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RESUMEN

La gonadotropina coriénica (hCG) es una hormona de naturaleza glicoproteica,
sintetizada y secretada por trofoblastos diferenciados en sinciciotrofoblastos de la
placenta. Durante los primeros meses de embarazo la hCG mantiene la
produccién de progesterona por el cuerpo luteo hasta que la placenta es capaz de
llevar a cabo esta funcidn. Estructuralmente, la gonadotropina coridénica esta
constituida por una subunidad o y una subunidad B. En el humano, la subunidad-o
consta de 92 residuos de aminoacidos y tiene dos cadenas de oligosacaridos
complejos unidos a asparagina (Asn) a través de enlaces N-glicosidicos en las
posiciones Asn52 y Asn78. La subunidad-p esta formada por 145 residuos de
aminoacidos con dos sitios de glicosilacion localizados en las posiciones Asn13 y
Asn30 con enlaces N-glicosidicos. Adicionalmente, esta subunidad contiene otros
cuatro sitios de glicosilacion unidos a serina (Ser) por medio de enlaces O-
glicosidicos.

Las sialiltransferasas son una familia conformada por al menos 20 enzimas
altamente especificas en el reconocimiento del tipo de enlace de los
oligosacaridos a los cuales les adicionan residuos de acido sidlico. La diversidad
funcional de las glicoproteinas que contienen acido sialico en sus estructuras de
oligosacaridos y el hecho de que estas estructuras son expresadas de manera
especifica o selectiva en diversos tejidos y tipos celulares, sugiere que para
algunas proteinas glicosiladas el proceso de sializacién podria estar regulada por
factores que modulan la sintesis y secrecion de las mismas moléculas

glicoprotéicas.



El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto que tiene el 8Br-AMPc sobre la
expresion de la sialiltransferasa ST3-O/N y en la sintesis y secrecion de la hCG en
la linea celular BeWo (células de coriocarcinoma humano).

El analisis de la expresion génica para la sialiltransferasa ST3-O/N y BhCG se
realizé mediante la técnica de Northern blot, la cual revelé que en condiciones sin
estimular la tendencia observada en la expresion de la ST3-O/N fue de un ligero
incremento hacia el final del tiempo de cultivo (96 horas), mientras que para la
BhCG mostré una disminucién con el paso del tiempo. Cuando las células fueron
estimuladas con diferentes concentraciones de 8Br-AMPC la expresion de
sialiltransferasa y de la BhCG resultoé ser de manera dosis-dependiente. En cuanto
a la estimulacién con 0.75 mM de 8Br-AMPc, la expresion maxima de la ST3-O/N
se dio en las primeras 24 horas postratamiento con una tendencia a disminuir
hasta el final del ensayo. Por otro lado, la expresion maxima del gen para BhCG se
obtuvo a las 48 horas, observando una suave tendencia a disminuir hacia el final
del cultivo.

En cuanto a la secrecion de la hCG la cuantificacion se realizé mediante la técnica
de Radioinmunoensayo de doble anticuerpo en fase liquida. Tanto en condiciones
basales como en la estimulacion con 0.75 mM de 8Br-AMPc, la tendencia
observada en la secrecion de la hCG fue de una acumulacion al medio de cultivo a
través del tiempo. Mientras que la estimulacion con diferentes concentraciones de
8Br-AMPC la secrecion de la hCG fue dosis-dependiente.

Con lo anterior se concluye que el AMPc influye tanto en la expresion de los
ARNmMm de la sialiltransferasa ST3-O/N y BhCG como en la sintesis y secrecion de

la hCG en esta linea celular.
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ANTECEDENTES

El embarazo es un proceso en el cual el organismo materno experimenta
una serie de ajustes fisiolégicos que le ayudan a conservar su homeostasis. En
este sentido la placenta juega un papel fundamental, ya que permite mantener el
equilibrio entre la madre y el feto regulando de manera selectiva diversas
funciones corporales en ambos organismos. Es interesante observar que desde el
inicio del embarazo hasta el trabajo de parto, la placenta juega un papel principal
en las funciones tales como: 1) la transferencia de nutrientes y oxigeno, 2) la
eliminacion de productos del desecho metabdlico fetal, 3) el establecimiento de
una barrera inmunolégica, 4) la termorregulacion y 5) la sintesis de hormonas y

factores de crecimiento[1].

La formacion de la placenta es un proceso altamente regulado por factores
de crecimiento y hormonas, el cual inicia con la interaccion de la capa externa del
blastocisto o trofoectodermo, con el tejido endometrial de la madre. Después de la
fase inicial de la implantacion y alrededor de los dias 6 al 12 post-fertilizacion, la
diferenciacion de los trofoblastos provenientes de la capa del trofoectodermo da
origen a dos tipos celulares principales, los citotrofoblastos extravellosos y los
citotrofoblastos vellosos. A partir del dia 14, se puede observar la presencia de los
citotrofoblastos columnares y de las células gigantes placentarias que son el
resultado de la diferenciacion de los citotrofoblastos extravellosos. Por su parte, y
al mismo tiempo, los citotrofoblastos vellosos se fusionan para formar a los
sincicios primitivos que dan origen a las vellosidades placentarias primarias.

Conforme el embarazo avanza se observa un aumento en la proliferacion y fusion



de los citotrofoblastos vellosos,

multinucleados e incrementando la ramificacién de las vellosidades coridnicas, las
cuales conforma el arbol velloso caracteristico de la placenta humana. Finalmente,
este sinciciotrofoblasto mitéticamente inactivo, pero que desde el punto de vista
funcional representa la unidad fundamental de la placenta, es el que establece el
contacto directo con la sangre materna que llena los espacios intervellosos,

facilitando de esta manera el intercambio de oxigeno, nutrientes y desechos

dando origen a

fetales entre la madre y el feto (Fig.1) [2, 3].

los sinciciotrofoblastos

_’.

Células
gigantes
placentarias

Sinciciotrofoblasto

E Trofoblato
X endovascular
T
R
A
\Y
E Citotrofoblastos
L columnares
L ~A
(0]
S Trofoblasto
(e} intersticial
TROFOECTODERMO Hy CITOTROFOBLASTO ~ Citotrofoblasto

PRIMITIVO | velloso células madre
E Citotrofoblasto
L velloso
L

SINCICIO )

PRIMITIVO S
(0]

Dia 6 Dia 12 Dia 14

Figura 1.- La diferenciacién del trofoectodermo en el sitio de la implantacién comienza

alrededor del dia 6 con la aparicion del citotrofoblasto primitivo el cual da origen tanto

al citotrofoblasto velloso como al sinciciotrofoblasto entre los dias 12 a 14 [2].




