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Niveles de expresión, metilación y polimorfismos en el gen de leptina en 

madres-neonatos como determinantes del peso al nacer 

 

RESUMEN 

Introducción. La leptina es una hormona multifuncional que regula principalmente la 

ingesta calórica y el balance energético. Durante el embarazo regulando la 

angiogénesis, la hematopoyesis y funciones inmunes en la placenta, por lo tanto, se 

considera que la leptina juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo del 

feto. Objetivo. Evaluar los polimorfismos -2548G/A, -188C/A, -160G/A, -146G/C y 

A19G, niveles de expresión y metilación en el gen de leptina (LEP) en binomios 

madres-neonatos como determinantes del peso al nacer. Material y métodos. Se 

incluyeron 50 binomios, mujeres embarazadas programadas para parto obstétrico por 

cesárea y sus neonatos. Se obtuvieron muestras de sangre periférica materna, de 

cordón umbilical y biopsias de tejido adiposo, placenta y cordón umbilical. Los niveles 

séricos de leptina se midieron utilizando un kit de ELISA y la expresión de su ARNm 

se determinó por PCR en tiempo real. La genotipificación de los polimorfismos se 

realizó por las técnicas PCR-RFLP. El porcentaje de metilación global del ADN se 

midió utilizando un kit colorimétrico basado en ELISA. Resultados. Se encontró un 

incremento en los niveles séricos de leptina y mayor expresión del ARNm de LEP en 

tejido adiposo y placenta en las madres con obesidad antes del embarazo y mayor 

ganancia de peso a término de la etapa gestacional. Los neonatos con mayor peso al 

nacer presentaron niveles séricos de leptina más altos, pero bajos niveles de ARNm 

en cordón umbilical. Los niveles séricos de leptina materna se correlacionan con el 

índice de masa corporal antes del embarazo, la ganancia de peso y los niveles de 

leptina en cordón, mientras que los niveles de leptina en cordón se correlacionan con 

el peso al nacer, la talla y las circunferencias corporales del neonato. Los genotipos 

GA + AA del polimorfismo -2548 G/A y GG + GA para el polimorfismo A19G en el gen 

LEP se asociaron con altos niveles del ARNm de leptina en tejido adiposo, mientras 

que en placenta se observó una baja expresión en los neonatos portadores de los 

mismos genotipos. También se observó un alto porcentaje de metilación global del 

ADN en placenta y tejido adiposo en comparación con el cordón umbilical, pero un 
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menor porcentaje de metilación global en la placenta de madres que refirieron una 

ingesta de ácido fólico antes del embarazo, mientras que en los neonatos con mayores 

medidas antropométricas se encontró un menor porcentaje de metilación. Conclusión. 

Los resultados obtenidos indican que tanto los niveles séricos de leptina materna y su 

antropometría prenatal, así como los polimorfismos en el gen LEP y el porcentaje de 

metilación global del ADN pueden influir sobre la expresión de la leptina en placenta y 

cordón umbilical, por lo que se sugiere que la leptina puede ser un determinante del 

peso al nacer. 

 

 

Palabras claves: Leptina, codón umbilical, neonato, placenta, tejido adiposo, 

polimorfismos, metilación.  
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Niveles de expresión, metilación y polimorfismos en el gen de leptina en 

madres-neonatos como determinantes del peso al nacer 

 

INTRODUCCIÓN  

 

La menor o mayor disponibilidad de sustratos energéticos, tanto en la vida prenatal 

como postnatal, predispone al desarrollo de procesos de adaptación metabólica y 

hormonal que persisten a lo largo de la vida y que se relacionan con el desarrollo de 

enfermedades crónico-degenerativas. Los cambios en la disponibilidad intrauterina de 

nutrientes, oxígeno y hormonas en tejidos programados, desarrollan y conducen a 

alteraciones en la función cardiovascular y metabólica en adultos (Garibay-Nieto and 

Miranda-Lora, 2008). 

 

La programación fetal se refiere a un proceso mediante el cual un estímulo, ya sea 

dado por metabolitos, hormonas o el estrés, durante un periodo crítico o sensible del 

desarrollo, puede  establecer  patrones  fisiológicos y  estructurales  a  largo  plazo,  

que  programan  la  salud durante  la  etapa  adulta (Ramirez-Velez, 2012, Reynolds 

et al., 2010). Esta programación de los sistemas fisiológicos ocurre a nivel de genes, 

células, tejidos, órganos y sistemas, y causan cambios estructurales y funcionales 

permanentes, que pueden conducir a la enfermedad, en particular con el incremento 

de la edad (Fowden et al., 2006). 

 

En estudios recientes en humanos y animales, se ha demostrado que el medio 

ambiente en el útero, puede tener un impacto en los procesos de desarrollo del feto y 

puede alterar los mecanismos de regulación homeostática de los descendientes. Uno 

de los principios de la programación gestacional es que los efectos fisiológicos de una 

permutación en el útero pueden variar dependiendo del período de desarrollo del feto 

o neonato y de la especie. La programación puede definir el número de células, la 

estructura de los órganos, función de las hormonas y la expresión de genes, entre 

otros. Los efectos pueden ser permanentes o expresarse sólo en ciertas edades en la 

descendencia, por ejemplo, recién nacidos y adultos, lo que puede ser dependiente 
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del ambiente en el útero, por ejemplo, nutrición y glucocorticoides. Además, la 

presencia de alteraciones fisiológicas pueden manifestarse en condiciones basales o 

restringidas al estrés ambiental o etapas de la enfermedad en la descendencia 

(Chmurzynska, 2010). 

 

Varios estudios epidemiológicos han mostrado una asociación entre bajo peso al nacer 

y un riesgo elevado de desarrollar varias enfermedades crónicas en la edad adulta. El 

bajo peso al nacer se asocia con incremento en la morbilidad y mortalidad en la etapa 

adulta por enfermedad cardiovascular, la diabetes tipo 2 y el síndrome metabólico 

(Kensara et al., 2005). La hambruna holandesa, considerado el único "experimento 

natural", con un período bien definido de la falta de alimentos en una población bien 

nutrida, ha demostrado que la desnutrición materna durante la gestación compromete 

la salud en la vida adulta y que los efectos a largo plazo dependerán del tiempo de 

exposición a la falta de nutrientes durante la gestación. Además de un bajo peso al 

nacer, el alto peso al nacer debido a la obesidad o la diabetes materna, también se 

asocia con un mayor riesgo de desarrollar obesidad en etapas posteriores de la vida 

(Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011). 

 

Se ha descrito también, que la programación fetal por malnutrición materna resulta en 

un bajo peso al nacer y en una reducción del número de nefronas incrementando el 

riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular y renal en la etapa adulta. 

Vikse y colaboradores, mostraron que el bajo peso al nacer en los humanos 

incrementa un 70% el riesgo de falla renal en etapa terminal en adultos. Los 

experimentos han demostrado que la programación renal, con reducción del número 

de nefronas, puede ocurrir incluso cuando el peso al nacer es normal. Es importante 

mencionar que las consecuencias de la programación fetal no se limitan a la primera 

generación y sus efectos pueden prolongarse a las generaciones posteriores. 

 

En 9 estudios de hombres y mujeres en Europa, Estados Unidos y Australia, se reportó 

una asociación entre el bajo peso al nacer y el metabolismo alterado de la glucosa. En 

la mayoría de las poblaciones, se encontró que la prevalencia de diabetes tipo 2 y la 
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tolerancia a la glucosa alterada decaen progresivamente entre aquellos que 

presentaron bajo peso al nacer (≤ 2.5 kg) y aquellos que tuvieron alto peso al nacer (≥ 

4.3 kg) (Godfrey and Barker, 2000). Las tendencias son fuertes, como lo demuestra un 

estudio en 370 hombres de 65 años nacidos en Hertfordshire, en el que se muestra 

que la prevalencia de la diabetes tipo 2 y la intolerancia a la glucosa se reduce en un 

40%, entre los que presentaron un peso ≤5.5 libras (2.54 kg) al nacer, a un 14% entre 

los que pesaron >9.5 libras (4.31 kg) (Hales et al., 1991, Godfrey and Barker, 2000). 

