VOLUMEN XXVII - N.° 135 - 2010

ARCHIV 08 DE MEDICINA DEL PEPORT

SENALIZACION INTRACELULAR ACTIVADA POR LEPTINA
Y SU MODULACION POR EL EJERCICIO FISICO (1)

INTRACELLULAR SIGNALING PATHWAYS ACTIVATED BY LEPTIN

AND ITS MODULATION BY EXERCISE (1)

Volumen XXVII
NUmero 135
2010

Pags. 41-47

INTRODUCCION

El descubrimiento de la leptina a finales del afio
1994! supuso un paso muy importante en el
conocimiento de los efectos mediados por los
diferentes factores producidos por el tejido adi-
poso sobre la homeostasis energética. La leptina
o el producto del gen ob es una hormona de 16
KDa producida por los adipocitos, en proporcion
directa a la masa grasa, que actia disminuyendo
el apetito y aumentando el metabolismo basal a
nivel del sistema nervioso central (SNC)*. Esta
hormona posee una estructura similar a la que po-
seen los miembros de la familia de citoquinas de
cadena larga, incluyendo al LIF (Leukaemialin-
hibitory Factor), CNTF (Ciliary Neurotrophic
Factor), OSM (Oncostatin-M) y CT-1 (Cardio-
trophin-1), asi como a IL-6 (Interleukin-6), 1L-11
(Interleukin-11) e 1L-12 (Interleukin-12)""'.

Los niveles circulantes de leptina correlacionan
directamente con el IMC (Indice de Masa Cor-
poral) y con la cantidad total de masa grasa” !4,
De esta forma, un aumento de la masa grasa total
producira mayores niveles circulantes de leptina®!”,
por el contrario, la reduccion de las reservas de
grasa corporal por la practica regular de actividad
fisica o por la dieta producird un descenso de las
concentraciones plasmaticas de la hormona'®".
Aunque la leptina es mayoritariamente producida y
secretada al torrente sanguineo por los adipocitos,
esta no es la tnica fuente potencial de la hormo-
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na. Se ha observado que existen otros tejidos que
son capaces de producir pequenas cantidades de
leptina en determinadas circunstancias, entre ellos
cabe destacar la placenta, la mucosa gastrica, la
médula 6sea, el epitelio de la glandula mamaria,
el musculo esquelético, la pituitaria, el hipotdlamo
y el hueso?*?. Inicialmente, se pensé que los efec-
tos de la leptina se producian tnicamente a nivel
central, sin embargo, actualmente se sabe que la
leptina es una hormona pleiotrépica que ejerce
funciones fisioldgicas tanto en el SNC como en
multiples tejidos periféricos'***%. Entre los diferen-
tes tejidos periféricos diana de la accion de la lep-
tina se encuentra el musculo esquelético, principal
tejido regulador del metabolismo basal y uno de
los principales moduladores del metabolismo de
los dcidos grasos y de la glucosa®. En este tejido
la hormona actiia incrementando la oxidacion de
los 4cidos grasos, reduciendo la acumulacion de
grasa intramuscular y aumentando la captacion de
glucosa y el consumo energético®!-* (Figura 1). El
descubrimiento de esta hormona ha producido en
los ultimos afos un gran avance en el conocimien-
to de algunos campos concretos como son el del
apetito y del control del peso corporal, asi como en
campos mds generales como son los de la endocri-
nologia, metabolismo, reproduccion, inmunologia,
patofisiologia cardiovascular, funcion respiratoria,
crecimiento y desarrollo’®*. EI hecho de que esta
hormona ejerza acciones sobre multiples tejidos ha
supuesto que en los tltimos afios se haya realizado
un gran esfuerzo investigador con el objeto de pro-
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fundizar en el conocimiento de las diferentes vias
bioquimicas y moleculares activadas por la leptina
y que gobiernan los diferentes efectos de la hormo-
na, lo cual podria tener importantes implicaciones
en el tratamiento de algunas patologias, como por
ejemplo la obesidad.