Desde el punto de vista endocrino, la funciéon principal de la placenta
comprende la producciéon de esteroides y de hormonas peptidicas que se
relacionan directamente con el mantenimiento y desarrollo del embarazo. En
relacion con la sintesis de esteroides, la placenta tiene un sistema incompleto, ya
que depende del aporte de precursores provenientes de las circulaciones materna
y fetal. En la placenta el colesterol es convertido a pregnenolona y luego en forma
rapida a progesterona. Para la sintesis de estrogenos, posee una capacidad de
aromatizacién importante para lo cual utiliza como precursores andrégenos
circulantes provenientes principalmente del feto, aunque también de la madre; el
principal androgeno utilizado es el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS)
producido en las glandulas suprarrenales del feto. Una de las enzimas presentes
en gran cantidad en la placenta es la sulfatasa, por medio de la cual la DHEAS es
convertida en dehidroepiandrosterona (DHEA) y asi el metabolismo continta hacia
la formacion de androstendiona, testosterona y finalmente estrona y estradiol. En
cuanto a las hormonas proteicas, la placenta produce principalmente gonadotropina
corionica humana (hCG) y lactdogeno placentario (hPL), sin embargo también es
capaz de sintetizar algunas hormonas semejantes en estructura a las producidas
por el hipotalamo, la hipdfisis y las gonadas, tales como la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona
liberadora de tirotrofina (TRH), la somatostatina, la inhibina, la activina y la hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) [3, 4]. De todas estas hormonas proteicas, la hCG

juega un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento del embarazo.



GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA

La gonadotropina coridnica humana pertenece a la familia de hormonas
glicoprotéicas, que también incluye a la hormona foliculo-estimulante (FSH),
hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH). La hCG
es sintetizada y secretada principalmente por el sinciciotrofoblasto aunque también
lo hace el citotrofoblasto y la hipdfisis anterior, asi como células provenientes de
diversas patologias trofoblasticas como el coriocarcinoma, la mola hidatidiforme, la
mola invasiva y los tumores malignos no gestacionales. Posee accién autocrina y
paracrina influyendo de manera fundamental en el proceso de diferenciacion de
los citotrofoblastos, estimulando de manera importante la formacion de estructuras
sinciciales. Ademas, se considera que una de las funciones principales de esta
hormona es el rescate de la actividad esteroidogénica del cuerpo luteo para la
sintesis de progesterona (P4), cuya produccion es de gran importancia para el
mantenimiento del embarazo. Por otra parte, se sabe que la produccion de la hCG
comienza desde la etapa de blastocisto y que aproximadamente entre el primero y
segundo dia post-fertilizacion, esta hormona se produce en cantidades detectables
en el suero materno alcanzando su pico maximo entre los 50 y 60 dias del
embarazo, descendiendo de manera progresiva para mantenerse en
concentraciones bajas detectables en suero materno a partir de la semana 18 y

hasta el final del embarazo [4-6].

Estructuralmente, la hCG es un heterodimero constituido por una subunidad

o y una subunidad B unidas de forma no covalente. La subunidad a es comun



para todos los miembros de la familia de hormonas glicoproteicas y esta codificada
por un solo gen localizado en el cromosoma 6. Su peso molecular es de
aproximadamente 16000 daltones y consta de 92 residuos de aminoacidos, con
dos cadenas de carbohidratos unidos a la cadena peptidica mediante enlaces N-
glicosidicos en las posiciones Asn52 y Asn78. Por su parte, la subunidad f difiere
en cada hormona, confiriéndoles especificidad a cada una de ellas. Esta
subunidad tiene un peso molecular de aproximadamente 23000 daltones, y esta
codificada por seis genes localizados en el cromosoma 19. La proteina sintetizada
posee 145 aminoacidos de los cuales 97 de ellos son idénticos a la subunidad
BLH. Por otra parte, al igual que en la subunidad o, la subunidad  posee dos
sitios de glicosilacion con uniones N-glicosidicos en los residuos Asn13 y Asn30,
ademas contiene otros cuatro sitios de glicosilacion con uniones O-glicosidicos en
los residuos de serina 121,127,132 y 138 localizados en el extremo carboxilo

terminal (Fig. 2) [7-10].

Se ha demostrado que durante el embarazo temprano, los oligosacaridos
unidos en los residuos de estos aminoacidos especificos, se encuentran altamente
glicosilados y conforme el embarazo progresa la hCG hiperglicosilada es
rapidamente reemplazada por formas menos glicosiladas, las cuales predominan

hasta el final del embarazo [11-13].
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Figura 2.- Sitios de glicosilaciéon de las subunidades de la hCG. En rojo los
oligosacaridos unidos a residuos de Asparagina (N-unidos) y en negro los
oligosacaridos unidos a residuos de serina (O-unidos) [14].

Las subunidades de la hCG son sintetizadas de manera individual,
ensambladas en el reticulo endoplasmico y procesadas en el aparato de Golgi. En
el caso especifico de células provenientes de tumores trofoblasticos, la proporcion
de secrecion de las subunidades difiere considerablemente de los trofoblasto
normales; por ejemplo, en la mola hidatidiforme la subunidad f de la hCG se
encuentra aumentada en orina en una proporcion dos veces mayor que en el
embarazo normal, mientras que la subunidad o se encuentra en concentraciones
semejantes en ambas circunstancias. Estas diferencias han permitido determinar
hCG proveniente de embarazos normales o de enfermedades trofoblasticas

gestacionales como el coriocarcinoma y los tumores trofoblasticos [13, 15].



Finalmente, se ha demostrado que existe una gran variedad de factores que
inducen o inhiben tanto la sintesis como la secrecion de la gonadotropina
coridnica. Algunas de ellas son la hormona liberadora de gonadotropinas, el
acidoy-aminobutirico, el factor de crecimiento epidermal, el factor de crecimiento
de fibroblastos, el factor de crecimiento transformante $, la inhibina y la activina, el
factor estimulante de colonias de macrofagos, el factor de necrosis tumoral «, las
interleucinas 1 y 6, la progesterona, los glucocorticoides, el acido retinoico, el

péptido vasoactivo intestinal y la insulina (Fig. 3) [16].

Figura 3.- Reguladores de la secrecion de la hCG. Efecto estimulatorio (+) e inhibitorio (-).

Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), estradiol (E>), interleucina (IL), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), prolactina (PRL), factor de crecimiento transformante 8 (TGF-),

factor de necrosis tumoral a (TNF-a)[4].

GLICOSILACION DE LA hCG

La glicosilacion de las hormonas glicoproteicas constituye un evento clave
co- y postraduccional, que ocurre de manera especifica y que esta determinado
tanto por las enzimas que participan como por la ruta que sigue el péptido

naciente a través del reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi.



GLICOSILTRANSFERASAS

Las glicosiltransferasas son un grupo de enzimas involucradas en la
biosintesis de glicoproteinas, las cuales se encuentran localizadas en las
membranas del reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi. Su funcién es
transferir residuos de carbohidratos de un sustrato donador activado,
generalmente un nucleésido, a oligosacaridos unidos a aminoacidos especificos
de una cadena polipeptidica. La especificidad de las enzimas tanto por el sustrato
donador como por el aceptor constituye la base primaria para la determinacién de
la estructura del oligosacarido producido por la célula. Se ha estimado que
alrededor de cien glicosiltransferasas participan en la sintesis de un oligosacarido,
desde el reconocimiento del sitio especifico de glicosilacion en la cadena
polipeptidica hasta el procesamiento del oligosacarido en el reticulo endoplasmico
y el aparato de golgi. El sitio de consenso para la incorporacion de oligosacaridos
en las hormonas glicoproteicas es Asn-X- Thr / Ser, donde X puede ser cualquier
aminoacido. En la asparagina el aceptor del oligosacarido es el yNH, por el cual se
establece que sean conocidos como N-unidos, mientras que para la treonina o la
serina es el grupo funcional OH donde se establece la glicosilacion y el cual da
origen a los oligosacaridos de tipo O-unidos. Es importante mencionar que no solo
existe un sitio de glicosilacién sino varios sitios a lo largo de la cadena

polipeptidica de las hormonas glicoprotéicas (Fig. 4) [17, 18].
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Figura 4.- Sitios de glicosilacion en las hormonas glicoprotéicas humanas. Las
cadenas de proteinas estan indicadas por las barras horizontales, los oligosacaridos
N-ligados por las estructuras ramificadas y los O-ligados por circulos negros. Los

numeros indican los residuos de aminoacidos receptores de los oligosacaridos [19].