En poblaciones con una alta prevalencia de la diabetes en el embarazo, tales como 

los Indios Pima de Norteamérica, se ha encontrado una relación en forma de U, con 

altos índices de diabetes en aquellos individuos que pesaron ≥4.5 kg al nacer 

(McCance et al., 1994).  

 

Por otro lado, la placenta cumple múltiples funciones durante la gestación, como 

proteger de agentes patógenos al feto en crecimiento, realizar el intercambio de 

nutrientes y desechos entre la madre y el hijo, además de que es fuente de las 

hormonas que controlan el metabolismo y crecimiento fetal, entre ellas, estrógenos, 

progesterona, gonadotropina coriónica humana (hCG), hormona del crecimiento (GH), 

lactógeno placentario, factor de crecimiento insulínico (IGF), factor de crecimiento 

placentario (PGF) y factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF).  (Higgins et 

al., 2011, Rossant and Cross, 2001). El lactógeno placentario promueve el crecimiento 

embrionario y fetal a través de la estimulación de la producción de IGF-1 e insulina. Se 

ha demostrado una relación directa entre los niveles plasmáticos de insulina en sangre 

de cordón umbilical con el peso y talla de neonatos con restricción del crecimiento, y 

a su vez con el peso de la placenta. Por otra parte, como ya se ha mencionado, la 

macrosomía presente en niños cuyas madres cursaron un embarazo con diabetes 

gestacional, se atribuye a niveles elevados de insulina presentes en el feto durante la 

gestación. Durante la gestación, los niveles plasmáticos de IGF-1 e IGF-2, los cuales 

provienen principalmente de tejidos fetales, se elevan significativamente. Sin embargo, 

IGF-2 también se produce por la placenta, y regula su crecimiento. De hecho, se ha 

encontrado una relación directa entre los niveles de IGF-2 en la placenta y su peso en 

embarazos normales y con diabetes gestacional. Por otra parte, se ha comprobado 
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una mayor expresión de IGF-1 a nivel placentario, en fetos con restricción del 

crecimiento, probablemente como un mecanismo de respuesta al reducido crecimiento 

fetal (Krause et al., 2009, Sibley et al., 2010). 

 

La insuficiencia placentaria condiciona al desarrollo de procesos de adaptación que 

suelen persistir a lo largo de la vida postnatal. Se ha descrito una disminución de las 

moléculas transportadoras de aminoácidos a nivel placentario, lo cual condiciona un 

insuficiente abastecimiento al feto (Farley et al., 2010). Por otro lado, la disponibilidad 

de glucosa de la madre al feto, depende del transporte de glucosa a través de la 

placenta, proceso facilitado por miembros de la familia de transportadores pasivos de 

glucosa (GLUT), el transporte activo de glucosa desde la madre hacia la placenta es 

mediado por GLUT-3, y de la placenta al feto por GLUT-1, debido a que la capacidad 

de glucogénesis y gluconeogénesis en el feto es limitada(Stefan et al., 2004). Así 

mismo, otros estudios han reportado que fetos con restricción del crecimiento 

intrauterino (RCIU), tienen una capacidad de respuesta a la secreción de insulina por 

células β pancreáticas limitada, sugiriendo así que esto puede deberse a una 

respuesta de adaptación ante niveles de glucosa disminuidos durante la gestación 

(Beltrand and Levy-Marchal, 2008) 

 

Una hormona importante producida durante el embarazo por el embrión en desarrollo 

después de la concepción, es la gonadotropina coriónica humana (hCG), la cual induce 

la expresión de la leptina en las células trofoblásticas. La hCG es secretada por las 

vellosidades del trofoblasto y es probable que actúe en otras células que llevan el 

receptor en el entorno feto-placentario. HCG media su acción a través del receptor de 

LH/hCG, y su principal función es la de mantener la producción de progesterona del 

cuerpo lúteo en la primera etapa del embarazo, es una de las señales embrionarias 

tempranas; que ya se expresa en embriones de ocho células y se secreta en altas 

concentraciones locales por el blastocisto en la cavidad uterina (Maymó et al., 2009). 

La unión de hCG a su receptor genera la transducción de señales a través de la 

activación de proteínas G heterotriméricas, después de la unión de hCG a su receptor 

hay un aumento en AMPc tras la activación de la adenilato ciclasa y la consiguiente 
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activación de la proteína cinasa A (PKA), dando lugar a la fosforilación de CREB. Así 

como un aumento en el calcio intracelular a través de la vía fofoslipasa A2/inositol 

trifosfato. HCG induce la expresión de genes específicos tales como el factor de 

crecimiento endotelial vascular, factor inhibidor de leucemia, metaloproteinasa-9 y 

entre ellas leptina, todos importantes en la modulación del sistema inmune y la 

supervivencia celular en la interfase materno-fetal (Maymó et al., 2011). 

 

Otra de las principales hormonas producidas por la placenta es la leptina, se ha 

observado que las concentraciones de leptina circulante, se correlacionan con el 

desarrollo del tejido adiposo fetal y más tarde con el índice de masa corporal. El papel 

de la leptina entre la compleja red de factores que controlan el crecimiento del feto no 

se conoce bien, a pesar de que estudios recientes han demostrado una fuerte 

correlación entre la leptina en la sangre del cordón umbilical del feto y el peso al nacer 

(Bozzola et al., 2010). 

 

La leptina es un péptido biológicamente activo de 16 kDa, constituido de 167 

aminoácidos e incluye una secuencia señal de 21 aminoácidos (Frühbeck, 2006). La 

leptina está codificada por el gen LEP en los humanos, el cual está localizado en el 

cromosoma 7 en el locus 31.3 (7q31.3), incluye 650 kb, está compuesto de tres exones 

separados por dos intrones (Paracchini et al., 2005). Es una hormona anorexigénica, 

que circula en la sangre y actúa en el sistema nervioso central regulando parte de la 

conducta alimenticia y el balance de la energía, ya que se secreta en respuesta a la 

alimentación para suprimir el apetito a través de su acción hipotalámica (Almanza-

Pérez et al., 2008). Se produce principalmente por el tejido adiposo, pero también se 

ha demostrado que otros órganos y tejidos como la placenta, mucosa gástrica, 

intestino, médula del hueso, epitelio mamario, músculo esquelético, pituitaria e 

hipotálamo tienen la capacidad de producirla. Se ha descrito que la leptina es una 

hormona placentaria clave y varios estudios han demostrado que induce la 

proliferación de las células trofoblásticas, inhibe la apoptosis, estimula la síntesis de 

proteínas, y la producción de hormonas y citocinas en las mismas células, además 

regula el crecimiento y desarrollo del feto, por lo que se ve incrementada la 
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concentración plasmática de leptina durante el embarazo (Figura 1) (Gambino et al., 

2012, Nezar et al., 2009). 

 

 

Figura 1. Efectos de leptina en la interfase materno-fetal. La leptina regula la fertilidad y el 
metabolismo energético en la madre, la función placentaria, la implantación del embrión, el desarrollo 
y el crecimiento del feto (modificada de Gambino et al., 2012). 
 

 

Esta hormona se relaciona con los diferentes patrones de crecimiento y el desarrollo 

del feto, presentándose cambios en sus niveles, por ejemplo, recién nacidos pequeños 

para su edad gestacional tienen niveles bajos de leptina, en comparación con los niños 

con peso normal para su edad gestacional. En cambio, los recién nacidos 

macrosómicos tienen un aumento en los niveles de leptina. Por lo tanto, la leptina 

puede ser un factor importante para el crecimiento y el desarrollo del feto, mientras 

que sus efectos parecen independientes de la insulina y la hormona de crecimiento 

similar a la insulina. Estudios recientes, sugieren la implicación de la leptina en la 

regulación de algunas proteínas mitocondriales, tales como la proteína desacoplante 

de la fosforilación oxidativa-1, específica para el tejido adiposo marrón, ya que tiene 

un papel importante en la iniciación de la termogénesis del recién nacido y durante la 
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transición desde la vida fetal a neonatal (Pérez-Pérez et al., 2009, Magarinos et al., 

2007). 

