	
   AMPc	
   posee	
   un	
   papel	
   importante	
   como	
   segundo	
   mensajero	
   [120].	
  

Entre	
   los	
   sustratos	
   intracelulares	
   de	
   PKA	
   se	
   encuentra	
   CREB	
   [114,	
   121].	
   CREB	
  

(proteína	
  de	
  unión	
  al	
  elemento	
  CRE)	
  es	
  una	
  proteína	
   transcripcional	
   regulada	
  por	
  

AMPc,	
  que	
  se	
  une	
  a	
  elementos	
  consenso	
  del	
  ADN	
  en	
  los	
  genes	
  blanco	
  que	
  responden	
  

a	
  AMPc.	
  CREB	
  es	
  importante	
  para	
  la	
  expresión	
  de	
  varios	
  genes	
  de	
  respuesta	
  a	
  AMPc	
  

en	
  diferentes	
  tipos	
  celulares	
  y	
  en	
  respuesta	
  a	
  distintas	
  señales	
  [122].	
  

Ha	
  sido	
  demostrado	
  que	
  el	
  aumento	
  en	
  los	
  niveles	
  del	
  AMPc	
  estimula	
   la	
  expresión	
  

de	
   leptina	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   señalización	
   de	
   PKA,	
   	
   la	
  

sobreexpresión	
  de	
  su	
  subunidad	
  catalítica	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  mientras	
  

que	
   al	
   tratar	
   con	
   inhibidores	
   farmacológicos	
   de	
   esta	
   vía	
   se	
   bloquean	
   los	
   efectos	
  

inductores	
  del	
  AMPc	
  [96].	
  

También	
   estaría	
   involucrada	
   la	
   vía	
   de	
  MAPK,	
   el	
   AMPc	
   estimula	
   la	
   fosforilación	
   de	
  

ERK1/2	
  y	
  al	
  inhibir	
  farmacológicamente	
  la	
  vía	
  se	
  inhiben	
  los	
  efectos	
  del	
  AMPc	
  y	
  de	
  

PKA	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  [96,	
  123].	
  	
  

Además	
  MAPK	
  inhibe	
  la	
  fosforilación	
  de	
  CREB	
  por	
  AMPc,	
  por	
  otro	
  lado	
  la	
  inhibición	
  

de	
   PKA	
   resulta	
   en	
   un	
   aumento	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   en	
   la	
   placenta,	
   lo	
   que	
  

sugiere	
  que	
  el	
  aumento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  que	
  genera	
  el	
  AMPc,	
  podría	
  ser	
  en	
  

parte	
  independiente	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  [96,	
  124].	
  	
  

- Regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  mediada	
  por	
  insulina,	
  

hipoxia	
  	
  y	
  glucocorticoides	
  

La	
  síntesis	
  de	
  leptina	
  en	
  la	
  placenta	
  puede	
  ser	
  estimulada	
  por	
  la	
  combinación	
  

de	
   factores,	
   como	
   la	
   hipoxia,	
   la	
   hiperinsulinemia,	
   como	
   por	
   la	
   producción	
   de	
  

glucocorticoides,	
   demostrando	
   que	
   	
   la	
   placenta	
   es	
   capaz	
   regular	
   la	
   producción	
   de	
  

leptina	
  en	
  determinadas	
  condiciones	
  fisiológicas	
  [29,	
  125].	
  

La	
  insulina	
  genera	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria,	
  esta	
  inducción	
  

involucra	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  MAPK	
  como	
  de	
  PI3K,	
  y	
  su	
  mecanismo	
  de	
  acción	
  

es	
   a	
   través	
   de	
   un	
   elemento	
   de	
   respuesta	
   ubicado	
   entre	
   -­‐1951	
   y	
   -­‐1546pb	
   en	
   el	
  

promotor	
  de	
  la	
  leptina	
  [126].	
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Se	
  ha	
  reportado	
  que	
   la	
   insulina	
  regula	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina,	
   tanto	
  en	
  adipocitos	
  

como	
  en	
  placenta.	
  La	
  administración	
  de	
  insulina	
  in	
  vitro,	
  en	
  los	
  adipocitos,	
  aumenta	
  

la	
  síntesis	
  de	
  leptina	
  a	
  nivel	
  del	
  ARNm	
  y	
  a	
  nivel	
  proteico	
  [127].	
  	
  	
  

También	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  el	
  gen	
  de	
  la	
  leptina	
  se	
  encuentra	
  activamente	
  regulado	
  por	
  

la	
   hipoxia	
   a	
   través	
  de	
  mecanismos	
  que	
   son	
   comunes	
   a	
   otros	
   genes	
   inducibles	
   por	
  

hipoxia	
  [128].	
  La	
  hipoxia	
  media	
  el	
  aumento	
  de	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  a	
  través	
  del	
  

factor	
  de	
  respuesta	
  a	
  hipoxia,	
  HIF-­‐1α	
   [129].	
  La	
  hipoxia	
  induce	
  la	
  transcripción	
  y	
  la	
  

secreción	
  de	
  leptina	
  en	
  placenta,	
  a	
  través	
  de	
  las	
  vías	
  MAPK	
  y	
  PI3K,	
  y	
  actúa	
  de	
  modo	
  

sinérgico	
  con	
   la	
   insulina,	
  regulando	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  placentaria	
  a	
   través	
  de	
  

diferentes	
   elementos	
   regulatorios	
   [125,	
   129].	
   Se	
   ha	
   descripto	
   un	
   elemento	
   de	
  

respuesta	
  a	
  hipoxia	
  que	
  se	
  encuentra	
  localizado	
  en	
  el	
  promotor	
  de	
  la	
   leptina	
  entre	
  

los	
  -­‐120	
  y	
  lo	
  -­‐116pb	
  [129].	
  

Por	
   otro	
   lado	
   los	
   glucocorticoides	
   también	
   se	
   encuentran	
   involucrados	
   en	
   la	
  

regulación	
   de	
   la	
   producción	
   de	
   la	
   leptina,	
   tanto	
   en	
   las	
   células	
   BeWo	
   como	
   en	
   el	
  

tejido	
   adiposo,	
   estimulando	
   su	
   secreción	
   y	
   	
   síntesis	
   [29,	
   130].	
   El	
   tratamiento	
   con	
  

cortisol	
   o	
   dexametasona	
   en	
   embarazos	
   ovinos,	
   aumenta	
   la	
   concentración	
   fetal	
   de	
  

leptina,	
   mientras	
   que	
   la	
   adrenalectomía	
   suprime	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   [131],	
  

semejante	
  a	
  lo	
  que	
  sucede	
  en	
  los	
  ratones	
  que	
  presentan	
  una	
  producción	
  deficientes	
  

de	
  glucocorticoides	
  [132].	
  	
  	
  

Se	
   ha	
   descripto	
   que	
   la	
   producción	
   de	
   leptina	
   por	
   las	
   células	
   citotrofoblásticas	
   de	
  

primer	
  trimestre	
  se	
  encuentra	
  regulada	
  por	
  las	
  interleuquinas	
  	
  IL-­‐1α	
  y	
  IL-­‐6	
  [102].	
  Es	
  

interesante	
  destacar	
  que	
  la	
   leptina	
  y	
   la	
  IL-­‐6	
  presentan	
  similitudes	
  estructurales	
  en	
  

sus	
  receptores	
  y	
  también	
  comparten	
  el	
  modo	
  de	
  señalización	
  [133,	
  134].	
  	
  

Así	
   como	
   el	
   estrógeno	
   y	
   los	
   corticoides	
   se	
   asocian	
   al	
   aumento	
   de	
   la	
   síntesis	
   de	
  

leptina,	
  los	
  andrógenos	
  se	
  consideran	
  que	
  generan	
  una	
  inhibición	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  [135].	
  	
  

Estrógenos:	
  17β-­‐estradiol	
  
Los	
   estrógenos	
   son	
   hormonas	
   esteroideas	
   que	
   regulan	
   el	
   crecimiento,	
   la	
  

diferenciación	
   y	
   el	
   funcionamiento	
   de	
   una	
   amplia	
   gama	
   de	
   tejidos	
   blanco	
   en	
   el	
  

cuerpo	
  humano,	
  principalmente	
  el	
  tracto	
  reproductivo	
  femenino	
  y	
  masculino	
  [136].	
  	
  

Los	
  estrógenos	
   incluyen	
  al	
  estriol	
  (E3),	
  una	
  cantidad	
  significativa	
  de	
  17-­‐β-­‐estradiol	
  

(E2)	
  y	
  estrona	
  (E1)	
  [137].	
  El	
  E2	
  es	
  el	
  estrógeno	
  más	
  potente	
  en	
  el	
  humano	
  [97].	
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La	
   concentración	
   de	
   estrógeno	
   aumenta	
   significativamente	
   después	
   de	
   la	
   novena	
  

semana	
   de	
   gestación,	
   llegando	
   a	
   ser	
   de	
   3	
   a	
   8	
   veces	
  más	
   elevada	
   que	
   en	
   aquellas	
  

mujeres	
   que	
   no	
   se	
   encuentran	
   embarazadas,	
   y	
   su	
   producción	
   principalmente	
   es	
  

generada	
  por	
  la	
  placenta	
  [20].	
  La	
  síntesis	
  de	
  andrógenos	
  y	
  estrógenos	
  en	
  la	
  placenta	
  	
  

depende	
  de	
  la	
  dehidroepiandrosterona	
  (DHEA)	
  y	
  la	
  dehidroepiandrosterona	
  sulfato	
  

(DHEA-­‐S),	
  producidas	
  por	
   las	
  glándulas	
  adrenales	
  maternas	
  y	
   fetales,	
  ya	
  que	
  no	
  es	
  

capaz	
   de	
   usar	
   los	
   precursores	
   de	
   los	
   estrógenos,	
   al	
   no	
   expresar	
   la	
   placenta	
   el	
  

citocromo	
  p450	
  17α-­‐hidroxilasa	
  [138].	
  

Receptores	
  de	
  estrógenos	
  

Los	
  estrógenos	
  dependen	
  de	
  la	
  presencia	
  de	
  dos	
  miembros	
  de	
  la	
  superfamilia	
  

de	
   receptores	
   nucleares,	
   ERα	
   y	
   ERβ,	
   y	
   también	
   de	
   un	
   receptor	
   de	
   membrana	
  

acoplado	
  a	
  proteína	
  G,	
  GPR30	
  [97,	
  139].	
  

Los	
  receptores	
  ERα	
  y	
  ERβ	
  son	
   los	
  más	
  caracterizados,	
  y	
  son	
  codificados	
  por	
  genes	
  

localizados	
  en	
  cromosomas	
  distintos,	
  el	
  ERα	
  es	
  codificado	
  por	
  el	
  gen	
  ESR1	
  localizado	
  

en	
   el	
   cromosoma	
   6q(25.1),	
   mientras	
   que	
   el	
   ERβ	
   es	
   codificado	
   por	
   el	
   gen	
   ESR2,	
  

localizado	
  en	
  el	
  cromosoma	
  14q(23-­‐24)	
  [140,	
  141].	
  

Los	
   ERs	
   presentan	
   dominios	
   con	
   funciones	
   autónomas.	
   En	
   el	
   extremo	
   amino	
  

terminal	
  se	
  encuentran	
  los	
  dominios	
  A	
  y	
  B,	
  responsables	
  de	
  la	
  interacción	
  con	
  otras	
  

proteínas	
   y	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   transcripción	
   independiente	
   de	
   ligando	
   (AF-­‐1).	
  

Luego	
  se	
  encuentra	
  en	
  la	
  región	
  central	
  el	
  dominio	
  C,	
  que	
  dirige	
  la	
  dimerización	
  del	
  

receptor	
   y	
   la	
   unión	
   al	
   ADN,	
   y	
   el	
   dominio	
   D,	
   que	
   funciona	
   como	
   una	
   bisagra,	
  

participando	
   en	
   la	
   dimerización.	
   Cercano	
   al	
   extremo	
   carboxiterminal	
   se	
   halla	
   el	
  

dominio	
   E,	
   responsable	
   del	
   reconocimiento	
   y	
   la	
   unión	
   al	
   ligando.	
   Este	
   dominio	
  

presenta	
   un	
   sitio	
   activador	
   de	
   la	
   transcripción	
   dependiente	
   de	
   ligando	
   (AF-­‐2)	
   y	
  

junto	
  con	
  el	
  dominio	
  D	
  dan	
  lugar	
  al	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  proteínas	
  chaperonas	
  de	
  shock	
  

térmico.	
   Por	
   último	
   se	
   encuentra	
   el	
   dominio	
   F,	
   modulador	
   de	
   la	
   actividad	
  

transcripcional	
  de	
  los	
  ERs	
  (Figura	
  14)	
  [142-­‐144].	
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endocrine therapies and is the primary therapeutic target
in breast cancer [12]. Endocrine therapies include selective
ER modulators (SERMs) such as tamoxifen, that acts as an
ER antagonist in the breast, and fulvestrant, an antagonist
that induces proteasomal degradation of ERa, as well as
aromatase inhibitors such as letrozole and exemestane
that block the synthesis of estrogen and deprive the recep-
tor of hormone [13]. Approximately 50% of ERa-positive
breast cancers initially respond to adjuvant endocrine
treatment. However, a significant number of these tumors
eventually develop resistance and recur as metastatic
disease. The majority of ERa-positive tumors with
acquired endocrine resistance retain ERa expression,
suggesting that ERa is involved in therapeutic resistance
[14]. In endocrine-resistant tumors, ERa is unresponsive to
ligands and can be activated either by aberrantly active
coactivators and growth factor signaling, or by mutations
that alter its structure and function [5,15–19].

Several variant forms of ERs have been identified in
breast cancer. These include truncated isoforms and ER
proteins with single amino acid alterations [15]. ERa and
ERb truncated variants affect cancer cellular responses by
modulating the function of wild-type receptors and other
tumor-associated factors [4,15]. In clinical studies, the

truncated ER isoforms have been associated with disease
outcome including response to endocrine therapy [20–
22]. In addition to truncated proteins, point mutations
in the ESR1 gene were first detected at a low frequency
in breast cancer [23–25]. Some of the mutations identified
in metastatic cancers were found to lead to receptors with
hormone-independent transcriptional activity [25–27].
More recent studies analyzing large numbers of primary
tumors with sensitive sequencing methodology detected
ESR1 mutations at a very low frequency, strengthening
the notion that the presence of ESR1 mutations is a rare
event in breast cancer [28–31]. This idea has been preva-
lent until very recently, when several independent groups
reported a substantial frequency of ESR1 mutations in
metastatic cancers that progressed during hormonal ther-
apy [14,32–34]. In contrast to point mutations, ESR1 gene
amplification has been described as an uncommon event in
breast cancer, but its clinical significance remains to be
determined [14,28,34–37]. Unlike ESR1, ESR2, which
codes for ERb, is not among the significant mutated genes
in breast cancer [28]. In this review we focus on frequently-
occurring ESR1 point mutations that have recently been
reported to mediate clinical resistance to hormonal thera-
py. Finally, we discuss how ER mutations could lead to
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Figure 1. Schematic representation of genomic and functional structure of estrogen receptors (ERs) and the locations of alterations. The structural domains are labeled A–F
and the numbers of amino acids are indicated in black below. The locations of the functional domains are represented by solid blue bars on top. The regions A/B contain the
activation function 1 (AF-1) domain with ligand-independent activity, and a co-regulatory domain that provides binding sites for the recruitment of coactivators and
corepressors. The C and D regions correspond to the DNA-binding domain (DBD) and hinge domain (HD), respectively. The hinge domain is a multifunctional domain that
binds co-regulatory proteins and regulates conformation, DNA binding, stability, and intracellular localization of the receptor. The region E/F contains the activation
function 2 (AF-2) domain with hormone-dependent activity and the ligand-binding domain (LBD). This region binds co-regulatory proteins and controls receptor
dimerization and nuclear translocation. Locations of ERa point mutations with altered amino acid residues are indicated in red. Solid and dashed lines indicate mutations
found in metastatic and primary tumors, respectively. ERs can also be modified by alternative splicing, resulting in truncated proteins. Truncated receptors can also be
generated due to nonsense point mutations, such as single-nucleotide deletion, that generate frame-shifts and translation termination codons. Human ERa and ERb

truncated isoforms that are expressed in breast tumors are shown below the wild-type forms. ERb isoforms are formed from alternative splicing of the last coding exon
(shown by the striped bars).
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Figura	
  I14:	
  Isoformas	
  de	
  los	
  receptores	
  del	
  estrógeno	
  α 	
  y	
  β .	
  Se	
  indica	
  la	
  cantidad	
  

de	
   aminoácido	
   que	
   contiene	
   cada	
   isoforma.	
   DBD:	
   dominio	
   de	
   unión	
   al	
   ADN;	
   LBD:	
  

dominio	
  de	
  unión	
  al	
  ligando;	
  AF-­‐1:	
  dominio	
  amino	
  terminal	
  [145].	
  	
  

	
  

Se	
   sabe	
   que	
   el	
   ERα	
   está	
   localizado	
   predominantemente	
   en	
   mama,	
   útero,	
   cérvix,	
  

vagina	
  ,	
  cerebro,	
  hueso,	
  corazón,	
  placenta	
  y	
  muchos	
  otros	
  órganos	
  blancos,	
  por	
  otro	
  

lado	
  el	
   	
  ERβ,	
   presenta	
  una	
  expresión	
  mas	
   limitada	
  y	
   se	
  detecta	
  principalmente	
  en	
  

ovario,	
   próstata,	
   testículos,	
   placenta,	
   bazo,	
   hipotálamo,	
   riñón,	
   timo,	
   tracto	
  

gastrointestinal	
  y	
  pulmón	
  [136,	
  146].	
  	
  	
  

El	
  ERα	
  es	
  la	
  principal	
  isoforma	
  del	
  receptor	
  que	
  media	
  los	
  efectos	
  de	
  los	
  estrógenos	
  

en	
   el	
   útero	
   [147].	
   Una	
   variante	
   humana	
   del	
   ERα,	
   	
   llamada	
   ERα36,	
   se	
   clonó	
   de	
  

placenta.	
  Este	
  ERα36	
  no	
  contiene	
   los	
  dominios	
  de	
   transactivación,	
  AF-­‐1	
   	
  y	
  AF-­‐2,	
  y	
  

posee	
  intacto	
  el	
  dominio	
  de	
  unión	
  al	
  DNA,	
  	
  el	
  ligando	
  de	
  unión	
  truncado	
  y	
  el	
  dominio	
  

parcial	
  de	
  dimerización	
  [148].	
  	
  

Mecanismos	
  de	
  Acción	
  	
  

Los	
  receptores	
  de	
  estrógenos	
  pueden	
  ejercer	
  su	
  acción	
  a	
  través	
  de	
  distintos	
  

mecanismos.	
   Como	
   factores	
  de	
   transcripción,	
   los	
  ERs	
  pueden	
   regular	
   la	
   expresión	
  

génica	
   a	
   través	
   del	
   mecanismo	
   clásico,	
   reclutando	
   diferentes	
   coactivadores	
   y	
  

corepresores	
   e	
   interactuando	
   con	
   secuencias	
   específicas	
   de	
   ADN	
   conocidas	
   como	
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ERE	
   (elemento	
   de	
   respuesta	
   a	
   estrógenos).	
   Sin	
   embargo,	
   los	
   ERs	
   también	
   pueden	
  

regular	
   la	
   transcripción	
   a	
   través	
   de	
   elementos	
   de	
   respuesta	
   alternativos,	
  

interactuando	
  con	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  y	
  modulando	
  su	
  actividad.	
  

Por	
   otro	
   lado	
   los	
   ERs,	
   pueden	
   activar	
   cascadas	
   de	
   señalización	
   iniciadas	
   en	
   la	
  

membrana	
   plasmática	
   o	
   en	
   citoplasma	
   (Figura	
   I15)	
   que	
   pueden	
  modular	
   ciertos	
  

factores	
   de	
   transcripción.	
   Los	
   ERs	
   pueden	
   ser	
   activados	
   en	
   ausencia	
   de	
   ligando,	
  

generalmente	
   como	
   parte	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   otro	
   receptor,	
   a	
   través	
   de	
  

modificaciones	
  post-­‐traduccionales	
  generalmente	
  [142].	
  

pathways) through the activation of membrane receptors (Fig. 2C)
[26]. Estradiol rapidly activates several signal transduction path-
ways, such as protein kinases [e.g., MAPKs, phosphotidylinositol
3-kinase (PI3K), and protein kinase C (PKC)] and phosphatases, as
well as releasing several cyclic nucleotides (cAMP, cGMP) and
calcium, in a variety of cell types [27]. Signal transduction pathways
may connect non-genomic actions of estrogens to genomic
responses. The functions of many transcription factors are regu-
lated through protein kinase-mediated phosphorylation, and these
transcription factors may thus be targets for non-genomic actions
of estrogens. This type of non-genomic-to-genomic signaling is
a distinct mechanism by which ERs can regulate transcription at
alternative response elements (Fig. 2D) [28]. In addition, several
growth factors can activate protein-kinase cascades, leading to
phosphorylation and activation of nuclear estrogen receptors at
EREs even in the absence of E2 (Fig. 2E) [28].

3.1. Estrogen receptor expression in trophoblastic cells

Although term placenta has been found specifically to bind
estrogens, cellular localization of ERa in trophoblasts remains

unclear [5]. Immunohistochemistry in term placenta sections
showed that the ERa was strongly expressed in cytotrophoblast
nuclei, lying beneath trophoblastic syncytium, which showed no
staining of the nuclei. ERa immunoreactivity was also detected in
villous vessels and sinusoids [5]. On the other hand, reverse
transcription-polymerase chain reaction andWestern blot analyses
showed the presence of ERa transcript and protein in BeWo cells.
This ER was able to bind to an ERE consensus sequence, suggesting
that these cells express a functional ER [29].

It has also been reported that human term placental tissues
express ERb localized in the syncytiotrophoblast layer and in just
a few cells of the cytotrophoblast; no staining was observed in the
stromal region. The presence of ERb mRNA was also detected in
BeWo cells, and its expression e but not the ERa expression e is
down-regulated by E2 [30].

Our results suggest that BeWo cells express ERa and ERb. By
immunofluorescence analysis of ERa localization in BeWo cells, the
protein was detected in nuclear and membrane compartments
(Fig. 3). These results are consistent with the previous report of
Bukovsky et al. [5]. They observed that trophoblast cultures derived
from normal placenta exhibited surface ERa expression and that

Fig. 3. ERa detected on the plasma membrane of BeWo cells. BeWo cells were fixed, permeabilized and blocked. Cells were incubated ON with anti ERa and a Cy3-labeled
anti-rabbit antibody was used to detect bound primary antibody. Cells were stained with Hoechst 33342, mounted with Mowiol 4-88, and examined in a confocal fluorescence
microscope. Representative images of four independent experiments are shown. Bar size: 50 mm.

Fig. 2. Mechanisms involved in estrogen signaling. (A) Estradiol (E2) binding to estrogen receptors (ERs) induces the dissociation of the receptor from Hsp, the dimerization, and
translocation to the nucleus. (B) Nuclear E2-ER complexes dimerize and bind directly to ERE (estrogen response element) or interact with other transcription factors (TF) in target
gene promoters. (C) Membrane E2-ER and E2-GPR30 complexes activate protein-kinase cascades. (D) They regulate gene expression through phosphorylation (P) and activation of
TF. (E) Growth factors (GF) activate protein-kinase cascades, leading to phosphorylation (P) and activation of nuclear ERs at EREs even in the absence of E2.

Y.P. Gambino et al. / Placenta 33, Supplement A, Trophoblast Research, Vol. 26 (2012) S63eS70S66

	
  

Figura	
   I15:	
   Mecanismos	
   de	
   acción	
   de	
   los	
   ERs.	
  A.	
   El	
   estrógeno	
   (E2)	
   se	
   une	
   a	
   los	
  

receptores	
  de	
  E2	
  (ER)	
  e	
  induce	
  a	
  la	
  disociación	
  de	
  las	
  proteínas	
  Hsp,	
  la	
  translocación	
  al	
  

núcleo	
  y	
  la	
  dimerización.	
  B.	
  En	
  el	
  complejo	
  E2/ER	
  se	
  une	
  directamente	
  a	
  la	
  secuencia	
  

conocida	
   como	
  elemento	
  de	
   respuesta	
  a	
  E2	
   (ERE)	
  o	
   interactúa	
   con	
  otros	
   factores	
  de	
  

transcripción	
   (TF)	
   en	
   los	
   promotores	
   de	
   los	
   genes	
   blanco.	
  C.	
   En	
   la	
  membrana,	
   el	
   E2	
  

interactúa	
  con	
  ER	
  y	
  con	
  GPR30	
  activando	
  vías	
  de	
  señalización,	
  involucrando	
  distintas	
  

quinasas.	
  D.	
   Esas	
   vías	
   regulan	
   la	
   expresión	
   génica	
   a	
   través	
   de	
   la	
   fosforilación	
   (P)	
   y	
  

activación	
   de	
   factores	
   de	
   transcripción.	
   E.	
   Distintos	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   (GF)	
  

activan	
  la	
  cascadas	
  de	
  la	
  proteína-­‐quinasa,	
  permitiendo	
  la	
  fosforilación	
  y	
  la	
  activación	
  

de	
  los	
  receptores	
  de	
  estrógenos	
  aún	
  en	
  ausencia	
  de	
  E2	
  [108].	
  

Cuando	
  hablamos	
  del	
  mecanismo	
  clásico,	
   éste	
   involucra	
   la	
   activación	
  de	
   los	
  ERs	
  a	
  

través	
  de	
  la	
  unión	
  del	
  estrógeno	
  a	
  su	
  receptor,	
  luego	
  de	
  lo	
  cual	
  el	
  receptor	
  dimeriza	
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y	
   se	
   une	
   a	
   elementos	
   de	
   respuesta	
   específicos,	
   localizados	
   en	
   el	
   promotor	
   de	
   los	
  

genes	
  blanco	
  [97].	
  	
  

La	
  longitud	
  y	
  la	
  secuencia	
  nucleotídica	
  del	
  elemento	
  ERE	
  determina	
  la	
  afinidad	
  de	
  la	
  

interacción	
  con	
  los	
  ERs	
  y	
  en	
  consecuencia,	
  el	
  reclutamiento	
  de	
  otras	
  proteínas	
  [149].	
  	
  

Durante	
  la	
  transcripción	
  las	
  modificaciones	
  post-­‐traduccionales	
  como	
  la	
  metilación	
  

y	
  la	
  acetilación	
  del	
  receptor	
  promueven	
  a	
  la	
  disociación	
  del	
  complejo,	
  sin	
  embargo	
  la	
  

ubiquitinación	
  de	
  los	
  ERs	
  puede	
  generar	
  una	
  nueva	
  activación	
  de	
  estos	
  receptores	
  o	
  

inducir	
  su	
  degradación	
  [150].	
  	
  

También	
   podemos	
   	
   hablar	
   de	
   un	
  mecanismo	
   “no	
   genómico”	
   o	
   “rápido”,	
   donde	
   la	
  

hormona	
   ejerce	
   su	
   efecto	
   segundos	
   o	
   minutos	
   después	
   del	
   estímulo,	
   siendo	
  

demasiado	
  rápido	
  como	
  para	
  estar	
  mediado	
  por	
  la	
  activación	
  de	
  ERs	
  nucleares,	
  por	
  

lo	
   que	
   se	
   considera	
   que	
   la	
   misma	
   requeriría	
   de	
   la	
   presencia	
   de	
   receptores	
   de	
  

membrana	
  plasmática	
  [149].	
  Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  E2	
  activa	
  rápidamente	
  varias	
  

vías	
   de	
   transducción	
   de	
   señales,	
   como	
   las	
   mediadas	
   por	
   proteínas-­‐quinasa,	
   por	
  

ejemplo	
   la	
   vía	
   MAPK-­‐	
   incluyendo	
   la	
   activación	
   de	
   ERK,	
   p38-­‐MAPK	
   y	
   JNK-­‐	
   PI3K	
  

(fosfoinositol	
   3-­‐quinasa),	
   JAK/STAT	
   (quinasa	
   de	
   la	
   familia	
   Janus/STAT),	
   y	
   las	
  

mediadas	
   por	
   fosfatasas,	
   también	
   estimula	
   la	
   activación	
   de	
   señales	
  mediadas	
   por	
  

nucleótidos	
  cíclicos	
  (AMPc	
  y	
  GMPc)	
  y	
  calcio,	
  dependiendo	
  del	
  tipo	
  celular	
  [142,	
  143,	
  

151].	
  Se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  ERα	
  y	
  ERβ	
   son	
  capaces	
  de	
  mediar	
   los	
  efectos	
  rápidos	
  

del	
  E2.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
   los	
  ERs	
  no	
  poseen	
  un	
  dominio	
   transmembrana,	
   se	
  

han	
   identificado	
   tres	
   posibles	
   mecanismos	
   que	
   dirigirían	
   a	
   estas	
   proteínas	
   a	
   la	
  

membrana	
  plasmática:	
  la	
  asociación	
  con	
  otra	
  proteína	
  de	
  membrana,	
  la	
  interacción	
  

con	
  receptores	
  de	
  membrana	
  y	
  la	
  modificación	
  lipídica	
  de	
  los	
  ERs	
  [143].	
  	
  

La	
  respuesta	
  rápida	
  a	
  estrógenos	
  puede	
  depender	
  de	
  la	
  presencia	
  de	
  receptores,	
  del	
  

tipo	
  de	
  receptor	
  y	
  de	
  las	
  moléculas	
  transductoras	
  de	
  señales	
  y	
  sus	
  blancos	
  de	
  acción	
  

en	
  los	
  distintos	
  tipos	
  celulares	
  [97].	
  

En	
  el	
  caso	
  de	
  que	
  el	
  E2	
  se	
  uniera	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  a	
  la	
  proteína	
  GPR30,	
  los	
  

efectos	
   del	
   estrógeno	
   estarían	
   mediados	
   por	
   receptores	
   de	
   siete	
   pasos	
  

transmembrana	
   acoplados	
   a	
   proteína	
   G	
   (GPCRs)	
   [139].	
   Pero	
   actualmente,	
   GPR30,	
  

presenta	
   ciertas	
   discrepancias	
   en	
   su	
  mecanismo	
  de	
   activación,	
   ya	
   que	
   responde	
   a	
  

estrógenos	
  con	
  alta	
  afinidad,	
  pero	
  también	
  actúa	
  como	
  agonista	
  con	
  los	
  inhibidores	
  

de	
  los	
  receptores	
  clásicos	
  de	
  estrógenos,	
  como	
  ICI	
  182,780	
  y	
  el	
  4-­‐hidroxi-­‐tamoxifeno	
  

en	
  altas	
  concentraciones	
  [152,	
  153].	
  Falta	
  mucho	
  por	
  responder	
  sobre	
  este	
  receptor,	
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teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  puede	
  actuar	
  en	
  las	
  acciones	
  rápidas	
  y	
  crónicas	
  de	
  distintos	
  

agonistas	
  e	
  inhibidores,	
  así	
  como	
  también	
  falta	
  dilucidar	
  su	
  posible	
  participación	
  en	
  

procesos	
  fisiológicos	
  normales	
  y	
  patológicos	
  [154].	
  	
  

Funciones	
  de	
  los	
  estrógenos	
  durante	
  el	
  embarazo	
  

En	
   una	
   mujer	
   no	
   embarazada,	
   los	
   ovarios	
   son	
   los	
   responsables	
   de	
   la	
  

producción	
  de	
   la	
  mayor	
  parte	
  de	
   los	
  estrógenos;	
  en	
  cambio,	
  a	
  partir	
  de	
   la	
  séptima	
  

semana	
  de	
  gestación	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  los	
  estrógenos	
  de	
  la	
  circulación	
  materna	
  son	
  

producidos	
  por	
   la	
  placenta.	
  Durante	
  el	
  embarazo,	
   la	
  producción	
  de	
  E2	
  aumenta	
  80	
  

veces,	
  desde	
  0,75nM	
  en	
  el	
  pico	
  preovulatorio	
  hasta	
  60nM	
  en	
  el	
  embarazo	
  a	
  término	
  

[155].	
  	
  	
  

Funciones	
  

Durante	
  las	
  primeras	
  etapas	
  de	
  la	
  gestación,	
  el	
  E2	
  influencia	
  varios	
  aspectos	
  

del	
   funcionamiento	
  placentario	
  y	
  del	
  desarrollo	
  fetal,	
  regulando	
  la	
   implantación,	
   la	
  

diferenciación	
   e	
   invasividad	
   de	
   los	
   trofoblastos,	
   la	
   remodelación	
   de	
   las	
   arterias	
  

uterinas,	
  la	
  modulación	
  del	
  sistema	
  inmune	
  y	
  la	
  producción	
  hormonal	
  [108,	
  155].	
  	
  

Durante	
  la	
  implantación,	
  la	
  acción	
  de	
  la	
  progesterona	
  y	
  los	
  estrógenos	
  sobre	
  el	
  útero	
  

regula	
   la	
   producción	
   local	
   de	
   citoquinas,	
   factores	
   de	
   crecimiento,	
   factores	
   de	
  

transcripción	
  y	
  prostaglandinas,	
  promoviendo	
  la	
  receptividad	
  uterina	
  [156].	
  	
  

	
  La	
   progesterona	
   y	
   el	
   E2	
   son	
   críticos	
   para	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   decidualización	
  

endometrial	
   	
  y	
   luego	
  una	
  vez	
  que	
  ocurrió	
   la	
   fecundación,	
   los	
  estrógenos	
  maternos	
  

son	
  necesarios	
  durante	
  la	
  implantación	
  del	
  blastocisto	
  ya	
  que	
  se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  

tanto	
   el	
   E2	
   como	
   el	
   receptor	
   ERα	
   están	
   involucrados	
   en	
   la	
   liberación	
   de	
   la	
   zona	
  

pelúcida,	
  y	
  la	
  implantación	
  temprana	
  durante	
  el	
  establecimiento	
  del	
  embarazo	
  [157,	
  

158].	
  	
  

Los	
   estrógenos	
   presentan	
   un	
   rol	
   central	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   diferenciación	
  

bioquímica,	
   fisiológica	
   y	
   morfológica	
   de	
   las	
   células	
   trofoblásticas	
   [159].	
   Se	
   ha	
  

demostrado	
   que	
   el	
   E2	
   estimula	
   morfológicamente	
   la	
   diferenciación	
   de	
  

citotrofoblasto,	
   a	
   sincitiotrofoblasto	
   tanto	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   BeWo	
   como	
   en	
  

placentas	
  humanas.	
  Esta	
  acción	
  estimulatoria	
  específica	
  del	
  E2,	
  se	
  vio	
  inhibida	
  por	
  el	
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antagonista	
   del	
   ER,	
   ICI	
   182,780	
   [159,	
   160].	
   La	
   diferenciación	
   celular	
   inducida	
  por	
  

estradiol	
   podría	
   estar	
   mediada	
   a	
   través	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   TGFβ1	
   [161].	
   Esta	
  

diferenciación	
  está	
  acompañada	
  por	
  la	
  pérdida	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  ciclina	
  A2	
  y	
  E,	
  así	
  

como	
   también	
   del	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   inhibidor	
   p27,	
   lo	
   cual	
   está	
  

relacionado	
  con	
  el	
  cese	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular	
  en	
  el	
  trofoblasto	
  humano	
  [137].	
  

Durante	
  el	
  primer	
  trimestre	
  de	
  embarazo,	
  en	
  humanos	
  y	
  en	
  primates,	
  	
  una	
  población	
  

de	
   citotrofoblasto	
   extravellosa	
   (EVT)	
   migra	
   e	
   invade	
   las	
   arterias	
   espiraladas	
   del	
  

útero	
   [162,	
   163].	
   Está	
   demostrado	
   que	
   los	
   	
   estrógenos	
   juegan	
   un	
   papel	
   en	
   la	
  

regulación	
  de	
  la	
  invasión	
  y	
  la	
  remodelación	
  de	
  las	
  arterias	
  uterinas	
  por	
  los	
  EVT	
  en	
  la	
  

gestación	
   del	
   mandril.	
   Los	
   bajos	
   niveles	
   de	
   E2,	
   durante	
   la	
   primera	
   etapa	
   de	
   la	
  

gestación	
  en	
   los	
  primates	
  es	
   requerida	
  para	
  permitir	
  una	
  progresión	
  normal	
  de	
   la	
  

invasión	
  vascular	
  del	
  trofoblasto,	
  y	
  el	
  aumento	
  de	
  E2	
  que	
  surge	
  en	
  el	
  segundo	
  tercio	
  

del	
  embarazo	
  suprime	
  dicha	
  invasión	
  [162].	
  	
  

Además	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   los	
   estrógenos	
   tienen	
   un	
   rol	
   importante	
   en	
   la	
  

estimulación	
   del	
   crecimiento	
   vascular	
   en	
   la	
   placenta	
   de	
   primates	
   a	
   partir	
   de	
   la	
  

regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  VEGF	
  en	
  el	
  embarazo.	
  Asimismo,	
  este	
  efecto	
  

estimulatorio	
   es	
   específico	
   de	
   las	
   células	
   citotrofoblásticas	
   y	
   no	
   de	
   las	
   células	
  

estromales	
  vellosas	
  internas	
  [164].	
  

Otra	
   función	
   que	
   cumplen	
   los	
   estrógenos	
   es	
   regular	
   el	
   sistema	
   inmune,	
   ya	
   que	
  

presenta	
   efectos	
   proinflamatorios	
   o	
   antinflamatorios	
   dependiendo	
   de	
   la	
  

concentración	
  y/o	
  del	
  tejido	
  [165].	
  Hay	
  evidencias	
  que	
  demuestran	
  que	
  el	
  estradiol	
  

es	
  capaz	
  de	
  modular	
  la	
  liberación	
  del	
  factor	
  inhibidor	
  de	
  la	
  migración	
  de	
  macrófagos	
  

(MIF)	
  en	
  explantos	
  de	
  vellosidades	
  coriónicas	
  [166].	
  MIF	
  es	
  un	
  modulador	
  	
  esencial	
  

en	
   la	
   respuesta	
   inmune	
   e	
   inflamatoria,	
   regulando	
   la	
   generación	
   de	
  

metaloproteinasas	
   de	
   matriz	
   extracelular,	
   la	
   producción	
   del	
   ácido	
   araquidónico,	
  

óxido	
  nítrico	
  y	
  diversas	
  citoquinas	
  [166].	
  

Distintos	
  estudios	
  indican	
  que	
  los	
  neutrófilos	
  provenientes	
  de	
  mujeres	
  embarazadas	
  	
  

a	
   término	
   poseen	
   una	
   apoptosis	
   retardada,	
   lo	
   que	
   representa	
   una	
   neutrofilia	
  

fisiológica	
   que	
   puede	
   ser	
   inducida	
   por	
   E2	
   y	
   por	
   progesterona.	
   Estos	
   resultados,	
  	
  

sugerirían	
   que	
   estas	
   dos	
   hormonas	
   estarían	
   regulando	
   el	
   número	
   y	
   la	
   función	
  

leucocitaria	
   [167].	
   También	
   hay	
   evidencia	
   que	
   en	
   concentraciones	
   fisiológicas,	
   los	
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estrógenos	
  regularían	
   la	
  producción	
  de	
  Th1	
  y	
  Th2,	
  sin	
  embargo	
  en	
   la	
  última	
  etapa	
  

del	
   embarazo	
   los	
   estrógenos	
   se	
   comportarían	
   como	
   inmunosupresores	
   de	
   la	
  

respuesta	
  Th1	
  y	
  como	
  inductores	
  de	
  Th2	
  [168].	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  el	
  balance	
  

entre	
  estas	
  poblaciones	
  estaría	
  regulando	
  la	
  invasión	
  trofoblástica,	
  la	
  remodelación	
  

vascular	
   uterina,	
   	
   y	
   el	
   control	
   del	
   sistema	
   inmune	
   y	
   endócrino,	
   permitiendo	
   el	
  

crecimiento	
  y	
  desarrollo	
  embrionario	
  [169].	
  