Una vez unido el carbohidrato a la glicoproteina, comienza el
remodelamiento en la estructura basica del oligosacarido mediante substituciones
laterales y terminales por la accion de enzimas especificas. Estas enzimas se
agrupan en familias, basadas principalmente en el tipo de azucar que transfieren.
Por ejemplo, la N-acetil galactosaminiltransferasa, N-acetil glucosaminiltransferasa
y galactosiltransferasa adicionan  N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-
acetilglucosamina (glcNAc) y galactosa (Gal) respectivamente. De igual forma, las
sulfotransferasas y sialiltransferasas afaden residuos de sulfato (SO4) y acido

sialico (AS) respectivamente, en los residuos terminales (GalNAc 6 Gal) de las



antenas como uno de los eventos finales del procesamiento de las cadenas de

oligosacaridos de las hormonas glicoprotéicas (Fig. 5) [14, 20, 21].
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Figura 5.- Esquema de la estructura biantenaria de oligosacaridos unidos a residuos
de asparagina de las hormonas glicoprotéicas. N-Acetil glucosamina (GIcNAc),

manosa (Man), galactosa (Gal), acido sialico (AS) [14].

Estas modificaciones dan origen a estructuras heterogéneas, en donde la
formacion de distintos patrones de ramificacion implica una complejidad reflejada
en el numero variable de antenas terminales posibles, encontrando desde
monoantenas hasta tetraantenas sulfatadas, sializadas o ambas, las cuales tienen
como objetivo primordial la definicion del espacio ocupado por el oligosacarido, la
vida media plasmatica y la actividad biolégica de las glicoproteinas. Ademas, este
remodelamiento permite adquirir una microheterogeneidad molecular, dando lugar

a la sintesis y secrecion de diferentes isoformas (Fig. 6) [18, 22-25].
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Figura 6.- Representacion esquematica de la estructura y de las unidades que
componen a las cadenas de oligosacaridos y el tipo de ramificaciones mas comunes.
N-Acetil glucosamina (GIcNAc), manosa (Man), galactosa (Gal), acido sialico, fucosa

(fuc) [24].

SIALILTRANSFERASAS

Las sialiltransferasas son una familia de enzimas conformada por alrededor
de 18 miembros y juegan un papel importante en la biosintesis de secuencias de
oligosacaridos sializados. Estas enzimas son consideradas glicoproteinas de
membrana tipo Il generalmente ancladas en el aparato de Golgi y en cuya
estructura se distinguen cuatro dominios: 1) uno expuesto hacia el citoplasma,
conteniendo el extremo amino terminal, 2) uno transmembranal altamente
hidrofébico, 3) una region denominada “tallo” que es sensible a la protedlisis y 4)
un dominio catalitico hacia el luz del aparato de Golgi. Este ultimo contiene el

extremo carboxilo terminal. Dentro del dominio catalitico se han identificado
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secuencias o regiones de aminoacidos altamente homodlogas entre las diferentes
sialiltransferasas, a las cuales se les ha denominado como regiones especificas
de sializacion larga, corta y muy corta (L-sialylmotif, S-sialylmotif y VS-sialylmotif,
por sus siglas en inglés) (Fig. 7). Se postula que la L-sialylmotif tiene la funcién de
reconocer el sustrato donador mientras que la S-sialylmotif juega un papel
importante en la identificacion de la secuencia del oligosacarido aceptor, aunque

también en forma parcial reconoce la secuencia del sustrato donador. [26-30].

NH;

Citoplasma

Dominio <
Catalitico Sialylmotif L

Sialylmotif S
~ 1 Siamotif VS

COOH

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura general de las

sialiltransferasas.

La funcién principal de esta familia de enzimas es transferir residuos de
acido sialico a partir de monofosfatos de nucleétidos sializados, como el acido

citosin-monofosfato-N-acetilneuraminico (CMP-NeuA) y el guanosin-monofosfato-
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N-acetilneuraminico (GMP-NeuA), a las posiciones terminales de los
oligosacaridos de las glicoproteinas ligandolos principalmente a residuos de
galactosa previendo asi que la glicoproteina sea removida de la circulacion
sanguinea rapidamente. Una caracteristica importante de estas enzimas es su alta
especificidad en el reconocimiento de la secuencia de los oligosacaridos aceptores
y el carbono anomérico para formar el enlace entre el acido sialico y el residuo de

galactosa [31, 32].
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NOMENCLATURA DE LAS SIALILTRANSFERASAS

NOMBRE ABREVIATURA ESTRUCTURA FORMADA
ST3Gall
Galp1,3GalNAc a2,3 sialiltransferasa Neu5Aca2,3 Galp1,3GalNAc
(ST3-0)

Galp1,3GalNAc 2,3 sialiltransferasa ST3 Gal Il Neu5Aca2,3 Galp1,3GalNAc

ST3 Gal III Neu5Aca2,3 GalB1,3GIcNAc
Galp1,3/4GIcNAc a.2,3 sialiltransferasa
(ST3-N) Neu5Aca2,3 Galp1,4GIcNAQ

Galp1,3GalNAc/ GalB1,4GIcNAc a.2,3 ST3 Gal IV Neu5Aca2,3 GalB1,3GalNAc

sialiltransferasa (ST3-0/N) Neu5Aca2,3 Galf1,4GIcNAd
ST6Gall

Galp1,4GInNAc a2,6 sialiltransferasa Neu5Aca2,6 Galp1,4GIcNAc
(ST6N)

Galp1,3GalNAc a2,6 sialiltransferasa ST6GalNAcll | Neu5Aca2,6 Galp1,3GalNAc

Siaa2,3 Galp1,4(3)GInNAcC 02,8 ST8Sia II
Neu5Aca2,8 GalB1,4(3)GInNAc

sialiltransferasa (STX)

Sian2,3 Galp1,4GInNAc 02,8
ST8Sia III Neu5Aco2,8 Gal[31 ,4GInNAc
sialiltransferasa

TABLA 1. Nombre, abreviatura y estructura formada por algunas sialiltransferasas.
[32, 33].