En este trabajo de revision describiremos las di-
ferentes vias de transmision de sefales al interior
celular activadas por la leptina en tejidos perifé-
ricos como el musculo esquelético, centrandonos
especialmente en las que podrian ser moduladas

por la practica regular de actividad fisica y que
estan potencialmente implicadas en obesidad.

RECEPTORES DE LEPTINA

La naturaleza pleiotrépica de las acciones de la
leptina se debe a la distribucion universal de su
receptor. La hormona ejerce sus acciones tanto
a nivel central como periférico®!>*"3 interaccio-
nando con receptores transmembrana (OB-Rs)
que poseen una estructura muy similar a los
pertenecientes a la familia de receptores de ci-
toquinas de la clase 1**#. Existen al menos seis
isoformas de OB-Rs, designadas como OB-Ra,
OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd, OB-Re, y OB-Rf, y
generadas por procesamiento alternativo de un
tnico ARNm y/o por procesamiento proteolitico
de los productos proteicos subsecuentes®*#:42,
Todas estas isoformas poseen en comtn un
dominio extracelular de unos 800 amino4cidos,
un dominio transmembrana de 34 aminodcidos
y difieren en el dominio intracelular que es ca-
racteristico de cada isoforma®*##. Por tanto,
estas isoformas pueden ser clasificadas dentro
de tres clases: corta, larga y secretada o soluble
(Figura 2).
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A pesar de que las isoformas cortas del receptor
(OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd y OB-Rf) poseen una
pequena cola citoplasmdtica de 30-40 aminoa-
cidos, solo la isoforma larga (OB-Rb) fue ini-
cialmente considerada como la forma funcional
del receptor porque es la tnica que posee una
cola citoplasmatica de unos 300 aminodcidos,
altamente conservada en numerosas especies,
que contiene una serie de motivos imprescindi-
bles para la interaccion de otras protefnas y para
la posterior activacion de determinadas vias de
sefalizacion®-#14,

Se ha observado que la ausencia de OB-Rb es la
responsable del fenotipo obeso del raton db/db y
de la rata fa/fa*. Otros estudios han demostrado
que la eliminacion selectiva de todas las isofor-
mas de OB-R en neuronas produce obesidad en
ratones, lo que evidencia la importancia de la
accion neuronal de la leptina en lo que se refiere
a la modulacion del peso corporal®. La isoforma
larga del receptor (OB-Rb) se expresa mayori-
tariamente en el hipotdlamo*, aunque reciente-
mente se ha demostrado su presencia proteica
en musculo esquelético humano en un estudio
desarrollado en nuestro laboratorio®®. Las isofor-
mas cortas también se expresan en determinadas
regiones del SNC como son los plexos coroideos,
aunque su expresion es mayoritaria en tejidos
periféricos como el adiposo®-®. Las funciones
de las isoformas cortas no estan completamente
aclaradas, si bien podrian ser la recaptacion de la
leptina desde el fluido cerebroespinal asi como el
transporte mediado por el receptor de la hormo-
na a través de la barrera hematoencefélica**’.
Por otro lado, se ha demostrado que la isoforma
secretada o soluble (OB-Re), la cual carece del
dominio intracelular, es la principal proteina
unida a la leptina (Leptin Binding Protein) en la
sangre humana®, y que sus niveles circulantes
dependen del sexo, del grado de adiposidad y de
la administracion de su hormona®. Inicialmente,
la investigacion de las diferentes acciones de la
leptina sobre la homeostasis energética y el con-
trol del peso corporal, se centré unicamente en
el SNC. Sin embargo en la actualidad, y debido
fundamentalmente a la amplia distribucion de
las isoformas cortas y largas de OB-R en nume-
rosos tejidos extra-neurales, se estd prestando
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un interés cada vez mayor a los efectos de esta
hormona en la periferia como prueba del pleio-
tropismo funcional de la misma.