Se	
  ha	
  visto	
  que	
  los	
  estrógenos	
  también	
  regulan	
  funciones	
  bioquímicas	
  en	
  las	
  células	
  

trofoblásticas,	
   tales	
   como	
   la	
   producción	
   de	
   hormonas.	
   En	
   primates,	
   el	
   E2	
   parece	
  

controlar	
  la	
  formación	
  de	
  progesterona	
  placentaria	
  [137].	
  En	
  humanos,	
  el	
  E2	
  induce	
  

el	
  aumento	
  diario	
  de	
   la	
  producción	
  de	
  hCG	
  en	
  células	
  de	
  citotrofoblasto	
  y	
  también	
  

estimula	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   hormona	
   lactógeno	
   placentaria	
   humana	
   	
   (hPL)	
   de	
  

manera	
  dependiente	
  de	
  hCG	
  [159].	
  	
  	
  

También	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  E2	
  reprime	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  hormona	
  liberadora	
  

de	
  corticotrofina	
  (CRH),	
  a	
  través	
  de	
  un	
  mecanismo	
  mediado	
  por	
  ERα,	
  lo	
  que	
  genera	
  

un	
   aumento	
   de	
   la	
   concentración	
   de	
   CRH	
   en	
   el	
   plasma	
   materno	
   e	
   influencia	
   la	
  

longitud	
  de	
  la	
  gestación	
  [160].	
  	
  

Interacción	
  con	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  

Está	
  reportado	
  que	
  los	
  ERs	
  pueden	
  regular	
  la	
  expresión	
  génica	
  modulando	
  la	
  

función	
  de	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  mediante	
  interacciones	
  proteína-­‐proteína	
  

[97].	
  	
  
Los	
  receptores	
  ERα	
  y	
  ERβ	
  pueden	
  interactuar	
  con	
  factores	
  como	
  Sp1	
  (proteína	
  

estimulante	
  1),	
  CREB	
  (proteína	
  de	
  unión	
  a	
  elementos	
  de	
  respuesta	
  a	
  AMPc),	
  AP-­‐1	
  

(proteína	
  activadora	
  1),	
  NFκB	
  (factor	
  nuclear	
  κB),	
  RUNX1	
  (factor	
  de	
  transcripción	
  1	
  

relacionado	
  con	
  Runt),	
  p53	
  y	
  STAT-­‐5	
  (señal	
  activadora	
  y	
  transductora	
  de	
  la	
  

transcripción	
  5),	
  los	
  cuales	
  regulan	
  la	
  transcripción	
  génica	
  interactuando	
  con	
  sus	
  

propias	
  secuencias	
  regulatorias	
  presentes	
  en	
  las	
  regiones	
  promotoras	
  	
  [142,	
  144,	
  

150].	
  

En	
  este	
  trabajo	
  nos	
  enfocamos	
  particularmente	
  en	
  los	
  siguientes	
  factores:	
  

- SP1	
  

Sp1	
   es	
   un	
   factor	
   de	
   transcripción	
   que	
   se	
   encuentra	
   presente	
   en	
   todos	
   los	
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tipos	
  celulares	
  de	
  los	
  mamíferos	
  [170].	
  Originalmente	
  fue	
  descripto	
  como	
  un	
  factor	
  

ubicuo	
   de	
   778	
   aminoácidos	
   que	
   reconoce	
   en	
   el	
   ADN	
   secuencias	
   ricas	
   de	
   GC.	
   Su	
  

dominio	
  de	
  unión	
  al	
  ADN	
  contiene	
  tres	
  dedos	
  de	
  zinc,	
  mientras	
  que	
  su	
  región	
  amino	
  

terminal	
  contiene	
  dominios	
  ricos	
  en	
  serina,	
  treonina	
  y	
  glutamina,	
  esenciales	
  para	
  la	
  

actividad	
   transcripcional.	
   El	
   dominio	
   carboxiterminal	
   está	
   involucrado	
   en	
   la	
  

interacción	
  con	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  [171].	
  Sp1	
  es	
  miembro	
  de	
  la	
  familia	
  

de	
  factores	
  tipo	
  Kruppel	
  (Sp/KLF),	
  que	
  actualmente	
  tiene	
  un	
  total	
  de	
  26	
  miembros	
  

[172].	
   Se	
   sabe	
  que	
   se	
  encuentra	
   involucrado	
  en	
   la	
   regulación	
   tejido	
  específica,	
  del	
  

ciclo	
  celular	
  y	
  distintas	
  vías	
  de	
  señalización	
  de	
  respuesta	
  a	
  genes	
  [173].	
  	
  

Con	
  el	
  estudio	
  del	
  mapeo	
  cromosómico	
  se	
  han	
  identificado	
  al	
  menos	
  12000	
  sitios	
  de	
  

unión	
   para	
   Sp1	
   en	
   el	
   genoma	
   humano,	
   asociados	
   con	
   genes	
   en	
   la	
  mayoría	
   de	
   los	
  

procesos	
  celulares	
  [174].	
  Además	
  su	
  nivel	
  de	
  expresión	
  	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  varía	
  en	
  los	
  

distintos	
  tipos	
  celulares	
  y	
  según	
  los	
  distintos	
  estadios	
  del	
  desarrollo	
  del	
  ratón	
  [175].	
  

También	
  se	
  ha	
  determinado	
  que	
  es	
  necesario	
  para	
   la	
  activación	
  transcripcional	
  de	
  

Hsp	
  70.1,	
  uno	
  de	
   los	
  primeros	
  genes	
  en	
  expresarse	
   luego	
  de	
   la	
   fertilización	
  en	
   los	
  

embriones	
  de	
  ratones	
  	
  [176],	
  resaltando	
  la	
  importancia	
  de	
  Sp1	
  en	
  el	
  desarrollo.	
  	
  

Sp1	
  funciona	
  a	
  través	
  del	
  reclutamiento	
  de	
  la	
  maquinaria	
  basal	
  de	
  transcripción	
  y	
  de	
  

la	
  interacción	
  con	
  la	
  proteína	
  de	
  unión	
  TATA	
  (TBP)	
  y	
  múltiples	
  factores	
  asociados	
  a	
  

TBP	
   (TAFs)	
   [173].	
  Por	
  este	
  motivo	
  se	
  puede	
  decir	
  que	
  Sp1	
  regula	
   la	
   transcripción	
  

por	
  la	
  comunicación	
  con	
  la	
  maquinaria	
  de	
  transcripción	
  de	
  la	
  RNA	
  polimerasa	
  II.	
  

	
  El	
  Sp1	
  también	
  regula	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  genes	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  modulación	
  del	
  estado	
  

de	
   la	
   cromatina.	
   Se	
   ha	
   descubierto	
   que	
   interactúa	
   con	
   enzimas	
   que	
   modifican	
  

histonas,	
   incluyendo	
   	
   la	
  histona	
  acetil	
   transferasa	
  p300.	
  Por	
   lo	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  

los	
  genes	
  puede	
  ser	
  aumentada	
  tanto	
  por	
  el	
  cambio	
  de	
  la	
  cromatina	
  en	
  el	
  promotor	
  

hacia	
   una	
   estructura	
   mas	
   permisiva	
   o	
   a	
   través	
   de	
   la	
   unión	
   de	
   un	
   activador	
  

transcripcional	
  como	
  lo	
  es	
  el	
  Sp1	
  [177].	
  	
  

Sp1	
  presenta	
  una	
  variedad	
  de	
  posibles	
  interactores	
  dependiendo	
  del	
  tipo	
  de	
  célula	
  y	
  

la	
   señal	
   extracelular,	
   los	
   cuales	
   regulan	
   la	
   transcripción	
  dependiente	
  de	
   Sp1	
   [178,	
  

179].	
   Uno	
   de	
   éstos	
   es	
   la	
   proteína	
   ER	
   que	
   se	
   puede	
   unir	
   al	
   Sp1	
   y	
   activar	
   la	
  

transcripción	
  sinérgicamente.	
  ER	
  se	
  une	
  al	
  Sp1	
  y	
  aumenta	
  la	
  unión	
  de	
  Sp1	
  al	
  DNA	
  al	
  

elemento	
   de	
   respuesta	
   a	
   estrógeno	
   independiente	
   de	
   estrógeno,	
   pero	
   la	
  

transactivación	
  de	
  este	
  gen	
  solo	
  es	
  aumentada	
  en	
  presencia	
  de	
  estrógeno	
  [105].	
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Evidencia	
   experimental	
   indica	
   que	
   la	
   interacción	
   entre	
   Sp1	
   y	
   ERα	
   regula	
   la	
  

expresión	
   de	
   múltiples	
   genes,	
   algunos	
   de	
   los	
   cuales	
   están	
   involucrados	
   en	
   la	
  

regulación	
  del	
  crecimiento	
  celular	
  y	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  cáncer	
  de	
  mama	
  [180].	
  	
  

En	
  respuesta	
  a	
   la	
  estimulación	
  estrogénica	
  ERα	
   interactúa	
  con	
  Sp1	
   transactivando	
  

genes	
  que	
  contienen	
  sitios	
  de	
  unión	
  a	
  Sp1	
  y	
  sitios	
  ERE	
  (o	
  half	
  ERE),	
  de	
  modo	
  que	
  

ambos	
  factores	
  interactúan	
  con	
  el	
  ADN.	
  Sin	
  embargo,	
  el	
  ERα	
  también	
  puede	
  activar	
  

la	
   transcripción	
   sin	
   tomar	
   contacto	
   con	
   el	
   ADN,	
   interactuando	
   con	
   el	
   dominio	
  

carboxiterminal	
  de	
  Sp1,	
  de	
  modo	
  que	
  este	
  último	
  factor	
  se	
  une	
  a	
  secuencias	
  ricas	
  en	
  

GC	
  [149,	
  180].	
  	
  

- CREB	
  

Otros	
   factores	
   de	
   transcripción	
   a	
   los	
   cuales	
   pueden	
   asociarse	
   los	
   ERs	
   son	
  

ATF-­‐2/CREB	
  (factor	
  activante	
  de	
  la	
  transcripción)	
  [149].	
  	
  	
  

CREB	
   pertenece	
   a	
   la	
   superfamilia	
   bZIP	
   de	
   factores	
   de	
   transcripción,	
   presenta	
   un	
  

dominio	
   carboxiterminal	
  básico	
  que	
  media	
   la	
  unión	
   con	
  el	
  ADN	
  y	
  un	
  dominio	
   con	
  

motivos	
   cierre	
   de	
   leucina	
   que	
   facilita	
   la	
   dimerización,	
   la	
   cual	
   le	
   permite	
   la	
  

interacción	
  con	
  elementos	
  regulatorios	
  denominados	
  CRE	
  (elemento	
  de	
  respuesta	
  a	
  

AMPc).	
   Los	
   dominios	
   restantes	
   están	
   involucrados	
   en	
   la	
   interacción	
   con	
  

coactivadores	
  y	
  con	
  la	
  maquinaria	
  basal	
  de	
  la	
  transcripción,	
  regulando	
  así	
  la	
  síntesis	
  

de	
   ARNm	
   [181].	
   Se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   existe	
   una	
   interacción	
   proteína-­‐proteína	
  

entre	
   ERs	
   y	
   CREB,	
   la	
   cual	
   sería	
   necesaria	
   para	
   la	
   sinergia	
   transcripcional	
   que	
   se	
  

observa	
   entre	
   las	
   vías	
   de	
   señalización	
   activadas	
   por	
   E2	
   y	
   las	
   relacionadas	
   con	
   el	
  

AMPc.	
   Dado	
   que	
   CREB	
   puede	
   aumentar	
   la	
   actividad	
   transcripcional	
   de	
   genes	
   que	
  

contienen	
  elementos	
  ERE	
  pero	
  no	
  contienen	
  elementos	
  CRE,	
  se	
  piensa	
  que	
  CREB	
  es	
  

reclutado	
   como	
   parte	
   de	
   un	
   complejo	
   de	
   proteínas	
   coactivadoras,	
   donde	
   CREB	
  

estabilizaría	
  la	
  interacción	
  entre	
  ER	
  y	
  CBP	
  (proteína	
  de	
  unión	
  a	
  CREB)	
  [182].	
  	
  

CBP	
   es	
   un	
   coativador	
   promiscuo	
   que	
  modula	
   la	
   actividad	
   de	
   distintos	
   factores	
   de	
  

transcripción,	
   aumentando	
   la	
   actividad	
   del	
   ER.	
   Tanto	
   in	
   vivo	
   como	
   in	
   vitro,	
   la	
  

interacción	
   ER/CBP	
   puede	
   darse	
   aún	
   en	
   ausencia	
   de	
   ligando,	
   dependiendo	
   del	
  

estado	
   de	
   fosforilación	
   del	
   ER	
   e	
   involucrando	
   a	
   sus	
   dominios	
   A/B	
   [183].	
   CBP	
  

funciona	
   como	
   un	
   integrador	
   que	
   conecta	
   factores	
   de	
   transcripción	
   con	
   la	
  

maquinaria	
   basal	
   de	
   la	
   transcripción	
   [184].	
   A	
   demás,	
   CBP	
   es	
   una	
   histona	
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acetiltransferasa	
  (HAT)	
  que	
  es	
  capaz	
  de	
  acetilar	
  a	
  las	
  cuatro	
  histonas	
  centrales	
  [185,	
  

186].	
  

El	
  nivel	
  estable	
  de	
  acetilación	
  de	
   las	
  histonas	
  centrales	
  es	
  el	
   resultado	
  del	
  balance	
  

entre	
   la	
   actividades	
   opuestas	
   de	
   la	
   HATs	
   y	
   de	
   las	
   histonas	
   deacetilasas	
   (HDACs)	
  

[187].	
   En	
   general,	
   el	
   aumento	
   de	
   nivel	
   de	
   la	
   acetilación	
   de	
   histonas	
  

(hiperacetilación)	
   está	
   asociado	
   al	
   aumento	
   de	
   la	
   actividad	
   transcripcional,	
   por	
   el	
  

otro	
   lado	
   la	
   disminución	
   del	
   nivel	
   de	
   la	
   acetilación	
   (hipoacetilación)	
   se	
   encuentra	
  

asociada	
  a	
  la	
  represión	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  [187-­‐189].	
  La	
  inhibición	
  de	
  las	
  HDACs	
  

puede	
  resultar	
  en	
   la	
  hiperacetilación	
  de	
   las	
  histonas,	
   lo	
  que	
  genera	
  una	
  activación	
  

transcripcional	
  de	
  ciertos	
  genes	
  a	
  través	
  de	
  la	
  relajación	
  de	
  la	
  conformación	
  del	
  ADN	
  	
  

[190].	
  

- NFκB	
  

También	
  hay	
  que	
  hacer	
  referencia	
  a	
   la	
   interacción	
  que	
  tiene	
   lugar	
  entre	
   los	
  

ERs	
  y	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  NFκB.	
  Es	
  un	
  dímero	
  que	
  puede	
  estar	
  formado	
  por	
  las	
  

subunidades	
   p50,	
   p65	
   (Rel	
   A),	
   p52,	
   c-­‐Rel	
   y	
   Rel	
   B.	
   La	
   actividad	
   transcripcional	
   se	
  

atribuye	
  a	
  p65,	
  c-­‐Rel	
  y	
  Rel	
  B,	
  aunque	
  en	
  ciertas	
  condiciones	
   los	
  homodímeros	
  p50	
  

son	
  activos	
  [191].	
  	
  

En	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  células,	
  NFκB	
  está	
  presente	
  en	
  el	
  citoplasma	
  de	
  modo	
  inactivo,	
  

acomplejado	
  con	
  la	
  proteína	
  IκB.	
  Como	
  respuesta	
  a	
  un	
  estímulo	
  IκB	
  se	
  fosforila	
  y	
  se	
  

degrada,	
   permitiendo	
   la	
   translocación	
   de	
   NFκB	
   al	
   núcleo,	
   donde	
   actúa	
   como	
   un	
  

factor	
  de	
  transcripción	
  [191].	
  	
  

Se	
  observó	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  sistemas	
  estudiados	
  que	
  los	
  estrógenos	
  y	
  la	
  vía	
  de	
  

señalización	
  del	
  NFκB	
  son	
  mutuamente	
  antagonistas.	
  Por	
  ejemplo,	
  la	
  regulación	
  del	
  

promotor	
  de	
  IL-­‐6	
  	
  fue	
  analizada	
  en	
  profundidad,	
  y	
  la	
  activación	
  inducida	
  por	
  NFκB	
  	
  

de	
  este	
  gen,	
  estaba	
  siendo	
  inhibida	
  por	
  los	
  estrógenos	
  [192].	
  

Sin	
   embargo	
   nuevos	
   estudios	
   han	
   demostrado	
   que	
   podría	
   ocurrir	
   un	
  

entrecruzamiento	
  transcripcional	
  positivo	
  entre	
  ER	
  y	
  el	
   	
  NFκB	
  [193,	
  194].	
  En	
  cada	
  

caso,	
  el	
  mecanismo	
  utilizado	
  para	
  el	
  entrecruzamiento	
  positivo	
  parecería	
  involucrar	
  

la	
  formación	
  de	
  complejos	
  entre	
  las	
  familias	
  de	
  ER	
  y	
  NFκB	
  en	
  un	
  sitio	
  ERE	
  [195].	
  	
  

Como	
  se	
  puede	
  ver	
  esta	
  regulación	
  ya	
  sea	
  positiva	
  o	
  negativa	
  que	
  ejerce	
  el	
  estrógeno	
  

sobre	
  el	
  NFκB,	
  es	
  dependiente	
  del	
  contexto	
  del	
  promotor.	
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HIPÓTESIS	
  
La	
  hipótesis	
  del	
  presente	
  trabajo,	
  se	
  basa	
  sintéticamente	
  en	
  las	
  siguientes	
  premisas	
  

a	
  partir	
  de	
  los	
  datos	
  aportados	
  por	
  la	
  literatura	
  y	
  nuestros	
  resultados:	
  

• La	
  leptina	
  posee	
  importancia	
  fisiológica	
  en	
  la	
  reproducción	
  y	
  embarazo.	
  

• El	
   estradiol,	
   importante	
   en	
   el	
   establecimiento	
   y	
   desarrollo	
   embrionario	
  

induce	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   a	
   nivel	
   transcripcional	
   a	
   través	
   de	
   efectos	
  

genómicos	
  y	
  no	
  genómicos.	
  

• El	
  efecto	
  de	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  involucra	
  receptores	
  ERα	
  

presentes	
   en	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   y	
   la	
   activación	
   de	
   distintas	
   vías	
   de	
  

transducción	
  de	
  señales.	
  

• El	
   receptor	
   nuclear	
   ERα	
   puede	
   modular	
   la	
   transcripción	
   de	
   genes	
  

interactuando	
  con	
  diferentes	
  factores	
  de	
  transcripción	
  

Por	
  lo	
  tanto	
  planteamos	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  como	
  citoquina	
  placentaria,	
  es	
  

regulada	
   por	
   estradiol	
   a	
   través	
   de	
   la	
   actividad	
   transcripcional	
   mediada	
   por	
   ERα.	
  

Este	
  receptor	
  nuclear	
  induce	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  involucrando	
  a	
  los	
  factores	
  de	
  

transcripción	
   Sp1	
  y	
  NFkB.	
  Además	
  proponemos	
  que	
  distintas	
   vías	
  de	
   señalización	
  

están	
   involucradas	
   en	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   por	
   estradiol,	
   entre	
  

ellas	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  dependiente	
  de	
  PKA.	
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OBJETIVOS	
  
El	
   dialogo	
   materno-­‐fetal,	
   en	
   el	
   embarazo,	
   es	
   esencial	
   para	
   la	
   implantación	
   	
   y	
  

requiere	
   de	
   interacciones	
   a	
   nivel	
   molecular	
   y	
   celular	
   en	
   una	
   forma	
   espacial	
   y	
  

temporal	
  coordinada.	
  En	
  particular	
  en	
  éste	
  trabajo	
  de	
  tesis	
  nos	
  abocamos	
  al	
  estudio	
  

de	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  una	
  citoquina,	
  la	
  leptina	
  en	
  la	
  interfase	
  materno-­‐

fetal	
  y	
  el	
  estudio	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  utilizadas	
  	
  

Objetivo	
  general:	
  	
  

• Estudiar	
   la	
   inducción	
   ejercida	
   por	
   el	
   E2	
   	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   en	
  

células	
   trofoblásticas	
   	
   humanas,	
   	
   analizando	
   los	
   factores	
   de	
   transcripción	
   que	
  

modulan	
  su	
  acción	
  y	
  las	
  vías	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  	
  involucradas.	
  	
  

	
  
Objetivos	
  particulares:	
  

• Estudio	
  de	
   la	
  participación	
  del	
   factor	
  de	
   transcripción	
  Sp1	
  en	
   la	
   regulación	
  

ejercida	
  por	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  células	
  placentarias.	
  	
  

• Estudio	
  de	
   la	
  participación	
  del	
   factor	
  NFκB	
  en	
   la	
   regulación	
  ejercida	
  por	
   el	
  

estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  células	
  placentarias	
  

• Efecto	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   dependiente	
   de	
   PKA	
   en	
   la	
  

regulación	
  ejercida	
  por	
  el	
  estradiol	
   sobre	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  en	
  células	
  

placentarias	
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MATERIALES	
  Y	
  MÉTODOS	
  
	
  

Modelos	
  Experimentales	
  

Explantos	
  Placentarios	
  

Los	
   explantos	
   placentarios	
   presentan	
   distintos	
   tipos	
   celulares	
   como	
   los	
  

fibroblastos,	
  miofibroblastos,	
  músculo	
  liso,	
  células	
  endoteliales,	
  células	
  sanguíneas	
  y	
  

células	
  de	
  Hofbauer,	
  particularmente	
  nosotros	
  nos	
  enfocamos	
  en	
  el	
   estudio	
  de	
   los	
  

trofoblastos	
  los	
  cuales	
  presentan	
  la	
  arquitectura	
  celular	
  del	
  tejido	
  in	
  vivo	
  [196].	
  

Se	
  ha	
   reportado	
   la	
  expresión	
  y	
   secreción	
  de	
   leptina	
  así	
   como	
   también	
   la	
  actividad	
  	
  

inductora	
   de	
   distintas	
   vías	
   de	
   señalización	
   en	
   las	
   células	
   trofoblásticas	
   de	
   los	
  

explantos	
  placentarios	
  [52,	
  116].	
  

El	
  uso	
  de	
  las	
  placentas	
  está	
  avalado	
  por	
  el	
  comité	
  de	
  ética	
  del	
  Hospital	
  Profesor	
  A.	
  

Posadas	
  y	
  está	
  aprobado	
  con	
  el	
  consentimiento	
  escrito	
  de	
  las	
  pacientes.	
  	
  

Línea	
  Celular	
  BeWo	
  

Es	
   una	
   línea	
   citotrofoblástica	
   que	
   crece	
   formando	
   una	
   monocapa	
   y	
   posee	
  

propiedades	
  morfológicas	
  y	
  marcadores	
  bioquímicos	
  enzimáticos	
  comunes	
  con	
   los	
  

trofoblastos	
  normales.	
  Deriva	
  de	
  coriocarcinoma	
  humano.	
  Preserva	
  la	
  capacidad	
  de	
  

producir	
   hormonas	
   (HCG,	
   progesterona,	
   hLP,	
   estrógenos)	
   y	
   la	
   morfología	
   de	
   los	
  

citotrofoblástos	
   que	
   le	
   dieron	
   origen.	
   Son	
   incapaces	
   de	
   diferenciarse	
   en	
  

sinciciotrofoblastos	
   de	
   modo	
   espontáneo,	
   pero	
   la	
   sincitialización	
   puede	
   inducirse	
  

hormonalmente	
  [197,	
  198].	
  	
  

Reportes	
  previos	
  muestran	
  la	
  capacidad	
  de	
  está	
   línea	
  celular	
  de	
  expresar	
   leptina	
  y	
  

su	
  receptor	
  [72]	
  como	
  también	
  así	
  los	
  receptores	
  de	
  estrógeno	
  ERα	
  y	
  ERβ	
  [199].	
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Protocolos	
  Experimentales	
  

CULTIVO	
  CELULAR	
  

Se	
   utilizó	
   la	
   línea	
   celular	
   BeWo,	
   	
   células	
   trofoblásticas	
   derivadas	
   de	
  

coriocarcinoma.	
  Los	
  cultivos	
  se	
  manipularon	
  en	
  esterilidad	
   	
  dentro	
  de	
  una	
  cámara	
  

de	
  flujo	
  laminar,	
  dentro	
  de	
  botellas	
  de	
  75	
  cm2,	
  a	
  37°C,	
  y	
  atmósfera	
  de	
  5%	
  CO2.	
  

El	
  medio	
  utilizado	
  para	
  mantener	
   el	
   cultivo	
   fue	
  DMEM-­‐F12	
   (Gibco)	
   suplementado	
  

con	
  penicilina-­‐estreptomicina	
  50	
  U/ml,	
  glutamina	
  4	
  mM,	
  piruvato	
  1mM	
  (Invitrogen)	
  

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

Se	
  tripsinizaron	
  las	
  células	
  al	
  llegar	
  a	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia,	
  	
  se	
  eliminó	
  el	
  medio	
  de	
  

cultivo,	
   	
   se	
   lavaron	
   con	
   5ml	
   de	
   PBS	
   	
   (NaCl	
   137mM,	
   KCl	
   2,7	
   mM,	
   NaH2PO4	
   2mM,	
  

NaH2PO4	
  10mM,	
  pH7,4),	
  y	
  se	
  trató	
  con	
  tripsina	
  (Invitrogen)	
  durante	
  5	
  minutos	
  a	
  37	
  

°C.	
   Una	
   vez	
   despegadas	
   las	
   células,	
   se	
   agregó	
   10	
   ml	
   de	
   medio,	
   y	
   se	
   resuspendió	
  

reiteradas	
   veces,	
   finalmente	
   se	
   realizó	
   una	
   dilución	
   a	
   partir	
   de	
   ésta	
   solución,	
   y	
  

posteriormente	
  o	
  se	
  abre	
  una	
  nueva	
  botella	
  o	
  se	
  congela	
  un	
  stock.	
  

1.1	
  Congelado	
  de	
  células	
  

Para	
  conservar	
  el	
  stock	
  de	
  la	
  	
  línea	
  celular,	
  se	
  realiza	
  el	
  congelado	
  de	
  la	
  mima	
  

luego	
   de	
   la	
   tripsinización.	
   Para	
   ello,	
   se	
   adicionó	
   10ml	
   de	
   DMEM-­‐F12	
   una	
   vez	
  

terminado	
   los	
   5	
  minutos	
   de	
   incubación	
   con	
   tripsina,	
   	
   se	
   centrifugó	
   10	
  minutos	
   a	
  

900rpm.	
  Al	
  finalizar	
  se	
  descartó	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  el	
  pellet	
  se	
  resuspendió	
  en	
  1	
  ml	
  

de	
  SFB	
  con	
  10%	
  de	
  dimetilsulfóxido	
  (DMSO).	
  La	
  suspensión	
  se	
  alicuotó	
  en	
  crioviales,	
  

los	
  cuales	
  se	
  enfriaron	
  lentamente	
  hasta	
  llegar	
  a	
  una	
  temperatura	
  de	
  -­‐70	
  °C.	
  	
  	
  

1.2	
  Tratamientos	
  

Los	
   tratamientos	
   realizados	
   en	
   cada	
   experimento	
   se	
   pueden	
   encontrar	
  

detallados	
   en	
   la	
   leyenda	
   de	
   las	
   diferentes	
   figuras.	
   De	
   manera	
   amplia,	
   las	
   células	
  

BeWo	
   fueron	
   incubadas	
   en	
   medio	
   DMEM/F12	
   1%	
   o	
   0%	
   SFB.	
   En	
   todos	
   los	
  

experimentos	
  se	
  incluyó	
  una	
  muestra	
  control	
  que	
  contiene	
  el	
  vehículo	
  de	
  las	
  drogas.	
  	
  

• Los	
   tratamientos	
   aplicados	
   al	
   medio	
   de	
   cultivos	
   fueron:	
   17β-­‐estradiol	
   (E2,	
  

Sigma)	
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• ICI	
  182,780	
  (antiestrógeno,	
  AstraZéneca)	
  

• SQ	
  22536	
  (Inhibidor	
  de	
  adenilato	
  ciclasa,	
  Sigma)	
  

• H89	
  	
  (Inhibidor	
  de	
  proteína	
  quinasa,	
  Sigma)	
  

• Sulfasalazina	
  (Inhibibidor	
  de	
  NFκB,	
  Sigma)	
  

• TSA	
  	
  (Tricostatina	
  A,	
  inhibidor	
  de	
  deacetilasas	
  de	
  histonas,	
  Sigma)	
  

	
  

EXPLANTOS	
  PLACENTARIOS	
  

Las	
   placentas	
   humanas	
   a	
   términos	
   se	
   obtuvieron	
   de	
   partos	
   naturales	
   o	
  

cesáreas	
  y	
  fueron	
  almacenadas	
  en	
  PBS	
  frío.	
  Posteriormente	
  se	
  realizan	
  lavados	
  con	
  

PBS	
  para	
  la	
  eliminación	
  de	
  exceso	
  de	
  sangre.	
  	
  

Los	
  explantos	
  se	
  extrajeron	
  de	
  las	
  vellosidades	
  al	
  azar,	
  de	
  la	
  cara	
  materna,	
  decir	
  de	
  

donde	
  con	
  pinzas	
  y	
  tijeras	
  quirúrgicas.	
  Estos	
  fueron	
  elegidos	
  al	
  azar	
  en	
  zonas	
  libres	
  

del	
  infartos,	
  calcificaciones	
  o	
  hematomas,	
  de	
  al	
  menos	
  aproximadamente	
  0,1g,	
  	
  luego	
  

se	
  los	
  colocar	
  con	
  en	
  PBS	
  para	
  completar	
  el	
  lavado.	
  	
  

Los	
   explanto	
   se	
   colocaron	
   	
   en	
   placas	
   de	
   24	
   pocillos,	
   con	
   un	
   1	
   ml	
   de	
   medio	
  

DMEM/F12	
  sin	
  suero	
  ni	
  suplemento.	
  Posteriormente	
  se	
  lo	
  incubó	
  20	
  minutos	
  en	
  la	
  

estufa	
   a	
   37	
   °C	
   	
   para	
   aclimatar	
   el	
   tejido,	
   posteriormente	
   se	
   realizó	
   el	
   tratamiento	
  

correspondiente,	
   ya	
   sea	
   para	
   analizar	
   proteínas	
   por	
  Western	
   Blot	
   o	
   para	
   extraer	
  

ARN	
  para	
  el	
  análisis	
  por	
  qRT-­‐PCR.	
  

	
  

WESTERN	
  BLOT	
  

	
  	
   2.1	
  Extractos	
  proteicos	
  de	
  líneas	
  celulares	
  	
  

Para	
  obtener	
  los	
  extractos	
  proteicos	
  las	
  células	
  fueron	
  crecidas	
  en	
  placas	
  de	
  

10cm	
  con	
  DMEM/F12	
  	
  10%	
  SFB	
  hasta	
  llegar	
  a	
  una	
  confluencia	
  de	
  un	
  80%,	
  luego	
  se	
  

remplazó	
   el	
   medio	
   por	
   DMEM/F12	
   1%SFB,	
   y	
   se	
   colocó	
   el	
   tratamiento	
  

correspondiente.	
  	
  

Posteriormente	
   se	
   lavó	
   con	
   2	
   ml	
   de	
   PBS	
   y	
   se	
   despegaron	
   las	
   células	
   de	
   manera	
  

mecánica	
  con	
  un	
  rastrillo	
  de	
  goma	
  en	
  1	
  ml	
  de	
  PBS.	
  Luego	
  se	
  centrifugó	
  5	
  minutos	
  a	
  

10000rpm	
  y	
  el	
  pellet	
  se	
  resuspendió	
  en	
  100µl	
  de	
  buffer	
  de	
  lisis	
  (Tris	
  5mM	
  pH	
  6,8,	
  

EDTA	
  20mM,	
  SDS	
  0,1%,	
  NP40	
  1%).	
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2.2	
  Preparación	
  de	
  las	
  muestras	
  para	
  Western	
  Blot	
  de	
  

explantos	
  placentarios	
  

Los	
   explantos	
   fueron	
   incubados	
   durante	
   24hs	
   para	
   medir	
   los	
   niveles	
   de	
  

leptina	
  mediante	
  	
  Western	
  blot,	
  en	
  cada	
  figura	
  se	
  pueden	
  ver	
  las	
  drogas	
  adicionadas	
  

en	
  cada	
  experimento.	
  	
  

En	
  todos	
   los	
  casos	
  se	
  usó	
  un	
  control	
  negativo,	
  y	
  en	
   los	
  casos	
  donde	
  el	
   tratamiento	
  

usara	
  17β-­‐estradiol	
  o	
  inhibidores	
  éstos	
  últimos	
  	
  fueron	
  añadidos	
  30	
  minutos	
  antes	
  

que	
  la	
  hormona.	
  

Al	
   finalizar	
   las	
   24hs	
   de	
   incubación,	
   se	
   extrajeron	
   los	
   explantos	
   y	
   se	
   los	
   colocó	
   en	
  

tubos	
  nuevos	
  y	
  se	
  les	
  agregó	
  300	
  ml	
  de	
  buffer	
  de	
  lisis	
  (Tris	
  ácido	
  0,2	
  M,	
  Tris	
  base	
  0,6	
  

M,	
   NaCl	
   0,6	
  M,	
   CaCl2	
  0,4	
  M,	
  MgCl2	
   	
   0,2	
  M,	
   10%	
   glicerol,	
   1%	
  NP-­‐40,	
   PPi	
   O,O2	
  mM,	
  

PMSF	
  5	
  µM,	
  NaVO3	
  1	
  µM,	
  Bestatina	
  1µM,	
  Benzamidina	
  1µM).	
  	
  

Luego	
   se	
   colocaron	
   	
   30	
  minutos	
   a	
   -­‐20	
   °C,	
   y	
   al	
   finalizar	
   el	
   tiempo	
   se	
   agitaron	
   las	
  

muestras	
   para	
   a	
   continuación	
   centrifugarlas	
   a	
   10000	
   rpm	
   por	
   20	
   minutos,	
   y	
   se	
  

recuperó	
  el	
  sobrenadante	
  para	
  la	
  determinación	
  proteica.	
  

La	
   concentración	
   de	
   proteínas	
   se	
   determino	
   con	
   el	
   kit	
   de	
   reactivos	
   BCA	
   Protein	
  

Assay	
  Kit	
  (Pierce,	
  Thermo	
  Scientific),	
  con	
  10µl	
  de	
  muestra.	
  

El	
  volumen	
  de	
  la	
  muestra	
  restante	
  se	
  desnaturalizó	
  por	
  tratamiento	
  a	
  90	
  °C	
  durante	
  

5	
  minutos	
  en	
  buffer	
  de	
  siembra	
  (Tris	
  50	
  mM,	
  HCl	
  ph	
  7,1,	
  2%	
  SDS	
  β-­‐mercaptoetanol,	
  

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

2.3	
  	
  Determinación	
  de	
  la	
  concentración	
  de	
  proteínas	
  

La	
  concentración	
  de	
  proteínas	
  se	
  determino	
  por	
  el	
  método	
  colorimétrico	
  BCA	
  

Protein	
   Assay	
   Kit	
   (Pierce,	
   Thermo	
   Scientific).	
   Se	
   utilizaron	
   10µl	
   de	
   muestra,	
   la	
  

lectura	
   de	
   absorbancia	
   se	
   realizó	
   a	
   595nm.	
   La	
   concentración	
   proteica	
   de	
   cada	
  

muestra	
  se	
  determinó	
  realizando	
  una	
  curva	
  de	
  calibración	
  con	
  BSA	
  (ThermoFisher).	
  

El	
  volumen	
  de	
  la	
  muestra	
  restante	
  se	
  desnaturalizó	
  por	
  tratamiento	
  a	
  90	
  °C	
  durante	
  

5	
  minutos	
  en	
  buffer	
  de	
  siembra	
  (Tris	
  50	
  mM,	
  HCl	
  ph	
  7,1,	
  2%	
  SDS,	
  β-­‐mercaptoetanol,	
  

10%	
  glicerol,	
  EDTA	
  0,1	
  M,	
  0,1%	
  azul	
  de	
  bromofenol).	
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2.4	
  	
  Geles	
  desnaturalizantes	
  de	
  proteínas	
  

Las	
  muestras	
  fueron	
  analizadas	
  mediante	
  la	
  técnica	
  SDS-­‐PAGE.	
  Se	
  utilizaron	
  

geles	
   de	
   poliacrilamida	
   a	
   12%.	
   Se	
   sembraron	
   en	
   cada	
   calle	
   igual	
   cantidad	
   de	
  

proteína	
  de	
  cada	
  muestra,	
  50µg	
  de	
  proteína	
  por	
  calle.	
  Siempre	
  en	
  cada	
  experimento	
  

se	
   sembró	
   en	
  una	
   calle	
   en	
  paralelo	
   a	
   las	
  muestra	
  un	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular	
  	
  

preteñido	
   (PageRuler	
   Prestained	
   Protein	
   Ladder,	
   Thermo	
   Scientific).	
   La	
  

electroforesis	
  se	
  realizó	
  en	
  buffer	
  de	
  corrida	
   (Tris	
  250mM,	
  glicina	
  1,92M)	
  a	
  120	
  V	
  

durante	
  aproximadamente	
  2	
  horas.	
  

	
  

2.5	
  Transferencia	
  e	
  incubación	
  con	
  los	
  anticuerpos	
  

Al	
  finalizar	
  la	
  migración	
  electroforética	
  se	
  procedió	
  a	
  realizar	
  la	
  transferencia	
  

de	
   las	
  proteínas	
  a	
  membranas	
  de	
  nitrocelulosas	
  no	
  cargadas.	
   (Hybond,	
  Amersham	
  

Pharmacia)	
  de	
  acuerdo	
  a	
  las	
  instrucciones	
  del	
  fabricante.	
  Para	
  ello	
  se	
  utilizó	
  buffer	
  

de	
   transferencia	
   (Tris	
   25mM,	
   Glicina	
   192mM,	
   2%	
   metanol)	
   a	
   120	
   V	
   durante	
   90	
  

minutos	
   en	
   frío.	
  Una	
  vez	
   finalizada	
   la	
   transferencia,	
   se	
   incubó	
   la	
  membrana	
  O.N	
  a	
  

4°C	
  en	
  agitación,	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  correspondiente	
  diluido	
  en	
  5%	
  de	
  leche	
  

descremada	
  disuelta	
  en	
  PBS.	
  Los	
  anticuerpos	
  primarios	
  utilizados	
  fueron:	
  	
  

o Anti-­‐leptina	
  humana	
  (1:1000,	
  Y-­‐20,	
  policlonal,	
  conejo,	
  Santa	
  Cruz)	
  

o Anti-­‐phophoCREB	
  (1:1000,	
  policlonal,	
  conejo,	
  Millipore)	
  

o Anti-­‐H3	
  (1:500,	
  monoclonal,	
  ratón,	
  Santa	
  Cruz)	
  

o Anti-­‐Sp1	
  (1:1000,	
  monoclonal,	
  conejo,	
  Millipore)	
  

o Anti-­‐ERα	
  (1:500,	
  policlonal,	
  conejo,	
  Santa	
  Cruz)	
  

o Anti-­‐p65	
  (1:100,	
  monoclonal,	
  ratón,	
  Santa	
  Cruz)	
  

o Anti-­‐GAPDH	
  (1:2000,	
  monoclonal,	
  ratón,	
  Santa	
  Cruz)	
  

Al	
   finalizar	
   la	
   incubación,	
   se	
   realizaron	
   4	
   lavados	
   de	
   5	
   minutos	
   con	
   PBS-­‐Tween	
  

0,05%	
  	
  y	
  luego	
  se	
  incubó	
  la	
  membrana	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  secundario	
  diluido	
  en	
  5%	
  

de	
   leche	
   descremada	
   disuelta	
   en	
   PBS,	
   a	
   4°C	
   O.N.	
   en	
   agitación.	
   Los	
   anticuerpos	
  

secundarios	
  utilizados	
  fueron:	
  	
  

o Anti-­‐conejo	
  (1:1000,	
  cabra,	
  Sigma,	
  conjugado	
  a	
  HRP)	
  

o Anti-­‐ratón	
  (1:1000,	
  cabra,	
  Sigma,	
  conjugado	
  a	
  HRP)	
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Luego	
  de	
   la	
   incubación	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  secundario,	
  se	
  efectuaron	
  4	
   lavados	
  de	
  5	
  

minutos	
  con	
  PBS-­‐Tween	
  0,05%	
  y	
  se	
  reveló	
  por	
  quimioluminiscencia	
  con	
  200µl	
  del	
  

reactivo	
  A	
  más	
  200µl	
  del	
  reactivo	
  B	
  del	
  ECL	
  (Amersham	
  Pharmacia	
  Biotech).	
  	