La expresion y actividad de las sialitransferasas es regulada por diversos

mecanismos, que son tejido y célula especificos [34]. Por ejemplo, la expresion de
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las isoformas A1, A2, B1, B2, B3 y BX de la sialiltransferasa ST3Gal IV presentan
un patron de expresion tejido especifico, ya que isoformas de tipo B se sintetizan
en diferentes tejidos mientras que las de tipo A solamente se localizan en
testiculo, ovario y placenta. De manera particular, la regulacién de la transcripciéon
de estas isoformas es a través de la actividad de distintos promotores
denominados pA, pB1, pB2, pB3 y pBx, por lo que se ha sugerido que la expresion
tejido especifico depende de la actividad del promotor presente [35, 36], por
ejemplo, se ha demostrado por mutagénesis sitio-dirigida que la regulacion
transcripcional de la sialiltransferasa ST3Gal IV esta controlado por factores
transcripcionales especificos como el factor AP2 [37]. En el caso de la placenta, la
actividad del promotor pA es fundamental para la expresion de la ST3Gal IV. Por
otro lado, también se ha demostrado que algunas hormonas esteroides controlan
tanto la actividad como la expresion de las sialiltransferasas por ejemplo, la
actividad de la ST6N pero no de la ST3N disminuye en ratas tratadas con
dexametasona. Por el contrario, este esteroide incrementa la expresion de la a2-6
sialiltransferasa en fibroblastos y hepatocitos aislados de ratas adultas [38, 39].
Por otra parte, se ha determinado que existe una disminucion en la expresion de la
a2-3 sialiltransferasa en hipdfisis de ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol
[40, 41], mientras que la hidrocortisona tiene el mismo efecto para la a2-6
sialiltransferasa en células provenientes de intestino delgado de ratas recién
nacidas [34, 42]. En otras estirpes celulares como las células MCF-7 (células de
cancer de mama), el B-estradiol induce un aumento en la expresiéon de ST3Gal I

pero carece de efecto alguno en la expresion de la ST3Gal IV y ST3Gal | [43].
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Algunos eventos celulares también se ven influenciados por la actividad de las
distintas sialiltransferasas, por ejemplo, 1) durante la diferenciacién de las células
de neuroblastoma estimuladas con acido retinoico, en donde la actividad de la
sialiltransferasa ST6N se incrementa de manera proporcional al grado de
diferenciacion [44-46], 2) en los cambios generados durante la plasticidad neural
dependientes de un sializacion diferencial de miembros de las sialiltransferasas
ST3, ST6 y ST8 [47] y 3) en el control de la hemostasis por la estabilizacion de
factores de la coagulacion por glicoproteinas como el factor von Willebrand que
depende de la actividad diferencial de las sialiltransferasas ST3Gal IV y ST6Gal |
[48]. Toda la evidencia anterior sugiere entonces que la regulacién de la expresion
de las sialiltransferasas se da principalmente de manera diferencial y a nivel

transcripcional.

SIALIZACION DE HORMONAS GLICOPROTEICAS

En cuanto a la orientacion de los oligosacaridos N-unidos a las hormonas
glicoproteinas, los resultados de estudios cristalograficos muestran que la
proyeccion de cada uno de ellos es hacia la parte externa de la cadena peptidica
de la subunidad a.. Unicamente los dos primeros residuos de N-acetil glucosamina,
y posiblemente también el de manosa, que constituyen el nucleo comun de cada
oligosacarido de las subunidades o y B, tienen un contacto sustancial con la
cadena polipeptidica de la proteina, por lo que las regiones periféricas de estos
oligosacaridos aparentemente no interactuan directamente. Por otro lado, los

oligosacaridos N-unidos de la subunidad BhCG, difieren tanto en la posicion como
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en los residuos de carbohidratos terminales con respecto a la FSH y TSH, lo cual
es importante para la especificidad de cada hormona; comparado con la BLH, la
BhCG ademas de poseer un sitio mas de N-glicosilacion (Asn13) contiene cuatro
sitios de O-glicosilacion en el extremo carboxilo y presenta residuos de azucares
sializados en los oligosacaridos N y O-unidos, mientras que la LH posee residuos
terminales sulfatados, esta diferencia tanto estructural como de composicién en la
glicosilacion de la cadena polipeptidica, constituye una evidencia clara del papel

funcional que puede jugar cada una de las glicoproteinas [22].

En el caso especifico de la gonadotropina coridnica humana sintetizada por
trofoblastos en cultivo de placentas normales provenientes del primer y segundo
trimestre, asi como de muestras de orina de mujeres con embarazo normal, la
ramificacién de sus oligosacaridos N-unidos en la subunidad a (Asn 58, 78) son
del tipo monoantena y biantena (49% y 37% respectivamente) mientras que en la
subunidad B (Asn13, 30) predominan las del tipo biantena (50%), aunque también
se encuentran del tipo triantena (13%) y monoantena (5%), pero en cada una de
ellas el grado de sializacion es del 98-100%, es decir, que el ultimo residuo del
oligosacarido de cada antena contiene un residuo de acido sialico. Por el contrario,
la hCG producida por células de coriocarcinoma asi como de otras enfermedades
trofoblasticas, muestran patrones de glicosilacion diferentes en los oligosacaridos
N-unidos. Por ejemplo, la proporcion de oligosacaridos triantenarios en las
subunidades o y B de la hCG durante el primer trimestre de un embarazo es del

6.8% y 14%, mientras que en la hCG proveniente de un coriocarcinoma es del
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9.8% y 51% respectivamente, por lo que a la hCG hiperglicosilada se le ha
denominado antigeno de trofoblasto invasivo (ITA por sus siglas en inglés) [11].
Por otro lado las estructuras tetraantenarias se incrementan hasta en un 60% en la
hCG proveniente de células de coriocarcinoma y la proporcion es mayor en la
mola hidatiforme invasiva [7]. Ademas, la presencia anormal de oligosacaridos
desializados mono y triantenarios es de aproximadamente un 97%, ocasionando

que su carga neta sea menos negativa [49].

La gonadotropina coriénica humana secretada a la circulacién durante el
embarazo, posee multiples formas moleculares tanto en su estructura polipeptidica
como en la composicion de sus oligosacaridos. Es conocido que durante las
primeras 5 a 6 semanas de gestacion, la glicosilacion de la hCG sintetizada por la
placenta, es semejante a la hCG secretada por células provenientes de
coriocarcinomas, es decir, contienen un numero de residuos de fucosa mayor en
los oligosacaridos biantenarios de la subunidad-B. A partir de la 132 semana de
gestacion, el grado de sializacion de la hormona disminuye progresivamente,
detectandose entre 20 y 30 variantes moleculares. Este cambio se acompafia de
un aumento significativo en su depuracién plasmatica, correlacionandose
temporalmente con el rapido incremento en las concentraciones circulantes de
progesterona y estradiol. Estos datos sugieren que la disminucién y mantenimiento
de las concentraciones relativamente bajas de hCG durante el segundo y tercer
trimestres del embarazo, podrian deberse no sélo a la disminucion en la sintesis

de la gonadotropina sino también a los cambios estructurales de sus
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oligosacaridos (menor grado de sializacion) [50-55], de tal forma que cuando el
contenido de acido sialico disminuye la gonadotropina coridénica se elimina
rapidamente de la circulacion. A la vez, la disminuciéon del contenido de acido
sialico favorece la accion de la gonadotropina, lo que le permite que pueda
conservar la capacidad de activar la transduccion de sefal e inducir un efecto
biolégico. Lo anterior permite concluir que la presencia en la circulacion de la
gonadotropina coridnica con variantes en su grado de sializacién, provoca que las
células blanco estén expuestas tanto a sefales persistentes de baja o mediana
intensidad (altamente sializadas) o a sefiales breves pero de alta intensidad (poco
sializadas), que a pesar de su vida media relativamente corta pueden ejercer su

funcion bioldgica [56].