PRINCIPALES VIAS DE
SENALIZACION ACTIVADAS
POR LEPTINA

En los altimos afios la investigacion sobre los
multiples efectos de la leptina se ha centrado
en el estudio de las diferentes vias de senaliza-
cion activadas tras su union al receptor; esto
ha permitido profundizar en el conocimiento de
los mecanismos bioquimicos y moleculares que
gobiernan las diferentes acciones de la hormona.
Inicialmente, la aceptacion de la similitud es-
tructural del OB-R con determinados miembros
de la superfamilia de receptores de citoquinas
resultd en la pronta identificacion de la via de
sefializacion de JAK/STAT (Janus Kinase / Signal
Transducer an Activator of Transcription) como
una de las principales cascadas de sefializacion
activadas por la leptina®®-**. Estudios posteriores
han mostrado que s6lo OB-Rb contiene una se-
rie de motivos en su cola citoplasmatica que son
necesarios para la correcta activacion de la via de
JAK/STAT (Figura 3).

Cascada de senalizacion de JAK/STAT

Los receptores funcionales de citoquinas, entre
los que se incluye OB-R, poseen en su cola in-
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FIGURA 3.
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tracelular, en yuxtaposicion con la membrana
plasmadtica, un motivo rico en el aminodcido
prolina que se denomina Box / y que es esencial
para la interaccion y activacion de JAK*. Existen
ademds otras secuencias menos conservadas,
denominadas Box 2, que también juegan un
importante papel en la interaccion con JAK y en
la discriminacion de las diferentes isoformas de
OB-R. El receptor de leptina carece de dominio
tirosina quinasa por lo que interacciona con
quinasas citoplasmaticas, principalmente con
Janus Kinase 2 (JAK2)*+5%, En lo que se refiere
a la sefnalizacion activada por la leptina, se ha
demostrado que sélo Box 1 y los aminodcidos
que estdn inmediatamente proximos, son esen-
ciales para la activacion de JAK>%, El dominio
citoplasmadtico de todas las isoformas de OB-R
posee el motivo Box [ para la interaccion con
JAK en la proximidad de la cara intracelular de
la membrana, sin embargo s6lo OB-Rb presenta
ademads el motivo Box 2 y sitios para la interac-
cion con STAT*. Aunque inicialmente se pensé
que solo la isoforma larga era capaz de senalizar,
hoy sabemos que en algunas condiciones, la
isoforma corta del receptor de leptina (OB-Ra)
posee capacidad de activar determinadas vias
de senalizacion mediadas a través de JAK2, sin
necesidad de la presencia de estos motivos en su
cola citoplasmatica intracelular®®!.

Puesto que OB-Rb carece de actividad enzimati-
ca intrinseca, la sefializacion a partir del mismo
se produce, tras la union a la hormona, por su
interaccion no covalente con JAK2, la cual se
activa como consecuencia de esta interaccion
y fosforila a numerosos residuos de tirosina en
otras proteinas, al mismo tiempo que fosforila
también determinados residuos de tirosina (985
y 1138) existentes en la cola intracelular del OB-
Rb funcional®®®>63, Las regiones intracelulares
fosforiladas de OB-Rb, fundamentalmente la
tirosina 1138 (Y1138), proporcionan sitios de
unioén para las proteinas STAT. Diversos estu-
dios realizados “in vitro” han demostrado que la
leptina es capaz de activar diversas isoformas de
STAT, como son, STAT1, 3 y 5, sin embargo otros
trabajos realizados “in vivo” han demostrado que
la administracion intravenosa de la hormona
solo es capaz de activar a STAT3 en hipotdlamo