 

A nivel de sistema nervioso central (SNC), la leptina ejerce acciones neurotróficas, que 

controlan la alimentación durante el período crítico de desarrollo del hipotálamo, a 

diferencia de lo que sucede en etapas posteriores de la vida, algunos hallazgos en 

estudios en animales indican que la leptina no inhibe el apetito en la etapa temprana 

postnatal. Por el contrario, parece que la leptina estimula el apetito y la deglución de 

los alimentos, contribuyendo así al rápido crecimiento y aumento de peso del recién 

nacido, pero esta evidencia aún no es concluyente (El-Haddad et al., 2004, Alexe et 

al., 2006). 

 

Finalmente, también se ha sugerido que la resistencia a la leptina en la vida adulta, 

puede ser programada por la exposición a los períodos de desnutrición en la vida fetal, 

ya que se ha demostrado que ratas expuestas a la desnutrición materna durante las 2 

primeras semanas de embarazo, pueden ser obesas en la edad adulta, y las crías de 

ratas preñadas que fueron severamente desnutridas durante todo el embarazo se 

convirtieron en hiperfágicas, obesas e hiperleptinémicas, cuando se alimentaron con 

una dieta hipercalórica después del destete (Edwards et al., 2005). 

 

Estudios evidencian que los niveles de leptina en sangre de cordón umbilical 

incrementan considerablemente a partir de las 34 semanas de gestación, y que 

además existe una correlación positiva entre los niveles de leptina umbilical y el peso 

al nacer del neonato, por otro lado, los neonatos de sexo femenino presentan un 

aumento en los niveles de leptina en comparación con los varones (Helland et al., 

1998, Jaquet et al., 1998, Ong et al., 1999, Pardo et al., 2004). Zare y colaboradores, 

reportaron que los niveles séricos de leptina en sangre de cordón umbilical se 

correlacionan significativamente con el peso al nacer y con la razón peso al 

nacer/longitud al nacer (r=0.29, p=0.01 y r=0.24, p=0.04, respectivamente). También 

observaron una correlación positiva entre los niveles de leptina del cordón umbilical, 
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tanto con la leptina materna como con el peso materno (r= 0.36, p=0.004 y r=0.59, 

p<0,001, respectivamente) (Zare et al., 2007). 

 

Otro estudio realizado por Bozzola y colaboradores, reportaron la relación de los 

niveles séricos de leptina en infantes, con edad gestacional apropiada al nacimiento 

(AGA) e infantes pequeños para la edad gestacional (SGA), encontrando que las 

concentraciones circulantes de leptina fueron mayores en AGA (2.1±4.1 ng/mL) que 

en SGA (0.88±1.03 ng/mL, p<0.05), correlacionándose con el estado nutricional de la 

madre (Bozzola et al., 2010). 

 

El desarrollo placentario y fetal está fuertemente influenciado por mecanismos 

epigenéticos, que alteran la expresión de genes a largo plazo, sin afectar la secuencia 

del ADN. La diferenciación celular y el desarrollo embrionario y fetal, son procesos 

regulados por múltiples mecanismos epigenéticos, tales como la modificación de la 

cromatina e histonas, la existencia de ARN no codificante y la metilación del ADN, este 

último mecanismo es importante ya que determina el imprinting genómico. Éstos 

pueden considerarse como genes cuya expresión depende de su origen parental, es 

decir, si provienen del padre o la madre. Este mecanismo actúa “silenciando” uno de 

los genes, materno o paterno, y consiste en la adición de un grupo metilo (CH3) al 

carbono 5 del anillo de citosina, adyacente a una guanina en dirección 5´ (sitio CpG), 

formando así 5-metilcitosina, cuales tienden a agruparse en regiones de alta densidad, 

a menudo en los promotores de genes donde el incremento de la metilación se ha 

relacionado con disminución de la expresión. La metilación del ADN en diferentes 

regiones reguladoras participa en el silenciamiento de la expresión de genes, mientras 

que los genes que están hipometilados son accesibles y se transcriben. En la placenta, 

la expresión de genes que favorecen el crecimiento fetal dependen tanto de genes 

maternos y paternos, por ejemplo, el gen codificante para el factor de crecimiento 

similar a la insulina tipo 2 (IGF-2), o los transportadores de aminoácidos, son de origen 

paterno. Por el contrario, aquellos genes que restringen el crecimiento fetal, por 

ejemplo el gen que codifica para el receptor soluble de IGF-2 (IGF-2R), son de origen 
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materno (Heerwagen et al., 2010, Krause et al., 2009, Jones, 2012, Okada et al., 2009, 

Cox and Nathanielsz, 2009). 

 

En los años recientes la regulación epigenética de la expresión génica surgió como un 

importante contribuidor para los cambios en el tamaño y la morfología en los adipocitos 

durante la obesidad. En base a esto, se ha descrito que el gen LEP se encuentra 

transcripcionalmente activo mediante la modulación epigenética, cuando los pre-

adipocitos son estimulados para iniciar el proceso de adipogénesis. Se ha descrito que 

la región proximal del promotor del gen LEP tiene un número de sitios (CpG) de 

metilación conservada, los cuales permanecen altamente metilados en los pre-

adipocitos y por lo tanto impiden la expresión del gen LEP en esta etapa del desarrollo 

(Melzner et al., 2002, Yokomori et al., 2002). Además de los sitios CpG en el promotor 

de leptina, también posee una región de 217 pares de bases en la cual se ubica un 

elemento TATA-box y un sitio de unión al factor de transcripción funcional C/EBP-α, 

los cuales son suficientes para la expresión tejido-específica del gen. El núcleo de la 

secuencia de unión para el factor de transcripción C/EBP-α en el promotor del gen 

LEP, contiene un dinucleótido CG, un posible sitio de metilación (Hwang et al., 1996). 

 

Varios estudios han identificado un perfil de metilación en el promotor del gen de 

leptina. En un estudio in vivo donde se analizaron los patrones de metilación del 

promotor del gen LEP, tanto en línea celular de ratón y de humano, se reportó que en 

ambas líneas celulares, la densidad de metilación puede inducir la diferenciación de 

los adipocitos (Stoger, 2006). Marchi y colaboradores analizaron el perfil de metilación 

de una región de 305 pb en el promotor del gen de leptina en el cual ubicaron 31 sitios 

CpG y la correspondiente expresión de la leptina en la fracción de los adipocitos 

viscerales y de la fracción del estroma vascular del tejido adiposo blanco, encontrando 

una relación inversa entre la metilación y la expresión de la leptina en los adipocitos 

viscerales, evidenciando secuencias de reconocimiento entre las citocinas C15-C21 

para los factores de transcripción Sp1 y C/EBP, sugiriendo que la metilación de estas 

citosinas alteraría la expresión de los niveles de ARNm y por lo tanto de la proteína 

(Marchi et al., 2011). 
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Por otro lado, existen estudios que sugieren que variantes en el gen LEP pueden ser 

importantes en la fisiopatología de la obesidad, aunque aún no se han asociado con el 

peso al nacer, se ha descrito que el polimorfismo -2548G/A en el extremo 5´ de la 

región promotora del gen LEP, se ha asociado con variaciones en la leptina plasmática 

y el IMC en individuos con obesidad, además se ha demostrado que este mismo 

polimorfismo influye en la expresión de la leptina, posiblemente a nivel transcripcional, 

y por lo tanto, también en los niveles de secreción de la hormona por el tejido adiposo 

(Hinuy et al., 2008, Hoffstedt et al., 2002). Un estudio de casos y controles realizado 

por Hinuy y colaboradores en 228 mujeres brasileñas, reportó asociación del 

polimorfismo -2548G/A con obesidad, encontrando que el alelo G se asocia con mayor 

IMC (p=0.027) y con incremento de las concentraciones séricas de leptina en plasma 

(p=0.024), además, las mujeres portadoras del alelo G tienen 4 veces más riesgo de 

presentar obesidad (OR: 4.11, IC95%: 1.06-15.90, p=0.041) (Hinuy et al., 2008). 