Se cuenta con informacién sobre la expresiéon y sintesis de la hCG, asi
como de las sialiltranferasas que sializan a este tipo de glicoproteinas [33] y de los
mecanismos que controlan las modificaciones post-traduccionales de la
glicoproteina antes de ser secretada. Sin embargo, aun no existe informacion
sobre la regulacion de la expresion diferencial de la hCG y la sialiltranferasa
ST3Gal-1V, ademas de desconocerse hasta la fecha cuales son las moléculas
capaces de inducir la expresion de esta sialiltransferasa en células provenientes

de un coriocarcinoma.
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JUSTIFICACION
Actualmente se sabe que la diferenciacién del citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto
inducida por diferentes senales fisiolégicas durante el embarazo humano, esta
asociado a la sintesis y secrecion de la hCG, ademas ya se ha determinado el
patron de glicosilacidn/sializacion de esta hormona durante la gestacion y las
enzimas principales que transfieren los carbohidratos a la estructura proteica, sin
embargo se desconocen los mecanismos moleculares que regulan la expresion
tanto de la gonadotropina coridnica humana como de la sialiltransferasa ST3-O/N,
una de las enzimas que la sializan. El estudio de los mecanismos que controlan la
expresion de la hCG y de la sialiltransferasa ST3-O/N, permitira por lo tanto, un
mejor entendimiento del significado fisiolégico de las modificaciones

postraduccionales de la hormona durante la gestacion.
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OBJETIVO

Evaluar los efectos que tiene el analogo 8Br-AMPc sobre la expresion del
ARNmM que codifica a la sialiltransferasa ST3-O/N y a la subunidad  de la hCG,

asi como en la secrecion de la gonadotropina coridnica en la linea celular BeWo.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Cuantificar los cambios en la expresion de los ARNm de la enzima ST3-O/N
y la subunidad B de la hCG durante la diferenciacion espontanea del
trofoblasto de la linea celular BeWo in vitro.

e Correlacionar la expresion de los ARNm de la enzima ST3-O/N y de la
subunidad BhCG con respecto al tiempo de incubacion en presencia 6
ausencia del analogo 8Br-AMPc.

e Cuantificar la secrecion de la hCG en el medio de cultivo en las células

BeWo estimuladas con el 8Br-AMPc.

HIPOTESIS
Si el AMPc incrementa la sintesis y secrecion de la hCG in vitro, entonces este
mensajero sera capaz de aumentar también la expresion del ARNm que codifica
para la sialiltransferasa ST3-O/N, una de las enzimas que sializa a la

gonadotropina coriénica humana.

21



DISENO EXPERIMENTAL

‘ CULTIVO DE LA LINEA CELULAR

OND ON N \ VIU

BASALES 0.75 mM AMPc
B 24,48, 72 y 96 horas

DEL ARNm POR MEDIANTE RIA DE DOBLE
NORTHERN BLOT ANTICUERPO EN

Diagrama de flujo de las fases del disefio experimental seguido en el presente
trabajo de investigacion.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO CELULAR
Para este proyecto se utilizo la linea celular derivada de un coriocarcinoma
humano denominada como BeWo (ATCC:CCL98). La morfologia de esta linea es
de tipo epitelial, siendo principalmente citotrofoblastos que pueden diferenciarse a
sinciciotrofoblastos. Ademas, estas células producen progesterona, gonadotropina

coridnica, lactdégeno placentario, estrogenos, estrona, estriol y estradiol.

Las células BeWo fueron cultivadas en cajas de polipropileno estériles de
75 cm? (Corning Inc., Corning, NY, EUA) utilizando el medio DMEM con alto
contenido de glucosa (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA) y complementado
suplementado con suero fetal bovino al 10% (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA,
EUA), piruvato de sodio (1 mM) (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA) y una

mezcla de penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100 pg/ml) y anfotericina B (0.25

ug/ml) (Invitrogen) (DMEM-S).

Para cada experimento, las células BeWo se despegaron de la caja
mediante el uso de una solucion que contenia 0.25% de tripsinay 1 mM de EDTA-
4Na (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA). A la suspension celular se le
agregaron 10 ml de DMEM-S y se centrifugdé a 1500 rpm durante 3 minutos. Las
células BeWo se resuspendieron en 2 mL de DMEM-S, y se tomd una alicuota
para contar las células viables en una camara de Neubauer por el método de

exclusion del azul tripano. Posteriormente, las células BeWo fueron sembradas en
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placas de 6 pozos con diametro de 962 mm?%pozo (Corning, NY, EUA)
depositando, 1.5 X 10° células/pozo en 2 mL de DMEM-S. Los cultivos se
mantuvieron en una incubadora Forma Scientific Modelo 3158 (Forma Scientific
Inc., Marietta, OH, EUA) a 37°C en atmdsfera al 5% de CO, y después de 16
horas se estimularon con 8Br-AMPc 0.75 mM; durante 24, 48, 72 y 96 horas.
Transcurridos los tiempos de estimulacion se procedid a la recoleccion de los

sobrenadantes y a la lisis celular para la obtencion de ARN total.

Para los experimentos de dosis-respuesta, las células BeWo se incubaron
por 48 horas en presencia de las siguientes concentraciones del analogo 8Br-
AMPc: 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 y 1.0 mM (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO EUA).
Transcurrido cada tiempo de estimulacion, se recolectaron los medios de

incubacién y se extrajo el ARN total de las células.

RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

La cuantificacion de la hCG en los medios de cultivo se realizé por la
técnica del RIA siguiendo el método descrito por Sufi y cols. [57]. Se utilizd una
preparacion altamente purificada de hCG como estandar (hCG CR 127)
proporcionada por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica. Este mismo estandar se empleo como trazador al ser marcado con
125 siguiendo el método de la cloramina T [58]. Brevemente, se radiomarcaron 2.5

ng de hCG CR-127 con 1 mCi de 1'® utilizando 1 mg/mL de cloramina T como

agente oxidante durante 30 segundos, deteniendo la reaccion con 50 uL de
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metabisulfito de sodio (2 mg/mL) y 200 uL de una solucién que contenia ioduro de
potasio (10 mg/mL) y sacarosa (160 mg/mL). La hormona radiomarcada fue
separada mediante una columna de cromatografia en sephadex G-100,
colectando fracciones de 1 mL. La radioactividad de cada fracciéon se cuantific en
un contador de radiaciones gamma Wallac Wizard modelo 1470 (PerkinElmer Inc.,
Boston, MA, EUA) y aquellas fracciones correspondientes a la hormona
radiomarcada se almacenaron a -20° C hasta su uso posterior. Para la
determinacion de hCG se utilizé el anticuerpo de conejo anti-hCG H-180 batch # 2
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) a una dilucion final de 1:25,000,
obteniéndose un porcentaje de union entre el 30 y el 40%. Para la precipitacion del
inmunocomplejo se utilizé un segundo anticuerpo anti-IgG de conejo (obtenido en
suero de burro inmunizado), a una dilucién de 1:15 en PBS-polietilenglicol al 8%.
Las concentraciones del estandar partieron de 0.65 ng hasta 66.66 ng/mL. De
manera general, 100 uL de medio de cultivo se diluyeron en 300 pL de
amortiguador de fosfatos que contenia 0.1% (PBS-Gel) y a esta mezcla de
reaccion se le adicionaron 13,000 cpm de la hCG marcada radioactivamente vy el
primer anticuerpo. Los tubos de reaccion se incubaron a 4°C durante 18 horas al
término de las cuales se agregaron 200 uL del segundo anticuerpo e incubando
durante 18 horas a 4°C. por ultimo, la reaccion se detuvo afiadiendo 1 mL de agua
fria, seguido de centrifugacion a 3,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se
cuantificé la radioactividad de los inmunocomplejos precipitados en el contador de

radiaciones gamma.
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EXTRACCION DE ARN