de raton®®, La interaccion de STAT3 con la
Y1138 de OB-Rb produce su activacion, lo que a
su vez provoca que se disocie del receptor y que
forme dimeros en el citoplasma para finalmente
translocarse al nucleo y regular la transcripcion
de genes relacionados con los efectos metaboli-
cos de la leptina?® (Figura 3). La activacion de
STAT?3 es probablemente un componente crucial
en los efectos de regulacion del peso corporal por
la leptina ya que se ha observado que la elimi-
nacion del residuo Y1138 de OB-Rb en ratones
(ratones Knockout para la Y1138 de OB-Rb)
produce obesidad severa en estos animales®’. Las
evidencias experimentales publicadas hasta aho-
ra parecen demostrar que la sefializacion a través
de STAT3 modulada por leptina es exclusiva de
la isoforma larga del receptor puesto que OB-Ra
carece del residuo Y1138 al que se une STAT3°!.
De hecho, se ha demostrado la co-localizacion
en el nicleo arcuato del hipotdlamo de OB-Rb
y no de OB-Ra, con STAT3 y neuropéptidos
mediadores de la accion de la leptina como NPY
(Neuropéptido Y) y POMC (Propiomelanocor-
tina)?*%8. Este hecho concuerda con la idea de
que la leptina modula la transcripcion de estos
genes implicados en la regulacion del apetito, al
menos en parte, a través de la via de sefalizacion
de JAK-STAT (revisado en?).

En lo que se refiere a la activacion de la via de
JAK/STAT en tejidos periféricos las evidencias
experimentales aportadas hasta la fecha son
contradictorias. Estudios realizados en roedores
a los que se les administro leptina recombinante
y se midio la fosforilacion de STAT3 en tejidos
periféricos sensibles a insulina, como el tejido
adiposo blanco, musculo esquelético ¢ higado,
no han sido capaces de demostrar que la expo-
sicion corta (3 minutos) a la hormona induzca
un incremento significativo de la activacion de
STAT3%. Sin embargo, otro estudio mds reciente
si que ha demostrado que la leptina es capaz de
activar rapidamente la fosforilacion de STAT3
en musculo esquelético de raton™. Hasta la ac-
tualidad no existen estudios publicados sobre
la potencial modulacion que podria inducir el
ejercicio fisico sobre esta importante cascada de
senalizacion activada por la hormona. Todo lo
anteriormente comentado hace necesario pro-
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fundizar en los efectos de la leptina y de la prac-
tica regular de actividad fisica, en la sefalizacion
mediada por STAT3 en tejidos periféricos tan
importantes para la regulacion del metabolismo
basal, como es el musculo esquelético.

Cascada de senalizacion de MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase)

Las proteinas ERK (Extracellular Regulated
Kinases) son componentes de la cascada de
sefializacion Ras/Raf/MAPK y son activadas
por numerosos estimulos, incluyendo la leptina.
La via de MAPK puede ser activada tanto por
OB-Ra como OB-Rb, aunque en menor medida
por el primero®2, Aunque la parte mas distal de
OB-R no es necesaria para la seializacion por
MAPK, si que se ha demostrado que se requiere
la porcion intracelular intacta de la isoforma
larga para obtener la médxima activacion de la
via. Este fendmeno, se debe a que la leptina es
capaz de inducir la activacion de ERK a través
de dos vias diferentes. Una via modulada indi-
rectamente por OB-R en la cual JAK2 una vez
activa fosforila a ERK y otra mediada directa-
mente por el receptor en la cual se produce la
interaccion de la fosfatasa de tirosina SHP-2
con la Y985 (previamente fosforilada por JAK2)
del OB-Rb, produciéndose en ultima instancia
la activacion de ERK a través de Grb-2 (Growth
Factor Receptor Binding-2)>'% (Figura 3). ERK,
una vez activada por cualquiera de las dos vias,
es capaz de translocarse al nicleo desde el cito-
plasma para modular positivamente la expresion
de determinados genes diana de la accion de la
leptina, como son c-fos y egr-1, los cuales parti-
cipan en proliferacion celular y diferenciacion®.
En cualquier caso, ambas vias requieren un
dominio catalitico intacto de SHP-2, puesto que
se ha demostrado que la pérdida de la actividad
de la fosfatasa bloquea la fosforilacion de ERK
inducida por la leptina®®.