 

En el 2009, Ramos Arellano reportó en población infantil guerrerense, la asociación de 

los polimorfismos A19G en el gen de leptina y A668G en su receptor con las 

concentraciones de leptina sérica e hiperfagia en niños con obesidad, encontrando una 

fuerte asociación entre la hiperleptinemia (leptina sérica >9 ng/mL) y la obesidad. Los 

genotipos 668 AG+GG del gen del receptor de leptina, fueron asociados con el 

consumo abundante de alimento (OR=6.6, IC95% 1.60 a 26.70, p=0.009) y la 

repetición de comida (OR=2.8, IC95% 1.42 a 5.34, p=0.003). No se observó relación 

del polimorfismo A19G con la concentración de leptina sérica, obesidad y los hábitos 

alimenticios (Ramos Arellano LE, 2009). 

 

En un estudio reciente de casos y controles realizado en población infantil guerrerense, 

se evaluó la asociación de los polimorfismos -2548G/A y -188C/A en el gen de leptina 

con la inflamación y la hematopoyesis en niños con obesidad, obteniendo las 

siguientes frecuencias genotípicas: para el polimorfismo -2548G/A, GG (30%), GA 

(51%) y AA (19%) y para el polimorfismo -188C/A, el genotipo más frecuente fue el CC 

(91.6%), seguido del CA (7.6%) y AA (0.8%). Se encontró un incremento en los niveles 
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de leptina en los niños con obesidad, aunque solo se observó asociación de los 

genotipos GG+GA del polimorfismo -2548 del gen de leptina con IMC, incremento en 

los niveles de leptina (4.61 vs 2.81 ng/mL, p=0.03) y proteína C reactiva de alta 

sensibilidad (hsCRP) (0.98 vs 0.34 mg/L, p=0.02) (García Carreón Adrián, 2010). 

 

Hasta la fecha no se han reportado las frecuencias de los polimorfismos -146G/C y -

160G/A. El Centro Nacional de Información Biotecnológica reporta una frecuencia del 

95.7% G/G y 4.3% G/C para el polimorfismo -146G/C en población Hispana y del 100% 

G/G para población caucásica. Para el caso del polimorfismo -160G/A frecuencias 

globales del alelo menor (MAF) de A=0.006/13. 

 

Estudios realizados en modelos animales, demuestran que la sobreexpresión de 

genes en el tejido adiposo, inducidos por la dieta durante el desarrollo de obesidad, no 

está mediada por cambios en la metilación del ADN, ya que por un lado, se ha 

observado que ratones C57BL/6J con una dieta rica en grasas presentan una marcada 

sobreregulación en la expresión de la transcripción de la leptina, y otros genes como 

Mest (transcrito especifico del mesodermo) y sFRP5 (proteína frizzled secretada) 

expresados en el tejido adiposo blanco. También se observó que la utilización de un 

agente desmetilante aumentó la cantidad del ARNm de Mest, pero no el ARNm de 

leptina o sFRP5 en los adipocitos de ratones 3T3-L1 (Okada et al., 2009). 

 

Debido a que se ha observado variabilidad en los niveles séricos de la leptina en 

personas con obesidad, sería importante conocer la relación entre los SNPs y la 

metilación en la región promotora de leptina, ya que no hay reportes en la literatura 

donde se evalué la relación de los polimorfismos rs192763413, rs35048003 y -188C/A 

con el perfil de metilación en la región promotora de la leptina, pero se sugiere que al 

ubicarse estos SNPs en sitios CpG propicia que se genere un sitio sensible a 

metilación, el cual a su vez participaría en la represión de la expresión del gen y por lo 

tanto habría una menor expresión de la proteína. Además, cabe mencionar que el 

promotor del gen de leptina contiene un sitio de reconocimiento para el factor de 

transcripción C/EBP, en el cual se ubica un sitio CpG, que es un posible blanco de 
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metilación, lo cual podría favorecer de igual manera una represión de la expresión de 

la leptina. 
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Correlation of leptin and soluble leptin receptor levels with anthropometric parameters 

in mother-newborn pairs 
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Abstract: The aim of this study was to investigate if anthropometric parameters are associated with both leptin and 
soluble leptin receptor (sLEPR) levels in newborns and their mothers. This cross-sectional study was performed in 
118 mother-newborn pairs. The venous blood sample of mothers was taken before delivery and immediately after 
delivery an umbilical cord blood sample was collected. Levels of leptin and sLEPR in maternal and umbilical cord 
sera were assessed by ELISA. Maternal serum concentration of leptin and sLEPR (6.2 and 25.7 ng/ml, respectively) 
were higher than in umbilical cord blood (2.4 and 14.2 ng/ml, respectively). However, the newborns and their moth-
ers had higher sLEPR levels than leptin levels. In mothers was observed that leptin levels increase with weight 
gain in pregnancy and decreased sLEPR levels. Cord leptin levels correlated with neonatal birth weight and length, 
the body circumferences, placental weight and maternal leptin levels. Cord sLEPR levels correlated with maternal 
sLEPR and leptin levels. Maternal serum concentration of leptin correlated with pre-pregnancy BMI, weight gain, 
cord sLEPR and leptin levels. Maternal sLEPR concentration correlated with cord sLEPR levels. The leptin and sLEPR 
levels in mother-newborn pairs are related with anthropometric parameters and an inverse correlation between 
leptin levels and sLEPR was observed in pairs.

Keywords: Leptin, soluble receptor leptin, neonate, umbilical cord, placenta

Introduction

It has been strongly suggested that the influ-
ence of maternal weight determines the rela-
tionship of birth weight in the newborn and the 
subsequent BMI, which it is in relation to the 
increased supply of energy substrates in the 
binomial. Maternal overnutrition negatively in- 
fluences body composition of the fetus and pre-
disposes to the development of obesity-related 
complications [1]. There is evidence suggesting 
that cytokines produced by the maternal endo-
metrium and the developing embryo play an 
important role in this signaling process. Alth- 
ough numerous cytokine-receptor pairs are ex- 
pressed by the maternal endometrium and the 
embryo during implantation, their temporal pat-
tern of expression is still poorly understood [2]. 
Several cytokines and growth factors are kno- 
wn to influence the migration, proliferation and 

invasion of the trophoblast [3, 4]. Leptin has 
been suggested to be involved in other func-
tions during pregnancy, due to high concentra-
tions produced by the placenta [5].

Leptin is the hormone product of the LEP gene 
and was originally considered as an adipocyte-
derived signaling molecule to participate in mo- 
dulating satiety and energy homeostasis [6, 7]. 
Actually, the pleiotropic effects of the hormo- 
ne have been identified; leptin is involved on 
modulation of several processes such as ther-
mogenesis, homeostasis, angiogenesis, hema-
topoiesis, osteogenesis, chondrogenesis, neu-
roendocrine, and immune functions, as well as 
arterial pressure control [8, 9]. Leptin exerts its 
function through a specific receptor that is ex- 
pressed in isoforms by alternatively spliced and 
differ by the relative lengths of their cytoplas-
mic regions. Within its receptor are included a 
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long form (bLEPR) that predominates in the 
hypothalamus and a soluble isoform (sLEPR, 
circulating leptin receptor) generated by the 
proteolytic cleavage of membrane-bound rece- 
ptors [10].

It has been proposed that leptin in pregnancy 
include the regulation of fetal growth and im- 
munomodulation, as well as mobilization of the 
maternal fat. According to placental perfusion 
studies, 98.4% of placental leptin is released 
into the maternal circulation, as well, total and 
free leptin concentrations are higher in mater-
nal blood during pregnancy and further elevat-
ed in pre-eclampsia. Therefore, leptin could be 
one of the fetal-placental signals altering ma- 
ternal metabolism to benefit the fetus by mobi-
lizing nutrients [11].

Several studies have demonstrated a strong 
positive correlation between the serum leptin 
concentration and amount of body fat [12, 13]. 
On the other hand, the physiological role of 
leptin in fetal growth has not been well clarified. 
Reports have demonstrated that leptin levels 
correlate highly with body mass index in obese 
children and rise just before the onset of puber-
ty [14]. The aim of this study was to investigate 
if anthropometric parameters are associated 

with both leptin and sLEPR levels in newborns 
and their mothers.