Se aislo el ARN total de las células BeWo utilizando una solucion comercial
TRIZol (Invitrogen) de acuerdo al método descrito por el fabricante. Brevemente, la
técnica consistié en afadir 1 ml del reactivo por cada 1.5 X 10° células, seguido de
la adicion de 200uL de cloroformo y agitacion durante 15 segundos. A
continuacién se centrifugd a 12,000 x g durante 15 minutos a 4° C, para obtener
tres fases, una inferior que contenia la fase organica, una intermedia conteniendo
las proteinas y una superior acuosa que contenia el ARN total. A partir de esta
fase acuosa se precipitd en ARN con la adicion de 0.5 ml de isopropanol dejando
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y centrifugando a 12,000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Se realizé un lavado con etanol al 75%, seguido
nuevamente de una centrifugacion a 7,500 x g durante 5 minutos y finalmente se
resuspendié en agua tratada con DEPC mediante incubacién a 50°C durante 5
minutos. La concentracion de ARN total se cuantifico por espectrofotometria a 260

nm. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

SONDAS DE HIBRIDIZACION PARA NORTHERN BLOT
Las sondas de hibridizacion utilizadas fueron disefadas y sintetizadas en
nuestro laboratorio con base en la estructura primaria del ADNc reportado
previamente [59], utilizando la técnica de retrotranscripcién seguida de reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) a partir del ARN mensajero obtenido de
placentas humanas. Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion por PCR

se muestran en la tabla 2.
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Nombre Secuencia

ST3-0O/N sentido 5’- CAC ACT CCT CGT CCT GGT AGC -3’
ST3-0O/N antisentido 5- GGA CGT GAG GTT CTT GAT AGC -3’
GAPDH sentido 5- TGA AGG TCG GAG TCAACG GAT TTG GT -3
GAPDH antisentido 5-GTG GTG GAC CTC ATG GCC CAC ATG -3’

BhCG sentido 5-ATG GTG GTG TTG ACG GTG ATG-3’

BhCG antisentido 5’-G AGT CGT CGT CGT TGT CAT CGT-3’

TABLA 2. Secuencia de oligonucleotidos empleados en la construccion de las sondas
para la sialiltransferasa ST3-O/N, BhCG y como sonda de normalizacion
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Las sondas fueron marcadas radioactivamente utilizando el estuche
comercial Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham Biosciences
Corp., Piscataway, NJ, EUA) de acuerdo al método descrito por el fabricante.
Brevemente, se desnaturalizaron 32 ng de ADNc a 95° C por 5 minutos que
posteriormente se colocaron en hielo. El ADNc desnaturalizado se mezclé con 50
uCi de [0-*?P]dCTP y una perla de reaccion que contenia amortiguador, dATP,
dGTP, dTTP, enzima DNA polimerasa (fragmento  Klenow) vy
oligodeoxribonucleotidos al azar. Esta solucion se incubé durante 1 horaa 37° Cy
se detuvo la reaccion con 5 uL de EDTA 0.2 M (pH=8). Finalmente se purificaron
las sondas marcadas utilizando una columna de Sephadex G-50 (Bio-Rad

Laboratories Hercules, CA, EUA).
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NORTHERN BLOT

Se separaron 15 ug de los ARN’s obtenidos por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 1.0% conteniendo formaldehido al 6%. Previamente las
muestras se secaron al vacio durante 25 minutos en el Savant DNA120 Speed
Vac (Thermo Electron Corp., Milford, MA, EUA) y se resuspendieron mediante
calentamiento a 70° C durante 10 minutos en 1.2 uL de HEPES-EDTA 3X (buffer
1) y 2.3 uL de formaldehido al 6% mas formamida (buffer 2). Al término de este
periodo se adicionaron 0.85 uL del buffer de carga que contenia 322 uL de buffer
1, 400 mg de sacarosa, 5 mg de xileno-cianol, 5 mg de verde bromocresol y 0.1uL
de Bromuro de etidio a una concentracion de 5 ug/mL. Finalmente las muestras
fueron depositadas en los pozos del gel. La electroforesis se realizé durante 2
horas a 90 Volts constantes utilizando una solucion amortiguadora HEPES-EDTA

1X con formaldehido al 6%. La integridad de los ARN’s se observo con luz UV.

Una vez finalizada la electroforesis, los ARN'’s fueron transferidos por
capilaridad a una membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway, NJ, EUA) utilizando una solucion de 10X SSC (solucion salina de
citratos) durante toda la noche. Los ARN'’s transferido fueron fijados por
entrecruzamiento mediante la exposicion de ambos lados de la membrana a
radiacion ultravioleta utilizando un aparato UV-stratalinker 1800 (Stratagene Corp.,
La Jolla, CA EUA).

La membrana con el ARN fijado fue incubada en un horno de hibridacion

“Big Shot” modelo 230400 (Boeckel Scientific, Feasterville, PA, EUA) toda la
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noche a 65°C en solucion de prehibridacion (0.25 M Na;HPO4 pH 7.2 y SDS 7%).
Al termino de este tiempo, se reemplazé la soluciéon de prehibridacion con la
solucion de hibridacion (0.25 M Na;HPO4 pH 7.2, SDS 7%) mas 16 ng de la sonda
marcada previamente y desnaturalizada a 95°C. La hibridacién con la sonda se
realiz6 durante 18 horas a 65°C con agitacion constante en el horno de
hibridacién. Finalizada la hibridacion, las membranas fueron lavadas cuatro veces
en agitacion constante a 55° C; dos veces con una soluciéon de SSC 1X con 0.1%
de SDS y dos veces mas con otra solucién de SSC 0.2X con SDS al 0.1%.
Terminados los lavados las membranas se expusieron a una pelicula
autorradiografica Kodak Biomax MS (Eastman Kodak Company, Rochester, NY,
EUA) y después de un tiempo promedio de 14 horas la pelicula fue revelada. Las
bandas de los ARNm fueron analizadas con el programa Labworks Analysis
Software (UVP Inc., Upland, CA, EUA) y los resultados se expresan en unidades
arbitrarias como la densidad optica del ARNm problema/densidad optica del
ARNm de la GAPDH (este ultimo usado como gen de referencia). El incremento se
determin6 asignando de manera arbitraria el valor de 1 a la expresion a las 24

horas de cultivo.