Existen numerosos estudios que han demostra-
do que la leptina es capaz de activar la cascada
de MAPK “in vivo” e “in vitro”, tanto en el SNC
como en tejidos periféricos implicados en la
regulacion de la homeostasis energética y del
metabolismo basal, como son el tejido adiposo
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y el musculo esquelético. En este sentido, un es-
tudio reciente muestra que la hormona estimula
la actividad de la sintasa de oxido nitrico (NOS)
en tejido adiposo blanco a través de un complejo
mecanismo que implica a PKA (Protein Kinase
A) y a ERK1/27. Otro estudio particularmente
interesante, demuestra que cuando los mioblas-
tos murinos C2C12 son tratados con leptina se
produce un rapido incremento de la fosforilacion
tanto de ERK como de p38 MAPK™.

La practica de actividad fisica también es capaz
de producir cambios en el nivel de activacion de
esta importante via de sefializacion. Investiga-
ciones recientes han aportado evidencias experi-
mentales que demuestran que el ejercicio produ-
ce un incremento de la fosforilacion de ERK en
musculo esquelético humano. Asi, Creer y col.
comprobaron que diez minutos después de haber
realizado treinta repeticiones de un ejercicio de
extension de una pierna al 70% de su intensidad
maxima, se producia un incremento significativo
de la fosforilacion de ERK en el vasto lateral del
cuadriceps de ciclistas™. Sin embargo, se desco-
noce como leptina y ejercicio pueden interactuar
sobre la activacion de ERK.

Via de senalizaciéon de IRS
(Insulin Receptor Sustrate) | PI3K
(Phospo-Inositide 3-Kinase)

PI3K representa una diana clave en las acciones
de un amplio espectro de ligandos, siendo la
insulina uno de los principales. De hecho, gran
parte de los efectos dependientes de insulina
llevan consigo la activacion de PI3K. Una vez
activa, PI3K es capaz de estimular la actividad
de Akt (Protein Kinase B) y de varias isoformas
de PKC (Protein Kinase C)*. La uni6n de la insu-
lina a su receptor (IR) produce el reclutamiento
de varios IRSs (Insulin Receptor Substrates) que
posteriormente son fosforilados en residuos de
tirosina por la actividad quinasa intrinseca del
receptor. Como consecuencia de su fosforila-
cion, los IRSs incrementan su afinidad de unién
a otras moléculas de sefalizacion, disparando la
subsiguiente activacion de PI3K y de Akt (revi-
sado en’*®). En lo que se refiere a la leptina, ac-
tualmente sabemos que la hormona es capaz de
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actuar sobre algunos componentes de la cascada
de senalizacion por insulina, como por ejemplo
IRS y PI3K, a través de OB-R. El mecanismo por
medio del cual la leptina activa a PI3K ocurre a
través de JAK2, 1a cual una vez activa es capaz de
fosforilar a IRS, permitiendo en ultima instancia
la activacion de PI3K> (Figura 3).

La interaccion de las vias de senalizacion activa-
das por IR y OB-RbD se investigo inicialmente en
tejidos no neuronales. En este sentido, Kellerer
y col. demostraron cémo la leptina imita los
efectos de la insulina en el transporte de glu-
cosa y en la sintesis de glucogeno a través de la
via de sefializacion de PI3K en los miotibulos
C2C12%. Los autores de este estudio compro-
baron que la activacion de PI3K por la leptina
se produce a través del sustrato IRS-2, mientras
que la activacion de IP3K por parte de la insulina
se produce a través de ambos sustratos, IRS-1 e
IRS-2%. Estudios posteriores examinaron la po-
sible regulacion de PI3K por leptina en el hipo-
tdlamo, observando que se producia una rapida
activacion de la enzima, alcanzando los niveles
maximos de activacion dentro de los primeros
30 minutos®*. Otro estudio ha demostrado que
OB-R ¢ IR se expresan en células neuronales y
responden a leptina e insulina con la estimula-
cion de la actividad de PI3K aunque a través de
diferentes mecanismos™. Los datos aportados
por Benomar y col. indican que la leptina activa
PI3K a través de IRS-2 y la insulina a través de
IRS-1. En cuanto a la potencial funcion de la ac-
tivacion de la fosforilacion de PI3K inducida por
leptina, parece que podria ser muy importante
para la regulacion del apetito modulado por la
hormona, puesto que existen estudios realizados
en roedores que han demostrado que la adminis-
tracion intracerebroventricular de inhibidores de
PI3K bloquea los efectos moduladores del ape-
tito ejercidos por la leptina™’. Por otro lado, se
cree ademds que esta activacion de PI3K puede
jugar un papel clave en la modulacion inducida
por la hormona de la expresion de determinados
neuropéptidos implicados en la regulacion de la
ingesta de alimentos?.