Materials and methods

Participants 

We recruited 118 mother-newborn pairs from 
the Hospital “La Madre y el Niño Guerrerense”, 
from Chilpancingo City in the state of Guerrero, 
Mexico. The present study was conducted be- 
tween January 2013 and March 2014. The 
study was performed in accordance with the 
Declaration of Helsinki. All included mothers 
provided signed informed consent before en- 
rollment. The Ethics Committee of the Hospital 
“La Madre y el Niño Guerrerense” approved the 
study protocol. Mothers with pre-eclampsia, hy- 
pertension, or diabetes were excluded. Full te- 
rm neonates were born after uncomplicated 
pregnancies and were otherwise healthy.

Clinic and anthropometric measurements

The clinical characteristics of the mothers were 
taken by a trained nurse using standard meth-
ods. The weight was measured with a mecha- 
nical column, bascule SECA 709 model. To de- 
termine height was used vertical stadiometer 
SECA model 206, and body circumferences 
were measured using an anthropometric tape. 
The blood pressure was determined with an 
automated sphygmomanometer OMRON 712C. 
We calculated the pre-pregnancy body mass in- 
dex, according to World Health Organization 
(WHO). The weight gain was categorized accord-
ing to the Institute of Medicine of the United 
States of America (IOM) [15]. The venous blood 
sample of mothers was taken before delivery. 
Clinical and anthropometric assessment in the 
newborn was performed by neonatologist at 
the same hospital, who determined the weight 
at birth with a mechanical bascule (SECA 745) 
and length with mechanical stadiometer for 
babies (SECA 207). With the anthropometric 
tape (SECA) were measured the head, abdomi-
nal and thoracic circumferences. According to 
the Mexican Association of Pediatrics we cate-
gorize birth weight in underweight (< 2.5 kg), 
normal-weight (2.5-3.5 kg) and overweight (> 
3.5 kg). The newborns and their placentas were 
weighed immediately after birth.

Laboratory measurements

The venous blood sample of mothers was taken 
before delivery and immediately after delivery 
an umbilical cord blood sample was collected. 

Table 1. Clinical and anthropometric charac-
teristics of the mothers
Variables Values
Age (years)* 25 (22-34)
Height (cm)† 1.53 ± 0.06
Pre-pregnancy weight (kg)* 57 (52-79)
Pre-pregnancy BMI (kg/m2)* 24 (22.3-32.5)
Perinatal weight (kg)* 67 (61-90)
Perinatal BMI (kg/m2)* 28.0 (26.2-37.4)
Weight gain (kg)* 9 (6.2-16.5)
Weight gain category n (%)
    Underweight 60 (50.4)
    Normal-weight 46 (38.7)
    Overweight 13 (10.9)
Placental weight (g)* 625 (540-875)
Hip circumference (cm)† 104.5 ± 10.3
Belly circumference (cm)* 111 (106-129)
Arm circumference (cm)* 27 (25.2-33)
SBP (mmHg)† 108.53 ± 11.34
DBP (mmHg)† 70.57 ± 9.61
The data shown are median and percentiles (25-75) for 
nonparametric variables (*), mean ± standard deviation 
for parametric variables (†) and frequency as n (%). BMI: 
Body mass index, SBP: systolic blood pressure, DBP: 
diastolic blood pressure.
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The blood sample was centrifuged at 1200 rpm 
for 10 min and the serum was stored at -70°C 

until analysis. Leptin and sLEPR serum concen-
trations were measured by a sandwich ELISA 

Table 2. Anthropometric and clinical characteristics of the newborns

Variable Total (n = 118)
Gender

P
Female (n = 61) Male (n = 57)

Gestational age (weeks)† 38.9 ± 1.3 38.9 ± 1.2 38.9 ± 1.3 0.83
Length (cm)* 51 (49-53) 51 (50-53) 50.5 (49-53) 0.19
Birthweight (kg)* 3.16 (2.9-3.3) 3.18 (2.9-3.3) 3.13 (2.9-3.3) 0.90
Birthweight category n (%) 0.58
    Underweight < 2.5 kg 3 (2.5) 2 (3.3) 1 (1.8)
    Normal-weight 2.5-3.5 kg 98 (83.1) 52 (85.3) 46 (80.7)
    Overweight > 3.5 kg 17 (14.4) 7 (11.4) 10 (17.5)
Head circumference (cm)* 34 (33-36.5) 34 (33-36.5) 34 (33-36.5) 0.50
Thoracic circumference (cm)* 33 (32-34) 33 (32-34) 33.5 (33-35) 0.04
Abdominal circumference (cm)* 30.5 (30-35) 30 (30-36) 31 (30-34.5) 0.57
Temperature (°C)* 36.5 (36.2-37.5) 36.5 (36.1-37.5) 36.7 (36.5-37.6) 0.11
The data shown are median and percentiles (25-75) for nonparametric variables (*), mean ± standard deviation for parametric 
variables (†). p values were determined by Mann-Whitney and Student’s t test, respectively.

Figure 1. Leptin and sLEPR levels 
in maternal serum and cord blood. 
(A) Leptin and sLEPR levels in neo-
nates and their mothers. (B) Cord 
blood leptin and sLEPR levels of the 
neonates by gender. (C) Serum leptin 
and sLEPR levels according to weight 
gain in the mothers. Data are pre-
sented as median and p values were 
determined by Mann Whitney (B) or 
Kruskal Wallis (C) test.
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kit (Human Leptin ELISA and Human Leptin Re- 
ceptor ELISA, BioVendor Laboratory Medicine 
Inc, Czech Republic), for these assays the de- 
tection limit was 0.2 ng/mL and 0.04 ng/mL, 
respectively.

Statistical analysis

Data analysis was performed using the statis- 
tical package STATA v.9.2. The normality of con-
tinuous variables was assessed using the Sh- 
apiro-Wilk’s test. Means and standard devia-
tions for symmetric quantitative variables were 
obtained and the comparison between groups 
using the t-Student test or one-factor ANOVA. 
For non-symmetric quantitative variables was 
obtained medians and percentiles 25 and 75 
and comparison between groups was perfor- 
med using the Mann Whitney or Kruskal Wallis 
test, were obtained absolute and relative fre-
quencies for qualitative variables and compa- 
red between study groups using the chi-square 
test statistic (X2) were determined. To evaluate 
correlations between plasma leptin concentra-
tion and other parameters, Spearman test was 
used. A value of P < 0.05 was considered sig-
nificant statistically.

Results 

Clinical and anthropometric characteristics of 
the mothers are summarized in Table 1. Median 

maternal age of 25 years old (22-34 yr), median 
pre-pregnancy BMI of 24 kg/m2 which is repre-
sentative of normal-weight before pregnancy 
and median prenatal BMI of 28 kg/m2 charac-
teristic of overweight. However, when we cate-
gorize the weight gain of women according to 
the criteria of the Institute of Medicine of the 
United States of America (IOM) found that most 
women (50.4%) had low weight gain during pre- 
gnancy and 10.9% were overweight. The wo- 
men had the blood pressure within the normal 
range.

The anthropometric and clinical characteristics 
of the newborns are shown in Table 2. The 
results show that female and male neonates 
had similar somatometric characteristics. How- 
ever, when we categorize the birthweight of ne- 
onates according to Mexican association of 
Pediatrics found that male neonates had high 
prevalence of overweight (17.5%) than female 
neonates (11.4%), although it was not signifi- 
cant.