ANALISIS DE DATOS
El analisis estadistico de las variables experimentales se realizé usando el
programa estadistico Sigma Stat para Windows, Version 2.0 (Jandel Corp., EUA)
con el cual se hicieron las pruebas de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, seguida del

método de Dunnett para comparaciones multiples. En dichas pruebas, el limite
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maximo permitido del valor alfa (o) fue de 0.05 y el valor expresado como p es la

significancia existente en cada caso.
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RESULTADOS

PRODUCCION DE hCG Y EXPRESION DEL ARNm DE LA SUBUNIDAD B de la

hCG Y ST3-O/N POR LAS CELULAS BeWo EN CONDICIONES BASALES

La secrecion de la hCG al medio de cultivo por las células BeWo fue
evaluada por la técnica de RIA. La produccién de la hCG se incrementé
diariamente hasta alcanzar un maximo a las 96 horas de cultivo, tiempo en el que
se obtuvo un incremento estadisticamente significativo con respecto al control

(Fig. 8).
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Figura 8. Secrecion de la hCG al medio de cultivo por células BeWo en condiciones
basales. Cada barra representa la media + EE de tres diferentes experimentos
realizados por triplicado. *p<0.05 con respecto a las 24 horas.

A diferencia de la secrecién de hCG, la expresion del ARNm de la
subunidad B de la hCG mostré una disminucion significativa a partir de las 48

horas de cultivo (Fig. 9a). Por su parte, la expresion del ARNm de la ST3-O/N
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aumento de manera dependiente del tiempo de cultivo, obteniéndose un maximo a
las 96 horas. Aunque este incremento no fue estadisticamente significativo (Fig.

9b).
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Figura 9. Expresién de la subunidad BhCG (a) y de ST3-ON (b) en células BeWo
durante condiciones basales. Panel superior Northern blot representativo. Los niveles
del ARNm fueron cuantificados y normalizados como se indica en la seccion de
material y métodos. Cada barra representa la media + EE de 3 diferentes
experimentos realizados por triplicado. La prueba de Dunnett mostrd diferencia
significativa (*p<0.05), con respecto a las 24 horas.
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EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 8Br-AMPc EN LA
PRODUCCION DE hCG Y EN LA EXPRESION DEL ARNm DE LA phCG y ST3-

O/N POR LAS CELULAS BeWo

Los resultados de la estimulaciéon de células BeWo con 8Br-AMPc
mostraron aumento estadisticamente significativo en la produccion de la hCG con
respecto a los controles. Este incremento fue dosis dependiente y alcanzé un
maximo con 0.5 mM de 8Br-AMPc (Fig. 10).

En lo referente a la expresion de la BhCG y la ST3-ON se observo un
incremento significativo en forma dosis dependiente. En ambos casos el maximo

incremento se obtuvo con la dosis de 1.0 mM del 8Br-AMPc (Fig. 11).
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Figura 10. Secrecion de la hCG al medio de cultivo a partir de células BeWo
incubadas en presencia de 8Br-AMPc durante 48 horas. Cada barra representa la
media + EE de tres experimentos realizados por duplicado. *p<0.05, con respecto al
control 0 mM.
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Figura 11. Expresion de la subunidad BhCG (a) y de ST3-O/N (b) en células BeWo
incubadas en presencia de 8Br-AMPc durante 48 horas. Panel superior Northern blot
representativo. Los niveles del ARNm fueron cuantificados y normalizados como se
indica en la seccién de material y métodos. Cada barra representa la media + EE de 3
diferentes experimentos realizados por duplicado. La prueba de Kruskal-Wallis
seguida por la prueba de Dunnett mostré diferencia significativa (*p<0.05) con
respecto al control 0 mM).
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EFECTO DEL 8Br-AMPc SOBRE LA SECRECION DE LAhCG Y LA
EXPRESION DEL ARNm DE LA phCG y ST3-O/N EN CELULAS BeWo A

DIFERENTES TIEMPOS.

La sintesis y secrecion de la hCG en las células que no fueron estimuladas
presentd un incremento similar al observado en condiciones basales. La
produccién de la hormona fue mayor en las células que se incubaron en presencia

de 0.75 mM 8Br-AMPc con respecto al control de cada tiempo (Fig. 12).
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Figura 12. Secrecion de hCG al medio de cultivo a partir de células BeWo incubadas
en presencia y ausencia de 0.75 mM 8Br-AMPc durante 96 horas. Cada barra
representa la media + EE de tres diferentes experimentos realizados por duplicado.
*p<0.05 con respecto a cada control.

Los resultados de la estimulacién de células BeWo con 0.75 mM de 8Br-
AMPc mostraron aumento significativo en la expresion de la BhCG y la ST3-O/N

con respecto a sus controles de cada tiempo. En el caso de la BhCG la respuesta
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maxima fue a las 48 horas de cultivo (Fig. 13a), mientras que para la ST3-O/N el

incremento maximo fue a las 24 horas de cultivo (Fig. 13b).
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Figura 13. Expresion de la subunidad B de la hCG (a) y de ST3-O/N (b) en células
BeWo incubadas en presencia y ausencia de 0.75 mM 8Br-AMPc durante 96 horas.
Panel superior Northern blot representativo. Los niveles del ARNm de cada molécula
fueron cuantificados y normalizados como se indica en la seccion de material y
métodos. Cada barra representa la media + EE de 3 diferentes experimentos
realizados por duplicado. La prueba de Mann-Whitney mostré diferencia significativa
(*p<0.05) con respecto a cada control.
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DISCUSION

Estudios previos empleando un sistema de cultivo de trofoblastos humanos
in vitro, en el cual se pueden reproducir los eventos citoplasmaticos y funcionales
que ocurren durante la gestacién temprana, se ha demostrado que estas células
secretan diferentes formas de la hCG durante su diferenciacién morfolégica y
funcional [55], es decir, que las moléculas de la hCG mas sializadas y por lo tanto
mas acidas son detectadas en etapas tempranas del embarazo y durante la
diferenciacion morfologica y funcional del trofoblasto, mientras que por el contrario,
en etapas tardias, la gonadotropina coriénica estd menos glicosilada y el
contenido de acido sialico es menor. Estas observaciones indican que las
isoformas de la hCG identificadas en muestras de suero y orina de mujeres con
embarazos normales pueden deberse a cambios en los patrones de glicosilacion

de la gonadotropina coriénica conforme el proceso de gestacion progresa [53, 60].

Actualmente, las lineas celulares provenientes de trofoblastos humanos
constituyen un buen modelo para el estudio in vitro de la regulacion de la
expresion de genes que estan involucrados en la glicosilacion de las
gonadotropinas, como la hCG. El uso de estas células inmortalizadas evita
muchas de las dificultades que se tienen al aislar un tipo celular especifico del
tejido placentario y permite experimentar en el cultivo primario. Entre las lineas
celulares provenientes de coriocarcinomas se encuentran las células BeWo, que
ademas de presentar la caracteristica fenotipica de formacién de sincicios,
producen una hCG similar a la sintetizada por trofoblastos normales [49]. Ademas,

se ha demostrado que estas células responden de manera similar a los cultivos
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primarios de trofoblastos humanos y de explantes placentarios a la estimulacion
con analogos del AMPc, incrementando la sintesis y secrecion de la
gonadotropina coridnica humana asi como el proceso de diferenciacion funcional
[3, 61]. Una de las caracteristicas importantes por la que se eligié a la linea celular
BeWo, es la hiperglicosilacion de la hCG sintetizada por estas células.
Actualmente, ya se ha determinado la estructura de los oligosacaridos N-unidos de
las subunidades o y B de la hCG proveniente de trofoblastos normales los cuales
poseen una estructura de monoantena y biantena mientras que los oligosacaridos
de la hCG provenientes de células de un coriocarcinoma ademas de las
estructuras anteriores se encuentran ramificaciones del tipo triantena. [7, 49, 51].
Las razones anteriores hacen a las células BeWo una modelo excelente que
permite determinar la influencia del AMPc en la regulacion de la expresion de la
.sialiltransferasa ST3-O/N que adiciona residuos de AS a los oligosacaridos N-
unidos de esta hormona, asi como la expresion de la subunidad § de la hCG y la

secrecion de la gonadotropina sintetizada por el trofoblasto,.