  

Los	
   controles	
  de	
   carga	
   se	
   realizaron	
   con	
  el	
   anticuerpo	
  anti-­‐GAPDH.	
  Las	
  bandas	
   se	
  

visualizaron	
  con	
  el	
  GBox,	
  Syngene,	
  y	
  fueron	
  cuantificadas	
  con	
  el	
  software	
  Image	
  J	
  y	
  

se	
  relativizaron	
  a	
  la	
  señal	
  del	
  control	
  de	
  carga	
  correspondiente.	
  

	
  

TRANSFECCIONES	
  TRANSITORIAS	
  

3.1	
  Bacterias	
  competentes	
  

Se	
  tomó	
  100µl	
  de	
  cultivo	
  E.	
  coli	
  DH5α,	
  conservada	
  a	
  -­‐70°C,	
  se	
  puso	
  a	
  incubar	
  

a	
   37°C	
   O.N	
   en	
   100ml	
   de	
   LB	
   (10g	
   de	
   triptona,	
   5g	
   extracto	
   de	
   levadura,	
   5g	
   NaCl,	
  

pH7.4).	
  Posteriormente,	
  se	
  sembraron	
  10ml	
  del	
  cultivo	
  en	
  90ml	
  de	
  medio	
  de	
  LB	
  y	
  se	
  

agitó	
  a	
  37°C	
  hasta	
  alcanzar	
  una	
  densidad	
  óptica	
  de	
  0.6	
  a	
  600nm	
  (aproximadamente	
  

2	
  horas).	
  Se	
  centrifugó	
  a	
  4°C	
  5	
  minutos	
  a	
  5000	
  rpm	
   	
  y	
  se	
  resuspendió	
  el	
  pellet	
  en	
  

5ml	
  de	
  CaCl2	
  50mM.	
  Se	
  colocó	
  en	
  hielo	
  por	
  30	
  minutos	
  y	
  se	
  volvió	
  a	
  centrifugar	
  por	
  

dos	
  minutos	
   a	
  4°C,	
   a	
   5000	
   rpm.	
   Luego	
   el	
   pellet	
   se	
   resuspendió	
   en	
  150µl	
   de	
  CaCl2	
  

conteniendo	
   15%	
   de	
   glicerol	
   (Merck).	
   Alícuotas	
   de	
   100µl	
   de	
   estas	
   bacterias	
  

competentes	
  fueron	
  almacenadas	
  a	
  -­‐70°C.	
  

3.2	
  Transformación	
  plasmídica	
  

Una	
  alícuota	
  de	
  100µl	
  de	
  bacterias	
  competentes	
  se	
   incubaron	
  con	
  100ng	
  de	
  

ADN	
   plasmídico,	
   se	
   las	
   dejó	
   en	
   hielo	
   durante	
   30	
   minutos	
   y	
   luego	
   se	
   las	
   incubó	
  

durante	
  1	
  minuto	
  30	
  a	
  42°C.	
  Se	
  les	
  agregó	
  1ml	
  de	
  LB	
  y	
  se	
  incubó	
  30	
  minutos	
  a	
  37°C.	
  

Al	
   finalizar	
   el	
   tiempo	
   se	
   centrifugó	
   y	
   descartó	
   el	
   sobrenadante	
   dejando	
   una	
   gota	
  

remanente,	
  y	
  se	
  resuspendió	
  el	
  pellet	
  en	
  esa	
  gota.	
  	
  

Las	
   bacterias	
   fueron	
   plaqueadas	
   en	
   LB	
   3%	
   agar	
   conteniendo	
   100µg/ml	
   de	
  

ampicilina	
   (laboratorio	
   Bagó),	
   se	
   las	
   dejo	
   O.N	
   a	
   37°C	
   para	
   obtener	
   colonias	
   de	
  

bacterias	
   transformadas.	
   También	
   se	
   largaron	
   placas	
   controles	
   con	
   baterías	
  

competentes	
  sin	
  transformar.	
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3.3	
  Minipreparación	
  de	
  plásmidos	
  

Para	
   verificar	
   la	
   presencia	
   plasmídica	
   en	
   las	
   bacterias,	
   se	
   realizó	
   una	
  

minipreparación	
  de	
  ADN	
  plasmídico.	
  

Se	
  escogieron	
  al	
  azar	
  varias	
  colonias	
  previamente	
  transformadas	
  y	
  se	
  crecieron	
  en	
  2	
  

ml	
  de	
  LB	
  con	
  ampicilina	
  (100µg/ml)	
  O.N.	
  en	
  agitación	
  a	
  37°C.	
  Luego	
  de	
  cada	
  cultivo	
  

se	
   tomaron	
   500µl,	
   que	
   se	
   conservó	
   en	
   glicerol	
   30%	
   a	
   -­‐70°C	
   para	
   realizar	
  

posteriormente	
  la	
  Midiprep.	
  

El	
   resto	
   del	
   cultivo	
   se	
   centrifugó	
   por	
   5	
  minutos	
   a	
   5000	
   rpm	
   y	
   se	
   resuspendió	
   el	
  

pellet	
   en	
   100µl	
   de	
   solución	
   I	
   (Tris	
   HCl	
   25	
  mM,	
   EDTA	
   10mM,	
   pH8)	
   y	
   se	
   adicionó	
  

RNasa	
   (20µg/ml	
   concentración	
   final)	
   más	
   200µl	
   de	
   solución	
   II	
   (NaOH	
   0,2	
   N,	
   1%	
  

SDS)	
   y	
   se	
  mezcló	
   todo	
   por	
   inversión	
   y	
   se	
   dejó	
   en	
   hielo	
   por	
   10	
  minutos.	
   Luego	
   se	
  

agregó	
  150µl	
  de	
  solución	
  III	
  (acetato	
  de	
  potasio	
  5M,	
  pH5,2)	
  fría,	
  y	
  se	
  volvió	
  a	
  incubar	
  

en	
   hielo	
   por	
   10	
   minutos.	
   Al	
   finalizar	
   la	
   incubación	
   se	
   centrifugó	
   15	
   minutos	
   a	
  

10000rpm	
  para	
  precipitar	
   el	
  ADN	
  genómico,	
   y	
   se	
   transfirió	
   el	
   sobrenadante	
   	
   a	
  un	
  

Eppendorf	
  nuevo,	
  midiendo	
  el	
  volumen	
  recuperado.	
  Se	
  prosiguió	
  con	
  la	
  purificación	
  

mediante	
  dos	
  extracciones	
  con	
  un	
  volumen	
  de	
  fenol:cloroformo	
  (1:1).	
  Se	
  mezcló	
  por	
  

inversión	
  y	
  se	
  centrifugo	
  a	
  10000	
  rpm	
  por	
  2	
  minutos	
  para	
  separar	
  las	
  fases.	
  La	
  fase	
  

acuosa	
   se	
   pasó	
   	
   a	
   un	
   Eppendorf	
   nuevo,	
   y	
   se	
   agregó	
   dos	
   volúmenes	
   de	
   etanol	
  

absoluto	
   y	
   se	
   dejó	
   reposar	
   30	
   minutos	
   a	
   -­‐20°C.	
   Para	
   finalizar	
   se	
   centrifugó	
   20	
  

minutos	
   a	
   10000rpm,	
   eliminando	
   el	
   sobrenadante,	
   	
   se	
   dejó	
   secar	
   el	
   pellet	
   y	
   se	
  

resuspendió	
  en	
  20µl	
  de	
  agua	
  destilada	
  libre	
  de	
  nucleasas.	
  

Para	
  analizar	
  la	
  presencia	
  de	
  ADN	
  plasmídico	
  se	
  corrieron	
  las	
  muestras	
  en	
  geles	
  de	
  

agarosa	
   1%	
   (Sigma).	
   Se	
   sembraron	
   10µl	
   de	
   cada	
   preparación	
   4µl	
   de	
   buffer	
   de	
  

siembra	
   (azul	
   bromofenol	
   0,25%,	
   xilene	
   cianol	
   0,25%	
  y	
   glicerol	
   30%)	
  por	
  pocillo.	
  

También	
  se	
  sembró	
  3µl	
  del	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular	
  y	
  masa,	
  fago	
  λ	
  digerido	
  con	
  

EcoRI	
  y	
  Hind	
  III	
  (Promega).	
  	
  

La	
  corrida	
  electroforética	
  se	
  realizó	
  a	
  100	
  Volts	
  durante	
  40	
  minutos	
  en	
  buffer	
  TAE	
  

1%	
   (Tris	
   acético	
   0,04M,	
   EDTA	
   1mM)	
   y	
   se	
   reveló	
   con	
   bromuro	
   de	
   etidio	
   5µg/ml	
  

(Sigma).	
  Las	
  bandas	
  obtenidas	
  se	
  observaron	
  por	
  fluorescencia	
  frente	
  al	
  UV.	
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3.4	
  Midipreparación	
  de	
  plásmidos	
  

Este	
  protocolo	
  se	
  utilizó	
  para	
   la	
  preparación	
  de	
  plásmidos	
  a	
  mayor	
  escala	
  y	
  

pureza,	
   para	
   ello	
   se	
   empleó	
   el	
   kit	
   de	
   Midipreparación	
   plasmídica	
   Wizard	
   Plus	
  

(Promega).	
   Se	
   incubaron	
  200µl	
   del	
   cultivo	
  E.	
  Coli	
   transformado	
   con	
  el	
  plásmido	
  a	
  

extraer	
   en	
   200ml	
   de	
   LB	
   conteniendo	
   100µg/ml	
   de	
   ampicilina,	
   O.N.	
   a	
   37°C	
   en	
  

agitación.	
  Luego	
  el	
  cultivo	
  se	
  centrifugó	
  15	
  minutos	
  a	
  5000rpm	
  a	
  4°C,	
  y	
  el	
  pellet	
  se	
  

resuspendió	
  en	
  3ml	
  de	
  solución	
  de	
  resuspensión	
  por	
  inversión.	
  Se	
  agregaron	
  3ml	
  de	
  

solución	
  de	
  lisis	
  se	
  mezcló	
  nuevamente	
  por	
  inversión	
  y	
  se	
  dejo	
  en	
  hielo	
  durante	
  10	
  

minutos.	
   Posteriormente	
   se	
   agregaron	
   3ml	
   de	
   solución	
   de	
   neutralización	
   y	
   se	
  

centrifugó	
  20	
  minutos	
   a	
  10000rpm.	
  El	
   sobrenadante	
   se	
   	
   pasó	
   a	
  un	
   tubo	
  nuevo	
  de	
  

50ml	
   en	
   donde	
   se	
  mezcló	
   con	
   10ml	
   de	
   resina	
   proveniente	
   del	
   kit.	
   Se	
   volcó	
   a	
   una	
  

columna	
  y	
   se	
   centrifugó	
  5	
  minutos	
   a	
  5000rpm.	
   Se	
   agregaron	
  15ml	
  de	
   solución	
  de	
  

lavado	
   conteniendo	
   etanol	
   y	
   se	
   centrifugó	
   10	
  minutos	
   a	
   5000rpm.	
   Finalmente,	
   se	
  

escindió	
  la	
  zona	
  de	
  la	
  columna	
  que	
  contenía	
  la	
  resina,	
  se	
  colocó	
  en	
  un	
  Eppendorf	
  y	
  se	
  

eluyó	
  el	
  ADN	
  plasmídico	
  con	
  300µl	
  de	
  agua	
  destilada	
  tibia.	
  Se	
  centrifugó	
  5	
  minutos	
  a	
  

10000rpm	
  y	
  el	
  eluído	
  se	
  guardó	
  a	
  -­‐20°C.	
  

La	
  cuantificación	
  de	
  los	
  plásmidos	
  se	
  hizo	
  	
  por	
  la	
  lectura	
  de	
  su	
  densidad	
  óptica	
  (OD)	
  

a	
  260	
  nm,	
  considerando	
  1	
  unidad	
  OD260=50	
  µg/ml.	
  	
  

Se	
  tomaron	
  2µl	
  de	
  la	
  muestra	
  y	
  se	
  midió	
  absorbancia	
  en	
  el	
  en	
  el	
  espectrofotómetro	
  

para	
  microvolumenes	
  NanoDrop.	
  

3.5	
  Transfección	
  transitoria	
  

Para	
  realizar	
  las	
  transfecciones	
  transitorias	
  en	
  las	
  células	
  BeWo	
  se	
  utilizó	
  el	
  

reactivo	
   PEI	
   (Polyethylenimine,	
   Polysciences,	
   Inc)	
   y	
   5µg	
   de	
   plásmido	
   por	
   cada	
  

condición.	
  Las	
  células	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos	
  durante	
  24	
  horas	
  en	
  

medio	
  DMEM/F12	
  10%SFB	
  suplementado,	
  hasta	
  alcanzar	
  un	
  70%	
  de	
  confluencia.	
  

Se	
   prepararon	
   por	
   separado	
   una	
   mezcla	
   con	
   los	
   plásmidos	
   y	
   el	
   medio	
   de	
  

transfección,	
  DMEM/F12	
  sin	
  antibiótico	
  ni	
   suero,	
   se	
  dejó	
   reposar	
  por	
  5	
  minutos	
  y	
  

luego	
   se	
   adicionó	
   15µl	
   del	
   reactivo	
   PEI,	
   y	
   se	
   dejó	
   nuevamente	
   10	
   minutos	
  

incubando.	
   Transcurrido	
   este	
   tiempo	
   se	
   eliminó	
   el	
   medio	
   de	
   los	
   pocillos,	
   y	
   se	
  

adicionó	
  900µl	
  de	
  medio	
  de	
   transfección	
  a	
  cada	
  uno,	
  para	
   luego	
  agregar	
   la	
  mezcla	
  

correspondiente	
  de	
  plásmido	
  y	
  PEI,	
  y	
  alcanzar	
  el	
  volumen	
  de	
  1	
  mililitro.	
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Se	
   dejó	
   incubando	
   durante	
   5	
   horas	
   a	
   37°C,	
   con	
   5%	
   de	
   CO2.	
   Posteriormente	
   se	
  

reemplazó	
  la	
  mezcla	
  de	
   la	
  transfección	
  por	
  DMEM/F12	
  1%	
  SFB	
  y	
  se	
  realizaron	
  los	
  

tratamientos	
  correspondientes,	
  dejando	
  las	
  células	
  incubando	
  durante	
  48hs	
  a	
  37°C.	
  

Para	
   la	
   obtención	
   de	
   los	
   extractos	
   celulares	
   de	
   las	
   	
   transfecciones,	
   se	
   descartó	
   el	
  

medio	
   de	
   cultivo	
   de	
   todos	
   los	
   pocillos,	
   se	
   realizaron	
   dos	
   lavados	
   con	
   PBS	
   y	
   se	
  

levantaron	
   las	
   células	
   de	
  manera	
  mecánica	
   con	
   un	
   rastrillo	
   de	
   goma	
   en	
   un	
  ml	
   de	
  

PBS.	
  Luego	
  se	
  centrifugó	
  10	
  minutos	
  a	
  10000rpm.	
  Se	
  resuspendió	
  el	
  pellet	
  en	
  50µl	
  

de	
  buffer	
  de	
  lisis	
  (NaCl	
  137	
  mM,	
  Tris-­‐HCl	
  20mM,	
  pH8,	
  MgCl2	
  1	
  mM,	
  10%	
  glicerol,	
  1%	
  

NP-­‐40).	
  

3.6	
  Determinación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  

Para	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   se	
   utilizó	
   el	
   sistema	
   de	
  

Promega	
  (Luciferase	
  Assay	
  System,	
  Promega),	
  para	
  ello	
  se	
  mezcló	
  30µl	
  de	
  extracto	
  

celular	
  con	
  30µl	
  de	
  solución	
  de	
  luciferina.	
  La	
  actividad	
  enzimática	
  fue	
  medida	
  en	
  un	
  

luminómetro	
   Bio	
   Rad.	
   Los	
   valores	
   se	
   relativizaron	
   a	
   la	
   actividad	
   enzimática	
  

registrada	
  de	
  β-­‐galactosidasa	
  obtenida	
  de	
  cada	
  muestra.	
  	
  

3.7	
  Determinación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa	
  

Para	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  β-­‐galactosidasa	
  se	
  utilizó	
  20µl	
  del	
  

extracto	
   celular	
  y	
   se	
   le	
   adicionó	
  150µl	
   del	
  buffer	
  de	
  Z	
   (Na2HPO4,	
  60	
  mM,	
  Na2HPO4	
  

40mM,	
  KCl	
  10mM,	
  MgSO4	
  1mM,	
  0,07%	
  	
  β-­‐mercaptoetanol)	
  conteniendo	
  el	
  sustrato	
  

ONPG	
   1mg/ml	
   (Amresco).	
   Se	
   incubó	
   a	
   37°C,	
   en	
   una	
   placa	
   de	
   96	
   pocillos	
   hasta	
   la	
  

aparición	
  de	
  la	
  coloración	
  amarilla.	
  La	
  reacción	
  se	
  interrumpió	
  con	
  75µl	
  de	
  Na2CO3	
  

1M	
  por	
  pocillo.	
  La	
  medición	
  de	
  absorbancia	
  se	
  realizó	
  en	
  un	
  lector	
  de	
  Elisa	
  (Bio	
  Rad)	
  

a	
  415	
  nm.	
  	
  

3.8	
  Plásmidos	
  Utilizados	
  

Se	
   utilizaron	
   construcciones	
   reporteras	
   derivadas	
   del	
   vector	
   pGL3-­‐basic	
  

(Promega)	
  que	
  contiene	
  distintas	
  regiones	
  del	
  promotor	
  de	
  gen	
  de	
  leptina	
  rio	
  arriba	
  

del	
  gen	
  reportero	
  LUC,	
  que	
  codifica	
  para	
  la	
  enzima	
  luciferasa.	
  	
  	
  

Los	
   plásmidos	
   fueron	
   gentilmente	
   cedidos	
   por	
   la	
   Dra.	
   Oksana	
   Gavrilova	
  

(NIH/NIDDK).	
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Teniendo	
   en	
   cuenta	
   la	
   región	
   promotora	
   que	
   poseen	
   estos	
   dos	
   plásmidos	
   se	
   los	
  

nombró	
  de	
  la	
  siguiente	
  manera:	
  	
  

o pL1951	
  (-­‐1951	
  a	
  +42pb)	
  

o 1512	
  (	
  vector	
  vacío)	
  

También	
   se	
   utilizaron	
   otros	
   dos	
   plásmidos	
   que	
   poseen	
   regiones	
   intermedias	
   del	
  

promotor	
   de	
   leptina	
   clonadas	
   en	
   el	
   vector	
   de	
   pPGL3-­‐promoter	
   (Promega),	
   y	
   un	
  

promotor	
  mínimo	
  viral	
  regulando	
  la	
  transcripción	
  del	
  gen	
  LUC	
  denominados:	
  	
  

o pL1860	
  (presenta	
  la	
  región	
  del	
  promotor	
  de	
  la	
  leptina	
  de	
  -­‐1951	
  a	
  -­‐1847pb)	
  

o pL1611	
  (vector	
  vacío)	
  

o pL1896	
  (presenta	
  la	
  región	
  promotora	
  de	
  la	
  leptina	
  entre	
  -­‐1951	
  y	
  -­‐1887pb,	
  y	
  

una	
  mutación	
  en	
  el	
  	
  posible	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  Sp1)	
  

o pL1895	
   (presenta	
   la	
   región	
  promotora	
  de	
   la	
   leptina	
  entre	
   -­‐1946	
  y	
   -­‐1887,	
   y	
  

una	
  mutación	
  en	
  el	
  posible	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  ERα)	
  

Se	
   utilizó	
   como	
   control	
   de	
   eficiencia	
   de	
   transfección,	
   un	
   plásmido	
   de	
   expresión	
  

constitutiva	
  en	
  células	
  eucariotas	
  del	
  gen	
  de	
  la	
  β-­‐galactosidasa	
  (RSVβ-­‐gal).	
  

Todos	
   los	
   plásmidos	
   presentan	
   un	
   gen	
   de	
   resistencia	
   a	
   ampicilina	
   para	
   su	
   previo	
  

clonado	
  y	
  amplificación.	
  

También	
   se	
   utilizó	
  un	
  plásmido	
  de	
   expresión	
  del	
   receptor	
  ERα	
   de	
   estrógeno,	
   esta	
  

construcción	
  fue	
  cedida	
  por	
  la	
  Dra.	
  Adalí	
  Pecci	
  (FCEyN,	
  UBA).	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  emplearon	
  diferentes	
  plásmidos	
  que	
  expresan	
  la	
  forma	
  wild	
  type	
  o	
  

mutada	
  de	
  distintos	
  factores	
  de	
  transcripción:	
  

o psG5-­‐HEGO:	
  permite	
  la	
  expresión	
  	
  del	
  receptor	
  	
  ERα	
  de	
  estrógeno.	
  

o Rel	
   A:	
   permite	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   proteína	
   p65/Rel	
   A,	
   una	
   subunidad	
   del	
  

factor	
   NFκB,	
   con	
   función	
   activadora	
   de	
   la	
   transcripción.	
   Fue	
   cedido	
  

amablemente	
  por	
  la	
  Dra.	
  Adalí	
  Pecci	
  (FCEyN,	
  UBA).	
  

o pN3-­‐Sp1:	
   permite	
   expresar	
   la	
   proteína	
   Sp1	
   humana,	
   bajo	
   el	
   promotor	
  

constitutivo	
  CMV.	
  Provisto	
  amablemente	
  por	
  el	
  Dr.	
  Guntram	
  Suske.	
  (Institute	
  

of	
  Molecular	
  Biology	
  and	
  Tumor	
  Research,	
  Marburg,	
  Germany)	
  [200].	
  

o CREB-­‐K	
   y	
   CREB-­‐M:	
   el	
   vector	
   CREB-­‐K	
   permite	
   expresar	
   una	
   proteína	
   CREB	
  

mutante	
  dominante	
  negativa	
   que	
   es	
   capaz	
  de	
  dimerizar	
   pero	
  no	
   interactúa	
  

con	
   la	
  secuencia	
  CRE,	
  y	
  por	
  otro	
   lado	
  CRE-­‐M	
  codifica	
  una	
  proteína	
  mutante	
  

dominante	
  negativa	
  que	
  posee	
  una	
  sustitución	
  de	
  la	
  serina	
  133	
  por	
  alanina,	
  

inhabilitándose	
   su	
   sitio	
   principal	
   de	
   fosforilación.	
   Ambos	
   plásmidos	
   fueron	
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cedidos	
   por	
   el	
   Dr.	
   Michael	
   E.	
   Greenberg	
   (Harvard	
   Medical	
   School,	
  

Boston)[201]	
  	
  

A	
  cada	
  experimento	
  se	
  le	
  agrego	
  un	
  que	
  expresa	
  el	
  gen	
  de	
  la	
  β-­‐galactosidasa	
  (RSVβ-­‐

gal),	
  el	
  mismo	
  se	
  utilizó	
  como	
  control	
  de	
  la	
  eficiencia	
  de	
  las	
  transfecciones.	
  

Para	
   el	
   clonado	
   y	
   amplificación	
   los	
   vectores	
   empleados	
   presentan	
   un	
   gen	
   de	
  

resistencia	
   a	
   ampicilina,	
   a	
   excepción	
   del	
   vector	
   pN3-­‐Sp1	
   que	
   presenta	
   un	
   gen	
   de	
  

resistencia	
  a	
  kanamicina.	
  	
  

	
  

PCR	
  en	
  TIEMPO	
  REAL	
  

4.1	
  Preparación	
  de	
  muestra	
  para	
  qRT-­‐PCR	
  	
  	
  

Luego	
  de	
   finalizada	
   la	
   incubación,	
   los	
   explantos	
   o	
   los	
   cultivos	
   celulares	
   fueron	
  

congelados	
  a	
  -­‐80°C	
  hasta	
  la	
  extracción	
  del	
  ARN.	
  

Al	
  descongelar	
  las	
  muestras,	
  se	
  colocan	
  en	
  1ml	
  de	
  TRISURE	
  (Bioline),	
  por	
  Eppendorf	
  	
  

y	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   los	
   explantos	
   placentarios	
   se	
   los	
   disgrega	
   con	
   un	
   politron	
   (Tissue	
  

Ruptor,	
   Qiagen)	
   hasta	
   que	
   se	
   logra	
   llegar	
   a	
   una	
   homogeneidad.	
   Se	
   incubaron	
   a	
  

temperatura	
   ambiente	
   por	
   5	
  minutos	
   y	
   luego	
   se	
   agregó	
   200µl	
   de	
   cloroformo	
   por	
  

tubo,	
  se	
  mezclaron	
  por	
  agitación	
  cada	
  uno	
  por	
  15	
  segundos	
  y	
  fueron	
  incubados	
  por	
  

3	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Posteriormente	
  se	
  centrifugó	
  a	
  12000	
  rpm	
  a	
  4°C	
  

por	
  15	
  minutos.	
  Al	
  finalizar	
  la	
  centrifugación,	
  se	
  pasó	
  la	
  fase	
  acusa,	
  (parte	
  superior)	
  

conteniendo	
  el	
  ARN	
  a	
  tubo	
  nuevo.	
  Se	
  agregó	
  500µl	
  de	
  isopropanol	
  por	
  cada	
  tubo	
  	
  y	
  

se	
  incubó	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  por	
  10	
  	
  minutos.	
  Se	
  centrifugo	
  a	
  12000	
  rpm	
  por	
  5	
  

minutos	
  a	
  4°C.	
  Para	
  finalizar	
  se	
  descartó	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  se	
  agrego	
  1	
  ml	
  de	
  etanol	
  

75%	
   por	
   tubo	
   por	
   inversión	
   se	
   mezcló	
   y	
   se	
   centrifugó	
   a	
   9000	
   rpm	
   durante	
   5	
  

minutos	
  a	
  4°C.	
  Se	
  desecho	
  el	
  sobrenadante,	
  dejando	
  secar	
  el	
  pellet	
  en	
  hielo	
  por	
  10	
  

minutos,	
   luego	
  se	
   resuspedió	
  el	
  pellet	
  en	
  50µl	
  de	
  agua	
  destilada,	
  homogeneizando	
  

completamente.	
   Para	
   medir	
   la	
   concentración	
   de	
   ARN	
   obtenida	
   se	
   utilizó	
   un	
  

espectrofotómetro	
  para	
  microvolumenes	
  (NanoDrop).	
  

4.2	
  Retrotranscripción:	
  Síntesis	
  de	
  ADNc	
  

Para	
  obtener	
  ADNc,	
  5	
  µg	
  de	
  ARN	
  total	
  fueron	
  retrotranscriptos	
  empleando	
  

el	
  kit	
  “Transcriptor	
  First	
  Strand	
  cDNA	
  Synthesis	
  Kit”	
  (Roche),	
  que	
  aporta	
  a	
  la	
  mezcla	
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final	
  de	
  reacción	
  2,5	
  µM	
  de	
  primers	
  oligo	
  dT,	
  1	
  mM	
  de	
  cada	
  desoxinucleótido,	
  10	
  U	
  

de	
   transcriptasa	
   reversa,	
   20	
  U	
  de	
   inhibidores	
  de	
  ARNasa	
   y	
  buffer	
  de	
   reacción	
   (50	
  

mM	
  Tris/HCl,	
  30	
  mM	
  KCl,	
  8	
  mM	
  MgCl2,	
  pH	
  =	
  8,5).	
  Siguiendo	
   las	
   instrucciones	
  del	
  

proveedor,	
   la	
   mezcla	
   fue	
   retrotranscripta	
   en	
   un	
   termociclador	
   (T-­‐Gradient,	
  

Biometra)	
  a	
  55oC	
  durante	
  1	
  h.	
  Posteriormente,	
  la	
  muestra	
  se	
  incubó	
  a	
  85oC	
  durante	
  

5	
  minutos	
  para	
  inactivar	
  la	
  transcriptasa	
  reversa.	
  El	
  ADNc	
  obtenido	
  se	
  almacenó	
  a	
  -­‐

20oC	
  hasta	
  el	
  momento	
  de	
  realizar	
  la	
  PCR	
  cuantitativa.	
  

4.3	
  PCR	
  cuantitativa	
  (qPCR)	
  

La	
   qPCR	
   se	
   realizó	
   empleando	
   las	
   siguientes	
   secuencias	
   de	
   primers:	
   para	
  

leptina,	
   sentido:	
   5 ′ GAACCCTGTGCGGATTCTT	
   3 ′ ;	
   y	
   antisentido,	
   5 ′	
  

CCAGGTCGTTGGATATTTGG	
  3′;	
  y	
  para	
  ciclofilina	
  (como	
  control	
  de	
  carga)	
  sentido:	
  

5′	
  CTTCCCCGATGAGAACTTCA	
  3′;	
   y	
  antisentido,	
  5′	
  TCTTGGTGCTCTCCACCTTC	
  

3’.	
  

La	
  reacción	
  se	
  realizó	
  con	
  el	
  kit	
  “SensiMixTM	
  Plus	
  SYBR	
  Kit”	
  (Quantace),	
  preparando	
  

una	
  mezcla	
  de	
  20	
  µl	
  de	
  volumen	
  final	
  por	
  pocillo	
  conteniendo	
  3	
  µl	
  de	
  ADNc,	
  0,6	
  µl	
  de	
  

cada	
  primer	
  en	
  una	
  concentración	
  10	
  µM,	
  10	
  µl	
  de	
  Master	
  Mix	
  2X	
  (conteniendo	
  el	
  

intercalante	
  SYBR	
  green)	
  y	
  agua	
  destilada.	
  Para	
  cada	
  par	
  de	
  primers	
  se	
   incluyeron	
  

dos	
  pocillos	
   sin	
   el	
   agregado	
  de	
  ADNc	
   como	
  controles	
  negativos.	
   Cada	
  muestra	
   fue	
  

analizada	
  por	
  triplicado.	
  

Las	
  reacciones	
  de	
  PCR	
  se	
  realizaron	
  en	
  el	
  termociclador	
  MJ	
  Mini	
  BioRAD	
  (Bio	
  Rad),	
  

iniciando	
   con	
  un	
  precalentamiento	
  de	
  10	
  minutos	
   a	
  95°C,	
   seguido	
  de	
  45	
   ciclos	
  de	
  

amplificación	
   con	
   15	
   segundos	
   de	
   desnaturalización	
   a	
   95°C,	
   30	
   segundos	
   de	
  

apareamiento	
   a	
   58°C,	
   y	
   30	
   segundos	
   de	
   extensión	
   a	
   72°C.	
   La	
   especificidad	
   de	
   los	
  

productos	
  detectados	
  se	
  analizó	
  mediante	
  una	
  curva	
  de	
  desnaturalización	
  en	
  cada	
  

una	
  de	
  las	
  muestras	
  analizadas.	
  

Los	
   datos	
   obtenidos	
   fueron	
   recogidos	
   y	
   analizados	
   por	
   el	
   programa	
   BioRAD	
   CFX	
  

Manager.	
   La	
   cuantificación	
   del	
   ARNm	
   de	
   leptina,	
   normalizada	
   de	
   acuerdo	
   a	
   la	
  

cantidad	
   de	
   ARNm	
   de	
   ciclofilina	
   y	
   relativa	
   al	
   control,	
   se	
   calculó	
   de	
   acuerdo	
   al	
  

método	
  de	
  2-­‐ΔΔCT	
  	
  [202].	
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INMUNOFLUORESCENCIA	
  	
  

Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   cultivadas	
   ON	
   sobre	
   cubreobjetos	
   estériles	
   en	
  

medio	
  DMEM/F12	
  10%	
  SFB.	
  Al	
  día	
  siguiente,	
  se	
  indujeron	
  con	
  100	
  nM	
  de	
  E2	
  en	
  los	
  

tiempos	
   indicados	
   en	
   la	
   figura,	
   luego	
   se	
   realizaron	
   3	
   lavados	
   con	
   PBS	
   y	
  

posteriormente,	
  las	
  células	
  se	
  incubaron	
  durante	
  20	
  min	
  con	
  paraformaldehido	
  3%	
  

v/v,	
  para	
  fijarlas.	
  Se	
  procedió	
  a	
  hacer	
  un	
  lavado	
  de	
  5min	
  y	
  éste	
  se	
  repitió	
  tres	
  veces.	
  

Luego	
  se	
  realizó	
  la	
  permeabilización	
  durante	
  5	
  min,	
  con	
  Tritón	
  0,1%	
  v/v	
  en	
  PBS.	
  Se	
  

lavaron	
  3	
  veces	
  y	
   luego	
  se	
  realizó	
  el	
  bloqueo	
  de	
   los	
  sitios	
   inespecíficos	
  durante	
  30	
  

min,	
  con	
  la	
  solución	
  AFI	
  (BSA	
  0,5	
  %	
  v/v,	
  Tween	
  20	
  0,2%	
  v/v,	
  azida	
  sódica	
  0,1%	
  v/v	
  

Tris	
  50nM	
  pH	
  8).	
  	
  

Se	
  incubó	
  ON	
  a	
  4°C	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  correspondiente	
  diluidos	
  en	
  AFI:	
  anti	
  

ERα	
  (1:50,	
  policlonal,	
  conejo,	
  Santa	
  Cruz)	
  	
  o	
  	
  Rel	
  A	
  (1:100,	
  monoclonal,	
  ratón,	
  Santa	
  

Cruz).	
   Posteriormente	
   se	
   realizaron	
   3	
   lavados	
   con	
   PBS	
   de	
   10	
   min,	
   y	
   se	
   bloqueó	
  

durante	
   20	
   min	
   con	
   BSA	
   1%	
   y	
   a	
   continuación	
   se	
   incubó	
   con	
   los	
   anticuerpos	
  

secundarios	
  diluidos	
  en	
  BSA	
  durante	
  una	
  hora	
  y	
  media	
  a	
  37	
  °C:	
  Alexa	
  488nm	
  conejo	
  

(1/100,	
  	
  Thermo	
  Fisher)	
  o	
  Alexa	
  563nm	
  ratón	
  (1/100,	
  Thermo	
  Fisher).	
  Se	
  volvieron	
  

a	
  lavar	
  con	
  PBS	
  3	
  veces	
  por	
  10	
  min,	
  y	
  luego	
  se	
  realizó	
  la	
  tinción	
  de	
  los	
  núcleos	
  con	
  

DAPI	
  1x	
  durante	
  20	
  min	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Se	
  repitieron	
  los	
  lavados	
  con	
  PBS	
  

por	
   10min	
   tres	
   veces,	
   las	
   muestras	
   fueron	
   montadas	
   con	
   Mowiol	
   	
   (Sigma)	
   y	
  

guardadas	
  en	
  oscuridad	
  a	
  4°C	
  hasta	
  el	
  momento	
  de	
  ser	
  analizadas.	
  	
  

Las	
   imágenes	
   fueron	
   obtenidas	
   utilizando	
   un	
   microscopio	
   de	
   epiflourescencia	
  

convencional	
   (Nikon	
   Eclipse	
   E600W)	
   equipado	
   con	
   una	
   cámara	
   digital	
   (Nikon	
  

Coolpix	
  5000),	
  y	
  analizadas	
  con	
  el	
  programa	
  FIJI/ImageJ.	
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INMUNOPRECIPITACIÓN	
  

Las	
  células	
  fueron	
  sembradas	
  en	
  placas	
  de	
  cultivo	
  de	
  10	
  cm	
  de	
  diámetro,	
  en	
  

un	
   medio	
   DMEM/F12	
   privado	
   de	
   suero	
   por	
   24	
   hs,	
   y	
   llegada	
   a	
   su	
   confluencia	
   de	
  

100%,	
  se	
  indujeron	
  100	
  nM	
  de	
  E2	
  durante	
  90	
  min.	
  Luego	
  las	
  placas	
  se	
  lavaron	
  dos	
  

veces	
  con	
  PBS	
  frío	
  y	
  se	
  	
  despegaron	
  las	
  células	
  de	
  manera	
  mecánica	
  con	
  un	
  rastrillo	
  

de	
  goma.	
  Seguidamente,	
   se	
   centrifugó	
  a	
  2500rpm	
  por	
  5	
  min	
   	
   a	
  4°C,	
   se	
  descartó	
  el	
  

sobrenadante,	
   y	
   se	
   resuspendieron	
   las	
   células	
   en	
   solución	
   de	
   lisis	
   para	
  

inmunoprecipitación	
  (molibdato	
  de	
  sodio	
  20mM,	
  EDTA	
  1mM,	
  Hepes	
  10mM	
  pH7.4)	
  

favoreciendo	
  la	
  ruptura	
  celular	
  mediante	
  el	
  uso	
  de	
  un	
  homogeneizador	
  manual	
  (tipo	
  

Dounce).	
  Durante	
  todo	
  el	
  proceso	
  las	
  células	
  se	
  mantuvieron	
  en	
  hielo.	
  Se	
  centrifugó	
  

el	
  homogenato	
  a	
  12000	
  rpm	
  durante	
  10min	
   	
  a	
   	
  4°C	
  y	
  se	
  fraccionó	
  el	
  sobrenadante	
  

obtenido	
  en	
  dos	
  alícuotas:	
  fracción	
  inmune	
  (I)	
  fracción	
  no	
  inmune	
  (NI).	
  

A	
   la	
   inmunoprecipitación	
   específica	
   (I)	
   se	
   le	
   suplementó	
   el	
   anticuerpo	
   de	
   interés,	
  

mientras	
  al	
  control	
  no	
  específico	
  (NI)	
  se	
  le	
  adicionó	
  IgG	
  de	
  ratón.	
  Posteriormente	
  se	
  

agregaron	
  a	
  ambas	
  fracciones	
  una	
  solución	
  de	
  proteina-­‐A	
  Sefarosa	
  50%	
  p/v	
  	
  (SIGMA	
  

P3391)	
  y	
  se	
  incubó	
  durante	
  3	
  hs	
  a	
  4°C	
  en	
  rotación	
  constante.	
  Luego	
  se	
  prosiguió	
  a	
  

centrifugar	
  las	
  fracciones	
  a	
  3000	
  rpm	
  por	
  5	
  min.	
  El	
  precipitado	
  obtenido	
  se	
  lavó	
  tres	
  

veces	
  con	
  solución	
  de	
   lisis	
  para	
   inmunoprecipitación	
  y	
  se	
  resuspendió	
  en	
  solución	
  

de	
  siembra	
  para	
  proteínas	
  2X	
  (Tris-­‐HCl	
  100nM	
  pH	
  6.8,	
  2-­‐Metamercaptoetanol	
  2%,	
  

lauril	
   sulfato	
   de	
   sodio	
   (SDS)	
   4%,	
   glicerol	
   20%,	
   Azul	
   de	
   bromofenol	
   0,2%)	
   y	
  

finalmente	
  se	
  calentaron	
  las	
  muestras	
  a	
  95°C	
  por	
  5	
  min	
  para	
  su	
  desnaturalización.	
  	