Serum concentration of leptin and sLEPR in 
newborn-mother pairs are shown in Figure 1A. 
Maternal serum concentration of leptin and 
sLEPR (6.2 and 25.7 ng/ml, respectively) were 
higher than in umbilical cord blood (2.4 and 
14.2 ng/ml, respectively). However, the new-
borns and their mothers had higher sLEPR than 

Table 3. Correlation of leptin and sLEPR in maternal serum and cord blood with selected variables

Variable
Maternal leptin Cord leptin Maternal sLEPR Cord sLEPR
r* P r* P r* P r* P

Mothers
    Pre-pregnancy BMI 0.32 < 0.001 0.01 0.882 -0.18 0.048 0.001 0.986
    Prenatal BMI 0.34 < 0.001 0.07 0.483 -0.26 0.004 0.01 0.846
    Weight gain 0.29 < 0.001 0.12 0.197 -0.15 0.108 0.07 0.389
    Gestational age -0.14 0.119 0.11 0.231 -0.03 0.716 -0.13 0.165
    Placental weight 0.17 0.059 0.20 0.034 -0.03 0.780 0.03 0.785
    Belly circumference 0.28 0.002 -0.04 0.621 -0.11 0.218 0.09 0.314
    Leptin levels --- --- 0.21 0.026 -0.09 0.311 0.42 < 0.001
    sLEPR levels -0.09 0.332 0.11 0.248 --- --- 0.29 0.002
Newborns
    Birthweight 0.04 0.675 0.30 0.001 0.05 0.604 0.12 0.203
    Length -0.02 0.827 0.30 0.001 0.04 0.706 0.06 0.484
    Head circ. 0.21 0.024 0.15 0.114 0.13 0.162 0.23 0.019
    Thoracic circ. 0.11 0.235 0.34 < 0.001 0.07 0.434 0.13 0.160
    Abdominal circ. 0.07 0.451 0.27 0.003 0.12 0.182 0.10 0.268
    Leptin levels 0.21 0.026 --- ---- 0.11 0.236 0.14 0.121
    sLEPR levels 0.42 < 0.001 0.14 0.130 0.29 0.002 --- ---
BMI: body mass index, Head circ: head circumference, Thoracic circ: thoracic circumference, Abdominal circ: abdominal circum-
ference, sLEPR: soluble leptin receptor. *Spearman correlation coefficient.
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leptin levels. Figure 1B shows cord blood leptin 
and sLEPR levels of the neonates by gender. 
Leptin was detected in all samples. Leptin lev-
els were higher in females (3.1 ng/ml) than 
males (1.9 ng/ml) in the total sample, but there 
was no significant difference in sLEPR levels by 
gender. Serum leptin and sLEPR levels accord-
ing to weight gain in the mothers are shown in 
Figure 1C. In mothers was observed that leptin 
levels increase with weight gain in pregnancy 
and decreased sLEPR levels.

There was no significant correlation between 
the anthropometric characteristics of the mo- 
thers and cord blood leptin and sLEPR levels of 
the newborns. Cord blood leptin levels corre-
lated with neonatal birthweight and length (r = 
0.30, P = 0.001), body circumferences, placen-
tal weight (r = 0.20, P = 0.034) and maternal 
leptin levels (r = 0.21, P = 0.026). There was no 
correlation between cord blood sLEPR levels 
and anthropometric parameters of the neo-
nates, but if with maternal sLEPR and leptin 
levels (r = 0.29, P = 0.002 and r = 0.42, P < 
0.001, respectively). Maternal serum concen-
tration of leptin correlated with pre-pregnancy 
BMI (r = 0.32, P < 0.001), weight gain in preg-
nancy (r = 0.29, P < 0.001) and cord sLEPR and 
leptin levels (r = 0.42, P < 0.001 and r = 0.21, P 
= 0.026). Maternal sLEPR correlated negatively 
with pre-pregnancy BMI (r = -0.18, P = 0.048) 
and prenatal BMI (r = -0.26, P = 0.004), but it 
was correlated positively with cord sLEPR (r = 
0.29, P = 0.002) (Table 3).

Discussion

Our study showed that the main determinants 
of maternal leptin levels are body adiposity and 
weight gain during pregnancy, but an inverse 
relation between maternal sLEPR and body adi-
posity was observed. In neonates, leptin levels 
correlated with birthweight and anthropometric 
measures and sLEPR levels with maternal 
leptin and sLEPR levels.

We found that maternal serum concentration of 
leptin and sLEPR were higher than in umbilical 
cord blood. Several studies have provided evi-
dence that high leptin and sLEPR levels are 
present in maternal serum that in cord blood 
serum at birth [16-18].

Similarly, it has been reported that leptin levels 
reflect the mount of adipose tissue and during 
pregnancy, fetal leptin levels increase in paral-

lel with its development [14]. In adults, levels of 
circulating leptin are directly proportional to 
total fat mass [19] and are negatively associ-
ated with insulin sensitivity [20]. In another 
study, circulating leptin level was found to be 
proportional to adipose tissue mass, and body 
fat percentage was possibly the best adiposity-
related predictor of serum leptin concentra-
tions in human, which may be due to leptin 
resistance [21]. In the studies on the associa-
tion between leptin and indirect measures of 
adiposity, the most frequently used measures 
were body mass index (BMI) and waist circum-
ference [22].

Furthermore, the increase in the concentration 
of leptin can be attributed to the mobilization of 
nutrient sources required for fetal growth such 
as maternal adipose tissue [23]. We confirmed 
that BMI and weight gain in pregnancy are the 
main determinants of leptin levels in pregnant 
women, but not the placental weight. This cor-
relation suggests body adiposity as the main 
determinant factor for leptin levels in the mo- 
thers.

In this study, the leptin levels in umbilical cord 
blood are lower than those seen in the moth-
ers. This may be due to the increased preva-
lence in neonates of normal-weight (83.1%) 
and underweight (2.5%), therefore to less body 
fat decreases the leptin levels. Furthermore, 
cord leptin levels correlated with neonatal len- 
gth and birthweight, as well placental weight, 
and these results are consistent with another 
study that found that the fetus and placenta 
contribute to the total amount of leptin [24]. 

While it is known that the placenta secretes 
leptin, the wide majority of this (at least 95%) is 
secreted into the maternal circulation, with very 
little going into the fetal circulation, meaning 
that cord blood leptin reflects fetal fat mass, 
with less than 1% estimated to be from the pla-
centa/maternal circulation [25].

There is converging evidence that a strong cor-
relation between leptin levels and neonatal 
birth weight exists [26, 27], therefore lower le- 
ptin levels in the cord blood of our neonates 
suggest that is mostly sourced from fetal adi-
pose tissue. We found that leptin levels in cord 
blood were highest in female compared to the 
male neonates, but not cord sLEPR levels. Even 
though, there was no significant difference in 
anthropometric measures between female and 
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male newborns, therefore cannot attribute the 
difference in leptin levels to increase in weight 
or body circumferences in females. Underlying 
causes might be the differential amount of fat 
tissue by gender, the role of the variable sex 
steroid milieus of the newborn and the heavier 
placental weight associated with female gen-
der [28].

In another study, it has been reported that 
serum leptin levels are higher in female neo-
nates than males, but whether the cause of 
this difference is a suppression of leptin syn-
thesis by androgens remains unclear [29]. Me- 
llati and colleagues suggests that the estro-
gens may to increase leptin levels in female 
neonates [30]. Estrogens have been reported 
to regulate leptin expression by acting on a por-
tion of the estrogen response element in the 
leptin promoter [31]. While the estrogen and 
corticosteroids are associated with the enhan- 
cement of leptin synthesis, androgens are lin- 
ked to leptin inhibition [32]. In healthy men, tes-
tosterone concentrations were negatively cor-
related with leptin in serum [33].

We found that the sLEPR concentrations in 
cord blood and maternal serum, were signifi-
cantly highest compared to the leptin levels. 
Similar to the previous reports of sLEPR levels 
behave in an opposite fashion to leptin levels at 
birth [18], as in later stages of extrauterine life 
[34]. The function of sLEPR is not entirely clear 
but believed to delay the clearance of leptin 
from the circulation and, thus, increase leptin’s 
availability [35]. In addition, there is evidence 
suggesting that sLEPR not only alters the clear-
ance of leptin but also potentiates leptin action 
[36]. Therefore, our results suggest that, as a 
consequence of the inverse relationship bet- 
ween maternal levels of leptin and sLEPR, the 
increase in sLEPR levels may plays a role in the 
regulation of the leptin levels and its biological 
activity. Similarly, high sLEPR in cord blood may 
prevent the leptin from degradation and clear-
ance. Moreover, we found that cord sLEPR lev-
els correlated with maternal serum concentra-
tion of leptin and sLEPR, thus hormonal or 
genetic factors of their mothers can influence 
sLEPR levels in newborns.