La diferenciacion del trofoblasto a sinciciotrofoblasto se ha asociado a la
sintesis y secrecion de diversas hormonas, incluyendo la hCG [62]. Aunque a la
fecha se conoce el patron de glicosilacién/sializacién de esta hormona durante la
gestacién y las enzimas principales que transfieren los carbohidratos a la
estructura proteica [63], aun se desconocen los mecanismos moleculares que
regulan de manera diferencial tanto la expresién de la hormona como de las

enzimas que la sializan. En este sentido se ha postulado que es la sialiltransferasa

38



ST3-O/N, la que principalmente se encarga de incorporar residuos de AS a la
estructura glicoproteica de la hormona, evento que ocasiona en gran medida parte
de las modificaciones post-traduccionales de la gonadotropina. También se sabe
que la expresion de la hCG en el trofoblasto durante la gestacion puede ser
inducida por diferentes sefiales fisiologicas que regulan la expresion de la ST3-
O/N, lo que incrementa la complejidad para el entendimiento de los procesos de

sintesis, modificaciones post-traduccionales y secrecién de la glicoproteina [4, 43].

En trabajos previos, se informé de la capacidad de citotrofoblastos aislados
de placentas humanas para sincicializarse y sintetizar la hCG de manera
espontanea después de 48 horas de cultivo [64]. Ademas, al coestimular los
citotrofoblastos con hCG vy el oligodeoxinucleotido antisentido para el receptor de
hCG/LH, resulté en una inhibicién de la diferenciacion de manera tiempo y dosis-
dependiente [62]. Los resultados del presente trabajo mostraron que de igual
manera las células BeWo son capaces de producir a la hCG en condiciones
basales. Esta produccion se incrementa con el tiempo, sugiriendo un mecanismo
autocrino regulado por la misma hormona para favorecer la sincicializaciéon de
estas células.. Por otra parte, resalta de manera interesante que la expresion
basal de la subunidad 3 en células BeWo disminuyd con respecto al tiempo. Estos
datos se pueden interpretar como la regulacion autocrina negativa a
concentraciones elevadas de la hCG, en donde la misma hCG desestabiliza los
transcriptos de su subunidad BhCG, y por lo tanto ocasiona una disminucion de la

expresion de su mRNA [16].
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Los mecanismos o factores que regulan la expresién tanto de la hCG como
de la ST3-O/N en el trofoblasto humano son hasta el momento desconocidos. Las
variaciones en la glicosilacion que ocurren a lo largo del embarazo asi como en
condiciones in vitro, sugieren la existencia de un mecanismo de regulacion fino de
la expresion y sintesis de esta gonadotropina y de las enzimas que la sializan, el
cual podria estar influido por una o varias de las hormonas secretadas por la
placenta, la madre o el feto durante diferentes estadios de gestacién. En cuanto a
las vias intracelulares de sefalizacion que podrian estar utilizando estos
reguladores, resaltan de manera importante aquellas que son dependientes del
incremento de AMPc, ya que se ha demostrado que esta molécula estimula la

produccién de la hCG en cultivos primarios de trofoblasto humanos [61].

Los resultados de este trabajo mostraron que el estimulo con AMPc
promueve la diferenciacion celular y el aumento en la expresion del ARNm de la
BhCG, asi como la sintesis y secrecion de la gonadotropina coriénica humana en
células BeWo, de manera similar a lo observado en estudios previos y en
trofoblastos humanos normales [3, 61, 65]. Sin embargo, nuestros datos sugieren,
que un aumento en la expresiéon de la ST3-O/N precede al aumento en la
expresion y sintesis de la hCG. Esta propuesta es apoyada por los experimentos
en donde se estudié el efecto del 8Br-AMPc a diferentes tiempos, observandose
que el incremento del ARNm de la enzima antecedioé por 24 horas a la expresion
de la BhCG. Esta relacion temporal es de importancia para la correcta sintesis y

secrecion de la hormona, ya que la sialiltransferasa ST3-O/N adiciona residuos de
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acido sialico a la porciéon terminal no reductora de un oligosacarido siendo un
evento postraduccional que forma parte de la ultima modificacion de la
gonadotropina antes de su secrecion [59]. Esta modificacion influye sobre
caracteristicas importantes de la hCG las cuales dependen de la secuencia,
estructura, conformacion y grado de sializacion de sus oligosacaridos, ya que es
conocido que desde etapas tempranas en el proceso de modificaciones co- y
postraduccionales de la cadena peptidica, el correcto ensamblaje de las cadenas
de oligosacaridos dictara en gran parte, la asociacion con chaperonas, el transito a
través del reticulo endoplasmico, el correcto plegamiento tridimensional, la
formacién de puentes disulfuro y la unién no covalente de las dos subunidades [9,
66-69]. Mas aun, esta relacién temporal entre la expresion de la ST3-O/N y la
BhCG tiene efectos importantes en la secrecion de la hormona, dado que se ha
demostrado que una glicosilacion/sializacion deficiente permite acumular
intracelularmente formas no maduras que son susceptibles a la endof-

hexosaminidasa H, la cual degrada la cadena de oligosacaridos [63].

A pesar de que en los resultados descritos en este trabajo generaron
informacién importante acerca de la regulacion en la expresion temporal de la
ST3-O/N y la BhCG en las células BeWo, pero aun quedan incégnitas que deben
ser contestadas. Tal es el caso de los factores endocrinos y/o paracrinos capaces
de inducir el mismo efecto que el AMPc, los cuales aun no han sido descritos. Por
otra parte, el estudio de los mecanismos que controlan la expresion diferencial y

temporal de la hCG y de la ST3-O/N, permitira un mejor entendimiento del

41



significado fisiolégico de las modificaciones postraduccionales de la hormona

durante la gestacion.
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CONCLUSION
Las lineas celulares de trofoblastos derivadas de coriocarcinomas proveen
un excelente modelo in vitro, para el estudio de la funcidon endocrina de células de

la placenta humana.

En la linea celular BeWo, el AMPc incrementa la expresion del ARNm de la
sialiltransferasa ST3-O/N. Ademas, la expresion de la subunidad § de la hCG
también aumenta en respuesta al analogo del AMPc. Por otro lado y en respuesta
a la estimulacion con AMPc, las células BeWo secretan mayor cantidad de la

gonadotropina coriénica humana.

Por todo lo anterior, podemos decir que el AMPc juega un papel muy
importante en la regulacion de la expresion de la sialiltransferasa ST3-O/N asi
como en la subunidad B de la hCG en la linea celular BeWo, ademas el
comportamiento endocrino de estas células fue similar a un trofoblasto normal.
Por lo que los resultados obtenidos en este trabajo pueden proporcionar
informacién valiosa de lo que sucede en los trofoblastos humanos durante el

transcurso del embarazo.
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