  	
  	
  	
  	
  

ANÁLISIS	
  ESTADÍSTICO	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   fueron	
   analizados	
   estadísticamente	
   mediante	
   el	
  

programa	
  GraphPad	
  Prism	
  5.0	
  (San	
  Diego,	
  CA),	
  por	
  el	
  método	
  de	
  ANOVA	
  y	
  otros	
  test	
  

a	
   posteriori,	
   Bonferroni	
   y	
   Dunnett.	
   Un	
   valor	
   de	
   p<0,05	
   fue	
   considerado	
  

estadísticamente	
  significativo.	
  Se	
  indican	
  en	
  las	
  figuras	
  la	
  Media	
  ±	
  Desvió	
  estándar.	
  

Los	
  resultados	
  se	
  expresan	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.).	
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Capítulo	
  1	
  
	
  

Estudio	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  involucrados	
  en	
  

la	
  regulación	
  ejercida	
  por	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  

de	
  leptina	
  en	
  células	
  placentarias	
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Acción	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  

placentaria	
  

El	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  células	
  

placentarias	
  	
  

Para	
   lograr	
   un	
   mayor	
   conocimiento	
   sobre	
   el	
   mecanismo	
   por	
   el	
   cual	
   el	
  

estradiol	
   regula	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   leptina	
   en	
   la	
   placenta,	
   decidimos	
   examinar	
   el	
  

efecto	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   dicha	
   citoquina	
   en	
   las	
  

células	
  de	
  la	
  placenta	
  humana.	
  	
  

Se	
  usó	
  la	
  línea	
  celular	
  BeWo	
  como	
  modelo	
  de	
  células	
  trofoblásticas,	
  como	
  se	
  reportó	
  

previamente	
  [24,	
  203].	
  Al	
  analizar	
  la	
  secuencia	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  se	
  hallaron	
  

varios	
  sitios	
  de	
  unión	
  para	
  Sp1.	
  (Figura	
  I13)	
  Uno	
  de	
  estos	
  sitios	
  se	
  encuentra	
  dentro	
  

de	
   las	
   regiones	
   identificada	
   como	
   PLE	
   (enhancer	
   de	
   leptina	
   placentaria),	
   que	
  

previamente	
   fue	
   identificada	
  dentro	
   la	
   región	
  mínima	
  responsable	
  de	
   la	
   inducción	
  

de	
  leptina	
  por	
  estradiol.	
  Dado	
  estos	
  antecedentes,	
  nuestra	
  hipótesis	
  es	
  que	
  este	
  sitio	
  

de	
  unión	
  a	
  Sp1	
  podría	
  regular	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  las	
  células	
  placentarias.	
  	
  

Teniendo	
   en	
   cuenta	
   esto,	
   se	
   decidió	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   del	
   Sp1	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
   en	
   células	
   placentarias.	
   Para	
   ello,	
   las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
  

transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  reportero	
  pL1951	
  que	
  contiene	
  la	
  región	
  promotora	
  

del	
  gen	
  de	
  leptina	
  comprendida	
  entre	
  -­‐1951	
  pb	
  y	
  +42	
  pb	
  río	
  arriba	
  del	
  gen	
  reportero	
  

LUC,	
  en	
  presencia	
  de	
  tres	
  diferentes	
  concentraciones,	
  0,5,	
  1	
  y	
  5	
  µg,	
  de	
  un	
  plásmido	
  

de	
   expresión	
   de	
   Sp1,	
   durante	
   48hs	
   en	
   medio	
   DMEM/F12	
   1%SFB.	
   Luego	
   se	
  

determinó	
   a	
   través	
   de	
   ensayos	
   de	
  Western	
   Blot	
   la	
   proteica	
   de	
   leptina,	
   y	
   se	
   pudo	
  

observar	
   que	
   la	
   sobreexpresión	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1,	
   en	
   las	
  

concentraciones	
  de	
  1	
  y	
  5µg,	
  aumenta	
  significativamente	
   la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  

leptina	
  en	
  las	
  células	
  BeWo.	
  Figura	
  R1).	
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Figura	
  R1:	
  Las	
  células	
  BeWo,	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  los	
  plásmidos	
  

reporteros	
   pL1951,	
   en	
   conjunto	
   con	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   Sp1	
   en	
   distintas	
  

concentraciones	
  como	
  	
  se	
  indica,	
  fueron	
  incubadas	
  por	
  48hs	
  en	
  DMEM/F12	
  1%SFB.	
  La	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   fue	
   determina	
   por	
   ensayo	
   de	
   Western	
   Blot	
   como	
   se	
   indica	
   en	
  

Materiales	
  y	
  Métodos.	
  Se	
  muestra	
  un	
  Western	
  Blot	
  representativo.	
  Cada	
  determinación	
  

se	
   realizó	
   por	
   triplicado	
   (n=3)**p<0,01	
   respecto	
   al	
   control	
   sin	
   tratamiento,	
   según	
   el	
  

test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
  

	
  

Para	
   una	
  mayor	
   comprensión	
   de	
   la	
   regulación	
   ejercida	
   por	
   el	
   factor	
   Sp1	
   sobre	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina,	
   se	
   realizaron	
   ensayos	
   de	
   transfecciones	
   transitorias	
   con	
  

plásmidos	
   	
   conteniendo	
   distintas	
   regiones	
   del	
   promotor	
   de	
   	
   leptina	
   río	
   arriba	
   del	
  

gen	
   reportero	
  Luc.	
   Las	
   células	
  BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
  

vector	
   reportero	
   pL1951	
   y	
   con	
   tres	
   concentraciones	
   diferentes,	
   0,5,	
   1	
   y	
   5	
  µg,	
   del	
  

plásmido	
  de	
  expresión	
  de	
  Sp1.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
  de	
  incubación,	
  en	
  medio	
  DMEM-­‐

F12	
   1%	
   SFB,	
   se	
   obtuvieron	
   los	
   extractos	
   a	
   partir	
   de	
   los	
   cuales	
   se	
   determinó	
   la	
  

actividad	
  de	
  luciferasa	
  relativa	
  a	
  la	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  (Figura	
  R2A).	
  En	
  la	
  figura	
  se	
  

observa	
   que	
   la	
   sobreexpresión	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   con	
   0,5	
   y	
   1	
  µg	
   de	
  

plásmido	
  aumenta	
  significativamente	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  sin	
  embargo	
  con	
  5µg	
  

de	
  plásmido	
  no	
  se	
  ve	
  el	
  mismo	
  efecto,	
  lo	
  que	
  podría	
  deberse	
  al	
  secuestro	
  de	
  factores	
  

de	
  la	
  maquinaria	
  de	
  transcripción	
  basal.	
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Para	
  poder	
  comprender	
  mejor	
  el	
  efecto	
  del	
  factor	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  

se	
  realizó	
  una	
  transfección	
  transitoria	
  con	
  el	
  vector	
  reportero	
  pL1860,	
  que	
  contiene	
  

la	
  región	
  promotora	
  mínima	
  de	
  leptina	
  que	
  responde	
  a	
  estradiol	
  comprendida	
  entre	
  

-­‐1951	
  pb	
  y	
  -­‐1947,	
  y	
  que	
  además	
  presenta	
  un	
  posible	
  un	
  sitio	
  	
  de	
  unión	
  para	
  Sp1.	
  Se	
  

transfectaron	
  0,05,	
  0,5	
  y	
  5µg	
   	
  del	
  plásmido	
  de	
  expresión	
  de	
  Sp1,	
  usando	
  al	
   vector	
  

vacío	
   p1611	
   como	
   control.	
   Como	
   se	
   muestra	
   en	
   la	
   figura	
   Figura	
   R2B,	
   con	
   la	
  

sobreexpresión	
   de	
   Sp1	
   se	
   observa	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   actividad	
   transcripcional	
   de	
  

este	
   vector	
   reportero.	
   Teniendo	
   en	
   cuenta	
   que	
   se	
   realizó	
   un	
   control	
   con	
   el	
   vector	
  

vacío	
  p1611	
  y	
  no	
  se	
  ven	
  cambios	
  en	
  la	
  actividad	
  promotora,	
  podemos	
  descartar	
  que	
  

este	
  efecto	
  se	
  deba	
  a	
  la	
  acción	
  del	
  Sp1	
  sobre	
  el	
  promotor	
  mínimo	
  pSV40	
  contenido	
  

en	
   el	
   vector,	
   (Figura	
   R2B,	
   interna),	
   siendo	
   el	
   efecto	
   específico	
   de	
   la	
   región	
   del	
  

promotor	
  de	
  leptina	
  clonada.	
  

Teniendo	
   en	
   cuenta	
   estos	
   resultados	
   decidimos	
   realizar	
   un	
   control	
   de	
  

sobreexpresión	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   determinado	
   por	
   Western	
   Blot	
  

(Figura	
  R2C).	
  Para	
  ello	
  se	
  realizó	
  una	
  transfección	
  transitoria	
  con	
  el	
  plásmido	
  Sp1,	
  

con	
  tres	
  concentraciones	
  0,5,	
  1	
  y	
  5µg,	
  y	
  mediante	
  Western	
  Blot	
  se	
  evidenció	
  que	
  hay	
  

un	
  aumento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Sp1.	
  

Conjuntamente	
   estos	
   resultados	
   sugieren	
   un	
   efecto	
   regulatorio	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
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Figura	
   R2:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   los	
   plásmidos	
  

reporteros	
   pL1951	
   (A)	
   y	
   pL1860	
   (B),	
   y	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   de	
   Sp1	
   en	
   distintas	
  

concentraciones	
   según	
   se	
   indica.	
   En	
   la	
   figura	
   interna	
   (B)	
   se	
   realizaron	
   similares	
  

experimentos	
  con	
  el	
  plásmido	
  vacío	
  p1611,	
  a	
  modo	
  de	
  control.	
  Después	
  de	
  48	
  horas	
  se	
  

determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   relativa	
   a	
   la	
   eficiencia	
   de	
   la	
   transfección	
   y	
   al	
  

control.	
   (C)	
   Células	
  BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
  de	
  

expresión	
   para	
   Sp1.	
   Luego	
   de	
   la	
   transfección	
   fueron	
   incubadas	
   por	
   48	
   horas	
   en	
  

DMEM/F12	
  1%,	
  y	
  se	
  realizó	
  un	
  Western	
  Blot	
  para	
  determinar	
  la	
  expresión	
  de	
  	
  Sp1.	
  Se	
  

muestra	
  un	
  Western	
  Blot	
  representativo.	
  Cada	
  determinación	
  se	
  realizó	
  por	
  triplicado	
  

(n=3)	
  *p<0,05;	
  **	
  p<0,01	
  ***	
  p<0,001	
  respecto	
  al	
  control	
  sin	
  tratamiento,	
  según	
  el	
  test	
  

de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
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Como	
  estrategia	
  complementaria	
  para	
  confirmar	
  que	
  	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  

genera	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  se	
  evaluó	
  la	
  acción	
  del	
  inhibidor	
  del	
  

factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   ácido	
   Betulínico	
   (BA).	
   Este	
   compuesto	
   promueve	
   la	
  

degradación	
  dependiente	
  de	
  proteosoma	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  [204].	
  Para	
  

ello	
   las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   cultivadas	
   en	
   ausencia	
   de	
   suero	
   y	
   tratadas	
   con	
  

concentraciones	
   crecientes	
   de	
   BA.	
   Posteriormente	
   por	
   Western	
   Blot	
   se	
   evaluó	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  y	
  Sp1.	
  	
  En	
  la	
  Figura	
  R3	
  se	
  observa	
  que	
  	
  el	
  tratamiento	
  con	
  BA	
  

disminuye	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  todas	
  las	
  	
  concentraciones	
  utilizadas.	
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Figura	
   R3:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   el	
   inhibidor	
   del	
   factor	
   Sp1,	
   ácido	
  	
  

betulínico,	
   en	
   las	
   concentraciones	
   indicadas	
   por	
   48	
   horas.	
   	
   Las	
   proteínas	
   fueron	
  

separadas	
   por	
   gel	
   de	
   SDS-­‐PAGE,	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   determinada	
  por	
  Western	
  

Blot.	
  El	
  control	
  de	
  carga	
   	
   se	
  realizó	
  con	
  anti-­‐GAPDH.	
  Las	
  bandas	
  densitometradas	
  se	
  

muestran	
   en	
   la	
   figura,	
   éstas	
   son	
   resultados	
   representativos	
   de	
   dos	
   réplicas.	
   (n=2)	
  

*p<0,05,	
   **p<0,01	
   respecto	
   al	
   control,	
   según	
   el	
   test	
   de	
   comparación	
   múltiple	
   de	
  

Dunnett.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
  	
  

	
  

En	
  paralelo	
   se	
  determinó	
   la	
   expresión	
  proteica	
  de	
  Sp1	
  para	
  verificar	
   la	
   acción	
  del	
  

ácido	
   betulínico.	
   Como	
   se	
   puede	
   	
   observar	
   en	
   la	
  Figura	
   R4	
   el	
   tratamiento	
   con	
   el	
  

ácido	
  betulínico	
  produce	
  una	
  disminución	
  del	
  nivel	
  de	
  Sp1	
  endógeno.	
  Todos	
  estos	
  

resultados	
   en	
   conjunto	
   estarían	
   demostrando	
   el	
   rol	
   de	
   Sp1	
   en	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
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Figura	
  R4:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  pL1951,	
  

y	
   posteriormente	
   tratadas	
   con	
   el	
   inhibidor	
   del	
   factor	
   Sp1,	
   ácido	
   	
   betulínico,	
   en	
   las	
  

concentraciones	
  indicadas,	
  por	
  48	
  horas.	
  	
  Las	
  proteínas	
  fueron	
  separadas	
  en	
  el	
  gel	
  de	
  

SDS-­‐PAGE,	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  determinada	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
  control	
  de	
  carga	
  	
  

se	
  realizó	
  con	
  anti-­‐GAPDH.	
  Las	
  bandas	
  densitometradas	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura,	
  éstas	
  

son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  dos	
  réplicas.	
  (n=2)	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
  	
  

	
  

El	
  efecto	
  inductor	
  del	
  E2	
  sobre	
  leptina	
  es	
  dependiente	
  del	
  factor	
  de	
  

transcripción	
  	
  Sp1	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  una	
  posible	
  participación	
  del	
  factor	
  Sp1	
  en	
  

la	
  regulación	
  de	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  por	
  estradiol,	
  decidimos	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  

del	
  tratamiento	
  con	
  E2.	
  	
  	
  

Las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  

de	
  Sp1,	
  en	
  tres	
  concentraciones,	
  0,5,	
  1	
  y	
  5µg	
  posteriormente	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  E2	
  

100nM	
  y	
   se	
   determinó	
   la	
   expresión	
   del	
   ARNm	
  de	
   leptina	
   endógena	
   por	
   qRT-­‐PCR.	
  

Como	
   puede	
   observarse	
   en	
   la	
   Figura	
   R5,	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   Sp1,	
   aumenta	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   significativamente.	
   Al	
   combinar	
   con	
   el	
   tratamiento	
   con	
   E2	
  

100nM	
   se	
   puede	
   ver	
   que	
   hay	
   un	
   incremento	
   significativamente	
   mayor	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina.	
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Figura	
   R5:	
   Células	
  BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
   de	
  

expresión	
  de	
  Sp1	
  y	
   	
  posteriormente	
   tratadas	
   con	
  E2	
  durante	
  48	
  horas	
  en	
  DMEM	
  F12	
  

con	
  SFB	
  1%.	
  Se	
  cuantificó	
  el	
  ARN	
  mensajero	
  de	
  leptina	
  por	
  qRT-­‐PCR	
  como	
  se	
  describe	
  

en	
  Materiales	
   y	
  Métodos.	
   Se	
  utilizó	
   ciclofilina	
   como	
  estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p>0,05;	
  

**p<0,01;	
   ***p<0,001	
   vs	
   	
   control	
   sin	
   tratamiento,	
   #	
   p>0,05	
   respecto	
   a	
   su	
   control	
  

respectivo,	
   según	
   el	
   test	
   de	
   comparación	
   múltiple	
   de	
   Bonferroni.	
   (a.u:	
   unidades	
  

arbitrarias.)	
  

	
  

En	
   función	
   de	
   estos	
   resultados,	
   decidimos	
   evaluar	
   la	
   acción	
   de	
   Sp1	
   sobre	
   la	
  

inducción	
   del	
   estradiol	
   en	
   la	
   actividad	
   del	
   promotor	
   de	
   leptina.	
   Para	
   ello	
   se	
  

realizaron	
   transfecciones	
   transitorias	
   con	
   el	
   plásmido	
   de	
   expresión	
   para	
   Sp1	
   y	
  

posterior	
  tratamiento	
  con	
  E2.	
  Para	
  dicho	
  fin,	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  

el	
   vector	
   reportero	
   pL1951,	
   y	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   para	
   Sp1,	
   en	
   tres	
  

concentraciones	
  05,	
  1	
  y	
  5µg,	
  posteriormente	
  se	
   trataron	
   las	
  células	
  con	
  100nM	
  de	
  

E2.	
   	
   En	
   la	
   Figura	
   R6	
   se	
   observa	
   que	
   tanto	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   Sp1	
   como	
   el	
  

tratamiento	
   con	
   E2,	
   	
   estimulan	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina.	
   Particularmente	
   con	
   las	
  

concentraciones	
  de	
  100nM	
  de	
  	
  E2	
  	
  y	
  0,5	
  µg	
  del	
  plásmido	
  de	
  Sp1	
  se	
  puede	
  ver	
  que	
  el	
  

estímulo	
   es	
   sinérgico.	
   Sin	
   embargo	
   el	
   efecto	
   se	
   perdió	
   con	
   las	
   concentraciones	
   de	
  

E2/Sp1	
  que	
  son	
  mas	
  bajas,	
   lo	
  que	
  sugiere	
  que	
  habría	
  un	
  balance	
  delicado	
  entre	
  las	
  

señales	
  transcripcionales	
  que	
  están	
  regulando	
  la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  en	
   la	
  células	
  

placentarias.	
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Figura	
   R6:	
   Células	
  BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
   de	
  

expresión	
   de	
   Sp1	
   y	
   	
   el	
   vector	
   reportero	
   pL1951	
   y	
   posteriormente	
   tratadas	
   con	
   E2	
  

durante	
  48	
  horas	
  en	
  DMEM	
  F12	
  con	
  SFB	
  1%.	
  La	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  fue	
  medida	
  en	
  

los	
   extractos	
   celulares	
   y	
   normalizada	
   con	
   la	
   actividad	
   de	
   	
  β-­‐galactosidasa	
   según	
   se	
  

indica	
   en	
  Materiales	
   y	
  Métodos.	
   (n=6).	
   *p<0,05;	
   **p<0,01;	
   ***p<0,001	
   vs	
   	
   control	
   sin	
  

tratamiento,	
  #	
  p<0,05	
  respecto	
  a	
  su	
  control	
  respectivo,	
   según	
  el	
   test	
  de	
  comparación	
  

múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
  

	
  
Dado	
  que	
  el	
  vector	
  reportero	
  p1860,	
  presenta	
  la	
  región	
  promotora	
  entre	
  -­‐1952	
  pb	
  y	
  

-­‐1847pb	
   conteniendo	
   un	
   posible	
   sitio	
   de	
   unión	
   para	
   Sp1,	
   se	
   decidió	
   estudiar	
   la	
  

acción	
   de	
   Sp1	
   sobre	
   el	
   efecto	
   del	
   tratamiento	
   con	
   E2	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

utilizando	
  este	
  vector	
  reportero.	
  Para	
  ello	
  las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  

dicha	
   construcción	
  y	
   con	
   cantidades	
   crecientes	
  del	
  plásmido	
  de	
   expresión	
  de	
   Sp1,	
  

0,05,	
   0,5	
   y	
   5µg	
   y	
   dos	
   concentraciones	
   de	
  E2	
   10	
   y	
   100	
  nM.	
   Como	
   se	
   observa	
   en	
   la	
  

Figura	
  R7,	
  con	
  ambas	
  concentraciones	
  de	
  E2	
  	
  se	
  genera	
  un	
  aumento	
  significativo	
  de	
  

la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  como	
  se	
  ha	
  reportado	
  previamente	
  [94].	
  Además	
  se	
  observa	
  

una	
   inducción	
   significativa	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   leptina	
   en	
   células	
   donde	
   se	
  

sobreexpresó	
  Sp1	
  con	
  0,05µg,	
   en	
  presencia	
  de	
  10nM	
  de	
  E2.	
  Cabe	
  aclarar	
  que	
  para	
  

observar	
  el	
  efecto	
  del	
  tratamiento	
  con	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  acción	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  

de	
  Sp1	
  (mostrada	
  en	
  la	
  Figura	
  R	
  2B),	
  los	
  resultados	
  se	
  graficaron	
  relativos	
  al	
  valor	
  

control	
   promedio	
   obtenidos	
   con	
   cada	
   concentración	
   de	
   expresión	
   de	
   Sp1	
   en	
  

ausencia	
  del	
  estrógeno.	
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Figura	
   R7:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
  

pL1860,	
  que	
  contiene	
   la	
  región	
  del	
  promotor	
  de	
   leptina	
  desde	
   -­‐1951	
  pb	
  a	
   -­‐1847,	
  y	
  el	
  

plásmido	
  de	
  expresión	
  de	
  Sp1,	
   y	
  posteriormente	
   fueron	
   tratadas	
  con	
  E2	
  en	
  diferentes	
  

concentraciones,	
  como	
  se	
  indica,	
  durante	
  48	
  horas,	
  en	
  medio	
  DMEM	
  F12	
  suplementado	
  

con	
   SFB	
  1%.	
   La	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   se	
  midió	
   del	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
  

contra	
   la	
   actividad	
   de	
   β-­‐galactosidasa	
   (n=4).	
   *p<0,05	
   respecto	
   al	
   control	
  

correspondiente,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  

arbitrarias.)	
  

	
  

Para	
  profundizar	
  el	
  conocimiento	
  del	
  rol	
  que	
  juega	
  el	
  Sp1	
  sobre	
  aumento	
  que	
  genera	
  

el	
  E2	
  	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria,	
  decidimos	
  utilizar	
  un	
  vector	
  reportero	
  

que	
  presenta	
  la	
  misma	
  región	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  clonada	
  en	
  el	
  vector	
  pL1860	
  

pero	
   que	
   contiene	
   mutada	
   la	
   secuencia	
   de	
   reconocimiento	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1.	
  Dicho	
  plásmido,	
  denominado	
  pL1896	
  presenta	
  la	
  mutación	
  CGCC	
  

por	
  TAGT	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  de	
  Sp1	
  (Figura	
  R8	
  A).	
  Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  

Figura	
   R8	
   B	
   al	
   utilizar	
   esta	
   construcción	
   el	
   efecto	
   del	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
  se	
  ve	
  anulado.	
  Estos	
  resultados	
  estarían	
  demostrando	
  que	
  es	
  necesario	
  que	
  

el	
  sitio	
  de	
  unión	
  del	
  Sp1	
  esté	
  intacto	
  para	
  que	
  se	
  pueda	
  evidenciar	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   mediada	
   por	
   E2	
   en	
   las	
   células	
   placentarias,	
   y	
   sugeriría	
   la	
  

participación	
  del	
  factor	
  de	
  Sp1	
  en	
  los	
  efectos	
  regulatorios	
  de	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  

de	
  leptina	
  placentaria.	
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Figura	
  R8:	
  A.	
  Secuencia	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  conteniendo	
  el	
  enhancer	
  de	
  la	
  leptina	
  

placentaria	
   (PLE)	
   indicada	
   en	
   negrita.	
   Los	
   putativos	
   elementos	
   relacionados	
   a	
   la	
  

acción	
  de	
  E2,	
  sitio	
  de	
  unión	
  al	
  Sp1	
  y	
  halfERE	
  se	
  indican	
  dentro	
  de	
  un	
  recuadro.	
  El	
  sitio	
  

mutado	
   para	
   el	
   factor	
   Sp1,	
   presente	
   en	
   pL1896,	
   se	
   encuentra	
   	
   indicado	
   debajo	
   del	
  

recuadro	
   del	
   elemento	
   de	
   unión	
   a	
   Sp1.	
   B.	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
  

transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
   pL1896,	
   que	
   contiene	
   la	
   región	
   del	
   promotor	
   de	
  

leptina	
  desde	
  -­‐1951	
  pb	
  a	
  1887	
  pb,	
  con	
  una	
  mutación	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  el	
  factor	
  

Sp1,	
   posteriormente	
   las	
   células	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   E2	
   como	
   se	
   indica	
   en	
   la	
   figura	
  

durante	
  48	
  horas	
  con	
  medio	
  DMEM-­‐F12	
  suplementado	
  con	
  1%	
  de	
  SFB.	
  La	
  actividad	
  de	
  

luciferasa	
  se	
  midió	
  de	
  los	
  extractos	
  celulares	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  β-­‐

galactosidasa	
  (n=4).	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
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La	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  	
  Sp1	
  es	
  insensible	
  al	
  

antiestrógeno	
  ICI	
  182	
  780	
  

En	
  base	
  a	
  lo	
  previamente	
  descripto	
  donde	
  hemos	
  observado	
  que	
  el	
  factor	
  de	
  

transcripción	
   Sp1	
   estaría	
   involucrado	
   en	
   el	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

mediada	
  por	
  E2,	
   decidimos	
  estudiar	
   el	
   efecto	
  del	
   antiestrógeno	
   ICI	
   	
   182	
  780	
   (ICI),	
  

sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  Previamente	
  hemos	
  reportado	
  que	
  el	
  efecto	
  sobre	
  la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  generado	
  por	
  el	
  E2	
  	
  se	
  ve	
  disminuido	
  por	
  este	
  antiestrógeno	
  de	
  

manera	
  dosis	
  dependiente	
  [94].	
  Para	
  ello	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  

vector	
  pL1951	
  y	
  el	
  plásmido	
  de	
  expresión	
  para	
  Sp1,	
  en	
  concentraciones	
  crecientes	
  y	
  

luego	
   se	
   trataron	
   con	
   el	
   antagonista	
   ICI	
   en	
   una	
   concentración	
   de	
   100nM.	
  

Posteriormente	
  se	
  determinó	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  por	
  Western	
  Blot.	
  Como	
  puede	
  

observarse,	
   en	
   la	
   Figura	
   R9	
   el	
   tratamiento	
   con	
   ICI	
   no	
   genera	
   cambios	
   sobre	
   la	
  

inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  leptina	
  mediada	
  por	
  Sp1,	
  en	
  ninguna	
  de	
  sus	
  

concentraciones,	
  determinada	
  por	
  Western	
  Blot.	
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Figura	
  R9:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  pL1951,	
  

y	
   el	
   vector	
   Sp1	
   en	
   distintas	
   concentraciones,	
   y	
   posteriormente	
   tratadas	
   con	
   el	
  

antiestrógeno	
  ICI	
  182	
  780	
  (ICI),	
  por	
  48	
  horas.	
   	
  Las	
  proteínas	
  fueron	
  separadas	
  en	
  gel	
  

de	
   SDS-­‐PAGE,	
   y	
   la	
   expresión	
  de	
   leptina	
  determinada	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
   control	
  de	
  

carga	
   	
   se	
   realizó	
   con	
   anti-­‐GAPDH.	
   Las	
   bandas	
   densitometradas	
   se	
   muestran	
   en	
   la	
  



	
   89	
  

figura,	
  éstas	
  son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  dos	
  réplicas.	
  (n=2)	
  *p<0,05	
  	
  respecto	
  al	
  

control,	
   según	
   el	
   test	
   de	
   comparación	
   múltiple	
   de	
   Bonferroni.	
   (a.u:	
   unidades	
  

arbitrarias.)	
  	
  

	
  

A	
  partir	
  de	
  lo	
  observado	
  anteriormente,	
  quisimos	
  estudiar	
  la	
  actividad	
  del	
  promotor	
  

de	
   leptina	
   al	
   sobreexpresar	
   Sp1	
   en	
   presencia	
   de	
   ICI.	
   Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
  

transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   vector	
   reportero	
   pL1951,	
   y	
   con	
   cantidades	
  

crecientes	
   del	
   vector	
   de	
   expresión	
   del	
   factor	
   Sp1,	
   y	
   luego	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   el	
  

antiestrógeno	
   ICI	
   (Figura	
   R10).	
   Se	
   puede	
   observar	
   que	
   hay	
   un	
   aumento	
  

significativo	
   tanto	
   en	
   la	
   expresión	
   basal	
   como	
   en	
   la	
   inducción	
   obtenida	
   por	
   la	
  

sobreexpresión	
   del	
   factor	
   Sp1	
   sobre	
   el	
   promotor	
   de	
   leptina	
   placentaria,	
   lo	
   que	
  

indicaría	
  que	
  el	
  ICI	
  no	
  estaría	
  ejerciendo	
  alguna	
  modificación	
  en	
  el	
  efecto	
  generado	
  

por	
  Sp1	
  sobre	
  el	
  promotor	
  de	
  leptina.	
  	
  

Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   por	
   Sp1	
   no	
  

estaría	
  siendo	
  afectada	
  por	
  el	
  antiestrógeno	
  ICI.	
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Figura	
   R10:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   vector	
  

pL1951,	
   y	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   del	
   factor	
   Sp1	
   en	
   distintas	
   concentraciones,	
   y	
  

posteriormente	
   tratadas	
   con	
   el	
   antiestrógeno	
   ICI	
   182	
   780	
   (ICI),	
   por	
   48	
   horas.	
   Se	
  

determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   en	
   el	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
   contra	
   la	
  

actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  (n=7)	
  **p<0,01;	
  ***p<0,001	
  respecto	
  al	
  control,	
  según	
  el	
  

test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias.)	
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El	
  efecto	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  ERα 	
  y	
  Sp1	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  

expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  placentaria	
  mediada	
  por	
  E2	
  

Evidencias	
  previas	
  	
  demuestran	
  que	
  el	
  receptor	
  de	
  estrógeno	
  se	
  puede	
  unir	
  al	
  

factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  de	
  esta	
  manera	
  regular	
  la	
  transactivación	
  de	
  diferentes	
  

genes	
  [205].	
  	
  

Para	
  analizar	
  si	
  existe	
  una	
  acción	
  conjunta	
  de	
  ERα	
  sobre	
  el	
  efecto	
  que	
  ejerce	
  el	
  Sp1	
  

sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  se	
  decidió	
  estudiar	
  la	
  región	
  mínima	
  de	
  respuesta	
  a	
  E2	
  

del	
  promotor	
  del	
  gen	
  de	
  la	
  leptina	
  donde	
  se	
  sabe	
  que	
  se	
  encuentra	
  un	
  sitio	
  de	
  unión	
  

para	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  un	
  sitio	
  halfERE	
  de	
  unión	
  de	
  ERα	
  [108].	
  	
  

Como	
  primera	
  estrategia	
  experimental	
  se	
  	
  analizó	
  la	
  actividad	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  	
  

leptina.	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  pL1860,	
  

el	
  vector	
  de	
  expresión	
  del	
  receptor	
  ERα	
  humano	
   	
  (HEGO)	
  y	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  

para	
  Sp1.	
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Figura 40: Efectos de la sobreexpresión de los receptores ERD y ERE sobre la 

actividad del promotor de leptina 
 

A-B: Células BeWo fueron transfectadas con distintas cantidades de los vectores HEG0 (A) y ERE(B), que 
permiten expresar los receptores de estrógenos humanos ERD y ERE� respectivamente. Dos días después se 
obtuvieron los lisados correspondientes y se analizaron por Western blot. Los resultados se relativizaron a la 
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permiten expresar los receptores de estrógenos humanos ERD y ERE� respectivamente. Dos días después se 
obtuvieron los lisados correspondientes y se analizaron por Western blot. Los resultados se relativizaron a la 
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Figura	
  R11:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  p1860,	
  

junto	
  con	
  distintas	
  cantidades	
  de	
  los	
  vectores	
  de	
  expresión	
  Sp1	
  y	
  HEGO,	
  el	
  cual	
  codifica	
  

para	
  el	
  receptor	
  humano	
  ERα.	
  Dos	
  días	
  después	
  se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  

en	
   el	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
   contra	
   la	
   actividad	
   de	
   β-­‐galactosidasa.	
   En	
   la	
  

figura	
   interna	
   las	
   células	
  BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
  diferentes	
   concentraciones	
  

del	
   vector	
   de	
   expresión	
   HEGO.	
   Dos	
   días	
   después	
   los	
   extractos	
   celulares	
   fueron	
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preparados	
  como	
  se	
  indica	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  Se	
  determinó	
  mediante	
  Western	
  

Blot	
  la	
  expresión	
  proteica	
  del	
  ERα.	
  Las	
  proteínas	
  fueron	
  separadas	
  mediante	
  gel	
  SDS-­‐

PAGE.	
  El	
  control	
  de	
  carga	
   	
  se	
  realizó	
  con	
  anti-­‐actina.	
  Las	
  bandas	
  densitometradas	
  se	
  

muestran	
   en	
   la	
   figura,	
   éstas	
   son	
   resultados	
   representativos	
   de	
   tres	
   réplicas.	
   (n=3).	
  

*p<0,05	
  respecto	
  al	
  control	
  y	
  #	
  p<0,05	
  entre	
  los	
  tratamientos	
  indicados,	
  según	
  el	
  test	
  

de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  arbitrarias).	
  

	
  

Como	
  se	
  puede	
  apreciar	
  en	
  la	
  Figura	
  R11,	
  la	
  sobreexpresión	
  del	
  factor	
  Sp1	
  produce	
  

un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  como	
  se	
  discutió	
  anteriormente.	
  Por	
  otro	
  

lado	
   la	
   cotransfección	
   con	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   para	
   ERα	
   y	
   el	
   factor	
   de	
  

transcripción	
   Sp1	
   aumentan	
   sinérgicamente	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   en	
   las	
  

concentraciones	
  de	
  HEGO	
  10ng	
  y	
  Sp1	
  0,5µg.	
  

En	
  estos	
  experimentos	
  se	
  utilizaron	
  	
  pequeñas	
  cantidades	
  de	
  plásmido	
  de	
  expresión	
  

HEGO	
  de	
  manera	
  de	
  no	
  saturar	
  el	
  sistema.	
  Puede	
  observarse	
  en	
  el	
  inset	
  de	
  la	
  Figura	
  

R11	
  	
  el	
  control	
  de	
  expresión	
  de	
  ERα	
  determinado	
  por	
  Western	
  Blot	
  en	
  células	
  BeWo	
  

transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  HEGO.	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
   la	
  participación	
  del	
  ERα	
  y	
  el	
   factor	
  Sp1	
  sobre	
   la	
  

expresión	
  de	
   la	
   leptina	
   se	
   evaluó	
   la	
   actividad	
  promotora	
  de	
   esta	
   construcción	
   	
   en	
  

presencia	
  de	
  concentraciones	
  crecientes	
  de	
  E2.	
  

En	
  la	
  Figura	
  R	
  12,	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  	
  la	
  cotransfección	
  con	
  los	
  vectores	
  HEGO	
  y	
  

Sp1	
  anula	
  el	
  efecto	
  estimulatorio	
  del	
  E2	
  sobre	
  el	
  vector	
  p1860.	
  Cabe	
  aclarar	
  que	
  para	
  

observar	
   el	
   efecto	
   del	
   tratamiento	
   con	
   estradiol	
   por	
   sobre	
   la	
   acción	
   de	
   la	
  

sobreexpresión	
   de	
   Sp1	
   (mostrada	
   en	
   la	
   Figura	
   R1B),	
   los	
   resultados	
   se	
   graficaron	
  

relativos	
  al	
  valor	
  control	
  promedio	
  obtenido	
  con	
  cada	
  concentración	
  de	
  plásmido	
  de	
  

expresión	
  de	
  Sp1	
  utilizada,	
  	
  en	
  ausencia	
  del	
  estrógeno.	
  

Una	
   segunda	
  estrategia	
   experimental	
   consistió	
   en	
   estudiar	
   la	
   actividad	
  promotora	
  

de	
   leptina	
   dependiente	
   de	
   Sp1	
   en	
   la	
   línea	
   celular	
   BeWo-­‐Sh2.	
   Esta	
   línea	
   celular,	
  

expresa	
  un	
  siRNA	
  contra	
  ERα	
  inducible	
  por	
  doxiciclina.	
  

Para	
  ello	
  las	
  células	
  BeWo-­‐Sh2	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente,	
  con	
  el	
  vector	
  

pL1951	
  y	
  el	
  vector	
  	
  de	
  expresión	
  de	
  Sp1	
  en	
  concentraciones	
  crecientes,	
  luego	
  se	
  las	
  

trató	
   con	
   E2	
  durante	
   48hs	
   y	
   se	
   determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   relativa	
   a	
   β-­‐

galactosidasa.	
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Figura	
  R12:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  p1860,	
  

junto	
  con	
  distintas	
  cantidades	
  de	
  los	
  vectores	
  de	
  expresión	
  Sp1	
  y	
  HEGO,	
  el	
  cual	
  codifica	
  

para	
  el	
   receptor	
  ERα.	
  Dos	
  días	
  después	
   se	
  determinó	
   la	
  actividad	
  de	
   luciferasa	
  en	
  el	
  

extracto	
  celular	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  (n=3).	
  *p>0,05	
  

respecto	
  al	
  control	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Bonferroni.	
  (a.u:	
  unidades	
  

arbitrarias.)	
  	
  

	
  

En	
  la	
  Figura	
  R13	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  la	
  disminución	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  

de	
  ERα	
  suprimió	
  la	
  inducción	
  de	
  E2	
  	
  sobre	
  a	
  expresión	
  de	
  leptina	
  tal	
  como	
  se	
  reportó	
  

anteriormente	
  [108].	
  Más	
  aún	
  en	
  estas	
  condiciones	
  se	
  suprimió	
  la	
  inducción	
  ejercida	
  

por	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  sobre	
  leptina,	
   lo	
  que	
  estaría	
  sugiriendo	
  que	
  ERα	
  

es	
  necesario	
  para	
  que	
  se	
  evidencie	
  el	
  efecto	
  de	
  Sp1.	
  Como	
  control	
  positivo,	
  en	
  uno	
  de	
  

los	
   experimentos	
   se	
   omitió	
   el	
   agregado	
   de	
   doxiciclina,	
   de	
   esta	
  manera	
   se	
   evita	
   el	
  

silenciamiento	
  de	
  ERα. Los	
   resultados	
  obtenidos corroboran	
  el	
   efecto	
   inductor	
  del	
  

E2	
  sobre	
  el	
  vector	
  pL1951	
  (Figura	
  R13	
  interna).	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  se	
  decidió	
  evaluar,	
  qué	
  sucedía	
  con	
  los	
  

niveles	
  de	
  expresión	
  de	
   leptina,	
  utilizando	
  el	
   vector	
  p1896	
  que	
  presenta	
   la	
   región	
  

promotora	
  del	
   gen	
  de	
   leptina	
  entre	
   -­‐1951y	
   -­‐1887	
  pb,	
   y	
   el	
  posible	
   sitio	
  de	
  unión	
  a	
  

Sp1	
  mutado.	
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Figura	
  R13:	
  Células	
  BeWo-­‐Sh2	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  plásmido	
  

pL1951	
  y	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  de	
  Sp1,	
  posteriormente	
  se	
  le	
  adicionó	
  E2.	
  	
  Luego	
  de	
  48	
  

horas	
   se	
   determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   en	
   el	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
  

contra	
   la	
   actividad	
   de	
  β-­‐galactosidasa.	
   Figura	
   interna	
   R13	
   A	
  modo	
   de	
   control,	
   se	
  

omitió	
   el	
   agregado	
  de	
   doxiciclina,	
   para	
   corroborar	
   el	
   efecto	
   inductor	
   del	
   E2	
  sobre	
   el	
  

vector	
  p1951	
  (n=2).	
  