Our study has some limitations. We relied on a 
single measure of leptin and sLEPR levels at 
delivery and we did not measure other hor-
mones that are implicated in the regulation of 

leptin levels and birthweight in the newborns. 
Taken together, our results indicate that the 
leptin and sLEPR levels in mother-newborn 
pairs are related with anthropometric parame-
ters and an inverse correlation between leptin 
levels and sLEPR was observed in pairs. 
Biological mechanisms underlying these obser-
vations need to be further elucidated.
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Leptin mRNA differential expression in tissues of neonates and their mothers 

 

1. Introduction 

 

Leptin, the product of the LEP gene, is a 16 kDa nonglycosylated polypeptide of 146 

amino acids [1]. The central source of leptin is the adipose tissue, although it can also 

be produced in other sites, including the placenta [2-4]. Leptin exerts multiple functions, 

being the best characterized the regulation of food intake, energy expenditure and body 

composition beginning in the early life, when the hormone also controls overall fetal 

growth and development [5-6]. Several important local actions of leptin have been 

identified, including thermogenesis, homeostasis, osteogenesis, chondrogenesis, 

neuroendocrine and immune functions, as well as arterial pressure control, anti-

apoptosis effects of trophoblast, stimulation of the amino acid transporter system A 

activity and induction of angiogenesis, a biphasic effect on cytotrophoblast invasion and 

modulation of synthesis of placental steroid hormones, [7-9]. 

 

In animals and humans, the concentrations of leptin in adipose tissue and plasma 

closely parallel the mass of adipose tissue and adipocyte size and triglyceride content 

[10-11]. It has been described, that the placenta plays an important role in regulating 

fetal growth and development as it produces a number of growth factors and hormones. 

Several studies suggest that leptin in the fetus is produced by fetal tissues or by 

placenta, and that leptin concentration in cord blood correlates with newborn 

anthropometry [12-14]. Other findings from animal studies indicate that leptin does not 

inhibit the appetite during intrauterine and early postnatal life. On the contrary, it seems 

that leptin promotes hyperphagia, suggesting that it contributes to the rapid growth and 

weight gain of the newborn, however this evidence is still inconclusive [15-16]. 

 

On the other hand, there is widespread localization of leptin receptors on placenta 

which are involved in the developing fetus, especially in bone and cartilage. This has 

led to the proposal that leptin is involved in the control of fetal growth. In human infants 

at term, umbilical leptin concentration has been correlated with placental weight and 
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with a number of indices of fetal growth including body weight and length, head 

circumference, ponderal index, adiposity and bone mineral content and density [17]. 

Interestingly, a meta-analysis of 19 observational studies reported a positive correlation 

between insulin and leptin and many of the babies’ anthropometric indices at birth [18]. 

The aim of our study was to analyze the relationship of leptin mRNA expression in 

different tissues, such as placenta and umbilical cord in neonates and adipose tissue 

of their mothers with anthropometric measures. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Patients. Adipose tissue biopsies were obtained immediately after cesarean 

deliveries from 30 mothers, and umbilical cord tissue and placenta from their neonates. 

All samples were obtained from the Department of Obstetrics and Gynecology at the 

Hospital “La Madre y el Niño Guerrerense”, from Chilpancingo City in the state of 

Guerrero, Mexico. Clinic and anthropometric measurements of mothers and their 

newborns were taken by Hospital nursing staff. The study was approved by the 

Research Ethics Committee of the University of Guerrero; informed written consent 

was obtained from all mothers. Mothers with pre-eclampsia, hypertension or gestational 

diabetes were excluded. 

 

2.2. Sampling of maternal peripheral blood and umbilical cord and tissue acquisition. 

The venous blood sample of mothers was taken before delivery and immediately after 

delivery an umbilical cord blood sample was collected. The blood sample was 

centrifuged at 1200 rpm for 10 min and the serum was stored at -80°C until analysis. 

Fresh samples of adipose tissue, placenta and umbilical cord tissue were obtained 

within 30 min after placental delivery in collaboration with the Department of Obstetrics 

and Gynecology of Hospital. Using a sterile scalpel, we excised one quadrangular 

segment (approximately 1 x 1 cm). After the samples were rinsed with saline, then the 

samples were stored at -80°C until further processing. 

 



27 
 

2.3. Determination of serum leptin levels. The serum leptin concentrations were 

determined with commercially available ELISA kit (Human Leptin ELISA, BioVendor 

Laboratory Medicine Inc. Czech Republic). The procedures for the methods were 

according to the instructions provided by the manufacturer. Absorbance was measured 

at a wavelength of 405 nm using ELISA reader (Tecan-Minilyser System Modelo A-

5082, Austria/Europa). The sensitivity of the leptin assay was 0.2 ng/mL. 

 

2.4. RNA extraction and reverse transcription. Total cellular RNA was extracted from 

adipose tissue, placenta and umbilical cord tissue by TRIzol® reagent (TRIzol®, 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany). RNA concentrations were determined by 

spectrophotometry (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific). About 1 µg of total RNA was 

reversely transcribed to synthesize cDNA, using oligo (dT) primer, M-MLV reverse 

transcriptase and reverse transcription reagents (Promega Corporation, USA). The 

cDNA samples were stored at -80°C until the real-time PCR assay. 

 

2.5. Leptin mRNA Expression Analysis. TaqMan real-time PCR was used to quantify 

the expression of leptin gene in the different tissues. All samples were run in triplicate 

for analysis using the conditions indicated in the TaqMan Gene Expression Assay 

protocol in a Light Cycler Nano System (Roche Applied Science). The mRNA 

expression was normalized using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH). Relative gene expression levels were calculated using the 2−ΔΔCt method 

[19] (expressed as relative expression units), after validating similar reaction 

efficiencies of the interest gene (leptin) and the reference gene GAPDH by running 

serial dilutions of both genes. 

 

2.6. Statistical analysis. Data analysis was performed using STATA sotware (v.11.0) 

and GraphPad Prism® version 5.04 for Windows, GraphPad Software, Inc. After testing 

for Gaussian distribution, the data were analyzed using Mann-Whitney test for non-

parametric data. A P-value of < 0.05 was considered significant. 
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3. Results 

 

Leptin gene expression was compared between different tissues in newborns and their 

mothers. For this study, samples of tissue biopsy were taken from umbilical cord, the 

placenta and adipose tissue of mothers, immediately after delivery the samples were 

collected. The LEP gene expression was significantly different among tissues. Leptin 

mRNA expression was higher in placenta (51.82-fold; p < 0.0001) and adipose tissue 

(87.23-fold; p < 0.0001) than umbilical cord (Figure 1a). Leptin mRNA expression 

according to leptin levels in maternal serum and in umbilical cord blood were analyzed. 

We found that mothers with leptin levels > 9.94 ng/mL had higher expression (12.18-

fold; p= 0.029) than mothers with leptin levels < 5.12 ng/mL (Figure 1b). There was no 

significant difference in leptin gene expression between leptin levels in umbilical cord 

(data not shown). 

 

 

Figure 1. Relative leptin mRNA expression in samples taken from umbilical cord (UC), placenta (PT) and adipose 

tissue (AT). a) Leptin mRNA expression was higher in adipose tissue and placenta than in umbilical cord. b) 

Leptin mRNA expression was higher in mothers with leptin levels above the third tertile compared to mothers 

with leptin levels lowest the first tertile, but there was no differences between leptin levels in umbilical cord. 

Relative expression analysis was performed using the 2−ΔΔCt method and normalized to GAPDH. Comparison 

among groups was performed using the Mann-Whitney test; p < 0.05. 

 

Relationship of leptin mRNA expression and anthropometric measurements in 

newborns and their mothers was evaluated. In adipose tissue of mothers was observed 

that leptin mRNA expression is higher in mothers pre-pregnancy obesity (5.95-fold; p= 

0.008) than mothers with normal-weight (Figure 2a). Similarly, the mothers with belly 
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circumference >108 cm had higher expression (5.86-fold; p= 0.042) than mothers with 

circumference <108 cm (Figure 2b). We did not observed significant difference in leptin 

gene expression with circumference >116 cm because, only two mothers presented 

these circumference. 