En cuanto a la influencia del ejercicio fisico so-
bre esta via de sefalizacion, la mayoria de los

estudios relacionados con IRS/PI3K y ejercicio
en humanos hacen referencia a la activacion
inducida por la insulina y no a la sefalizacion
debida a la leptina””. Por ejemplo, Kirman y
col. investigaron los efectos del ejercicio regu-
lar sobre la activacion de PI3K. Para ello reali-
zaron un estudio en el que llevaron a cabo un
clamp hiperinsulinémico (40 mUem 2emin 1)
y euglucémico (5.0 mM) durante dos horas a
ocho sujetos sanos entrenados y a ocho hom-
bres y mujeres sanos sedentarios. Posterior-
mente, los autores analizaron la activacion de
PI3K mediada por IRS-1 antes y después del
clamp en biopsias tomadas del vasto lateral del
cuadriceps. Los resultados aportados por este
estudio demostraron que la activacion de PI3K
fue mayor en los sujetos entrenados que en los
sedentarios. El consumo maximo de oxigeno
(VO,,..), indicador de la capacidad aerobica,
correlaciond positivamente con la activacion
de PI3K. Ademas, el incremento de actividad
de PI3K también correlaciond positivamente
con la tasa de eliminacion de glucosa via insu-
lina. Las evidencias experimentales aportadas
por esta investigacion sugieren que la practica
regular de actividad fisica incrementa la activa-
cion de PI3K inducida por insulina y mediada
por IRS-17, lo cual es un indicativo al menos
indirecto de un aumento de la sensibilidad
muscular a la hormona. Sin embargo, cabe
destacar que recientemente se han publicado
dos estudios que también han investigado los
efectos del ejercicio fisico sobre la activacion
mediada por insulina de PI3K y que han arro-
jado resultados contradictorios. Frosig y col.
estudiaron este fendmeno en musculo esquelé-
tico humano estimulado con insulina y someti-
do a entrenamiento de resistencia. Los autores
observaron que el ejercicio reducia la activa-
cion de PI3K mediada por IRS-1 tanto en con-
diciones basales como de estimulacion con la
hormona. Estas evidencias experimentales su-
gieren que, contrariamente a lo que se pensaba
hasta el momento, este tipo de entrenamiento
es incapaz de aumentar la sensibilidad a la
insulina en musculo esquelético humano”. Sin
embargo, otro estudio realizado por el mismo
grupo de investigacion si que ha demostrado
que el ejercicio agudo interacciona con la sefia-
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lizacion activada por insulina a través de IRS-2
y PI3K para incrementar la capacidad de sin-
tesis proteica en musculo esquelético humano,
lo que si se puede entender como un aumento
de la sensibilidad a la hormona’. A nuestro
entender, los resultados aportados por este
ultimo estudio son muy relevantes puesto que
existen otras investigaciones que demuestran
que la leptina es capaz de inducir la activacion
de PI3K a través de IRS-25%74,

SENALIZACION INTRACELULAR ACTIVADA POR LEPTINA Y SU MODULACION POR EL EJERCICIO FiSICO (1)

En conclusion, podemos decir que el fendmeno de
la interaccion entre las vias activadas por leptina
e insulina estd muy bien documentado, pero sin
embargo también resulta obvio que se requieren
mas estudios que aporten resultados concluyentes
para aclarar la importancia de esta interaccion en
tejidos periféricos como el musculo esquelético
humano, sobre todo teniendo en cuenta el papel
que juega el musculo esquelético en la sensibilidad
alainsulina y en el mantenimiento de la glucemia.

La bibliografia se encuentra en la segunda parte del articulo