	
  

Con	
  este	
  fin,	
  las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  éste	
  vector	
  

en	
   presencia	
   de	
   distintas	
   cantidades	
   del	
   vector	
   de	
   expresión	
   de	
   Sp1	
   y	
   el	
   vector	
  

HEGO,	
  luego	
  de	
  48h	
  se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  relativa	
  a	
  la	
  eficiencia	
  de	
  

transfección.	
  	
  Al	
  utilizar	
  esta	
  construcción	
  no	
  se	
  evidenció	
  inducción	
  de	
  la	
  actividad	
  

del	
  reportero	
  con	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  ERα,	
  por	
  

separado	
   o	
   en	
   combinación	
   (Figura	
   R14).	
   En	
   estos	
   experimentos	
   se	
   utilizó	
   la	
  

concentración	
   de	
   50	
   ng	
   de	
   plásmido	
   HEGO.	
   Como	
   se	
   muestra	
   en	
   la	
   Figura	
   R14	
  

interna,	
   la	
   cantidad	
   de	
   plásmido	
   HEGO	
   transfectado	
   es	
   capaz	
   de	
   inducir	
   la	
  

expresión	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  en	
  la	
  construcción	
  análoga	
  que	
  no	
  posee	
  mutado	
  

el	
  sitio	
  de	
  unión	
  al	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  (plásmido	
  pL1860).	
  Estos	
  resultados	
  

sugieren	
   que	
   es	
   necesario	
   que	
   esté	
   presente	
   el	
   sitio	
   de	
   unión	
   a	
   Sp1	
   intacto	
   para	
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poder	
  evidenciar	
  el	
  efecto	
  que	
  genera	
  el	
  ERα	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  esta	
  

región	
  promotora	
  (Figura	
  R14).	
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Figura	
   R14:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   plásmido	
  

pL1896	
   en	
   conjunto	
   con	
   los	
   vectores	
   de	
   expresión	
   HEGO	
   y	
   Sp1	
   en	
   distintas	
  

concentraciones	
   durante	
   48	
   horas.	
   Posteriormente	
   se	
   determinó	
   la	
   actividad	
   de	
  

luciferasa	
  en	
  el	
  extracto	
  celular	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  	
  β-­‐galactosidasa.	
  

(n=4)	
   En	
   la	
   Figura	
   Interna	
   R14	
   las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   el	
  

plásmido	
   pL1860	
   en	
   conjunto	
   con	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
  HEGO	
   como	
   control.	
   (n=2)	
  

*p<0,05	
  respecto	
  al	
  control,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

En	
   base	
   a	
   lo	
   previamente	
   descripto	
   nos	
   interesó	
   evaluar	
   el	
   efecto	
   del	
   E2	
   sobre	
   la	
  

inducción	
   que	
   ejerce	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

placentaria	
  utilizando	
  un	
  vector	
  que	
  presenta	
  una	
  mutación	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  

el	
  ERα,	
  halfERE.	
  Dicho	
  plásmido,	
  denominado	
  pL1895	
  presenta	
  la	
  mutación	
  GTC	
  por	
  

AGT	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  halfERE	
  (Figura	
  R15	
  A).	
  Para	
  ello	
  las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  

transfectadas	
   transitoriamente	
  con	
  éste	
  vector	
  y	
  con	
  distintas	
  concentraciones	
  del	
  

vector	
  de	
  expresión	
  para	
  Sp1,	
  posteriormente	
  se	
  las	
  trató	
  con	
  E2	
  durante	
  48h,	
  luego	
  

se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  relativa	
  a	
  la	
  eficiencia	
  de	
  transfección.	
  Como	
  

se	
  puede	
  observar	
  por	
  resultados	
  preliminares	
  mostrados	
  en	
  la	
  Figura	
  R15	
  B,	
  se	
  ve	
  

anulada	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina,	
   ejercida	
   por	
   el	
   factor	
   de	
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transcripción	
  Sp1	
  con	
  las	
  concentraciones	
  de	
  0,5	
  y	
  1µg,	
  también	
  se	
  pierde	
  el	
  efecto	
  

inductor	
  observado	
  en	
  experimentos	
  previos	
  con	
  Sp1	
  0,5	
  y	
  E2	
  1	
  µg.	
  Sin	
  embargo	
  al	
  

utilizar	
  las	
  concentraciones	
  1	
  y	
  5µg	
  de	
  Sp1	
  y	
  posterior	
  tratamiento	
  con	
  E2,	
  se	
  puede	
  

observar	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina.	
   Podríamos	
   inferir	
   que	
   a	
   altas	
  

concentraciones	
  de	
  Sp1	
  el	
  efecto	
  es	
  independiente	
  de	
  la	
  mutación	
  del	
  sitio	
  de	
  unión	
  

a	
  ERα,	
  tal	
  vez	
  actuando	
  a	
  través	
  del	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  Sp1	
  presente	
  en	
  esta	
  región	
  del	
  

promotor	
  de	
  leptina.	
  Estos	
  resultados	
  estarían	
  demostrando	
  que	
  es	
  necesario	
  que	
  el	
  

sitio	
  de	
  unión	
  del	
  halfERE	
  esté	
  intacto	
  para	
  que	
  se	
  pueda	
  evidenciar	
  la	
  inducción	
  de	
  

la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   mediada	
   por	
   E2	
   en	
   las	
   células	
   placentarias,	
   y	
   sugeriría	
   la	
  

participación	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  en	
  los	
  efectos	
  regulatorios	
  de	
  E2	
  sobre	
  

la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
  	
  

	
  

0

1

2

3

Ac
tiv

id
ad

  r
el

at
iv

a 
de

 L
uc

ife
ra

sa
 

 (u
.a

)

Sp1 µg       -           -          0,5      0,5        1           1         5          5
E2    nM      -         100        -        100         -        100         -       100

B

-1964 gtacctcaggcttacgggtggtggtgaaaaa

ctccgccctggtaaatttgtggtcagacc -1887

                                                     

A

pLEP% pSV40%

%*1964%%%%%%%*1887%

RSV% %
βgal%
%

LUC%

haflERE

        a g t

	
  
Figura	
  R15:	
  A.	
  Secuencia	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  desde	
  -­‐1964	
  a	
  -­‐1887	
  analizada	
  por	
  

el	
  Matinspector	
   7.7.3.	
   Se	
   indica	
   el	
   ¨enhancer¨	
   de	
   leptina	
   placentaria	
   subrayado,	
   y	
   el	
  	
  

elemento	
  halfERE	
  se	
  indican	
  dentro	
  de	
  un	
  recuadro.	
  El	
  sitio	
  mutado	
  para	
  el	
  halfERE,	
  

presente	
  en	
  pL1895,	
  se	
  encuentra	
  	
  indicado	
  debajo	
  del	
  recuadro	
  del	
  halfERE.	
  B.	
  Células	
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BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  plásmido	
  pL1895	
  en	
  conjunto	
  con	
  

el	
   vector	
   de	
   expresión	
   para	
   el	
   factor	
   Sp1	
   en	
   distintas	
   concentraciones,	
   luego	
   se	
   le	
  

adicionó	
  E2	
  durante	
  48	
  horas.	
  Posteriormente	
  se	
  determinó	
   la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  

en	
  el	
  extracto	
  celular	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  (n=1)	
  

	
  

También	
  estudiamos	
  la	
  interacción	
  entre	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  ERα	
  en	
  

las	
   células	
   BeWo,	
   a	
   través	
   de	
   ensayos	
   de	
   coinmunoprecipitación.	
   Para	
   ello,	
   las	
  

células	
   fueron	
   tratadas	
   con	
  E2	
  100nM,	
  por	
  48	
  horas	
  en	
  medio	
  privado	
  de	
   suero,	
   y	
  

luego	
   se	
   siguió	
   con	
   el	
   protocolo	
   de	
   inmunoprecipitación,	
   como	
   se	
   menciona	
   en	
  

Materiales	
   y	
   Métodos.	
   Se	
   realizaron	
   experimentos	
   inmunoprecipitando	
   con	
  

anticuerpo	
  contra	
  ERα,	
  o	
  el	
  anticuerpo	
  contra	
  Sp1.	
  Luego	
  mediante	
  Western	
  Blot,	
  se	
  

evidenció	
   la	
   presencia	
   de	
   las	
   proteínas	
   ERα	
   y	
   Sp1	
   respectivamente.	
   En	
   la	
  Figura	
  

R16	
  A	
  se	
  muestran	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  inmunoprecipitando	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  

anti	
   ERα.	
   Se	
   puede	
   observar	
   que	
   en	
   las	
   condiciones	
   ensayadas	
   el	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1	
  coinmunoprecipita	
  junto	
  a	
  	
  ERα.	
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Figura	
  R16:	
  A.	
  ERα	
  endógeno	
  fue	
  inmunoprecipitado	
  de	
  un	
  extracto	
  total	
  de	
  	
  células	
  

BeWo,	
   y	
   luego	
   se	
   reveló	
   por	
  Western	
   Blot	
   con	
   los	
   anticuerpos	
   ERα	
   y	
   Sp1	
   según	
   se	
  

describe	
   en	
   Materiales	
   y	
   Métodos.	
   B.	
   Sp1	
   endógeno	
   	
   fue	
   inmunoprecipitado	
   de	
   un	
  

extracto	
  total	
  de	
   	
  células	
  BeWo,	
  y	
  luego	
  se	
  reveló	
  por	
  Western	
  Blot	
  con	
  el	
  anticuerpo	
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anti	
   ERα	
   según	
   se	
   describe	
   en	
   Materiales	
   y	
   Métodos.	
   NI:	
   no	
   inmunoprecipitado	
   I:	
  

inmunoprecipitado.	
   *	
   Inmunoglobulina	
   de	
   la	
   cadena	
   pesada,	
   revelada,	
   porque	
   se	
  

utilizó	
   en	
   el	
  Western	
  Blot	
   el	
  mismo	
  Anticuerpo	
   secundario,	
   que	
   se	
  utilizó	
  durante	
   la	
  

inmunoprecipitación.	
  

	
  

En	
  la	
  Figura	
  R16B	
  se	
  observan	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  inmunoprecipitando	
  con	
  el	
  

anticuerpo	
  anti	
  Sp1.	
  Como	
  puede	
  observarse	
  en	
  las	
  condiciones	
  ensayadas	
  el	
  factor	
  

de	
   transcripción	
   ERα	
   coinmunoprecipita	
   con	
   Sp1.	
   Estos	
   resultados	
   sugieren	
  

fuertemente	
   que	
   ambos	
   factores	
   de	
   transcripción	
   podrían	
   interactuar	
   entre	
   si	
   en	
  

células	
  placentarias	
  BeWo	
  como	
  ya	
  fue	
  descripto	
  para	
  la	
  activación	
  del	
  promotor	
  de	
  

la	
   kisspeptina	
   1	
   en	
   las	
   células	
   hipotalámicas	
   GT-­‐1	
   [206]	
   y	
   la	
   proteína	
   integral	
   de	
  

membrana	
  Claudina-­‐5	
  [207]	
  entre	
  otros	
  genes,	
   formando	
  un	
  complejo	
   in	
  vivo	
  para	
  

mediar	
  la	
  inducción	
  del	
  E2.	
  

Todo	
  este	
  conjunto	
  de	
  resultados	
  sugieren	
  un	
  efecto	
  cooperativo	
  entre	
  los	
  factores	
  

de	
   transcripción	
  ERα y	
  Sp1	
  en	
   la	
   inducción	
  de	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  placentaria.	
  

Esta	
   acción	
   se	
   puede	
   deber	
   a	
   un	
   proceso	
   multifactorial	
   y	
   puede	
   depender	
   de	
   la	
  

presencia,	
   de	
   la	
   concentración	
   y	
   de	
   la	
   localización	
   de	
   los	
   ERs,	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1.	
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Capítulo	
  2	
  
	
  

Estudio	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  NFκB	
  en	
  la	
  regulación	
  

ejercida	
  por	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  

células	
  placentarias	
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Participación	
  del	
  factor	
  NFκB	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  

Como	
  hemos	
  mencionado	
  en	
  la	
  introducción	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  NFκB,	
  

actúa	
  como	
  un	
  regulador	
  central	
  de	
  respuesta	
   inmune	
  e	
   inflamatoria.	
  En	
  su	
   forma	
  

activa	
  presenta	
  una	
  estructura	
  dimérica,	
  entre	
  otras,	
  compuesta	
  por	
  las	
  subunidades	
  

p50	
   y	
   p65	
   (Rel	
   A),	
   las	
   cuales	
   son	
   las	
   subunidades	
  mas	
   abundantes.	
   Sin	
   embargo,	
  

NFκB	
  puede	
   jugar	
  un	
  papel	
  muy	
   importante	
  en	
   la	
   fertilidad	
   femenina.	
  Se	
  sugieren	
  

tres	
   líneas	
   de	
   evidencias:	
   1.	
   Donde	
   se	
   muestra	
   que	
   la	
   señalización	
   de	
   NFκB	
   y	
   la	
  

activación	
   de	
   p65	
   se	
   encuentran	
   involucradas	
   en	
   la	
   angiogénesis	
   durante	
   el	
  

desarrollo	
  del	
   cuerpo	
   lúteo,	
   2.	
   también	
  participaría	
  del	
   control	
   de	
   la	
   implantación	
  

endometrial	
  y	
  3.	
  regulando	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  Th1-­‐Th-­‐2	
  que	
  cambia	
  preparándose	
  

el	
  sistema	
  inmune	
  materno	
  para	
  la	
  implantación	
  del	
  blastocisto	
  [208].	
  

En	
   la	
   secuencia	
   promotora	
   del	
   gen	
   de	
   la	
   leptina	
   hemos	
   determinado	
   que	
   se	
  

encuentran	
  varios	
  sitios	
  potenciales	
  de	
  unión	
  para	
  el	
  factor	
  NFκB.	
  Por	
  otro	
  lado	
  se	
  

sabe	
  que	
  existe	
  una	
  relación	
  estrecha	
  entre	
   la	
  acción	
   	
  de	
  este	
   factor	
  y	
   los	
  ERs,	
  por	
  

ello	
   decidimos	
   estudiar	
   si	
   la	
   activación	
   de	
   este	
   factor	
   está	
   involucrada	
   en	
   la	
  

inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  estradiol.	
  

La	
  inhibición	
  del	
  NFκB	
  anula	
  el	
  efecto	
  del	
  E2	
  

Como	
   primera	
   estrategia,	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   utilizando	
  

sulfasalazina,	
  un	
  inhibidor	
  de	
  la	
  Iκκ,	
  la	
  quinasa	
  activadora	
  del	
  NFκB.	
  El	
  tratamiento	
  

con	
   sulfasalazina	
   inhibe	
   la	
   translocación	
   del	
   NFκB,	
   hacia	
   el	
   núcleo,	
   y	
   este	
   efecto	
  

actúa	
  en	
  paralelo	
  a	
  un	
  bloqueo	
  de	
  la	
  degradación	
  de	
  la	
  IκB,	
  que	
  es	
  independiente	
  de	
  

la	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  [209].	
  Se	
  realizaron	
  curvas	
  de	
  concentración	
  de	
  sulfasalazina	
  

para	
  determinar	
  las	
  dosis	
  máximas	
  que	
  no	
  resultaran	
  tóxicas	
  para	
  las	
  células.	
  En	
  los	
  

experimentos	
  realizados	
  para	
  analizar	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  presencia	
  de	
  este	
  

inhibidor	
  se	
  utilizaron	
  dosis	
  menores	
  a	
  las	
  empleadas	
  en	
  la	
  bibliografía	
  debido	
  a	
  que	
  

concentraciones	
   mayores	
   resultaron	
   tóxicas	
   para	
   las	
   células	
   BeWo.	
   En	
   los	
  

experimentos	
   tanto	
   las	
   células	
   BeWo	
   como	
   los	
   explantos	
   placentarios,	
   fueron	
  

tratados	
   con	
   concentraciones	
  de	
  10,	
   100	
   y	
   1000	
  nM	
  de	
   sulfasalazina,	
   luego	
  de	
  30	
  

min	
   	
   se	
   les	
   agrego	
  E2	
  100nM	
  y	
   se	
   incubaron	
  durante	
  48	
  horas.	
  Posteriormente	
   se	
  

analizó	
  y	
  el	
  ARNm	
  por	
  qRT-­‐PCR.	
  	
  

Como	
  se	
  observa	
  en	
   la	
  Figura	
  R17,	
   el	
  aumento	
  ejercido	
  por	
  E2	
  en	
   la	
  expresión	
  de	
  



	
   100	
  

leptina	
   se	
   ve	
   significativamente	
   disminuido	
   con	
   el	
   agregado	
   de	
   sulfasalazina,	
   en	
  

todas	
  las	
  concentraciones	
  estudiadas	
  tanto	
  en	
  cultivos	
  celulares	
  como	
  en	
  explantos	
  

placentarios.	
  No	
  se	
  observaron	
  variaciones	
  significativas	
  sobre	
  los	
  niveles	
  de	
  leptina	
  

no	
  inducidos.	
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Figura	
   R17:	
   Células	
   BeWo	
   (A)	
   y	
   explantos	
   placentarios	
   (B),	
   fueron	
   tratadas	
   con	
  

sulfasalazina	
  según	
  se	
   indica	
  y	
  posteriormente	
  se	
  agregó	
  E2	
  100nM.	
  Luego	
  el	
  ARN	
  se	
  

extrajo	
   como	
   se	
   indica	
   en	
   Materiales	
   y	
   Métodos.	
   El	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   se	
   cuantificó	
  

mediante	
   qRT-­‐PCR.	
   Se	
   utilizó	
   ciclofilina	
   como	
   estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p<0,05;	
  

**p<0,01,	
   respecto	
  al	
   control	
   y	
  ##	
   p<0,01	
  ###<0,001	
  vs	
  a	
  E2	
  100nM,	
   según	
  el	
   test	
  de	
  

comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  

	
  

En	
   este	
   punto	
   nos	
   interesó	
   evaluar	
   si	
   se	
   correspondían	
   estos	
   resultados	
   a	
   nivel	
  

proteico,	
   por	
   lo	
   que	
   decidimos	
   determinar	
   el	
   efecto	
   del	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
  luego	
  del	
  tratamiento	
  con	
  este	
  inhibidor	
  mediante	
  ensayos	
  de	
  Western	
  Blot.	
  

Como	
  se	
  observa	
  en	
  la	
  Figura	
  R18,	
  tanto	
  en	
  las	
  células	
  BeWo	
  como	
  en	
  los	
  explantos	
  

placentarios,	
  el	
  aumento	
  ejercido	
  por	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  se	
  ve	
  reducido	
  

en	
   presencia	
   del	
   inhibidor	
   de	
   NFκB	
   sulfozalacina.	
   En	
   estos	
   experimentos	
   se	
  

determinó	
   que,	
   también	
   se	
   reduce	
   la	
   expresión	
   endógena	
   de	
   leptina	
   luego	
   del	
  

tratamiento	
   con	
   el	
   inhibidor	
   del	
   NFκB.	
   Estos	
   resultados	
   en	
   conjunto	
   estarían	
  

sugiriendo	
   la	
   participación	
   de	
   los	
   dímeros	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
  NFκB	
   en	
   el	
  

efecto	
  regulatorio	
  del	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
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Figura	
   R18:	
   Células	
  BeWo	
   (A)	
   y	
   explantos	
   placentarios	
   (B)	
   fueron	
  pretratados	
   con	
  

sulfasalazina	
   según	
   se	
   indica	
  durante	
   30	
  min	
   y	
   posteriormente	
   se	
   agregó	
  E2	
  100nM.	
  

Luego	
  de	
  48	
  horas	
  se	
  determinó	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
  control	
  de	
  

carga	
   	
   se	
   realizó	
   con	
   anti-­‐GAPDH.	
   Las	
   bandas	
   densitometradas	
   se	
   muestran	
   en	
   la	
  

figura,	
  éstas	
  son	
  resultados	
  representativos.	
  (n=9).	
  ***p<0,001;	
  ****p<0,001	
  respecto	
  al	
  

control,	
   #<0,05	
   respecto	
   vs	
   a	
   E2	
   100nM,	
   según	
   el	
   test	
   de	
   comparación	
   múltiple	
   de	
  

Dunnett.	
  	
  

Efecto	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  p65	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  

placentaria	
  mediada	
  por	
  E2	
  

Para	
   profundizar	
   en	
   el	
   análisis	
   de	
   una	
   posible	
   regulación	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  NFκB	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  ejercida	
  por	
  E2	
  ,	
  decidimos	
  estudiar	
  el	
  

efecto	
   de	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   la	
   subunidad	
   p65,	
   responsable	
   de	
   la	
   actividad	
  

transcripcional	
  de	
  los	
  dímeros	
  de	
  NFκB.	
  

Para	
   ello	
   las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
   el	
   vector	
  

reportero	
  pL1951	
  y	
  el	
  vector	
  Rel	
  A,	
  que	
  permite	
  expresar	
  la	
  subunidad	
  p65,	
  y	
  luego	
  

fueron	
  tratadas	
  con	
  E2.	
  Posteriormente	
  se	
  midió	
  la	
  actividad	
  transcripcional	
  del	
  gen	
  

reportero.	
   Como	
   se	
   puede	
   observar	
   en	
   la	
  Figura	
   R19	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
  Rel	
   A	
  

0,5µg,	
   aumenta	
   significativamente	
   la	
   actividad	
   reportera	
   basal	
   de	
   pL1951.	
   Sin	
  

embargo	
  esta	
  actividad	
  no	
  muestra	
  una	
  variación	
  significativa	
  en	
  los	
  experimentos	
  

en	
   presencia	
   de	
   E2.	
   Estos	
   resultados	
   se	
   podrían	
   atribuir	
   a	
   un	
   efecto	
   de	
  

transrepresión	
   ejercido	
  por	
   el	
   factor	
  NFκB	
   	
   sobre	
   la	
   inducción	
  de	
   la	
   expresión	
  de	
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leptina	
  por	
  E2	
   	
  como	
  se	
  ha	
  reportado	
  previamente	
  en	
  otras	
  líneas	
  celulares	
  para	
  el	
  

ERβ	
  [210,	
  211].	
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Figura	
  R19:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  plásmido	
  reportero	
  	
  pL1951	
  y	
  

el	
   vector	
   de	
   expresión	
   de	
   la	
   subunidad	
   p65	
   de	
   NFκB	
   (Rel	
   A).	
   Posteriormente	
   se	
   le	
  

agregó	
   E2	
   en	
   las	
   concentraciones	
   indicadas	
   y	
   48	
   horas	
   después	
   se	
   determinó	
   la	
  

actividad	
   de	
   luciferasa	
   relativa	
   en	
   el	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
   contra	
   la	
  

actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  (n=2)	
  *<0,05	
  vs	
  al	
  control,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  

múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Para	
   demostrar	
   la	
   participación	
   de	
   la	
   subunidad	
   p65	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria,	
   decidimos	
   	
   realizar	
   un	
   abordaje	
   distinto.	
   Se	
  

utilizaron	
   células	
   BeWo-­‐Sh2	
   tratadas	
   con	
   doxicilina,	
   las	
   cuales	
   presentan	
   una	
  

reducción	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  ERα	
  tal	
  como	
  se	
  explicó	
  en	
  experimentos	
  anteriores.	
  Las	
  

células	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  reportero	
  pL1951	
  y	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  

Rel	
   A	
   y	
   luego	
   se	
   las	
   trató	
   con	
   E2.	
   En	
   la	
   Figura	
   R20	
   se	
   observan	
   los	
   resultados	
  

obtenidos.	
   Se	
   evidencia	
   la	
   anulación	
   del	
   efecto	
   del	
   E2	
   sobre	
   la	
   actividad	
  

transcripcional	
   del	
   vector	
   pL1951,	
   tal	
   como	
   se	
   describió	
   en	
   la	
   Figura	
   R11	
   y	
   se	
  

reportó	
  anteriormente	
  [108].	
  Al	
  sobreexpresar	
  Rel	
  A	
  se	
  pudo	
  observar	
  una	
  marcada	
  

inhibición	
  de	
   la	
  expresión	
  del	
  gen	
  reportero	
  en	
   la	
  actividad	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  	
  

leptina.	
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Figura	
  R20:	
  Células	
  BeWo-­‐Sh2	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  los	
  plásmidos	
  pL1951	
  y	
  Rel	
  A,	
  

que	
  permite	
  expresar	
  la	
  subunidad	
  p65	
  de	
  NFκB.	
  Posteriormente	
  se	
  le	
  agregó	
  E2	
  en	
  las	
  

concentraciones	
  indicadas	
  y	
  48	
  horas	
  después	
  se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  

relativa	
  en	
  el	
  extracto	
  celular	
  y	
   se	
  normalizó	
  contra	
   la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  

(n=2).	
  	
  
	
  

Estos	
  resultados	
  estarían	
  sugiriendo	
  que	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  p65	
  sobre	
  

el	
  nivel	
  basal	
  de	
  actividad	
  del	
  reportero	
  sería	
  dependiente	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  ERα ya	
  

que	
  al	
  disminuir	
   los	
  niveles	
  de	
  este	
  receptor	
  el	
  efecto	
  de	
  p65	
  se	
  suprime.	
  Por	
  otro	
  

lado	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  p65	
  no	
  estaría	
  afectando	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  mediada	
  

por	
  E2	
  en	
  presencia	
  o	
  ausencia	
  de	
  ERα.	
  	
  

Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  profundizar	
  en	
  la	
  regulación	
  ejercida	
  por	
  NFκB	
  y	
  	
  E2	
  se	
  estudió	
  en	
  

las	
   células	
   BeWo	
   la	
   localización	
   subcelular	
   de	
   las	
   proteínas	
   p65	
   y	
   ERα	
   por	
  

inmunofluorescencia	
  en	
  células	
  BeWo	
  tratadas	
  con	
  E2.	
  	
  

En	
  primera	
   instancia	
  se	
  realizó	
  una	
  curva	
  de	
  tiempo,	
  donde	
   las	
  células	
  se	
  trataron	
  

durante	
   0,	
   30,	
   90,	
   120	
   y	
   180	
   minutos	
   con	
   E2	
   100	
   nM.	
   En	
   estos	
   experimentos	
   se	
  

visualizan	
  las	
  proteínas	
  endógenas.	
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Figura	
   R21:	
   Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   crecidas	
   sobre	
   cubre	
   objetos	
   en	
   medio	
  

DMEM/F12	
  10%	
  SFB.	
  Luego	
  de	
  24	
  horas	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  E2	
  100	
  nM	
  a	
  distintos	
  

tiempos	
  como	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  figura,	
  en	
  medio	
  DMEM/F12	
  1%	
  SFB.	
  Posteriormente	
  

fueron	
   fijadas,	
   permeabilizadas	
   y	
   bloqueadas	
   como	
   se	
   describió	
   en	
   Materiales	
   y	
  

Métodos.	
  	
  

Las	
  células	
  fueron	
  incubadas	
  durante	
  la	
  noche	
  a	
  4°C	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  anti-­‐

ERα	
   y	
   anti-­‐p65.	
   Para	
   detectar	
   la	
   	
   marcación	
   se	
   utilizaron	
   dos	
   anticuerpos	
  

secundarios	
  uno	
  ALEXA	
  488	
  anti-­‐conejo	
  (verde)	
  y	
  uno	
  ALEXA	
  568	
  anti-­‐ratón	
  (rojo),	
  el	
  

núcleo	
   fue	
   marcado	
   con	
   DAPI	
   (azul).	
   Los	
   preparados	
   fueron	
   examinados	
   con	
   un	
  

microscopio	
  de	
  fluorescencia	
  convencional.	
  Se	
  muestran	
  imágenes	
  representativas	
  de	
  

cada	
  experimento.	
  (n=2)	
  Barra:	
  100	
  µm.	
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Figura	
   R22:	
   Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   crecidas	
   sobre	
   cubre	
   objetos	
   en	
   medio	
  

DMEM/F12	
  10%	
  SFB.	
  Luego	
   fueron	
  transfectadas,	
  en	
  medio	
  privado	
  de	
  suero,	
  con	
  el	
  

plásmido	
  Rel	
  A	
  y	
  24	
  horas	
  después	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  	
  E2	
  100nM	
  a	
  distintos	
  tiempos	
  ,	
  

como	
   se	
  muestra	
   en	
   la	
   figura,	
   en	
  medio	
  DMEM/F12	
  1%	
  SFB.	
   Posteriormente	
   fueron	
  

fijadas,	
  permeabilizadas	
  y	
  bloqueadas	
  como	
  se	
  describió	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  Las	
  

células	
  fueron	
  incubadas	
  durante	
  la	
  noche	
  a	
  4°C	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  anti-­‐ERα	
  y	
  

anti-­‐p65.	
  Para	
  detectar	
   la	
   	
  marcación	
   se	
  utilizaron	
  dos	
  anticuerpos	
   secundarios	
  uno	
  

ALEXA	
   488	
   anti-­‐conejo	
   (verde)	
   y	
   uno	
   ALEXA	
   568	
   anti-­‐ratón	
   (rojo),	
   el	
   núcleo	
   fue	
  

marcado	
  con	
  DAPI	
  (azul).	
  Los	
  preparados	
   fueron	
  examinados	
  con	
  un	
  microscopio	
  de	
  

fluorescencia	
   convencional.	
   Se	
   muestran	
   imágenes	
   representativas	
   de	
   cada	
  

experimento.	
  (n=2)	
  Barra:	
  100	
  µm.	
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En	
  la	
  Figura	
  R21,	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  ERα	
  y	
  p65	
  se	
  

comporta	
   de	
   manera	
   similar	
   en	
   los	
   tiempos	
   de	
   tratamiento	
   con	
   E2	
   100	
   nM	
  

analizados.	
   Las	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
   preferentemente	
   localizadas	
   en	
   el	
  

citoplasma	
  de	
  las	
  células	
  BeWo.	
  

Posteriormente	
  se	
  realizaron	
  experimentos	
  de	
  análisis	
  de	
  localización	
  subcelular	
  de	
  

p65	
  y	
  ERα	
  en	
  ensayos	
  de	
  sobreexpresión	
  de	
   la	
  proteína	
  p65.	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  

transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  Rel	
  A	
  y	
  posteriormente	
  tratadas	
  con	
  E2	
  durante	
  distintos	
  

tiempos.	
  Las	
  células	
  fueron	
  analizadas	
  por	
  inmunofluorescencia.	
  En	
  la	
  Figura	
  R22,	
  

se	
   puede	
   observar	
   que	
   la	
   localización	
   de	
   ERα	
   y	
   p65	
   posee	
   un	
   comportamiento	
  

similar.	
  A	
  tiempos	
  cortos	
  de	
  tratamiento	
  con	
  E2	
  100nM	
  ambas	
  proteínas	
  se	
  localizan	
  

en	
   el	
   citoplasma,	
   y	
   a	
   tiempos	
   más	
   prolongado	
   se	
   observa	
   que	
   migran	
   al	
   núcleo,	
  

siendo	
  aún	
  más	
  evidente	
  a	
  partir	
  de	
  los	
  90	
  minutos.	
  	
  

Al	
  sobreexpresar	
  p65	
  el	
  equilibrio	
  de	
  la	
  localización	
  de	
  la	
  proteína	
  se	
  desplaza	
  hacia	
  

el	
   núcleo	
   con	
   el	
   tratamiento	
   con	
   E2	
   100	
   nM.	
   De	
   manera	
   similar	
   al	
   analizar	
   la	
  

localización	
   de	
   ERα	
   se	
   observa	
   que	
   está	
   favorecida	
   la	
  migración	
   al	
   núcleo	
   con	
   el	
  

tratamiento	
  de	
  E2	
  100	
  nM.	
  

Por	
   otro	
   lado	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   de	
   sobreexpresión	
   de	
   ambas	
   proteínas	
  	
  

ERα	
   y	
   p65	
   y	
   se	
   determinó	
   la	
   localización	
   subcelular	
   de	
   las	
   mismas	
   a	
   través	
   de	
  

inmunofluorescencia.	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   transitoriamente	
   con	
  

ambos	
   vectores,	
   HEGO	
   y	
   Rel	
   A,	
   e	
   incubadas	
   en	
   presencia	
   de	
   E2100	
   nM	
   o	
   el	
  

antiestrógeno	
   ICI	
   182,780	
   100nM,	
   durante	
   180	
  minutos.	
   	
   Como	
   se	
   observa	
   en	
   la	
  

Figura	
  R23,	
  en	
  el	
  control	
  sin	
  transfectar	
  la	
  expresión	
  de	
  ERα	
  y	
  p65	
  se	
  detectó	
  en	
  el	
  

citoplasma	
   celular.	
   Por	
   otro	
   lado	
   teniendo	
   en	
   cuenta	
   los	
   diferentes	
   tratamientos,	
  

p65	
  y	
  ERα,	
   en	
  presencia	
  de	
  E2	
   se	
  observan	
  en	
  el	
   citoplasma	
  a	
   los	
  180	
  minutos	
  de	
  

tratamiento.	
  En	
  el	
   caso	
  de	
   los	
  experimentos	
  de	
   cotransfección	
  con	
   los	
  vectores	
  de	
  

expresión	
  HEGO	
  y	
  Rel	
  A,	
  ambos	
  factores	
  de	
  transcripción	
  se	
  encuentran	
  localizados	
  

en	
  el	
  núcleo.	
  La	
   localización	
  no	
  cambia	
  en	
  esta	
  situación	
  con	
  el	
   tratamiento	
  con	
  E2	
  

100nM.	
  Se	
  puede	
  observar	
  que	
  al	
  sobreexpresar	
  p65	
  y	
  HEGO	
  se	
  sigue	
  favoreciendo	
  

la	
  migración	
  de	
  	
  ambas	
  proteínas	
  hacía	
  el	
  núcleo.	
  	
  

Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   ambas	
   proteínas	
   presenta	
   el	
   mismo	
   patrón	
   de	
  

localización,	
  ya	
  sean	
  sobreexpresadas	
  o	
  no.	
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ERα$(Alexa$488)$$$ P65$(Alexa$568)$$$ Núcleo$(DAPI)$ Merge$

Control$

E2$

HEGO$+$
RELCA$

HEGO$+$
RELCA+$E2$

HEGO%+%
REL)A%
%+ICI%

ICI%

	
  
Figura	
  R23:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  crecidas	
  sobre	
  cubre	
  objetos	
  en	
  medio	
  DMEM/F12	
  

10%	
  SFB.	
  Luego	
  fueron	
  transfectadas,	
  en	
  medio	
  privado	
  de	
  suero,	
  con	
  el	
  plásmido	
  Rel	
  

A	
  y	
  HEGO	
  y	
  24horas	
  después	
   fueron	
  tratadas	
  con	
  el	
  antiestrogeno	
  ICI	
  100	
  nM	
  o	
  E2,	
  

durante	
   180	
   minutos	
   según	
   se	
   indica	
   en	
   la	
   figura.	
   Posteriormente	
   fueron	
   fijadas,	
  

permeabilizadas	
  y	
  bloqueadas	
  como	
  se	
  describió	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  	
  

Las	
  células	
  fueron	
  incubadas	
  durante	
  la	
  noche	
  a	
  4°C	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  anti-­‐

ERα	
   y	
   anti-­‐p65.	
   Para	
   detectar	
   la	
   	
   marcación	
   se	
   utilizaron	
   dos	
   anticuerpos	
  

secundarios	
  uno	
  ALEXA	
  488	
  anti-­‐conejo	
  (verde)	
  y	
  uno	
  ALEXA	
  568	
  anti-­‐ratón	
  (rojo),	
  el	
  

núcleo	
   fue	
   marcado	
   con	
   DAPI	
   (azul).	
   Los	
   preparados	
   fueron	
   examinados	
   con	
   un	
  

microscopio	
  de	
  fluorescencia	
  convencional.	
  Se	
  muestran	
  imágenes	
  representativas	
  de	
  

cada	
  experimento.	
  (n=2)	
  Barra:	
  100	
  µm.	
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Por	
   otro	
   lado	
   se	
   analizó	
   el	
   efecto	
   del	
   tratamiento	
   con	
   el	
   antiestrógeno	
   ICI	
   en	
   la	
  

localización	
   subcelular	
   de	
   las	
   proteínas	
   ERα	
   y	
   p65	
   (Figura	
   R23).	
   En	
   los	
  

experimentos	
  donde	
  las	
  células	
  BeWo	
  se	
  encuentran	
  transfectadas	
  con	
  los	
  vectores	
  

de	
  expresión	
  	
  HEGO	
  y	
  Rel	
  A	
  y	
  luego	
  tratadas	
  con	
  ICI	
  100	
  nM,	
  se	
  observa	
  que	
  ambas	
  

proteínas	
  se	
  encuentran	
  en	
  el	
  núcleo,	
   lo	
  que	
  nos	
   indicaría	
  que	
  el	
  antiestrógeno	
  no	
  

estaría	
  ejerciendo	
  efecto	
  alguno	
  sobre	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  ERα	
  o	
  p65.	
  

Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  profundizar	
  en	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  de	
  localización	
  de	
  ERα	
  y	
  

p65	
   obtenidos	
   por	
   inmunofluorescencia,	
   se	
   decidió	
   realizar	
   ensayos	
   de	
  

inmunoprecipitación.	
   Para	
   ello	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   donde	
   se	
  

inmunoprecipitó	
   con	
   un	
   anticuerpo	
   anti	
   ERα	
   y	
   luego	
   mediante	
   Western	
   Blot,	
   se	
  

determinó	
   la	
   presencia	
   de	
   	
   p65	
   en	
   el	
   inmunoprecipitado.	
   Se	
   realizaron	
   ensayos	
  

similares	
  inmunoprecipitando	
  con	
  anticuerpo	
  anti	
  Sp1.	
  

70 kDa

70 kDa

55 kDa

130 kDa

130 kDa

IP ERα
Input NI I

ERα

p65

A

*

70 kDa

130 kDa

p65

IP Sp1
Input NI I

B

	
  
Figura	
  R24:	
  A.	
  El	
  factor	
  ERα	
  endógeno	
  fue	
  inmunoprecipitado	
  de	
  un	
  extracto	
  total	
  de	
  	
  

células	
  BeWo,	
  y	
  luego	
  se	
  reveló	
  por	
  Western	
  Blot	
  con	
  los	
  anticuerpos	
  ERα	
  y	
  p65	
  según	
  

se	
  describe	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  B.	
  El	
  factor	
  Sp1	
  endógeno	
  	
  fue	
  inmunoprecipitado	
  

de	
   un	
   extracto	
   total	
   de	
   	
   células	
   BeWo,	
   y	
   luego	
   se	
   reveló	
   por	
   Western	
   Blot	
   con	
   los	
  

anticuerpos	
  p65	
  según	
  se	
  describe	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  NI:	
  no	
  inmunoprecipitado	
  

I:	
   inmunoprecipitado.	
   *	
   Inmunoglobulina	
   de	
   la	
   cadena	
   pesada,	
   revelada,	
   porque	
   se	
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utilizó	
  el	
  mismo	
  anticuerpo	
  secundario	
  en	
  el	
  Western	
  Blot	
  al	
  que	
  se	
  utilizó	
  durante	
  la	
  

inmunoprecipitación.	
  

	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  Figura	
  R24	
  A,	
  al	
  inmunoprecipitar	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  

anti	
   ERα	
   fue	
   posible	
   visualizar	
   la	
   proteína	
   p65	
   en	
   el	
   inmunoprecipitado,	
   lo	
   que	
  

estaría	
   reforzando	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   que	
   vimos	
   anteriormente,	
   en	
   los	
  

ensayos	
  de	
  localización	
  subcelular.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  dado	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  

los	
   que	
  ERα	
   induce	
   la	
   expresión	
  de	
   leptina	
   y	
   esta	
   regulación	
   está	
   involucrando	
   la	
  

participación	
  de	
  Sp1	
  y	
  NFkB,	
  se	
  decidió	
  analizar	
  la	
  posible	
  formación	
  de	
  complejos	
  

entre	
   ERα-­‐NFκB	
   y	
   Sp1.	
   Para	
   ello	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   de	
  

inmunoprecipitación	
  con	
  anticuerpos	
  anti	
  Sp1	
  y	
  luego	
  se	
  reveló	
  la	
  presencia	
  de	
  p65	
  

en	
  el	
  inmunoprecipitado.	
  

Sin	
  embargo,	
  como	
  se	
  observa	
  en	
  la	
  Figura	
  R24	
  B	
  no	
  se	
  reveló	
  banda	
  de	
  p65	
  en	
  el	
  

inmunoprecipitado	
   lo	
   que	
   podría	
   estar	
   indicando	
   que	
   ERα	
   se	
   encontraría	
   en	
  

diferentes	
   complejos,	
   interactuando	
   con	
   distintas	
   proteínas	
   dependiendo	
   de	
   los	
  

estímulos.	
  

Estos	
  resultados	
  en	
  conjunto	
   	
  sugieren	
  que	
  existiría	
  un	
  efecto	
  cooperativo	
  entre	
  el	
  

ERα	
  y	
  el	
  factor	
  NFκB.	
  

La	
  interacción	
  entre	
  ERs	
  y	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  puede	
  depender	
  de	
  las	
  vías	
  

de	
   señalización	
   activadas,	
   de	
   la	
   presencia	
   y	
   dinámica	
   de	
   los	
   cofactores,	
   de	
   la	
  

presencia	
   y	
   la	
   estructura	
   del	
   ligando,	
   del	
   tipo	
   y	
   distribución	
   de	
   secuencias	
  

regulatorias	
  y	
  de	
  la	
  estructura	
  de	
  la	
  cromatina	
  presente	
  en	
  el	
  promotor	
  [212,	
  213].	
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Capítulo	
  3	
  
	
  

Efecto	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  de	
  PKA	
  sobre	
  

la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  dependiente	
  de	
  E2	
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La	
  vía	
  de	
  señalización	
  de	
  PKA	
  media	
  el	
  efecto	
  del	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  placentaria	
  	
  

El	
  AMPc	
  es	
  la	
  molécula	
  de	
  señalización	
  más	
  antigua	
  conocida.	
  Hay	
  evidencia	
  

reportada	
   donde	
   se	
   describió	
   que	
   el	
   aumento	
   intracelular	
   del	
   AMPc	
   generó	
   la	
  

disminución	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   y	
   de	
   la	
   secreción	
   proteica	
   en	
  

adipocitos	
   en	
   ratas	
   [214],	
   y	
   que	
   está	
   inhibición	
   esta	
   mediado	
   por	
   la	
   vía	
   de	
   PKA	
  

[115].	
  Sin	
  embargo	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
   la	
   secreción	
  en	
   las	
  células	
  BeWo	
  y	
  en	
   los	
  

explantos	
  placentarios	
  se	
  ve	
  aumentada	
  por	
  forskolina,	
  un	
  activador	
  de	
  la	
  	
  adenilato	
  

ciclasa	
  (AC)	
  [73,	
  116].	
  También	
  hay	
  evidencia	
  donde	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  el	
  AMPc	
  

aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  a	
  nivel	
  de	
  ARNm	
  y	
  de	
  proteína	
  tanto	
  en	
  células	
  de	
  

coriocarcinoma	
   como	
   en	
   explantos	
   de	
   placenta	
   humana	
   a	
   término.	
   En	
   ambos	
  

modelos,	
  ejercería	
  su	
  acción	
  a	
  través	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  [96,	
  106].	
  	
  

Teniendo	
   esta	
   información	
   se	
   decidió	
   analizar	
   si	
   la	
   vía	
   de	
   la	
   PKA	
   se	
   encuentra	
  

involucrada	
  en	
   el	
   efecto	
   inductor	
  de	
  E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
  de	
   leptina,	
   para	
   ello	
   se	
  

realizaron	
  experimentos	
  utilizando	
  inhibidores	
  farmacológicos	
  de	
  la	
  vía.	
  Se	
  analizó	
  

el	
  efecto	
  de	
  un	
   inhibidor	
  especifico	
  de	
  PKA,	
  H89	
  y	
  de	
  un	
   inhibidor	
  de	
   la	
  adenilato	
  

ciclasa	
  SQ22,536.	
  Se	
  trataron	
  las	
  células	
  BeWo	
  con	
  H89	
  10	
  µM	
  y	
  SQ22,535	
  100	
  µM	
  y	
  

30	
  minutos	
   después	
   se	
   les	
   adicionó	
   el	
   E2	
   100	
   nM	
   en	
  medio	
   privado	
   de	
   suero.	
   Se	
  

determinó	
  el	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  por	
  qRT-­‐PCR.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  se	
  grafican	
  en	
  

la	
   Figura	
   R25,	
   donde	
   se	
   puede	
   observar	
   una	
   disminución	
   significativa	
   de	
   la	
  

expresión	
   del	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   con	
   el	
   pretratamiento	
   con	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
  

inhibidores,	
  tanto	
  a	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  leptina	
  basal	
  como	
  en	
  la	
  inducida	
  por	
  E2.	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  los	
  inhibidores	
  farmacológicos,	
  nos	
  demostraría	
  que	
  la	
  

vía	
   de	
   PKA	
   podría	
   estar	
   involucrada	
   en	
   la	
   inducción	
   que	
   ejerce	
   el	
   E2	
   sobre	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  células	
  BeWo.	
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Figura	
   R25:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   H89	
   10	
   uM	
   o	
   SQ	
   22536	
   100	
   uM,	
  

posteriormente	
  se	
  les	
  adicionó	
  E2	
  	
  100nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
  el	
  ARN	
  se	
  extrajo	
  como	
  se	
  

indica	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  El	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  se	
  cuantificó	
  mediante	
  qRT-­‐PCR.	
  

Se	
   utilizó	
   ciclofilina	
   como	
   estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p<0,05,	
   ***p<0,001;	
   respecto	
   al	
  

control	
  y	
  ##<0,01,	
  ###<0,001,	
  vs	
  a	
  E2	
  100nM,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  

de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  el	
  papel	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  en	
  la	
  estimulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  	
  inducida	
  por	
  E2,	
  decidimos	
  evaluar	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  a	
  nivel	
  proteico.	
  

Para	
   ello	
   las	
   células	
   BeWo,	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   el	
   inhibidor	
   H89	
   10	
   µM	
   y	
  

posteriormente	
   se	
   les	
   agregó	
  E2	
  100	
  nM	
  en	
  medio	
  privado	
  de	
   suero.	
   En	
   la	
  Figura	
  

R26,	
   se	
  puede	
  observar	
   que	
   el	
   aumento	
   ejercido	
  por	
   el	
   	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
  de	
  

leptina,	
  se	
  ve	
  inhibido	
  por	
  el	
  pretratamiento	
  con	
  H89.	
  Estos	
  resultados	
  reforzarían	
  

lo	
  visto	
  en	
   la	
  Figura	
  R25,	
   indicando	
  que	
   la	
  vía	
  de	
  PKA	
  estaría	
  mediando	
  el	
  efecto	
  

que	
  ejerce	
  el	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  las	
  células	
  BeWo.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



	
   113	
  

	
  

0

1

2

3

4

5

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
de

 L
ep

tin
a

(u
.a

)

E2 nM        -          10       100         -         10     100
H89 µM    -            -            -           10       10      10   

16 kDa

42 kDaα-tubulina

Leptina

  **
  *

#

	
  
	
  

Figura	
   R26:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   H89	
   10	
   uM	
   posteriormente	
   se	
   les	
  

adicionó	
  E2	
  10	
  nM	
  y	
  100nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
   se	
  determinó	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  

por	
   Western	
   Blot.	
   El	
   control	
   de	
   carga	
   se	
   realizó	
   con	
   α-­‐tubulina.	
   Las	
   bandas	
  

densitometradas	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura,	
  éstas	
  son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  tres	
  

réplicas.	
   (n=3)	
   *p<0,05,	
   **p<0,01;	
   respecto	
   al	
   control,	
   #<0,05	
   vs	
   E2	
   100nM,	
   según	
   el	
  

test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Posteriormente	
  decidimos	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  a	
  nivel	
  proteico	
  del	
   tratamiento	
  con	
  el	
  

inhibidor	
  de	
  la	
  adenilato	
  ciclasa,	
  SQ22,536.	
  Se	
  trataron	
  las	
  células	
  BeWo	
  con	
  100	
  µM	
  

de	
   SQ	
   y	
   	
   1,	
   10,	
   y	
   100	
   nM	
   de	
   E2,	
   en	
   medio	
   depletado	
   de	
   suero.	
   Los	
   resultados	
  

analizados	
  en	
  la	
  Figura	
  R27	
  muestran	
  una	
  disminución	
  significativa	
  en	
  el	
  efecto	
  del	
  

E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  Por	
  otro	
  lado	
  se	
  observa	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  SQ	
  

también	
  	
  disminuye	
  la	
  expresión	
  basal	
  de	
  leptina.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  sugieren	
  

que	
  	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  estaría	
  modulando	
  el	
  efecto	
  	
  inductor	
  del	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  en	
  las	
  células	
  BeWo.	
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Figura	
  R27:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  SQ	
  22536	
  100	
  uM,	
  posteriormente	
  se	
  

les	
  adicionó	
  E2,	
  1	
  nM,	
  10nM	
  y	
  100nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
  se	
  determinó	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
   por	
   Western	
   Blot.	
   El	
   control	
   de	
   carga	
   	
   se	
   realizó	
   con	
   GAPDH.	
   Las	
   bandas	
  

densitometradas	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura,	
  éstas	
  son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  dos	
  

réplicas.	
  (n=3)	
  **p<0,01,	
  ***p<0,001;	
  respecto	
  al	
  control,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  

múltiple	
  de	
  Dunnett..	
  	
  

	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  una	
  posible	
  regulación	
  del	
  efecto	
  inductor	
  del	
  E2	
  a	
  

través	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   la	
   PKA,	
   se	
   decidió	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   del	
   tratamiento	
   con	
   los	
  

inhibidores	
   en	
   un	
   modelo	
   más	
   fisiológico.	
   Para	
   ello	
   se	
   utilizaron,	
   células	
   de	
  

explantos	
  placentarios	
  humanos	
  provenientes	
  de	
  placentas	
  normales	
  a	
  término.	
  	
  

Los	
  explantos	
   fueron	
   tratados	
  con	
   los	
   inhibidores	
  H89	
  10	
  µM	
  y	
  SQ22,536	
  100	
  µM	
  

durante	
  30	
  minutos	
  y	
  luego	
  se	
  los	
  trató	
  con	
  E2	
  	
  100	
  nM	
  durante	
  24	
  horas.	
  Mediante	
  

ensayos	
   de	
   Western	
   Blot	
   evaluamos	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina.	
   	
   Como	
   podemos	
  

observar	
   en	
   la	
   Figura	
   R28	
   el	
   aumento	
   ejercido	
   por	
   el	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina,	
  se	
  ve	
  bloqueado	
  en	
  presencia	
  de	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  inhibidores.	
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Figura	
   R28:	
  Explantos	
   obtenidos	
  de	
  placentas	
  humanas	
  normales	
   a	
   término	
   fueron	
  

tratados	
  con	
  H89	
  10	
  uM	
  y	
  SQ	
  22536	
  100	
  uM,	
  posteriormente	
  se	
  les	
  adicionó	
  E2	
  100nM.	
  

Luego	
  de	
  24	
  horas	
  se	
  determinó	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
  control	
  de	
  

carga	
   	
   se	
   realizó	
   con	
  GAPDH.	
  Las	
  bandas	
  densitometradas	
   se	
  muestran	
  en	
   la	
   figura,	
  

éstas	
  son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  dos	
  réplicas	
  (n=3).	
  *p<0,05,	
  respecto	
  al	
  control,	
  

##<0,01	
  vs	
  E2	
  100nM,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Estos	
  resultados	
  refuerzan	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  está	
  involucrada	
  en	
  el	
  efecto	
  

de	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  ya	
  que	
  al	
  inhibir	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  mediada	
  

por	
  PKA	
  se	
  suprimió	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  leptina	
  por	
  E2,	
  tanto	
  a	
  nivel	
  del	
  ARNm	
  como	
  a	
  

nivel	
   proteico,	
   tanto	
   en	
   células	
   BeWo	
   como	
   en	
   explantos	
   de	
   placentas	
   normales	
  

humanas	
  a	
  término.	
  	
  

	
  

Efectos	
  de	
  CREB	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  inducida	
  por	
  E2	
  

Se	
   sabe	
   que	
   en	
   el	
   promotor	
   de	
   leptina	
   se	
   encuentran	
   varios	
   elementos	
   de	
  

respuesta	
  a	
  AMPc,	
  denominados	
  CRE.	
  Particularmente	
  uno	
  se	
  localiza	
  cerca	
  del	
  sitio	
  

de	
  unión	
  para	
  el	
  Sp1	
  así	
  como	
  también	
  de	
  la	
  secuencias	
  half	
  ERE	
  en	
  la	
  región	
  mínima	
  

del	
  promotor	
  de	
  respuesta	
  a	
  estradiol	
  (Figura	
  I13).	
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Estudios	
  previos	
  de	
  nuestro	
  grupo	
  de	
  trabajo	
  han	
  demostrado	
  que	
  CREB	
  aumenta	
  su	
  

estado	
   de	
   fosforilación	
   cuando	
   	
   las	
   células	
   placentarias	
   son	
   incubadas	
   con	
   un	
  

análogo	
  permeable	
  de	
  AMPc,	
  y	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  CREB	
  aumenta	
  la	
  actividad	
  

transcripcional	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  [80,	
  96,	
  106].	
  Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  	
  

estas	
  secuencias	
  podrían	
  participar	
  en	
  la	
  regulación	
  transcripcional	
  de	
  la	
  leptina	
  en	
  

la	
  placenta,	
   y	
   que	
   la	
   proteína	
  CREB	
   interactuaría	
   con	
  dichas	
   secuencias	
  mediando	
  

efectos	
  estimulatorios	
  del	
  AMPc	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  

Para	
  analizar	
  si	
   la	
  vía	
  de	
   transducción	
  de	
  señales	
  mediada	
  por	
  AMPc	
  se	
  encuentra	
  

involucrada	
  en	
  el	
  efecto	
  inductor	
  del	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  a	
  nivel	
  

de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  se	
  realizaron	
  transfecciones	
  transitorias	
  en	
  células	
  

BeWo	
   con	
   los	
   vectores	
   de	
   expresión	
   CREB-­‐M	
   y	
   CREB-­‐K,	
   que	
   codifican	
   para	
   dos	
  

mutantes	
   dominantes	
   negativas	
   de	
   CREB.	
   La	
   mutante	
   CREB-­‐M	
   presenta	
   una	
  

sustitución	
  en	
  la	
  posición	
  133	
  de	
  serina	
  por	
  alanina,	
  de	
  esta	
  manera	
  se	
  anula	
  su	
  sitio	
  

principal	
   de	
   fosforilación.	
   Por	
   otro	
   lado,	
   CREB-­‐K	
   tiene	
   la	
   capacidad	
   de	
   formar	
  

dímeros	
  pero	
  no	
  es	
  capaz	
  de	
  interactuar	
  con	
  la	
  secuencia	
  CRE	
  presente	
  en	
  el	
  ADN.	
  

De	
   esta	
   manera	
   podemos	
   analizar	
   el	
   efecto	
   que	
   tiene	
   la	
   proteína	
   CREB	
   sobre	
   la	
  

regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  inducida	
  por	
  E2.	
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Figura	
   R29:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   el	
   plásmidos	
   p1860,	
   y	
   con	
   las	
  

construcciones	
  CREB-­‐K	
  (5µg)	
  y	
  CREB-­‐M	
  (5µg).	
  Se	
  las	
  incubó	
  por	
  48	
  hs	
  en	
  presencia	
  de	
  

100nM	
  de	
  E2	
  	
  y	
  posteriormente	
   se	
  determinó	
   la	
  actividad	
  de	
   luciferasa	
   relativa	
   en	
  el	
  

extracto	
  celular	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  Los	
  resultados	
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se	
  relativizaron	
  al	
  control	
  realizado	
  sin	
   la	
  expresión	
  de	
   las	
  proteínas	
  mutadas	
  (n=2).	
  

*<0,05	
  vs	
  al	
  control,	
  #<0,05	
  respecto	
  al	
  tratamiento	
  con	
  E2	
  en	
  ausencia	
  de	
  los	
  vectores	
  

CREB-­‐M	
  y	
  	
  CREB-­‐K,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  
Para	
   ello	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   el	
   vector	
   p1860,	
   que	
   presenta	
   la	
  

región	
  del	
  promotor	
  de	
   leptina	
  de	
   -­‐1951	
  a	
   -­‐1847	
  pb,	
   y	
   con	
   los	
  vectores	
  CREB-­‐K	
  o	
  

CREB-­‐M,	
  y	
  luego	
  se	
  las	
  trató	
  con	
  E2.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  la	
  Figura	
  R29	
  nos	
  

indican	
   que	
   la	
   expresión	
   de	
   CREB-­‐K	
   o	
   CREB-­‐M	
   inhiben	
   los	
   efectos	
   estimulatorios	
  

ejercidos	
   por	
   el	
   E2	
  en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria.	
   Por	
   otro	
   lado	
   se	
   puede	
  

observar	
  que	
  el	
  vector	
  CREB-­‐M	
  genera	
  una	
  diminución	
  significativa	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  

la	
  actividad	
  basal	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina.	
  	
  

A	
   partir	
   de	
   lo	
   observado	
   anteriormente,	
   se	
   decidió	
   realizar	
   experimentos	
   con	
   el	
  

vector	
  CREB-­‐M	
  y	
  el	
  vector	
  reportero	
  pL1951.	
  De	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  mostrados	
  

en	
   la	
   Figura	
   R30,	
   observamos	
   una	
   disminución	
   significativa	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   la	
  

actividad	
  promotora	
  basal	
  de	
  esta	
   construcción	
   reportera,	
   como	
  así	
   también	
  de	
   la	
  

inducida	
  por	
  E2.	
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Figura	
   R	
   30:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   el	
   plásmido	
   pL1951,	
   y	
   con	
   la	
  

construcción	
   CREB-­‐M	
   (5µg).	
   Posteriormente,	
   se	
   le	
   adicionó	
   E2	
   en	
   la	
   concentración	
  

indicada	
   y	
   dos	
   días	
   después	
   se	
   determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
   relativa	
   en	
   el	
  

extracto	
  celular	
  y	
  se	
  normalizó	
  contra	
  la	
  actividad	
  de	
  	
  β-­‐galactosidasa.	
  Los	
  resultados	
  

se	
   relativizaron	
  al	
   control	
   realizado	
   sin	
   la	
   expresión	
   de	
   CREB-­‐M.	
   (n=2).	
   *<0,05	
   vs	
   al	
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control,	
  #<0,05	
   respecto	
   al	
   tratamiento	
   con	
  E2	
  	
  en	
   ausencia	
   de	
   los	
   vectores	
   CREB-­‐M,	
  

según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  

	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   sugieren	
   que	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   CREB	
   sería	
   una	
  

proteína	
  involucrada	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria,	
  tanto	
  a	
  

nivel	
  basal	
  como	
  en	
  la	
  inducida	
  por	
  E2.	
  

La	
  acetilación	
  y	
  la	
  deacetilación	
  median	
  el	
  efecto	
  del	
  E2	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  

Para	
  profundizar	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  participación	
  de	
  CREB	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
   placentaria	
   inducida	
   por	
   E2,	
   nos	
   planteamos	
   analizar	
   el	
   efecto	
   de	
   CBP	
  

(proteína	
   de	
   unión	
   a	
   CREB)	
   en	
   presencia	
   de	
   E2	
  y	
   analizar	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina.	
  

Esta	
   proteína,	
   es	
   un	
   coactivador	
   que	
  modula	
   la	
   actividad	
   de	
   distintos	
   factores	
   de	
  

transcripción,	
  entre	
  otros	
  aumentando	
  la	
  actividad	
  de	
  ER	
  [183].	
  	
  

Para	
   ello	
   realizamos	
   una	
   transfección	
   transitoria	
   con	
   el	
   vector	
   de	
   expresión	
   para	
  

CBP	
   y	
   posteriormente	
   tratamos	
   las	
   células	
   con	
   E2	
   y	
   determinamos	
   el	
   ARNm	
   de	
  

leptina	
  mediante	
  qRT-­‐PCR.	
  

Como	
   se	
   puede	
   observar	
   en	
   la	
   Figura	
   R31,	
   al	
   sobreexpresar	
   la	
   proteína	
   CBP	
   se	
  

produce	
  un	
  aumento	
  del	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  inducido	
  por	
  E2.	
  	
  

No	
   podemos	
   explicar	
   por	
   qué	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   CBP	
   con	
   0,5	
   µg	
   produce	
   una	
  

disminución	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria.	
   Se	
   necesita	
   realizar	
   más	
  

experimentos	
  para	
  dilucidar	
  este	
  comportamiento.	
  

Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   CBP	
   potencia	
   el	
   efecto	
   del	
   E2	
  

sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
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Figura	
   R31:	
   Células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   el	
   plásmido	
   de	
   expresión	
   CBP,	
  

posteriormente	
   se	
   les	
  adicionó	
  E2	
  100nM.	
  Luego	
  el	
  ARN	
  se	
  extrajo	
  como	
  se	
   indica	
  en	
  

Materiales	
  y	
  Métodos.	
  El	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  se	
  cuantificó	
  mediante	
  qRT-­‐PCR.	
  Se	
  utilizó	
  

ciclofilina	
   como	
   estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p<0,05;	
   **p<0,01	
   respecto	
   al	
   control,	
  

##<0,01	
  vs	
  E2	
  100nM	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Como	
   otra	
   estrategia	
   experimental	
   se	
   realizaron	
   experimentos	
   de	
   transfecciones	
  

transitorias	
   con	
   el	
   plásmido	
   reportero	
   pL1951.	
   Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
  

transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  pL1951	
  y	
  con	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  para	
  CPB,	
  y	
  luego	
  se	
  

las	
   trató	
   con	
   E2.	
   	
   A	
   las	
   48	
   horas	
   se	
   midió	
   la	
   expresión	
   del	
   promotor	
   de	
   leptina	
  

placentaria.	
  En	
  la	
  Figura	
  R32,	
  se	
  observa	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  CBP	
  con	
  0,5	
  y	
  1	
  

µg	
   	
   genera	
   un	
   aumento	
   significativo	
   de	
   la	
   actividad	
   reportera	
   basal.	
   Mas	
   aún	
   el	
  

factor	
   de	
   transcripción	
   CBP	
   sobreexpresado	
   con	
   1	
   µg	
   de	
   plásmido	
   incrementa	
  

significativamente	
  la	
  actividad	
  promotora	
  inducida	
  por	
  100	
  nM	
  E2.	
  

Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  CBP,	
  produce	
  una	
  estimulación	
  

sobre	
   el	
   efecto	
   inductor	
   de	
  E2	
  en	
   la	
   expresión	
  de	
   leptina,	
   lo	
   que	
   estaría	
   indicando	
  

que	
   CBP	
   podría	
   estar	
   involucrado	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

inducida	
  por	
  E2.	
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Figura	
   R32:	
   Las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   el	
   vector	
   pL1951	
   y	
   el	
  

plásmido	
   de	
   expresión	
   CBP	
   en	
   las	
   concentraciones	
   indicadas,	
   posteriormente	
   se	
   les	
  

adicionó	
  E2	
  100nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas,	
  se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  luciferasa	
  relativa	
  

en	
   el	
   extracto	
   celular	
   y	
   se	
   normalizó	
   contra	
   la	
   actividad	
   de	
   β-­‐galactosidasa.	
   (n=5)	
  

*<0,05;	
  ***p<0,001;	
  ****p<0,001	
  vs	
  al	
  control,	
  ###p<0,001	
  vs	
  E2	
  100	
  nM,	
  según	
  el	
  test	
  

de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  

	
  

Dado	
  que	
  CBP	
  posee	
  actividad	
  de	
  acetiltransferasa	
  de	
  histonas,	
  decidimos	
  investigar	
  

si	
  su	
  efecto	
  potenciador	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  podría	
  deberse	
  a	
  esta	
  

actividad	
  enzimática	
  más	
  que	
  a	
  su	
  función	
  coactivadora	
  general.	
  Para	
  analizar	
  esta	
  

posible	
   función	
   de	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   la	
   proteína	
   CBP	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
  decidimos	
  realizar	
  ensayos	
  sobreexpresando	
  la	
  proteína	
  HDAC-­‐1	
  que	
  posee	
  

actividad	
  de	
  histona	
  deacetilasa.	
  Su	
  función	
  es	
  remover	
  el	
  grupo	
  acetilo	
  de	
  algunos	
  

de	
   los	
   residuos	
   	
   de	
   arginina	
   o	
   lisina	
   de	
   las	
   histonas,	
   resultando	
   en	
   una	
   mayor	
  

condensación	
  de	
  la	
  estructura	
  de	
  la	
  cromatina,	
  lo	
  que	
  se	
  asocia	
  con	
  la	
  represión	
  de	
  

genes	
  [215].	
  	
  

Las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  transitoriamente	
  con	
  el	
  vector	
  de	
  expresión	
  

para	
  HDAC-­‐1	
  para	
  así	
  determinar	
  el	
  ARNm	
  de	
  leptina.	
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Figura	
  R33:	
  Las	
  células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  plásmido	
  de	
  expresión	
  para	
  

la	
  proteína	
  HDAC-­‐1,	
  posteriormente	
  se	
   les	
  adicionó	
  E2	
  100	
  nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas,	
  el	
  

ARN	
   se	
   extrajo	
   como	
   se	
   indica	
   en	
   Materiales	
   y	
   Métodos.	
   El	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   se	
  

cuantificó	
   por	
   qRT-­‐PCR.	
   Se	
   utilizó	
   ciclofilina	
   como	
   estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p<0,05;	
  

**p<0,01	
   respecto	
   al	
   control,	
   #	
   p<0,05;	
   ##p<0,01	
   vs	
   E2	
   100nM	
   según	
   el	
   test	
   de	
  

comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  Figura	
  R33,	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  la	
  proteína	
  HDAC-­‐1	
  

disminuyó	
  significativamente	
   la	
  expresión	
  del	
  ARNm	
  de	
   leptina	
  tanto	
  a	
  nivel	
  basal	
  

como	
  en	
  el	
  	
  inducido	
  por	
  E2.	
  	
  Esta	
  disminución	
  en	
  la	
  expresión	
  del	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  

se	
  debe	
  a	
  la	
  acción	
  que	
  ejerce	
  ésta	
  histona	
  deacetilasa	
  sobre	
  la	
  expresión	
  genómica	
  y	
  

la	
  	
  inhibición	
  del	
  efecto	
  estimulador	
  del	
  E2.	
  	
  

A	
   partir	
   de	
   lo	
   observado	
   anteriormente	
   se	
   decidió	
   realizar	
   experimentos	
   con	
   el	
  

vector	
   HDAC-­‐1	
   y	
   el	
   vector	
   reportero	
   pL1951.	
   Cuando	
   analizamos	
   la	
   actividad	
   de	
  

promotor	
   de	
   leptina	
   luego	
   de	
   la	
   transfección	
   del	
   vector	
   de	
   expresión	
   de	
  HDAC-­‐1,	
  	
  

observamos	
  que	
  se	
  produce	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  promotor	
  de	
  leptina	
  

tanto	
  a	
  nivel	
  basal	
  como	
  en	
  el	
  inducido	
  por	
  E2	
  (Figura	
  R34).	
  	
  

Estos	
  resultados	
  en	
  conjunto	
  estarían	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  proteína	
  HDAC-­‐1	
  generaría	
  

una	
  disminución	
  en	
  la	
  expresión	
  a	
  nivel	
  del	
  ARNm	
  como	
  de	
  actividad	
  del	
  promotor	
  

de	
  la	
  leptina.	
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Figura	
  R34:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  pL1951	
  y	
  el	
  plásmido	
  de	
  

expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  HADC-­‐1	
  en	
  las	
  concentraciones	
  indicadas,	
  posteriormente	
  se	
  

les	
   adicionó	
   E2	
  100	
   nM.	
   	
   Luego	
   de	
   48	
   horas,	
   se	
   determinó	
   la	
   actividad	
   de	
   luciferasa	
  

relativa	
  en	
  el	
  extracto	
  celular	
  y	
   se	
  normalizó	
  contra	
   la	
  actividad	
  de	
  β-­‐galactosidasa.	
  

(n=5)	
   *<0,05,	
   **p<0,01;	
   vs	
   al	
   control,	
   ###p<0,001	
   vs	
   E2	
   100nM,	
   según	
   el	
   test	
   de	
  

comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  

	
  

Siguiendo	
  con	
  la	
  misma	
  línea	
  de	
  razonamiento,	
  y	
  así	
  poder	
  confirmar	
  los	
  resultados	
  

obtenidos	
   hasta	
   el	
   momento,	
   decidimos	
   utilizar	
   un	
   inhibidor	
   de	
   histonas	
  

deacetilasas	
   denominado	
   TSA	
   (Tricostatina	
   A).	
   Para	
   ello,	
   las	
   células	
   BeWo	
   fueron	
  

tratadas	
  con	
  TSA	
  0,5	
  y	
  1	
  µM	
  y	
  posteriormente	
  se	
  le	
  adicionó	
  100	
  nM	
  de	
  E2.	
  Mediante	
  

ensayos	
  de	
  qRT-­‐PCR	
  se	
  midió	
  la	
  expresión	
  del	
  ARNm	
  de	
  leptina.	
  En	
  la	
  Figura	
  R35	
  se	
  

puede	
  evidenciar	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  	
  TSA	
  es	
  capaz	
  de	
  generar	
  un	
  aumento	
  en	
  los	
  

niveles	
   de	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   inducido	
   por	
   E2.	
   	
   Este	
   resultado	
   muestra	
   que	
   el	
  

inhibidor	
   de	
   deacetilasas,	
   el	
   TSA,	
   podría	
   modular	
   la	
   inducción	
   de	
   E2	
   sobre	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   e	
   involucrar	
   	
   modificaciones	
   de	
   acetilación	
   de	
   histonas,	
   en	
  

células	
  BeWo.	
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Figura	
  R35:	
  	
   Células	
  BeWo	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  TSA,	
  posteriormente	
  se	
  les	
  adicionó	
  E2	
  

100	
  nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
  El	
  ARN	
  se	
  extrajo	
  como	
  se	
  indica	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.	
  

El	
   ARNm	
   de	
   leptina	
   se	
   cuantificó	
   mediante	
   qRT-­‐PCR.	
   Se	
   utilizó	
   ciclofilina	
   como	
  

estándar	
   interno.	
   (n=2)	
   *p<0,05,	
   **p<0,01;	
   respecto	
   al	
   control,	
   #p<0,05	
   vs	
  E2	
  100nM	
  

según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
   	
   	
  

En	
   base	
   a	
   lo	
   previamente	
   descripto	
   en	
   células	
   BeWo,	
   nos	
   propusimos	
   evaluar	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  explantos	
  placentarios	
  tratados	
  con	
  TSA	
  y	
  E2	
  como	
  modelo	
  

más	
   fisiológico.	
  En	
  estos	
  experimentos	
  se	
  realizó	
   la	
  determinación	
  de	
   la	
  expresión	
  

de	
   leptina	
   mediante	
   Western	
   Blot.	
   En	
   la	
   Figura	
   R36,	
   se	
   puede	
   observar	
   que	
   el	
  

tratamiento	
   con	
   0,5	
   y	
   1	
   µM	
   de	
   TSA	
   aumenta	
   significativamente	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
  en	
  este	
  modelo.	
  En	
  estos	
  ensayos	
  no	
  se	
  observó	
  incremento	
  en	
  la	
  expresión	
  

de	
  leptina	
  inducida	
  por	
  E2	
  luego	
  del	
  tratamiento	
  con	
  el	
  inhibidor	
  de	
  deacetilasas.	
  Se	
  

ha	
  descripto	
  que	
  TSA	
  es	
  capaz	
  de	
  inhibir	
  la	
  acción	
  del	
  ERα	
  en	
  otros	
  tejidos	
  [216].	
  Tal	
  

vez	
  este	
  pueda	
  ser	
  el	
  motivo	
  por	
  el	
  cual	
  no	
  se	
  observa	
  variación	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  inducida	
  por	
  E2	
  en	
  los	
  explantos	
  tratados	
  con	
  TSA.	
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Figura	
  R36:	
  Explantos	
  de	
  placentas	
  humanas	
  normales	
  a	
  término	
  fueron	
  tratados	
  con	
  

TSA	
  en	
  las	
  concentraciones	
  indicadas,	
  posteriormente	
  se	
  les	
  adicionó	
  E2	
  100	
  nM.	
  Luego	
  

de	
  48	
  horas	
  se	
  determinó	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
  control	
  de	
  carga	
  	
  

se	
  realizó	
  con	
  anti-­‐GAPDH.	
  Las	
  bandas	
  densitometradas	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura,	
  éstas	
  

son	
  resultados	
  representativos	
  de	
  cuatro	
  réplicas.	
  (n=4)*p<0,05,	
  **p<0,01;	
  respecto	
  al	
  

control,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  	
  

	
  

Como	
  control	
  de	
  los	
  ensayos	
  anteriores,	
  decidimos	
  analizar	
  la	
  acetilación	
  de	
  una	
  de	
  

las	
  histonas,	
   la	
  H3	
   (H3AC).	
  Para	
  ello	
   células	
  BeWo	
   fueron	
   tratadas	
  con	
  el	
   inhibidor	
  

TSA,	
  en	
  concentraciones	
  crecientes	
  y	
   luego	
  de	
   la	
  estimulación	
  con	
  E2,	
  se	
  estudió	
   la	
  

acetilación	
   de	
   H3	
  mediante	
   ensayo	
   de	
  Western	
   Blot.	
   Si	
   bien	
   estos	
   resultados	
   son	
  

preliminares,	
   se	
   puede	
   observar	
   en	
   la	
   Figura	
   R37,	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   TSA,	
  

parecería	
  generar	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  acetilación	
  de	
  la	
  histona	
  H3	
  (H3AC	
  )	
  con	
  ambas	
  

concentraciones.	
  Las	
  células	
  inducidas	
  con	
  E2	
  100nM	
  muestran	
  resultados	
  similares.	
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Figura	
  R37:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  TSA,	
  posteriormente	
  se	
  les	
  adicionó	
  E2	
  

100	
   nM.	
   Luego	
   de	
   48	
   horas	
   se	
   determinó	
   la	
   expresión	
   de	
   H3	
   acetilada	
   (H3AC)	
   por	
  

Western	
   Blot.	
   El	
   control	
   de	
   carga	
   se	
   realizó	
   con	
   anti-­‐GAPDH.	
   Las	
   bandas	
  

densitometradas	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura,	
  éstas	
  son	
  resultados	
  representativos	
  (n=1).	
  	
  

	
  

Con	
   el	
   objetivo	
   de	
   evaluar	
   la	
   relación	
   entre	
   la	
   vía	
   de	
   la	
   PKA	
   y	
   la	
   acetilación	
  de	
   la	
  

histona	
  H3	
  (H3AC),	
  se	
  realizaron	
  experimentos	
  	
  en	
  presencia	
  del	
  inhibidor	
  SQ22,536.	
  	
  

Para	
   ello	
   células	
   BeWo	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   el	
   inhibidor	
   y	
   posteriormente	
   se	
   les	
  

agregó	
  1,	
  10	
  o	
  100	
  nM	
  de	
  E2.	
  Se	
  midió	
  la	
  deacetilación	
  de	
  la	
  histona	
  H3	
  mediante	
  el	
  

ensayo	
  de	
  Western	
  Blot.	
  En	
  la	
  Figura	
  R38,	
  se	
  observa	
  una	
  disminución	
  significativa	
  

de	
  la	
  acetilación	
  de	
  la	
  histona	
  H3	
  en	
  presencia	
  de	
  estradiol	
  1	
  y	
  10	
  nM.	
  El	
  tratamiento	
  

con	
   SQ	
   100	
   µM	
   produce	
   una	
   disminución	
   de	
   la	
   presencia	
   de	
   H3	
   acetilada	
   en	
  

presencia	
  o	
  ausencia	
  de	
  estradiol.	
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Figura	
  R38:	
  Células	
  BeWo	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  SQ	
  22536	
  100	
  uM,	
  posteriormente	
  se	
  

les	
  adicionó	
  E2	
  1	
  nM,	
  10nM	
  y	
  100	
  nM.	
  Luego	
  de	
  48	
  horas	
  	
  se	
  determinaron	
  los	
  niveles	
  de	
  

histona	
  H3	
  acetilada	
  (H3AC)	
  por	
  Western	
  Blot.	
  El	
  control	
  de	
  carga	
  	
  se	
  realizó	
  con	
  anti	
  

GAPDH.	
   Las	
   bandas	
   densitometradas	
   se	
  muestran	
   en	
   la	
   figura,	
   éstas	
   son	
   resultados	
  

representativos	
   de	
   dos	
   réplicas.	
   (n=2)	
   **p<0,01,	
   ***p<0,001;	
   respecto	
   al	
   control,	
  

#<0,05	
  vs	
  E2	
  100nM,	
  según	
  el	
  test	
  de	
  comparación	
  múltiple	
  de	
  Dunnett.	
  

	
  

Estos	
   resultados	
   estarían	
   sugiriendo	
   una	
   interrelación	
   entre	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   ejercida	
   por	
   el	
   E2	
   y	
   el	
   eje	
   CREB/CBP	
  mediado	
   por	
   la	
   vía	
   de	
  

señalización	
   de	
   PKA.	
   Por	
   otro	
   lado	
   demostramos	
   la	
   posibilidad	
   de	
   involucrar	
  

modificaciones	
  por	
  acetilación	
  de	
  las	
  histonas	
  presentes	
  en	
  la	
  región	
  de	
  promotor	
  de	
  

leptina,	
   ya	
   que	
   tanto	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   una	
   histona	
   deacetilasa,	
   como	
   su	
  

inhibición	
  modifican	
  la	
  acción	
  que	
  ejerce	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  

placentaria.	
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La	
   implantación	
  del	
  blastocito	
  en	
  el	
  epitelio	
   luminar	
  del	
  endometrio	
  es	
  uno	
  

de	
  los	
  pasos	
  más	
  importantes	
  en	
  el	
  establecimiento	
  y	
  mantenimiento	
  del	
  embarazo.	
  

Un	
  problema	
  menor	
  podría	
  llevar	
  a	
  graves	
  defectos	
  de	
  corto	
  o	
  largo	
  plazo	
  [217].	
  

Una	
  implantación	
  exitosa	
  depende	
  de	
  la	
  sincronización	
  del	
  desarrollo	
  de	
  los	
  estadios	
  

del	
  embrión	
  en	
  sí	
  mismo	
  y	
  una	
  serie	
  de	
  eventos	
  complejos	
  tanto	
  moleculares	
  como	
  

celulares	
  que	
  son	
  inducidos	
  durante	
  el	
  embarazo	
  en	
  el	
  útero	
  mediante	
  reguladores	
  

autocrinos	
   y	
   paracrinos	
   [16].	
   Muchas	
   moléculas,	
   como	
   las	
   hormonas,	
   citoquinas,	
  

moléculas	
   de	
   adhesión	
   y	
   factores	
   de	
   crecimiento,	
   forman	
   parte	
   del	
   diálogo	
   del	
  

blastocisto	
  y	
  el	
  endometrio	
  materno	
  para	
  lograr	
  la	
  implantación	
  [217].	
  

Particularmente	
   en	
   este	
   trabajo	
   de	
   Tesis	
   nos	
   enfocamos	
   en	
   los	
   factores	
   de	
  

transcripción	
   y	
   transducción	
   de	
   señales	
   involucrados	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   una	
  

citoquina	
  en	
  particular,	
   la	
  leptina	
  y	
  la	
  inducción	
  que	
  genera	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  ésta,	
  

en	
  las	
  células	
  de	
  placenta	
  humana.	
  	
  	
  

Originalmente	
   se	
   describió	
   a	
   la	
   leptina	
   como	
   una	
   hormona	
   relacionada	
   con	
   la	
  

regulación	
  del	
  gasto	
  energético	
  y	
  el	
  apetito.	
  Sin	
  embargo,	
  luego	
  se	
  encontró	
  que	
  no	
  

sólo	
  se	
  produce	
  en	
  el	
  tejido	
  adiposo,	
  sino	
  también	
  en	
  muchos	
  otros	
  tejidos	
  y	
  entre	
  

ellos	
  se	
  encuentra	
  la	
  placenta	
  [88,	
  218].	
  

El	
   nivel	
   de	
   leptina	
   durante	
   el	
   embrazo	
   es	
   elevado,	
   llegando	
   a	
   su	
   pico	
   durante	
   el	
  

segundo	
  trimestre	
  y	
  hasta	
  el	
  final	
  del	
  embarazo,	
  mientras	
  que	
  en	
  el	
  plasma	
  materno	
  

los	
  niveles	
  disminuyen	
  a	
  los	
  valores	
  normales	
  24hs	
  después	
  del	
  parto	
  [106].	
  	
  

La	
   regulación	
   completa	
   de	
   la	
   producción	
   de	
   leptina	
   en	
   la	
   placenta	
   todavía	
   se	
  

encuentra	
  poco	
  descripta,	
  sin	
  embargo	
  trabajos	
  previos	
  han	
  demostrado	
  que	
  hCG	
  y	
  	
  

AMPc	
   aumentan	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   a	
   través	
   de	
   un	
   crosstalk	
  entre	
   las	
   vías	
   de	
  

señalización	
  de	
  PKA	
  y	
  MAPK	
  [103,	
  219].	
  También	
  se	
  sabe	
  que	
  se	
  encuentra	
  regulada	
  

por	
  factores	
  como	
  la	
  insulina,	
  la	
  hipoxia,	
  los	
  glucocorticoides	
  y	
  el	
  17β-­‐estradiol	
  (E2)	
  

[80,	
  104,	
  129].	
  	
  

En	
  este	
  trabajo	
  en	
  particular	
  nos	
  centramos	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  regulación	
  del	
  efecto	
  

inductor	
  del	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  placentaria.	
  

Los	
  esteroides	
  juegan	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  y	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  los	
  

tejidos	
   reproductivos	
   [220].	
  El	
  E2	
  es	
  el	
  estrógeno	
  más	
  potente	
  y	
  dominante	
  en	
   los	
  

humanos	
  [97].	
  	
  La	
  placenta	
  humana	
  sintetiza	
  estrógeno	
  durante	
  el	
  embarazo	
  [221],	
  

asociado	
   a	
   la	
   invasión	
   del	
   citotrofoblasto	
   [222,	
   223]	
   y	
   a	
   la	
   diferenciación	
   del	
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trofoblasto	
   [159,	
   162].	
   El	
   estradiol	
   puede	
   influenciar	
   en	
   diferentes	
   aspectos	
   el	
  

funcionamiento	
  de	
  la	
  placenta	
  y	
  el	
  desarrollo	
  fetal	
  en	
  los	
  humanos	
  y	
  en	
  los	
  primates	
  

[155],	
  juega	
  un	
  rol	
  crucial	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  crecimiento	
  fetal,	
  el	
  inicio	
  del	
  parto,	
  la	
  

esteroideogénesis	
   del	
   parto,	
   la	
   liberación	
   de	
   neuropéptidos,	
   de	
   glicoproteínas	
   y	
  

también	
   la	
   secreción	
   de	
   leptina	
   [103].	
   Se	
   ha	
   evidenciado	
   que	
   el	
   E2	
   aumenta	
   la	
  

actividad	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  en	
  las	
  células	
  JEG-­‐3	
  [104].	
  	
  

Estudios	
   previos	
   de	
   nuestro	
   grupo	
   de	
   trabajo	
   han	
   demostrado	
   que	
   induce	
   la	
  

expresión	
  de	
   leptina	
  placentaria	
   	
  no	
  solo	
  en	
   las	
  células	
  BeWo	
   	
  sino	
  también	
  en	
   los	
  

explantos	
  placentarios	
  humanos	
  probablemente	
  involucrando	
  ambos	
  receptores	
  de	
  

estrógenos,	
  solubles	
  y	
  de	
  membrana	
  [94].	
  	
  	
  

El	
   estradiol	
   puede	
   modular	
   su	
   efecto	
   a	
   través	
   de	
   mecanismos	
   genómicos	
   o	
   no	
  

genómicos.	
  	
  La	
  actividad	
  tradicional	
  de	
  un	
  ERE	
  implica	
  la	
  unión	
  del	
  receptor	
  unido	
  al	
  

ligando	
  en	
  una	
  secuencia	
  palindrómica	
  específica	
  de	
  ADN	
  dentro	
  de	
  los	
  promotores	
  

de	
   los	
   genes	
   que	
   responden	
   a	
   los	
   estrógenos	
   [142].	
   Los	
   efectos	
   genómicos	
   de	
   los	
  

estrógenos	
   también	
   podrían	
   explicarse	
   por	
   un	
  mecanismo	
   ERE	
   independiente,	
   ya	
  

que	
   los	
   ERs	
   pueden	
   regular	
   la	
   expresión	
   génica	
   mediante	
   la	
   modulación	
   de	
   la	
  

función	
   de	
   otras	
   clases	
   de	
   factores	
   de	
   transcripción	
   a	
   través	
   de	
   interacciones	
  

proteína-­‐proteína	
  en	
  el	
  núcleo.	
  Se	
  reportaron	
  genes	
  con	
  promotores	
  con	
  secuencias	
  

ricas	
  en	
  GC	
  que	
  son	
  reguladas	
  de	
  igual	
  manera	
  a	
  través	
  de	
  una	
  interacción	
  de	
  los	
  ERs	
  

con	
   los	
   distintos	
   factores	
   de	
   transcripción	
   como	
   Sp1.	
   Otros	
   factores	
   que	
   pueden	
  

interactuar	
  con	
  los	
  ERs	
  incluyen	
  a	
  C/EBP,	
  NFκB,	
  CRE	
  y	
  AP-­‐1	
  [25,	
  142,	
  205].	
  	
  

En	
  este	
  trabajo	
  de	
  tesis,	
  se	
  emplearon	
  como	
  modelos	
  experimentales	
  la	
  línea	
  celular	
  

trofoblástica	
   BeWo	
   y	
   explantos	
   de	
   placentas	
   humanas	
   a	
   término,	
   en	
   donde	
   se	
   ha	
  

reportado	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  y	
  de	
  su	
  receptor,	
  así	
  como	
  también	
  la	
  presencia	
  de	
  

los	
  receptores	
  de	
  estrógenos	
  ERα	
  y	
  ERβ	
   [72,	
  116,	
  199,	
  224].	
  Las	
  células	
  BeWo	
  son	
  

células	
  citotrofoblásticas	
  que	
  han	
  sido	
  utilizadas	
  por	
  distintos	
  investigadores	
  como	
  

modelo	
   para	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   expresión,	
   secreción	
   y	
   acción	
   de	
   leptina	
   en	
   células	
  

trofoblásticas	
  [72,	
  203].	
  Los	
  explantos	
  de	
  placenta	
  conservan	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  

placentaria,	
  de	
  modo	
  que	
  las	
  células	
  se	
  encuentran	
  en	
  un	
  ambiente	
  similar	
  al	
  natural	
  

y	
  responderían	
  de	
  modo	
  comparable	
  al	
  que	
  lo	
  harían	
  in	
  vivo	
  [225].	
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El	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  

Sp1	
   es	
   un	
   factor	
   de	
   transcripción	
   que	
   se	
   encuentra	
   en	
   todos	
   los	
   tipos	
  

celulares	
  de	
  los	
  mamíferos.	
  Sin	
  embargo,	
  se	
  conoce	
  que	
  se	
  encuentra	
  involucrado	
  en	
  

la	
  regulación	
  tejido	
  especifica	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  y	
  de	
  genes	
  de	
  respuesta	
  de	
  distintas	
  

vías	
  de	
  señalización	
  [173].	
  Sp1	
  funciona	
  a	
  través	
  del	
  reclutamiento	
  de	
  la	
  maquinaria	
  

basal	
   de	
   transcripción	
   y	
   de	
   la	
   interacción	
   con	
   la	
   proteína	
   de	
   unión	
  TATA	
   (TBP)	
   y	
  

múltiples	
   factores	
   asociados	
   a	
   TBP	
   (TAFs)	
   [226].	
   El	
   factor	
   Sp1	
   también	
   regula	
   la	
  

expresión	
  de	
   los	
  genes	
  a	
  partir	
  de	
   la	
  modulación	
  del	
  estado	
  de	
   la	
  cromatina.	
  Se	
  ha	
  

descubierto	
   que	
   interactúa	
   con	
   enzimas	
   que	
   modifican	
   histonas,	
   incluyendo	
   la	
  

histona	
  acetil	
  transferasa	
  p300/CBP	
  [177].	
  También	
  otras	
  proteínas	
  pueden	
  unirse	
  a	
  

Sp1	
  y	
  activar	
  la	
  transcripción	
  sinérgicamente,	
  tales	
  como	
  las	
  proteínas	
  ER.	
  Cuando	
  el	
  

ER	
   se	
   une	
   a	
   Sp1	
   aumenta	
   la	
   unión	
   Sp1-­‐DNA	
   a	
   los	
   elementos	
   	
   de	
   respuesta	
   ERE	
  

independientemente	
  de	
  los	
  estrógenos	
  [212].	
  

Teniendo	
   en	
   cuenta	
   que	
   el	
   estradiol	
   juega	
   un	
   rol	
   importante	
   en	
   el	
   control	
   de	
  

numerosas	
   hormonas	
   placentarias	
   y	
   pareciera	
   mediar	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

placentaria,	
   hipotetizamos	
   que	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   podría	
   regular	
   el	
  

efecto	
  del	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  

A	
   partir	
   de	
   un	
   ensayo	
   in	
   silico,	
   se	
   ha	
   encontrado	
   que	
   el	
   promotor	
   de	
   leptina	
  

comprendido	
  entre	
  las	
  bases	
  -­‐1951	
  y	
  -­‐1847,	
  contiene	
  la	
  región	
  half	
  ERE	
  y	
  un	
  sitio	
  de	
  

unión	
   para	
   Sp1.	
   Este	
   sitio	
   se	
   encuentra	
   muy	
   cerca	
   del	
   enhancer	
   de	
   leptina	
  

placentaria	
  descripto	
  anteriormente	
  [100]	
  (Figura	
  I13).	
  	
  

Para	
  elucidar	
  los	
  efectos	
  específicos	
  de	
  los	
  estrógenos	
  y	
  determinar	
  los	
  factores	
  de	
  

transcripción	
   que	
   median	
   su	
   mecanismo	
   de	
   acción,	
   decidimos	
   estudiar	
   su	
   acción	
  

sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  directamente	
  sobre	
  el	
  promotor	
  de	
  leptina,	
  dado	
  que	
  

se	
  ha	
  identificado	
  	
  la	
  secuencia	
  consenso	
  de	
  elementos	
  sensibles	
  a	
  estrógenos	
  (ERE)	
  

en	
  la	
  región	
  promotora	
  de	
  LEP.	
  	
  	
  

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  estos	
  datos,	
  se	
  decidió	
  estudiar	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
  por	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1.	
  La	
  sobreexpresión	
  de	
  Sp1	
  se	
  analizó	
  en	
  las	
  

células	
  BeWo	
  (Figura	
  R1).	
  Se	
  	
  observó	
  un	
  aumento	
  significativo	
  a	
  través	
  del	
  análisis	
  

por	
  Western	
  Blot.	
  La	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  los	
  modelos	
  estudiados	
  fue	
  analizada	
  

por	
  Western	
  blot,	
  qRT-­‐PCR	
  y	
  transfecciones	
  transitorias,	
  con	
  los	
  vectores	
  pL1951	
  y	
  

pL1860.	
  El	
  vector	
  pL1951	
  contiene	
  clonado	
  el	
  promotor	
  de	
  leptina	
  hasta	
  -­‐1951pb	
  y	
  

el	
   vector	
   pL1860	
   contiene	
   clonada	
   la	
   región	
   comprendida	
   entre	
   -­‐1951	
   a	
   -­‐1847pb	
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que	
   contiene	
   uno	
   de	
   los	
   enhancers	
   de	
   leptina	
   placentarios	
   descriptos	
   por	
   Bi	
   y	
  

colaboradores	
   [100].	
   Esta	
   región	
   promotora	
   es	
   además,	
   la	
   mínima	
   región	
   de	
  

respuesta	
   a	
   E2	
   según	
   resultados	
   ya	
   publicados	
   de	
   nuestro	
   grupo	
   de	
   investigación	
  

[94].	
  Los	
  resultados	
  obtenidos,	
  demuestran	
  un	
  aumento	
  a	
  nivel	
  proteico	
  de	
  leptina	
  

después	
   de	
   ser	
   sobreexpresado	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   con	
   1	
   o	
   5	
   µg	
   de	
  

plásmido.	
  	
  	
  

Las	
   transfecciones	
   transitorias	
   realizadas	
   en	
   las	
   células	
   BeWo	
   con	
   los	
   vectores	
  

reporteros,	
  pL1951	
  como	
  para	
  pL1860	
  (Figura	
  R	
  2A-­‐2B),	
  demostraron	
  un	
  aumento	
  

en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina,	
   sugiriendo	
   un	
   efecto	
   regulatorio	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  

Con	
  la	
  intensión	
  de	
  corroborar	
  la	
  participación	
  del	
  factor	
  Sp1	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  

leptina,	
  se	
  utilizó	
  un	
  	
  inhibidor	
  del	
  factor	
  Sp1,	
  ácido	
  betulínico	
  (BA)	
  y	
  se	
  midió	
  tanto	
  

la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   como	
   la	
   expresión	
   del	
   factor	
   Sp1.	
   Se	
   observó	
   una	
  

disminución	
   significativa	
   tanto	
   de	
   la	
   expresión	
   proteica	
   de	
   leptina	
   como	
   de	
   la	
  

expresión	
  proteica	
  de	
  factor	
  Sp1.	
  	
  

El	
  ácido	
  betulínico	
  promueve	
  la	
  degradación	
  dependiente	
  de	
  proteosoma	
  del	
  factor	
  

de	
   transcripción	
   Sp1	
   [204],	
   por	
   lo	
   que	
   estos	
   resultados	
   	
   estarían	
   reforzando	
   los	
  

resultados	
   obtenidos	
   previamente	
   sobre	
   la	
   participación	
   del	
   factor	
   Sp1	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
  	
  	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   decidimos	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   de	
   la	
   sobreexpresión	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  inducción	
  ejercida	
  por	
  el	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  

placentaria.	
   Pudimos	
   observar	
   que	
   cuando	
   agregamos	
   el	
   tratamiento	
   con	
   E2	
   se	
  

muestra	
  un	
  efecto	
  sinérgico	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  

los	
   ensayos	
   de	
   qRT-­‐PCR.	
   Sp1,	
   así	
   como	
   otros	
  miembros	
   de	
   su	
   familia,	
   se	
   une	
   a	
   la	
  

secuencia	
   de	
   unión	
   de	
   Sp1	
   consenso	
   y	
   también	
   a	
   secuencias	
   no	
   consenso	
   con	
  

afinidades	
  variables.	
  Sin	
  embargo	
  la	
  importancia	
  de	
  las	
  secuencias	
  específicas	
  ricas	
  

en	
   GC	
   en	
   el	
   promotor	
   de	
   genes	
   en	
   la	
   mediación	
   de	
   transactivación	
   es	
   altamente	
  

variable	
  y	
  depende	
  del	
  contexto	
  celular	
  y	
  de	
  la	
  expresión	
  relativa	
  de	
  coactivadores	
  

nucleares	
  y	
  otros	
  cofactores	
  [212].	
  Reportes	
  previos	
  han	
  demostrado	
  que	
  el	
  Sp1	
  está	
  

involucrado	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  del	
  gen	
  de	
  leptina	
  en	
  adipocitos	
  [110].	
  	
  

También	
   se	
   ha	
   reportado	
   que	
   una	
   mutación	
   en	
   el	
   sitio	
   de	
   unión	
   del	
   Sp1	
   en	
   el	
  

promotor	
   de	
   la	
   leptina	
   produce	
   una	
   reducción	
   significativa	
   en	
   la	
   actividad	
   del	
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promotor	
   en	
   los	
   adipocitos	
   3T-­‐L1,	
   sugiriendo	
   que	
   el	
   factor	
   Sp1	
   tiene	
   un	
   papel	
  

importante	
  en	
  esta	
  regulación	
  [227].	
  	
  

Para	
  una	
  mayor	
  caracterización	
  del	
  efecto	
  que	
  ejerce	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  

sobre	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  realizamos	
  transfecciones	
   transitorias	
  con	
  diferentes	
  

concentraciones	
   del	
   vector	
   de	
   expresión	
   Sp1	
   y	
   posterior	
   tratamiento	
   con	
   E2.	
   Se	
  

utilizaron	
   con	
   los	
   vectores	
   reporteros	
   pL1951	
   y	
   pL1860	
   (Figura	
   R5-­‐6).	
   Se	
   pudo	
  

demostrar	
   que	
   el	
   E2	
   	
   incrementa	
   significantemente	
   la	
   inducción	
   del	
   Sp1	
   sobre	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina.	
   Esta	
   inducción	
   es	
   dependiente	
   de	
   la	
   integridad	
   del	
   sitio	
   de	
  

unión	
  del	
  Sp1,	
  debido	
  a	
  que	
  no	
  se	
  observa	
  efecto	
  alguno	
  del	
  tratamiento	
  con	
  E2,	
  al	
  

utilizar	
  la	
  construcción	
  que	
  contiene	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  al	
  Sp1	
  mutado,	
  lo	
  que	
  sugiere	
  

un	
  entrecruzamiento	
  de	
  señales	
  entre	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  y	
  ER	
  (Figura	
  

R8).	
  

Algunas	
   proteínas	
   pueden	
   unirse	
   al	
   factor	
   Sp1	
   y	
   activar	
   la	
   transcripción	
  

sinérgicamente,	
  como	
  por	
  ejemplo	
  los	
  ER	
  [173].	
  El	
  ER	
  y	
  la	
  proteína	
  Sp1	
  interactúan	
  

físicamente	
   y	
   forman	
   un	
   complejo	
   proteína-­‐proteína	
   en	
   ausencia	
   del	
   ADN.	
   Se	
   ha	
  

observado	
   que	
   la	
   delección	
   del	
   dominio	
   de	
   unión	
   al	
   DNA	
   del	
   ER	
   no	
   suprime	
   la	
  

sinergia	
   del	
   ER	
   con	
   el	
   Sp1,	
   lo	
   que	
   estaría	
   indicando	
   que	
   el	
   ER	
   puede	
   regular	
   las	
  

transcripción	
   en	
   ausencia	
   de	
   un	
   ERE	
   funcional	
   [105].	
   Estudios	
   recientes	
   han	
  

demostrado	
  que	
  ERα	
  preferente	
  se	
  une	
  a	
  C-­‐terminal	
  de	
  del	
  dominio	
  de	
  unión	
  al	
  ADN	
  

del	
  Sp1.	
  También,	
  se	
  ha	
  observado	
  por	
  transfecciones	
  transitorias	
  en	
  células	
  MCF-­‐7	
  

de	
   cáncer	
   de	
  mama,	
   que	
  ERα/Sp1	
  pueden	
   activar	
   	
   la	
   transcripción	
   a	
   partir	
   de	
   un	
  

sitio	
  de	
  unión	
  a	
  Sp1	
  consenso	
  rico	
  en	
  GC.	
  También	
  se	
  observó	
  esta	
  respuesta	
  en	
  los	
  

ERα	
  que	
  no	
  presentan	
  dominios	
  de	
  unión	
  al	
  DNA	
  [228].	
  

Publicaciones	
   previas	
   han	
   reportado	
   que	
   la	
   unión	
   de	
   ER	
   al	
   Sp1	
   aumenta	
   la	
   unión	
  

Sp1-­‐ADN	
  con	
  su	
  elemento	
  de	
  respuesta	
  independientemente	
  del	
  estrógeno,	
  pero	
  la	
  

transactivación	
   de	
   este	
   gen	
   usualmente	
   está	
   aumentada	
   con	
   la	
   presencia	
   del	
  

estrógeno	
   [105].	
   La	
   transcripción	
   mediada	
   por	
   Sp1	
   puede	
   ser	
   alterada	
   para	
  

responder	
   a	
   distintas	
   vías	
   de	
   señalización,	
   alternativamente,	
   los	
   factores	
   de	
  

transcripción	
   pueden	
   sobreactivar	
   la	
   transcripción	
   dependiente	
   de	
   Sp1	
  

interactuando	
  con	
  Sp1	
  unido	
  a	
  ADN,	
  pero	
  no	
  uniéndose	
  directamente	
  al	
  ADN	
  [173].	
  	
  

En	
   este	
   trabajo	
   de	
   tesis	
   nuestros	
   resultados	
   refuerzan	
   el	
  mecanismo	
   a	
   través	
   del	
  

cual	
  el	
  Sp1	
  induce	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  la	
  placenta,	
  en	
  coordinación	
  con	
  el	
  ERα.	
  

En	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  ERα	
  en	
  las	
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células	
  BeWo	
   aumenta	
   sinérgicamente	
   el	
   efecto	
   generado	
  por	
   Sp1	
   incrementando	
  

así	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  (Figura	
  R11).	
  Por	
  otro	
  lado	
  este	
  aumento	
  

no	
  fue	
  modificado	
  luego	
  del	
  tratamiento	
  con	
  E2,	
  sugiriendo	
  que	
  el	
  efecto	
  es	
  ligando	
  	
  

independiente.	
   Estos	
   resultados	
   se	
   encuentran	
   en	
   concordancia	
   con	
   información	
  

previamente	
   reportada,	
   donde	
   se	
  muestra	
  que	
  hay	
   interacción	
  entre	
   el	
   	
   ER	
   con	
   la	
  

proteína	
   Sp1	
   en	
   presencia	
   o	
   ausencia	
   de	
   E2	
   y	
   por	
   esto	
   podría	
   ser	
   hormona	
  

independiente	
  [105].	
  Se	
  ha	
  reportado	
  que	
  el	
  ERα	
  preferentemente	
  se	
  une	
  a	
  la	
  región	
  

C-­‐terminal	
  del	
  dominio	
  de	
  unión	
  al	
  DNA	
  de	
  la	
  proteína	
  Sp1	
  [228].	
  Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  

demostró	
  que	
   la	
   unión	
  del	
  ER	
   a	
   la	
   proteína	
   Sp1	
   aumenta	
   la	
   unión	
   entre	
   Sp1-­‐DNA	
  

independientemente	
  del	
  estrógeno,	
  aunque	
  la	
  transactivación	
  del	
  gen	
  es	
  aumentada	
  

por	
  la	
  presencia	
  del	
  ligando	
  [105].	
  	
  	
  	
  	
  

Muchos	
  promotores	
  de	
  genes	
  sensibles	
  a	
  E2,	
  como	
  la	
  leptina,	
  contienen	
  ambos	
  sitios,	
  

los	
   ricos	
   en	
   GC	
   y	
   los	
   half-­‐ERE	
   que	
   interactúan	
   cooperativamente	
   para	
   activar	
   la	
  

expresión	
   de	
   los	
   genes.	
  De	
   acuerdo	
   con	
   el	
   ¨modelo	
   genómico	
   clásico¨	
   los	
   ligandos	
  

activan	
   la	
   unión	
   del	
   ERα	
   a	
   un	
   ERE	
   específico	
   para	
   modular	
   la	
   actividad	
  

transcripcional	
   de	
   los	
   genes	
  blanco	
  para	
  E2.	
   Sin	
   embargo	
  un	
  35%	
  de	
   los	
   genes	
  de	
  

respuesta	
  al	
  E2	
  	
  se	
  transcriben	
  por	
  la	
  asociación	
  indirecta	
  de	
  ER-­‐ADN	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

interacción	
  proteína-­‐proteína	
  con	
  varios	
  factores	
  de	
  transcripción	
  como	
  Sp1,	
  factor	
  

nuclear	
  kappa	
  B	
  (NFkB)	
  o	
  la	
  proteína	
  de	
  activación	
  1	
  (AP-­‐1)	
  [173].	
  Por	
  ejemplo,	
  Sp1	
  

y	
  el	
  ERα	
  puede	
  formar	
  un	
  complejo	
   in	
  vivo	
  para	
  mediar	
  la	
  activación	
  del	
  promotor	
  

de	
  la	
  kisspetina-­‐1en	
  la	
  células	
  hipotalámicas	
  GT-­‐1,	
  donde	
  el	
  E2	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  

de	
  KiSS1	
  a	
   través	
  del	
   complejo	
  proteico	
  ERα/Sp	
  a	
  nivel	
  molecular	
   [206].	
  También	
  

median	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   proteína	
   integral	
   de	
   membrana	
   Claudina-­‐5,	
   en	
   células	
  

endoteliales	
  microvasculares	
  cerebrales	
  (cEND)	
  [207],	
  entre	
  otros	
  genes.	
  	
  La	
  acción	
  

de	
  los	
  ERs	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  del	
  Sp1	
  depende	
  del	
  ligando,	
  	
  del	
  tipo	
  de	
  célula	
  y	
  del	
  

tipo	
  del	
   receptor	
   [212].	
   Sin	
   embargo,	
   se	
   ha	
   reportado	
  que	
   los	
   ratones	
  knockeados	
  

heterocigotas	
   para	
   Sp1/Sp3	
   no	
   son	
   viables	
   y	
   manifiestan	
   graves	
   defectos	
   en	
   la	
  

placenta	
  [229].	
  

Por	
  otro	
   lado	
  hemos	
  analizado	
  células	
  que	
  tienen	
  la	
  expresión	
  del	
  ERα	
  disminuida	
  

por	
  la	
  acción	
  de	
  un	
  siRNA	
  específico,	
  llamadas	
  BeWo-­‐Sh2.	
  Este	
  siRNA	
  está	
  expresado	
  

en	
  un	
  plásmido	
   inducible	
   con	
  doxiciclina.	
   La	
   línea	
   celular	
  BeWo-­‐Sh2	
   fue	
  generada	
  

por	
  transfección	
  estable	
  de	
  este	
  vector	
  en	
  la	
  línea	
  BeWo	
  y	
  seleccionadas	
  por	
  G418.	
  

En	
   este	
   contexto	
   donde	
   la	
   expresión	
   del	
   ERα	
   está	
   disminuida,	
   se	
   ve	
   anulado	
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completamente	
  el	
  efecto	
  del	
  factor	
  Sp1	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  (Figura	
  R13).	
  

Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   es	
   necesaria	
   la	
   expresión	
   de	
   ERα	
   para	
   que	
   se	
  

evidencie	
  el	
  efecto	
  inductor	
  generado	
  por	
  el	
  factor	
  Sp1.	
  Por	
  otro	
  lado	
  analizamos	
  el	
  

efecto	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  ERα	
  con	
  una	
  construcción	
  reportera	
  que	
  presenta	
  la	
  

región	
  mínima	
  de	
  respuesta	
  a	
  E2	
  y	
  una	
  mutación	
  para	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  del	
  factor	
  Sp1	
  

pero	
  que	
  mantiene	
  intacto	
  el	
  ERE.	
  En	
  este	
  caso,	
  los	
  resultados	
  evidenciaron	
  la	
  falta	
  

de	
   activación	
   ejercida	
   por	
   ERα	
   sobre	
   la	
   actividad	
   transcripcional	
   de	
   la	
   leptina	
  

(Figura	
  R12).	
  Estos	
  resultados	
  demostraron	
  que	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  de	
  Sp1	
  contribuye	
  

a	
  la	
  señalización	
  de	
  E2-­‐ERα.	
  

Con	
  el	
  fin	
  de	
  seguir	
  avanzando	
  en	
  el	
  estudio	
  del	
  factor	
  Sp1	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  

inducida	
   por	
   E2,	
   se	
   analizó	
   el	
   efecto	
   de	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   Sp1	
   sobre	
   un	
   vector	
  

reportero	
  que	
  presenta	
  una	
  mutación	
  en	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  el	
  ERα,	
  halfERE.	
  Se	
  

observó	
   que	
   en	
   este	
   contexto	
   se	
   pierde	
   el	
   efecto	
   inductor	
   del	
   factor	
   Sp1	
   sobre	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   en	
   las	
   concentraciones	
   más	
   bajas,	
   sin	
   embargo	
   en	
   las	
  

concentraciones	
  más	
  elevadas	
  se	
  observa	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  Se	
  

podría	
   argumentar	
   que	
   a	
   altas	
   concentraciones	
   del	
   factor	
   Sp1	
   el	
   efecto	
   es	
  

independiente	
  del	
  sitio	
  de	
  unión	
  ERE. 

En	
  conjunto	
  estos	
  resultados	
  estarían	
  demostrando	
  que	
  es	
  necesario	
  que	
  el	
  sitio	
  de	
  

unión	
   del	
   halfERE	
   esté	
   intacto	
   para	
   que	
   se	
   pueda	
   evidenciar	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   mediada	
   por	
   Sp1en	
   las	
   células	
   placentarias,	
   y	
   sugeriría	
   la	
  

participación	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Sp1	
  en	
  los	
  efectos	
  regulatorios	
  de	
  E2	
  sobre	
  

la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
  	
  

Para	
   completar	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   acción	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Sp1	
   sobre	
   la	
  

inducción	
  ejercida	
  por	
  el	
  estradiol	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  decidimos	
  estudiar	
  

los	
  efectos	
  del	
  antiestrógeno	
  ICI	
  182,780.	
  Este	
  antagonista	
  está	
  compuesto	
  con	
  una	
  

cadena	
  alquilsulfinilo	
  en	
  la	
  posición	
  7α,	
  y	
  es	
  un	
  análogo	
  del	
  estradiol.	
  El	
  ICI	
  182,780	
  

es	
  capaz	
  de	
  unirse	
  al	
  ER	
  por	
  lo	
  que	
  el	
  receptor	
  pierde	
  la	
  posibilidad	
  de	
  dimerizar,	
  y	
  

en	
   el	
   modelo	
   clásico	
   del	
   mecanismo	
   de	
   acción	
   de	
   estradiol,	
   se	
   promueve	
   la	
  

degradación	
  del	
  	
  receptor.	
  De	
  esta	
  manera	
  la	
  localización	
  nuclear	
  del	
  receptor	
  se	
  ve	
  

perturbada	
   y	
   se	
   refleja	
   en	
   el	
   fracaso	
   del	
   reclutamiento	
   de	
   los	
   coactivadores	
  

transcripcionales	
   [230].	
  Nuestros	
   resultados	
   demostraron	
  que	
   la	
   acción	
  del	
   factor	
  

Sp1	
  sobre	
   la	
  expresión	
  de	
   leptina	
  es	
   insensible	
  al	
   tratamiento	
  con	
  ICI	
  (Figura	
  R9-­‐

10),	
   creemos	
   que	
   esto	
   se	
   debe	
   a	
   que	
   en	
   nuestro	
   sistema	
   el	
   ICI	
   no	
   es	
   capaz	
   de	
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bloquear	
   el	
   entrecruzamiento	
   que	
   se	
   produce	
   entre	
   ERα	
   y	
   Sp1,	
   que	
   estaría	
  

induciendo	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  

Sin	
  embargo	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  el	
   ICI	
  182,780	
  es	
  un	
  potente	
  agonista	
  de	
  ERα	
   y	
  

ERβ	
   cuando	
   estos	
   receptores	
   son	
   dirigidos	
   al	
   núcleo	
   con	
   los	
   factores	
   de	
  

transcripción	
  AP-­‐1,	
  Sp1	
  y	
  STAT-­‐5,	
  de	
  modo	
  que	
  no	
  todos	
  los	
  caminos	
  de	
  señalización	
  

son	
  inhibidos	
  por	
  este	
  antiestrógeno	
  [97].	
  También	
  se	
  sabe	
  que	
  el	
  ICI	
  182,780	
  actúa	
  

como	
  agonista	
  del	
  receptor	
  GPR30,	
  proteína	
  de	
  transmembrana	
  acoplada	
  a	
  proteína	
  

G	
  que	
  media,	
  algunos	
  de	
  los	
  efectos	
  del	
  E2	
  en	
  queratinocitos,	
  células	
  endometriales	
  y	
  

células	
  ováricas	
  [139,	
  152].	
  

Habiendo	
   demostrado	
   que	
   ERα	
   y	
   Sp1	
   estarían	
   actuando	
   conjuntamente	
   en	
   la	
  

modulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  decidimos	
  evaluar	
  su	
  posible	
  interacción	
  por	
  

coinmunoprecipitación.	
   Se	
   pudo	
   evidenciar	
   la	
   presencia	
   del	
   factor	
   Sp1	
   en	
   el	
  

inmunoprecipitado	
  de	
   la	
  proteína	
  ERα	
   (Figura	
  R16A),	
   como	
  también	
   la	
  presencia	
  

de	
  ERα	
  en	
  la	
  inmunoprecipitación	
  de	
  Sp1	
  (Figura	
  R16B).	
  	
  Lo	
  que	
  estaría	
  sugiriendo	
  

que	
  ambos	
   factores	
  de	
   transcripción	
  ERα	
   y	
   Sp1	
  podrían	
   interactuar	
   en	
   las	
   células	
  

BeWo,	
  para	
  mediar	
  la	
  inducción	
  del	
  E2.	
  	
  

Se	
   ha	
   identificado	
   la	
   isoforma	
   del	
   ERα	
   de	
   67KDa	
   corresponde	
   al	
   producto	
   de	
  

traducción	
   de	
   al	
   menos	
   seis	
   transcriptos	
   de	
   ERα	
   que	
   difieren	
   en	
   su	
   5´UTRs	
   y	
   es	
  

considerada	
   el	
   ERα	
   completo.	
   La	
   mayoría	
   de	
   los	
   estudios	
   que	
   utilizan	
   líneas	
  

celulares,	
   han	
   apoyado	
   la	
   identificación	
   de	
   la	
   banda	
   de	
   ERα67	
   identificada	
   en	
  

músculo	
  esquelético	
  y	
  tejido	
  adiposo	
  de	
  ratas	
  preñadas,	
  	
  y	
  se	
  ha	
  denominado	
  como	
  

ERα	
  completo	
  [231].	
  	
  	
  

Se	
  conoce	
  que	
  la	
  relación	
  entre	
  los	
  ERs	
  y	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  junto	
  con	
  la	
  

regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  es	
  compleja.	
  	
  

La	
   interacción	
   entre	
   los	
  ERs	
   y	
   otros	
   factores	
   de	
   transcripción	
  puede	
   ser	
   directa	
   o	
  

indirecta,	
  y	
  puede	
  ser	
  dependiente	
  o	
  independiente	
  de	
  la	
  presencia	
  de	
  elementos	
  de	
  

respuesta	
   para	
   dichos	
   factores	
   de	
   transcripción	
   (ERE	
   o	
   half	
   ERE,	
   sitios	
   CRE,	
   etc.)	
  

existen	
  otros	
  factores	
  a	
  tener	
  en	
  cuenta,	
  por	
  ejemplo	
  AP-­‐1,	
  CBP,	
  CREB	
  y	
  SP1.	
  [149,	
  

180,	
   182,	
   232,	
   233].	
   Los	
   factores	
   de	
   transcripción	
   pueden	
   sufrir	
   modificaciones	
  

post-­‐traduccionales	
   que	
   modifican	
   su	
   actividad.	
   Algunas	
   de	
   estas	
   modificaciones	
  

están	
   relacionadas	
   con	
   la	
   activación	
   de	
   cascadas	
   de	
   señalización	
   por	
   parte	
   del	
   E2	
  

[97].	
   En	
   el	
   caso	
  de	
   Sp1,	
   se	
   ha	
   reportado	
  que	
   su	
   fosforilación	
  modifica	
   su	
  unión	
   al	
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ADN	
   y	
   su	
   glicosilación	
   lo	
   hace	
   resistente	
   a	
   la	
   degradación	
   dependiente	
   del	
  

proteasoma	
  [234].	
  También	
  hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  la	
  distancia	
  existente	
  entre	
  los	
  

elementos	
  ERE	
  y	
   los	
   elementos	
  de	
   respuesta	
   a	
  distintos	
   factores	
  de	
   transcripción.	
  

Los	
  estudios	
  de	
  Safe	
  y	
   colaboradores	
   [212],	
  muestran	
  que	
   la	
  distancia	
  encontrada	
  

entre	
   las	
   secuencias	
  half	
  ERE	
   y	
   secuencias	
   ricas	
   en	
  GC	
  en	
  distintos	
  promotores	
   es	
  

muy	
  variable,	
  lo	
  cual	
  se	
  suma	
  a	
  la	
  diversidad	
  de	
  las	
  secuencias	
  nucleotídicas	
  con	
  las	
  

que	
  estos	
  factores	
  interactúan,	
  dificultando	
  la	
  predicción	
  de	
  la	
  interacción	
  entre	
  ERs	
  

y	
  Sp1.	
  

Modulación	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   NFκB	
   sobre	
   el	
   efecto	
   del	
   E2	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria	
  

En	
  el	
  análisis	
   in	
  silico	
  del	
  promotor	
  de	
   leptina	
  podemos	
  observar	
  que	
  están	
  

presentes	
  varios	
  elementos	
  reguladores	
  de	
  la	
  transcripción	
  vinculados	
  a	
  la	
  acción	
  de	
  

E2,	
  como	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  del	
  Sp1	
  y	
  el	
  ERE,	
  	
  ya	
  mencionados,	
  	
  también	
  hay	
  sitios	
  de	
  

unión	
  para	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  NFκB,	
  C/EBP,	
  CRE,	
  STAT	
  y	
  c-­‐Jun/ATF2.	
  Por	
  

ello	
   en	
   el	
   Capítulo	
   Dos	
   de	
   este	
   trabajo	
   de	
   tesis	
   decidimos	
   estudiar	
   el	
   factor	
   de	
  

transcripción	
   NFκB.	
   Este	
   factor	
   podría	
   estar	
   regulando	
   los	
   efectos	
   mediados	
   por	
  

estradiol,	
  interactuando	
  con	
  los	
  receptores	
  ERα	
  y	
  ERβ,	
  como	
  se	
  ha	
  visto	
  en	
  estudios	
  

previos,	
  en	
   los	
  cuales	
  regula	
   la	
   transcripción	
  génica	
   interactuando	
  con	
  sus	
  propias	
  

secuencias	
  regulatorias	
  presentes	
  en	
  las	
  regiones	
  promotoras	
  [142,	
  144,	
  150]	
  .	
  	
  

También	
  se	
  relacionó	
  la	
  propiedad	
  que	
  presenta	
  la	
  leptina	
  de	
  ser	
  una	
  citoquina	
  con	
  

la	
  capacidad	
  de	
  incrementar	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  inflamatoria	
  [235],	
  al	
  igual	
  que	
  el	
  

factor	
   de	
   transcripción	
   NFκB	
   que	
   es	
   capaz	
   de	
   regular	
   la	
   respuesta	
   inmune	
   e	
  

inflamatoria	
  en	
  diversos	
  tejidos	
  como	
  el	
  cerebro	
  y	
  el	
  tracto	
  reproductivo	
  [236].	
  

Para	
  estudiar	
  el	
  papel	
  que	
  juega	
  el	
  NFκB	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  

placentaria,	
  realizamos	
  diferentes	
  experimentos.	
  En	
  primer	
  lugar	
  decidimos	
  inhibir	
  

la	
  vía	
  del	
  NFκB,	
  en	
  células	
  BeWo	
  y	
  explantos	
  placentarios,	
  	
  a	
  través	
  del	
  	
  tratamiento	
  

con	
   sulfasalazina.	
   Esta	
   droga	
   sintética	
   es	
   un	
   antiinflamatorio	
   de	
   la	
   familia	
   de	
   las	
  

sulfonamidas	
   [237].	
   Se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   inhibe	
   la	
   activación	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  NFκB	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  directa	
  de	
  la	
  Iκκ	
  [209,	
  238].	
  En	
  primer	
  

lugar	
   fue	
   necesario	
   determinar	
   las	
   dosis	
   que	
   no	
   generaran	
   efecto	
   citotóxico	
   a	
   las	
  

células	
  BeWo,	
  determinando	
  una	
  concentración	
  máxima	
  de	
  uso	
  de	
  1µM.	
  Analizamos	
  

la	
   expresión	
   proteica	
   de	
   leptina	
   por	
   Western	
   Blot	
   y	
   el	
   ARNm	
   por	
   qRT-­‐PC	
   en	
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presencia	
   de	
   distintas	
   dosis	
   de	
   este	
   inhibidor.	
   En	
   ambos	
   casos	
   se	
   puede	
   observar	
  

una	
   disminución	
   significativa	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   (Figura	
   R17-­‐18).	
  

Inhibiendo	
   directamente	
   la	
   acción	
   del	
   NFκB,	
   con	
   sulfasalazina	
   que	
   mitiga	
   la	
  

activación	
  de	
  este	
  factor,	
  se	
  han	
  descripto	
  previamente	
  resultados	
  similares	
  donde	
  

se	
  observa	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  liberación	
  de	
  la	
  IL6,	
  IL8	
  y	
  de	
  la	
  TNFα,	
  en	
  placentas	
  

humanas	
  [239].	
  También	
  hay	
  registro	
  de	
  que	
  la	
  sulfasalazina	
  genera	
  una	
  inhibición	
  

sobre	
   la	
   activación	
   del	
   NFκB	
   en	
   las	
   células	
   de	
   colon	
   SW620,	
   impidiendo	
   la	
  

translocación	
  de	
  la	
  subunidad	
  Rel	
  A	
  al	
  núcleo	
  así	
  como	
  la	
  fosforilación	
  de	
  la	
  IκBα	
  y	
  

la	
  subsiguiente	
  degradación	
  	
  de	
  la	
  misma	
  [209].	
  

En	
  segundo	
  lugar	
  se	
  estudió	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  la	
  subunidad	
  p65	
  de	
  

NFκB.	
  Esta	
  subunidad	
  representa	
  la	
  forma	
  activa	
  que	
  migra	
  al	
  núcleo	
  para	
  ejercer	
  su	
  

función	
  de	
  activador	
   transcripcional.	
  En	
   los	
  experimentos	
  de	
  sobreexpresión	
  de	
   la	
  

subunidad	
  p65	
  se	
  obtuvo	
  un	
  aumento	
  significativo	
  de	
  la	
  actividad	
  transcripcional	
  de	
  

leptina	
  en	
  células	
  BeWo	
  (Figura	
  R19).	
  Sin	
  embargo,	
  al	
  combinar	
  la	
  sobreexpresión	
  

de	
  la	
  subunidad	
  p65	
  con	
  el	
  tratamiento,	
  con	
  E2	
  no	
  se	
  observa	
  este	
  efecto	
   inductor.	
  

Este	
  fenómeno	
  se	
  puede	
  deber	
  a	
  una	
  relación	
  de	
  transrepresión	
  entre	
  el	
  E2/ER	
  y	
  el	
  

NFκB,	
  mecanismo	
  por	
  el	
  	
  cual	
  el	
  ER	
  inhibe	
  la	
  translocación	
  de	
  la	
  subunidad	
  p65	
  del	
  

NFκB	
  al	
  núcleo	
  [240],	
  como	
  ya	
  se	
  ha	
  reportado	
  en	
  otras	
  líneas	
  celulares	
  [211,	
  241].	
  

Varios	
   autores	
   han	
   descripto	
   distintos	
   mecanismos	
   moleculares	
   por	
   el	
   cual	
   ER	
  

inhibe	
  al	
  NFκB,	
  y	
  sugieren	
  una	
  competencia	
  por	
  el	
  coactivador	
  del	
  receptor	
  nuclear,	
  

entre	
   el	
  ER	
  activado	
  y	
   el	
  NFκB	
   [242].	
  Otro	
  mecanismo	
  podría	
   ser	
   el	
   que	
   regula	
   la	
  

expresión	
  de	
  TNFα.	
  En	
  este	
  caso	
  el	
  ER	
  genera	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  inducción	
  del	
  TNFα	
  

mediada	
   por	
   NFκB,	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   inducción	
   del	
   miembro	
   de	
   NFκB	
   p105	
   recluta	
  

activamente	
  al	
  complejo	
  NFκB	
  reteniéndolo	
  en	
  el	
  citoplasma	
  [243].	
  	
  

Por	
  ejemplo,	
  en	
  células	
  endometriales	
  y	
  osteoblastos,	
  en	
  el	
  modelo	
  de	
  la	
  regulación	
  

del	
  promotor	
  de	
  la	
  IL-­‐6,	
  que	
  ha	
  sido	
  ampliamente	
  estudiado,	
  se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  

la	
   inducción	
  de	
   la	
  activación	
  de	
  este	
  gen	
  por	
  el	
  NFκB	
  puede	
  ser	
   inhibida	
  por	
  el	
  E2	
  

[192,	
  244].	
  Donde	
  la	
  activación	
  del	
  promotor	
  de	
  la	
  IL-­‐6	
  estaría	
  reprimida	
  debido	
  a	
  la	
  

interferencia	
  de	
   la	
   función	
  transactivadora	
  de	
  p65	
  y	
  NF-­‐IL6	
  por	
  ER	
  a	
   través	
  de	
  un	
  	
  

mecanismo	
  alternativo,	
  como	
  es	
  la	
  interacción	
  proteína-­‐proteína	
  [245,	
  246].	
  	
  

Muchos	
   grupos	
   han	
   reportado	
   que	
   ocurre	
   una	
   represión	
   recíproca	
   de	
   la	
  

transcripción	
  entre	
  el	
  ER	
  y	
  el	
  NFκB	
  activado	
  [247,	
  248].	
  Este	
  ¨crosstalk¨	
  entre	
  el	
  ERα	
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y	
   el	
   NFκB	
   es	
   dependiente	
   del	
   tipo	
   de	
   célula	
   e	
   involucra	
   una	
   interacción	
   directa	
  

proteína-­‐proteína,	
  que	
  produce	
  la	
   inhibición	
  de	
  la	
  unión	
  al	
  DNA,	
   la	
   inducción	
  de	
  la	
  

expresión	
  de	
  la	
  IκκB,	
  y	
  además	
  la	
  competición	
  por	
  los	
  coactivadores	
  [211].	
  	
  

Ensayos	
  posteriores,	
  de	
   sobreexpresión	
  de	
   la	
   subunidad	
  p65	
  en	
   las	
   células	
  BeWo-­‐

Sh2,	
  mostraron	
  anulado	
  el	
  efecto	
  inductor	
  del	
  E2	
  sobre	
  la	
  expresión	
  del	
  promotor	
  de	
  

leptina	
  (Figura	
  R20).	
  	
  Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  la	
  acción	
  de	
  la	
  subunidad	
  p65	
  

aumentaría	
  la	
  transcripción	
  de	
  leptina,	
  proponiendo	
  la	
  participación	
  de	
  los	
  dímeros	
  

NFκB	
  en	
  el	
  efecto	
  regulatorio	
  del	
  ER	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  placentaria.	
  

Por	
  otro	
  lado	
  nuestros	
  hallazgos	
  estarían	
  apoyados	
  por	
  la	
  evidencia	
  de	
  la	
  existencia	
  

de	
  un	
  ¨crosstalk¨	
  positivo	
  entre	
  el	
  ER	
  y	
  el	
  NFκB	
  [193,	
  194].	
  Se	
  ha	
  evidenciado	
  que	
  el	
  

ER	
   y	
   el	
   NFκB	
   actúan	
   en	
   conjunto	
   para	
   aumentar	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   síntesis	
   de	
   la	
  

prostaglandina	
  E	
  [195],	
  del	
  receptor	
  de	
   la	
  serotonina	
  1A	
  [194],	
  de	
   la	
  prolactina	
  en	
  

las	
   células	
   pituitarias	
   [193]	
   y	
   de	
   la	
   ciclica	
  D1	
   en	
   las	
   células	
  mamarias	
   [249].	
   Para	
  

estudiar	
   el	
   entrecruzamiento	
   entre	
   la	
   señal	
   entre	
   ER	
   y	
   NFκB	
   se	
   analizaron	
  

microarreglos	
   en	
   células	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama	
   tratadas	
   con	
   E2,	
   TNα	
   o	
   ambos,	
  

obteniendo	
  tres	
  tipos	
  diferentes	
  de	
  ¨crosstalk¨	
  positivos	
  entre	
  el	
  ER	
  y	
  el	
  NFκB	
  fueron	
  

identificados	
   en	
   las	
   células	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama.	
   1:	
   El	
   TNFα	
   puede	
   aumentar	
   la	
  

actividad	
  de	
  E2	
  en	
  30%	
  de	
   los	
  genes	
   regulados	
  por	
  E2.	
  .	
   2:	
  El	
  E2	
  puede	
  mejorar	
  un	
  

15%	
  la	
  actividad	
  de	
  TNFα	
  en	
  los	
  genes	
  regulados	
  por	
  TNFα,	
  como	
  BIRC3.	
  	
  3:	
  El	
  	
  E2	
  

junto	
   con	
   TNFα	
   causan	
   mayor	
   aumento	
   de	
   la	
   transcripción	
   de	
   un	
   subconjunto	
  

especifico	
  de	
  genes,	
  incluyendo	
  PHLDA1	
  y	
  IL17RB	
  [250].	
  	
  	
  

Dada	
  la	
  importancia	
  del	
  efecto	
  ejercido	
  por	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  NFκB,	
  sobre	
  la	
  

expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria,	
   decidimos	
   evaluar	
   la	
   presencia	
   y	
   localización	
   de	
  

ERα	
  y	
  la	
  subunidad	
  p65	
  en	
  las	
  células	
  BeWo,	
  por	
  ensayos	
  de	
  inmunofluorescencia	
  y	
  

su	
  posible	
  interacción	
  por	
  coinmunoprecipitación.	
  

Se	
  ha	
  caracterizado	
  la	
  presencia	
  de	
  receptores	
  de	
  ERα	
  y	
  ERβ	
  en	
  cortes	
  histológicos	
  

de	
  placentas	
  humanas	
  a	
  término,	
  mostrando	
  la	
  expresión	
  de	
  ERα	
  en	
  el	
  núcleo	
  de	
  las	
  

células	
  citotrofoblásticas,	
  no	
  así	
  en	
  los	
  sinciciotrofoblastos.	
  Sin	
  embargo	
  el	
  ERβ,	
  fue	
  

inmunolocalizado	
   en	
   los	
   sinciciotrofoblastos	
   y	
   en	
   algunos	
   citotrofoblastos	
   [155,	
  

251].	
  Cultivos	
   in	
  vitro	
  de	
  células	
  trofoblásticas	
  derivadas	
  de	
  placentas	
  muestran	
   la	
  

expresión	
   de	
   ERα	
   en	
   la	
   superficie	
   celular,	
   luego	
   pasa	
   a	
   ser	
   citoplasmática,	
  

perinuclear	
  o	
  nuclear	
  cuando	
  las	
  células	
  dejan	
  de	
  dividirse.	
  La	
  expresión	
  de	
  ERα	
  y	
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ERβ	
  en	
  los	
  citotrofoblastos	
  depende	
  del	
  grado	
  de	
  diferenciación	
  de	
  las	
  células	
  [155,	
  

252].	
   En	
   las	
   células	
   BeWo	
   se	
   ha	
   evidenciado	
   la	
   presencia	
   de	
   ERα	
   en	
   la	
   fracción	
  

nuclear	
   y	
   de	
   membrana,	
   mientras	
   que	
   el	
   ERβ	
   se	
   detectó	
   principalmente	
   en	
   la	
  

fracción	
  nuclear	
  [108].	
  	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  este	
  trabajo	
  de	
  tesis	
  por	
  inmunofluorescencia	
  (Figura	
  

R22-­‐23),	
  muestran	
  que	
  ERα	
   y	
  p65	
  comparten	
  el	
  mismo	
  patrón	
  de	
   localización	
  en	
  

todos	
  los	
  tiempos	
  de	
  tratamiento	
  con	
  E2	
  100	
  nM,	
  y	
  que	
  la	
  migración	
  a	
  la	
  localización	
  

nuclear	
   se	
   encuentra	
   favorecida	
   por	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   p65	
   y	
   luego	
   del	
  

tratamiento	
  con	
  E2.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  muestran	
  que	
  las	
  proteínas	
  ERα	
  y	
  p65	
  

endógenas	
  presentan	
  una	
  localización	
  citoplasmática	
  en	
  ausencia	
  o	
  presencia	
  de	
  E2,	
  

sin	
   embargo	
   al	
   sobreexpresar	
   las	
   proteínas	
   es	
   cuando	
   se	
   favorece	
   la	
  migración	
   al	
  

núcleo.	
  	
  

Esta	
   localización	
   conjunta	
   de	
   ambas	
   proteínas	
   brindaría	
   evidencia	
   de	
   una	
   acción	
  

conjunta	
  entre	
  los	
  factores	
  ERα	
  y	
  NFκB.	
  Sin	
  embargo	
  solo	
  se	
  estudió	
  la	
  localización	
  

subcelular	
  de	
  ERα	
  y	
  p65,	
  pero	
  no	
  lo	
  que	
  sucede	
  a	
  nivel	
  del	
  promotor	
  de	
  leptina	
  una	
  

vez	
   translocadas	
   al	
   núcleo.	
   Queda	
   pendiente	
   investigar	
   qué	
   ocurre	
   luego	
   de	
   que	
  

ambas	
   se	
   translocan	
   al	
   núcleo,	
   y	
   observar	
   si	
   se	
   encuentra	
   regulada	
   la	
   unión	
   al	
  

promotor	
  de	
  leptina.	
  	
  	
  

Hay	
  evidencia	
  reportada	
  de	
  la	
  existencia	
  de	
  modificaciones	
  postraduccionales	
  de	
  las	
  

subunidades	
   del	
   NFκB	
   que	
   podrían	
   participar	
   en	
   la	
   terminación	
   de	
   la	
   respuesta	
  

transcripcional	
  del	
  NFκB	
  [253,	
  254].	
   	
  La	
  fosforilación	
  de	
  Rel	
  A	
  en	
  la	
  Ser-­‐536	
  por	
  la	
  

Iκκα,	
  aumenta	
  la	
  aparición	
  de	
  macrófagos,	
  y	
  este	
  proceso	
  conlleva	
  a	
  la	
  resolución	
  de	
  

la	
   inflamación	
   [255].	
   Así	
   como	
   también	
   que	
   la	
   terminación	
   de	
   la	
   transcripción	
  

dependiente	
  del	
  NFκB	
  puede	
  estar	
  determinada	
  por	
  la	
  acetilación	
  de	
  Rel	
  A	
  en	
  Lys-­‐

122	
  y	
  Lys-­‐123,	
   las	
  cuales	
  generan	
  una	
  disminución	
  en	
   la	
  afinidad	
  de	
  unión	
  al	
  DNA	
  

[254].	
   También	
   se	
   ha	
   reportado	
   un	
   mecanismo	
   regulatorio	
   entre	
   el	
   receptor	
   de	
  

glucocorticoides	
  (GR)	
  y	
  p65	
  que	
  genera	
  la	
  represión	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  IL-­‐6	
  [256,	
  

257].	
  

La	
   regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   gen	
   IL-­‐6	
   es	
   un	
   excelente	
   ejemplo	
   de	
   cómo	
   el	
  

acoplamiento	
   cruzado	
   de	
   distintas	
   vías,	
   como	
   la	
   de	
   la	
   del	
   NF-­‐IL6	
   y	
   el	
   NFκB,	
   en	
  

ciertas	
  situaciones	
  pueden	
  activar	
  la	
  transcripción	
  del	
  gen	
  y	
  en	
  otras,	
  el	
  GR	
  junto	
  con	
  

el	
  NFκB,	
  pueden	
  generar	
  la	
  represión	
  de	
  la	
  expresión	
  del	
  gen	
  [258].	
  Esta	
  actividad	
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funcional	
   antagonista	
   que	
   presentan	
   p65	
   y	
   GR	
   ofrece	
   un	
  marco	
   para	
   las	
   acciones	
  

opuestas	
  de	
  mediadores	
  inflamatorios	
  y	
  esteroides.	
  	
  	
  

Por	
   otro	
   lado	
   hemos	
   realizado	
   experimentos	
   de	
   coinmunoprecipitación.	
   Al	
  

inmunoprecipitar	
   ERα	
   fue	
   posible	
   visualizar	
   la	
   proteína	
   p65	
   en	
   el	
  

inmunoprecipitado	
  (Figura	
  R24).	
  Estos	
  resultados,	
  estarían	
  sugiriendo	
  que	
  	
  existe	
  

una	
   	
   interacción	
   entre	
   ambas	
   proteínas,	
   que	
   daría	
   lugar	
   a	
   pensar	
   que	
   existiría	
   un	
  

efecto	
  cooperativo	
  entre	
  el	
  ERα	
  y	
  el	
  NFκB	
  en	
  las	
  células	
  BeWo.	
  	
  

Se	
   ha	
   reportado	
   que	
   los	
   ER	
   se	
   encuentran	
   junto	
   con	
   p65	
   en	
   el	
   ADN	
   de	
   los	
   genes	
  

blanco.	
  Una	
  posible	
  explicación	
  	
  a	
  la	
  interacción	
  directa	
  que	
  presenta	
  el	
  p65	
  con	
  los	
  

ER	
   es	
   que	
   la	
   interacción	
   se	
   realice	
   de	
   forma	
   indirecta	
   con	
   otra	
   proteína	
   de	
   la	
  

maquinaria	
   de	
   transcripción,	
   y	
   no	
   con	
   el	
   p65	
   directamente	
   [259].	
   También	
   se	
   ha	
  

reportado	
  que	
  la	
   interacción	
  entre	
  ER	
  y	
  NFκB	
  puede	
  reprimir	
   la	
  expresión	
  del	
  gen	
  

de	
   la	
   IL-­‐6.	
  Lo	
  que	
   indicaría	
  que	
  ER	
  puede	
  modular	
   la	
  actividad	
   transcripcional	
  del	
  	
  

NFκB	
  [260].	
  

Estos	
  resultados	
  nos	
  sugieren	
  que	
  el	
  NFκB	
  estaría	
  modulando	
  el	
  efecto	
  del	
  ER	
  sobre	
  

la	
  	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  pero	
  resta	
  aún	
  dilucidar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  interrelación	
  	
  NFκB-­‐

ER	
  en	
  el	
  promotor	
  de	
  leptina.	
  

La	
   vía	
   de	
   señalización	
   mediada	
   por	
   PKA	
   modula	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
  

dependiente	
  de	
  E2	
  

Muchas	
   de	
   las	
   funciones	
   que	
   se	
   atribuyen	
   al	
   trofoblasto	
   de	
   la	
   placenta	
  

humana,	
   incluyendo	
   la	
   producción	
   y	
   el	
   transporte	
   de	
   los	
   nutrientes	
   esenciales	
   al	
  

feto,	
  se	
  encuentran	
  regulados	
  por	
  segundos	
  mensajeros,	
  incluyendo	
  el	
  AMPc	
  [261].	
  

Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  aumento	
  del	
  AMPc	
  intracelular	
  genera	
  una	
  disminución	
  en	
  

la	
  expresión	
  del	
  ARNm	
  de	
  leptina	
  y	
  en	
  la	
  secreción	
  de	
  leptina	
  por	
  los	
  adipocitos	
  de	
  

rata,	
   y	
   que	
   este	
   efecto	
   inhibitorio	
   es	
   dependiente	
   de	
   la	
   proteína	
   quinasa	
   A	
   [115,	
  

214].	
   Por	
   otro	
   lado	
   se	
   ha	
   reportado	
   que	
   en	
   células	
   BeWo	
   y	
   en	
   explantos	
  

placentarios,	
   la	
  secreción	
  de	
  leptina	
   	
  se	
  ve	
  aumentada	
  por	
  forskolina	
  y	
  activadores	
  

de	
  PKA	
   [73,	
  116].	
  Por	
   este	
  motivo	
   se	
  decidió	
   estudiar	
   el	
   efecto	
  del	
  AMPc	
   sobre	
   la	
  

expresión	
  del	
  leptina	
  dependiente	
  de	
  E2.	
  

Debido	
  a	
  que	
  el	
  AMPc	
   juega	
  un	
  papel	
   importante	
  en	
  el	
   control	
  de	
   la	
   expresión	
  de	
  

genes	
   específicos	
   y	
   la	
   modulación	
   de	
   varias	
   hormonas	
   en	
   la	
   placenta,	
   y	
   además	
  

podría	
  ejercer	
  su	
  acción	
  a	
  través	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  PKA,	
  decidimos	
  realizar	
  experimentos	
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con	
   un	
   inhibidor	
   de	
   dicha	
   quinasa,	
   H89	
   y	
   un	
   inhibidor	
   de	
   la	
   adenilato	
   ciclasa	
  

SQ25536,	
   para	
   observar	
   sus	
   efectos	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria.	
   En	
  

presencia	
   de	
   los	
   inhibidores	
   se	
   observó	
   una	
   disminución	
   significativa	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  leptina	
  basal	
  como	
  en	
  la	
  inducida	
  por	
  estradiol	
  (Figura	
  R25-­‐28),	
  tanto	
  

en	
   los	
   explantos	
   placentarios	
   como	
   en	
   las	
   células	
   BeWo.	
   De	
   esta	
   manera	
  

demostramos	
   que	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   señalización	
   de	
   PKA	
   generó	
   una	
  

disminución	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina,	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  vía	
  de	
  PKA	
  es	
  responsable	
  

en	
  parte	
  de	
  la	
  estimulación	
  de	
  la	
  leptina	
  por	
  E2.	
  	
  	
  

El	
   inhibidor	
   farmacológico	
  H89	
  ha	
  demostrado	
   tener	
  un	
  potente	
  poder	
  selectivo	
  e	
  

inhibitorio	
  hacia	
  la	
  acción	
  de	
  la	
  PKA,	
  y	
  no	
  así	
  para	
  otras	
  quinasa	
  como	
  la	
  	
  PKG	
  o	
  la	
  

PKC	
  [262].	
  

La	
  participación	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  de	
  PKA	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina	
   por	
   AMPc	
   se	
   ha	
   demostrado,	
   en	
   trabajos	
   previos	
   por	
   nuestro	
   grupo	
   de	
  

investigación,	
  donde	
  al	
  sobreexpresar	
  la	
  subunidad	
  catalítica	
  de	
  PKA,	
  se	
  produce	
  un	
  

incremento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  [96].	
  También	
  hay	
  evidencia	
  de	
  que	
  PKA	
  juega	
  

un	
  rol	
  principal	
  en	
  la	
  señalización	
  biológica	
  de	
  varias	
  hormonas	
  en	
  la	
  placenta,	
  como	
  

la	
  epinefrina,	
  los	
  prostanoides	
  y	
  la	
  hCG	
  [119].	
  

Entre	
   los	
   sustratos	
   de	
   PKA	
   se	
   encuentra	
   CREB	
   [114,	
   121].	
   CREB	
   es	
   la	
   principal	
  

proteína	
   regulatoria	
   transcripcional	
   regulada	
   por	
   el	
   AMPc	
   que	
   se	
   une	
   a	
   elemento	
  

consenso	
  del	
  ADN	
  en	
  respuesta	
  al	
  AMPc	
  (elemento	
  CRE)	
  en	
  sus	
  genes	
  blanco.	
  CREB	
  

es	
   importante	
   para	
   la	
   expresión	
   de	
   muchos	
   genes	
   de	
   repuestas	
   a	
   AMPc	
   	
   en	
  

diferentes	
   tipos	
   celulares	
   y	
   en	
   repuestas	
   a	
   diferentes	
   tipos	
   de	
   señales	
   [122].	
   Hay	
  

evidencia	
  de	
  que	
   el	
  AMPc	
  es	
   capaz	
  de	
   inducir	
   la	
   fosforilación	
  de	
  CREB	
  no	
   solo	
   en	
  

células	
  de	
  coriocarcinoma	
  humano	
  sino	
  también	
  en	
  explantos	
  placentarios.	
  Además,	
  

la	
   sobreexpresión	
   del	
   factor	
   de	
   la	
   subunidad	
   catalítica	
   de	
   PKA	
   o	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
  CREB	
  genera	
  un	
  aumento	
  en	
   la	
  actividad	
  del	
  promotor	
  de	
   leptina	
  de	
  

manera	
  dosis	
  dependiente	
  [96].	
  

También	
   se	
   han	
   encontrado	
   en	
   el	
   promotor	
   de	
   la	
   leptina	
   la	
   presencia	
   de	
   varios	
  

elementos	
   CRE,	
   donde	
   la	
   interacción	
   con	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   CREB	
   podría	
  

tener	
  una	
  acción	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  (Figura	
  I13).	
  	
  	
  

En	
   este	
   contexto	
   se	
   decidió	
   analizar	
   la	
   participación	
   de	
   CREB	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
  

leptina	
   inducida	
  por	
  E2.	
   Se	
   realizaron	
   experimentos	
  de	
   transfección	
   transitoria	
   en	
  

células	
  BeWo,	
  con	
  vectores	
  de	
  expresión	
  para	
  distintas	
  mutantes	
  de	
  CREB,	
  donde	
  se	
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vio	
  que	
  éste	
  factor	
  de	
  transcripción	
  estaría	
  participando	
  en	
  la	
  inducción	
  ejercida	
  por	
  

el	
   E2	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   como	
   así	
   también	
   sobre	
   su	
   expresión	
   basal	
  

(Figura	
   R29-­‐30).	
   Esto	
   podría	
   estar	
   indicando	
   que	
   este	
   factor	
   responde	
   a	
   la	
  

integración	
   de	
   distintas	
   señales	
   recibidas	
   por	
   las	
   células	
   placentarias	
   durante	
   la	
  

gestación,	
  ya	
  que	
  también	
  se	
  tiene	
  el	
  reporte	
  de	
  que	
  está	
  involucrado	
  en	
  los	
  efectos	
  

estimulatorios	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  por	
  hCG	
  y	
  AMPc	
  [80,	
  96,	
  124].	
  	
  

Se	
  ha	
  observado	
  que	
  CBP	
  es	
  capaz	
  de	
  aumentar	
  la	
  habilidad	
  de	
  ER	
  para	
  transactivar	
  

sus	
  genes	
  blanco	
  [183].	
  	
  

En	
   primer	
   lugar	
   se	
   analizó	
   el	
   efecto	
   del	
   coactivador	
   CBP	
   en	
   presencia	
   de	
   E2,	
   y	
   su	
  

efecto	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  Se	
  pudo	
  observar	
  un	
  	
  aumento	
  significativo	
  de	
  la	
  

actividad	
  promotora	
  de	
  leptina,	
  al	
  igual	
  que	
  un	
  aumento	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  ARNm	
  de	
  

leptina	
  (Figura	
  R31-­‐32).	
  	
  

Reforzando	
  estos	
   resultados	
  hay	
  evidencia	
  donde	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  CBP	
  es	
  capaz	
  de	
  

revertir	
   la	
   inhibición	
   del	
   E2	
   sobre	
   el	
   NFκB,	
   permitiendo	
   al	
   ER	
   efectuar	
   su	
   acción	
  

[263].	
  	
  	
  

Dado	
  que	
  CBP	
  posee	
  actividad	
  de	
  acetiltransferasa	
  [201]	
  decidimos	
  investigar	
  si	
  su	
  

efecto	
   potenciador	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   placentaria	
   podría	
   deberse	
   a	
   esta	
  

actividad	
   enzimática	
   más	
   que	
   a	
   su	
   función	
   coactivadora	
   general.	
   Por	
   lo	
   cual	
  

decidimos	
   realizar	
   ensayos	
   de	
   sobreexpresión	
   de	
   la	
   proteína	
   HDAC-­‐1.	
   En	
   estos	
  

experimentos	
  observamos	
  que	
  la	
  expresión	
  del	
  gen	
  reportero	
  se	
  ve	
  disminuida	
  y	
  se	
  

suprime	
  el	
   efecto	
   estimulatorio	
  del	
  E2	
  	
  sobre	
   la	
   expresión	
  de	
   leptina	
   (Figura	
   R33,	
  

34).	
  

La	
   histona	
   deacetilasa	
   HDAC-­‐1	
   se	
   encuentra	
   unida	
   a	
   la	
   matriz	
   nuclear,	
   donde	
  

presenta	
   un	
   rol	
   crítico	
   en	
   la	
   organización	
   y	
   funcionamiento	
   de	
   la	
   cromatina	
   [264,	
  

265].	
  Según	
  lo	
  reportado	
  en	
  otro	
  modelo	
  experimental,	
   las	
  células	
  T5	
  de	
  cáncer	
  de	
  

mama	
  humanas,	
  el	
  E2	
  disminuiría	
   la	
   tasa	
  de	
  deacetilación	
  de	
  histonas,	
  pero	
  no	
  así	
  

con	
  la	
  tasa	
  de	
  la	
  acetilación	
  de	
  histonas	
  [266].	
  

Para	
  reforzar	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  de	
  la	
  participación	
  de	
  CBP	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  

la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   mediada	
   por	
   E2,	
   se	
   analizó	
   la	
   expresión	
   de	
   leptina	
   en	
  

explantos	
  placentarios	
  y	
  en	
  células	
  BeWo,	
  tratados	
  con	
  un	
  inhibidor	
  de	
  deacetilasas	
  

denominado	
  TSA	
   (Tricostatina	
  A).	
  TSA	
  es	
  un	
   inhibidor	
  potente	
   y	
   específico	
  de	
   las	
  

histonas	
  deacetilasas,	
  in	
  vivo	
  posee	
  un	
  efecto	
  sobre	
  la	
  proliferación	
  y	
  diferenciación	
  

de	
   las	
   células	
   que	
   puede	
   ser	
   atribuido	
   a	
   la	
   inhibición	
   enzimática	
   [267].	
   Hemos	
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observado	
   que	
   la	
   expresión	
   basal	
   e	
   inducida	
   por	
   E2	
   de	
   leptina	
   en	
   los	
   explantos	
  

placentarios	
   se	
   encuentra	
   aumentada	
  en	
  presencia	
  de	
  TSA.	
   Sin	
   embargo	
  el	
  mismo	
  

tratamiento	
   en	
   las	
   células	
   BeWo	
   produjo	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   basal	
   de	
  

leptina	
  pero	
  no	
  en	
  la	
  inducida	
  por	
  E2.	
  Esto	
  puede	
  ser	
  corroborado	
  por	
  la	
  evidencia	
  

provista	
  por	
  el	
  grupo	
  de	
  Gunin	
  y	
  colaboradores	
  	
  donde	
  demuestran	
  que	
  TSA	
  lleva	
  a	
  

la	
  disminución	
  de	
  la	
  expresión	
  del	
  ERα	
  en	
  el	
  tejido	
  uterino	
  [268].	
  Como	
  también	
  se	
  

ha	
   observado	
   que	
   los	
   inhibidores	
   de	
   las	
   histonas	
   deacetilasas	
   como	
   el	
   TSA,	
   son	
  

capaces	
  de	
  disminuir	
   el	
  nivel	
  del	
  ERα	
   en	
   el	
   ovario,	
   en	
  el	
   endometrio	
  y	
   en	
   la	
   línea	
  

celular	
  de	
  cáncer	
  de	
  glándula	
  mamaria	
  [216,	
  269].	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  ha	
  encontrado	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina	
  en	
  condrocitos	
  normales	
  

está	
   altamente	
   aumentada	
   luego	
   del	
   tratamiento	
   con	
   el	
   agente	
   demetilante,	
   5´-­‐	
   2-­‐

dexocitidina	
   (AZA)	
   y	
   TSA,	
   dado	
   que	
   ambos	
   presentan	
   un	
   efecto	
   sinérgico	
   que	
  

aumenta	
   su	
   expresión	
   [270].	
   También	
   hay	
   evidencia	
   de	
   que	
   el	
   TSA	
   aumenta	
   de	
  

manera	
  dosis	
   dependiente	
   la	
   regulación	
  de	
   ciertos	
  marcadores	
  de	
  decidualización	
  	
  

tales	
  como	
  la	
  proteína	
  de	
  unión	
  al	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  insulínico	
  tipo	
  1	
  (IGFBP-­‐1)	
  y	
  

la	
  prolactina	
  (PRL)	
  que	
  se	
  encuentran	
  inducidos	
  por	
  el	
  E2	
  y	
  la	
  progesterona	
  (P4)	
  en	
  

las	
  células	
  endometriales	
  estromales	
  (ESCs)	
  [271].	
  

El	
  siguiente	
  enfoque	
  fue	
  analizar	
  la	
  acetilación	
  de	
  la	
  histona	
  H3	
  (H3AC),	
  en	
  las	
  células	
  

BeWo.	
  En	
  primer	
  lugar	
  se	
  utilizó	
  el	
  inhibidor	
  TSA	
  y	
  se	
  observó	
  un	
  aumento	
  tanto	
  de	
  

la	
   acetilación	
   de	
   la	
   	
   H3AC	
   en	
   condiciones	
   basales	
   o	
   luego	
   del	
   tratamiento	
   con	
   E2.	
  

Resultados	
   previos	
   han	
   demostrado	
   que	
   TSA	
   por	
   si	
   solo	
   aumenta	
   los	
   niveles	
   de	
  

acetilación	
   de	
   histonas,	
   sin	
   embargo	
   se	
   observa	
   un	
   aumento	
   significativo	
   de	
   la	
  

acetilación	
  en	
  H3	
  yH4	
  al	
  adicionar	
  E2	
  más	
  P4	
  en	
  ESCS	
  [271].	
  	
  

Los	
   receptores	
   nucleares	
   de	
   hormonas	
   esteroides	
   reclutan	
   distintas	
  

acetiltransferasas	
  de	
  histonas	
  (HATs)	
  al	
  unirse	
  al	
   ligando	
  y	
  por	
   lo	
   tanto	
  causan	
  un	
  

aumento	
   en	
   el	
   incremento	
   del	
   nivel	
   de	
   la	
   acetilación	
   de	
   histonas	
   alrededor	
   de	
   la	
  

región	
  sensible	
  al	
  receptor	
  nuclear	
  [272].	
  Luego,	
  el	
  ADN	
  que	
  se	
  encuentra	
  enrollado	
  

fuertemente	
   alrededor	
   de	
   un	
   núcleo	
   de	
   histonas	
   deacetiladas	
   se	
   relaja,	
   y	
   la	
  

acumulación	
  de	
  histonas	
  acetiladas	
  en	
  el	
  nucleosoma	
  en	
  esta	
  región	
  conducen	
  a	
   la	
  

expresión	
  de	
  los	
  genes	
  blanco	
  de	
  las	
  hormonas	
  esteroideas	
  [272].	
  	
  

En	
  segundo	
   lugar,	
  se	
  determinó	
   la	
  acetilación	
  de	
   la	
  H3	
  en	
  presencia	
  de	
  SQ	
  22,536,	
  

inhibidor	
  de	
  la	
  adenilato	
  ciclasa,	
  donde	
  se	
  obtuvo	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  acetilación	
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de	
   la	
   H3	
  en	
   presencia	
   o	
   ausencia	
   de	
   E2.	
   Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   la	
   vía	
   de	
  

señalización	
  de	
  PKA	
  estaría	
  involucrada	
  en	
  este	
  efecto.	
  

Estos	
   resultados	
   estarían	
   sugiriendo	
   la	
   participación	
   de	
   CBP	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
  

leptina	
  mediada	
  por	
  E2,	
  y	
  que	
  esta	
  regulación	
  estaría	
  mediada	
  por	
  la	
  acetilación	
  de	
  

histonas,	
   ya	
   que	
   las	
   modificaciones	
   de	
   las	
   histonas	
   en	
   el	
   ADN	
   podrían	
   estar	
  

influyendo	
   en	
   la	
   acción	
   que	
   ejerce	
   el	
   estradiol	
   sobre	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   leptina	
  

placentaria.	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  presente	
  trabajo	
  ayudan	
  a	
  dilucidar	
  los	
  mecanismos	
  

involucrados	
   en	
   la	
   regulación	
   transcripcional	
   de	
   leptina,	
   una	
  molécula	
   clave	
   en	
   el	
  

diálogo	
  materno-­‐fetal.	
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La	
  placenta	
  es	
  el	
  órgano	
  que	
  establece	
  la	
  interacción	
  materno	
  fetal	
  durante	
  el	
  

embarazo,	
  y	
  la	
  leptina	
  podría	
  tener	
  efectos	
  sobre	
  el	
  crecimiento	
  feto-­‐placentario,	
  la	
  

angiogénesis	
  y	
  la	
  inmunomodulación,	
  afectando	
  funciones	
  maternas	
  y	
  fetales.	
  En	
  si	
  

la	
  leptina	
  presenta	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  fertilidad	
  [69].	
  

La	
   regulación	
   completa	
   de	
   la	
   producción	
   de	
   leptina	
   en	
   la	
   placenta	
   todavía	
   se	
  

encuentra	
  poco	
  descripta.	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   en	
   el	
   presente	
   trabajo,	
   validan	
   la	
   hipótesis	
   de	
   que	
   la	
  

actividad	
   transcripcional	
   del	
   promotor	
   de	
   leptina,	
   podría	
   estar	
   modulada	
   por	
   la	
  

unión	
   de	
   distintos	
   factores	
   de	
   transcripción	
   como	
   Sp1	
   y	
   NFκB	
   a	
   diferentes	
   sitios	
  

regulatorios,	
   de	
   esta	
   manera	
   el	
   E2	
   estaría	
   actuando	
   de	
   manera	
   genómica	
   y	
   no	
  

genómica.	
  

Los	
   efectos	
   del	
   E2	
   estarían	
   regulados	
   por	
   la	
   participación	
   del	
   ERα,	
   e	
   implicaría	
   la	
  

activación	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  de	
  PKA.	
  

En	
   conclusión,	
   a	
  partir	
   de	
   los	
   resultados	
  obtenidos,	
   se	
  ha	
  desarrollado	
  un	
  modelo	
  	
  

que	
   muestra	
   los	
   mecanismos	
   posibles	
   que	
   participan	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
  la	
  leptina	
  placentaria	
  mediada	
  por	
  E2.	
  El	
  E2	
  puede	
  interactuar	
  con	
  	
  los	
  

receptores	
   de	
   estrógenos,	
   como	
   el	
   ER,	
   el	
   cual	
   está	
   localizado	
   en	
   la	
   membrana	
  

plasmática	
   y	
   en	
   el	
   interior	
   celular.	
   	
   La	
   interacción	
   en	
   la	
   membrana,	
   lleva	
   a	
   la	
  

activación	
  de	
  la	
  vías	
  de	
  señalización	
  de	
  MAPKs	
  	
  PI3K	
  y	
  PKA,	
  las	
  cuales	
  regularían	
  la	
  

expresión	
  génica	
  de	
  la	
  leptina.	
  En	
  el	
  núcleo,	
  el	
  receptor	
  de	
  estrógenos	
  puede	
  actuar	
  

sobre	
  elementos	
  de	
  respuesta	
  a	
  estrógenos	
  (ERE),	
  pero	
  también	
  podría	
  interactuar	
  

con	
  otros	
   factores	
  de	
  transcripción	
  en	
  el	
  promotor	
  del	
  gen	
  de	
   leptina,	
  como	
  NFκB,	
  

Sp1,	
  o	
  CREB.	
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Modelo	
   propuesto.	
   El	
   modelo	
   propuesto	
   muestra	
   al	
   ERα	
   en	
   los	
   mecanismos	
  

involucrados	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  leptina.	
  ERα	
  directamente	
  o	
  a	
  través	
  de	
  la	
  interacción	
  

con	
  diferentes	
  factores	
  de	
  transcripción	
  mediando	
  la	
  acción	
  del	
  E2	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

leptina.	
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