 

 

 

Figure 2. Relative leptin mRNA expression by maternal anthropometry. a) It was observed an increase leptin 

mRNA expression in adipose tissue (AT) of mothers with pre-pregnancy obesity, and b) greater belly 

circumference. Relative expression analysis was performed using the 2−ΔΔCt method and normalized to 

GAPDH. Comparison among groups was performed using the Mann-Whitney test; p < 0.05. 

 

 

To analyze the relationship between leptin mRNA expression and anthropometric 

measurements of the newborns, these measures were categorized by tertiles. We 

found a high leptin gene expression in neonates with a birth weight > 3.5 kg compared 

with those with birth weight 2.5 – 3.5 kg (Figure 3a). Leptin gene expression was low 

in neonates with increased length compared with neonates with length <50 cm (Figure 

3b). On the other hand, we observed that newborns with increased abdominal 

circumference had higher leptin expression than those with lower circumference 

(Figure 3c). Also, we found that neonates with thoracic circumference 33– 34 cm had 

high leptin expression compared to those with lower circumference (Figure 3d). There 

was no significant difference in leptin gene expression in umbilical cord and placenta 

according to the anthropometric measurements of the newborns. 

 

AT

Pre-pregnancy BMI (kg/m2)

R
e

la
ti

v
e

 a
m

o
u

n
t 

o
f 

m
R

N
A

(m
L

e
p

ti
n

/m
G

a
p

d
h

)

0

2

4

6

8
Normal-Weight

Overweight

Obese
p= 0.008

a)

Belly circumference (cm)

R
e

la
ti

v
e

 a
m

o
u

n
t 

o
f 

m
R

N
A

(m
L

e
p

ti
n

/m
G

a
p

d
h

)
AT

0

5

10

15

p= 0.042

b)

Tertile1 < 108.0

Tertile2 108.0 - 116.0

Tertile3 > 116.0



30 
 

 

Figure 3. Global analysis of the relative Leptin mRNA expression in newborns with anthropometry. A higher 

leptin RNAm expression was observed in newborns with an increment of a) birth weight, c) abdominal and d) 

thoracic circumference. b) It was observed that newborns with high length had decrease in leptin expression. 

Newborns were categorized for birth weight according to the Mexican Association of Pediatrics. Relative 

expression analysis was performed using the 2−ΔΔCt method and normalized to GAPDH. Comparison between 

groups was performed using the Mann-Whitney test; p < 0.05. 

 

 

High leptin mRNA expression in placenta was observed in newborns with birth weight 

> 3.5 kg but no in umbilical cord (Figure 4a). Similarly, high leptin mRNA in umbilical 

cord and placenta was observed in newborns with length < 50 cm compared with 

neonates longer (Figure 4b). Low leptin mRNA in umbilical cord was observed in 

newborns with abdominal circumference > 32 cm (Figure 4c) and thoracic 

circumference > 34.0 (5.95-fold; p= 0.008) but no in placenta (Figure 4d). 
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Figure 4. Relative expression analysis was performed using the 2−ΔΔCt method and normalized to GAPDH. 

Comparison between groups was performed using the Mann-Whitney test; p < 0.05. 
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the end of pregnancy; maternal leptin levels decline to normal values 24 hours after 

delivery [21].  

 

Although there are no reports of leptin expression in adipose tissue during pregnancy, 

previous studies have reported a high leptin mRNA expression in adipose tissue both 

in human and rodent with obesity, and leptin expression levels are positively correlated 

with plasma leptin levels elevated. [5, 22-24]. Dusserre and coworkers showed that 

mRNA levels of leptin were higher in abdominal subcutaneous adipose tissue and leptin 

mRNA levels were positively correlated with the BMI [25]. Furthermore, plasma leptin 

levels in pregnant women are significantly higher than those in non-pregnant women 

[4, 26], and maternal leptin serum concentrations steadily increase during the first and 

second trimesters, reaching its peak in late second or early third trimester. These high 

levels are maintained throughout the remainder of gestation and decline drastically 

postpartum [21, 27]. Several studies in human and mice have provided evidence that 

leptin mRNA and leptin secretion is high in adipose tissue from obese women and these 

leptin mRNA expression levels in adipose tissue are correlated with plasma leptin [28-

30]. Magariños and coworkers reported that pregnant rats exhibited a marked 

hyperleptinemia associated with an increase in leptin mRNA expression in both adipose 

tissue and placenta and suggest that the hyperphagia observed during pregnancy 

could be due to a decrease of the long form of the leptin receptor (LEPRb) at the 

hypothalamic level [31].  

 

In our study, leptin mRNA expression with the neonatal anthropometry was also 

analyzed. A low leptin mRNA expression in umbilical cord of newborn with higher birth 

weight, greater length and increased abdominal and thoracic circumference was found. 

To our knowledge, this is the first study that reports the relationship between leptin 

mRNA expressions with neonatal anthropometry in umbilical cord tissue. However, 

very few studies have reported the leptin mRNA expression in umbilical cord [32-33]. 

Akerman and coworkers demonstrated that term pregnancy human umbilical cord and 

fetal membranes co-express leptin and its receptor, which supports the hypothesis that 

leptin is an autocrine and paracrine regulator in these tissues [33]. On the other hand, 
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several studies have also demonstrated a positive correlation between leptin 

concentrations in the umbilical cord blood and body birth weight, suggesting that leptin 

expression in placenta may also have a role in fetal development [34-35]. Others 

studies have reported that low leptin levels have been observed in small for gestational 

age (SGA) infants, compared to appropriately grown for gestational age (AGA) or large 

for gestational age (LGA) infants [36-37]. Harigaya and coworkers found that within the 

first 6 hours of life, the concentration of serum leptin in LGA infants and SGA infants 

was significantly higher and lower, respectively, than that in the AGA infants, and these 

concentrations was positively correlated with birth body weight [14]. 

 

Moreover, there was no significant difference in leptin gene expression in placenta 

according to the anthropometric measurements of the newborns. Nevertheless, we 

observed that newborns with increased anthropometric measure, leptin mRNA 

expression was low. It has been described that leptin is a key placental hormone; 

several studies have shown that leptin induces trophoblastic cell proliferation, inhibits 

apoptosis, stimulates protein synthesis, and hormone and cytokine production in 

trophoblastic cells, and regulates fetal growth and development [12, 38]. Leptin 

expression and its receptor have been localized in placenta trophoblasts cells [39-42].  

 

Our results suggest that despite the fact that there is a lower leptin mRNA expression 

in umbilical cord, it’s a source of leptin which is secreted toward fetal circulation. 

Nevertheless, we found a low leptin mRNA expression in umbilical cord in newborn 

with increased anthropometric measure, which leads us to suggest that these newborn 

have a less demand of leptin expression that smaller newborn. Besides, it has been 

described that the higher leptin levels in umbilical veins compared with umbilical 

arteries, and the marked fall during the neonatal period, indicate that the human 

placenta is a major source of leptin in the fetal circulation [43]. 

  

Furthermore, several mechanisms have been postulated to explain high leptin 

expression during pregnancy and relationship with fetal growth. Several studies have 

reported that leptin mRNA expression and plasma concentration can be modified by 
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hCG, estrogens and oxygen availability in utero. Maymó et al., shown that human 

chorionic gonadotropin hormone (hCG) enhances leptin promoter activity and regulates 

leptin gene expression at the transcriptional level [44]. Moreover, in similar studies it 

was also demonstrated that leptin has a stimulatory effect on hCG secretion added to 

primary cultures of human placental trophoblast cells in first-trimester and at term of 

pregnancy [45-46]. Furthermore, estrogens play a central role in reproduction, 

Gambino et al., shown that estrogens are a regulator of leptin expression in adipose 

tissue and placental in studies in vivo e in vitro [47]. Similarly, leptin expression in 

isolated rat adipocytes is inhibited by an estrogen receptor antagonist and diminution 

of leptin expression in white adipose tissue is reverted with estrogens administration in 

the same rats after ovariectomy [48-49]. In contrast to these studies, it has been shown 

that a decrease in placental leptin mRNA is associated with cases of intrauterine growth 

retardation suggesting that leptin influences fetal growth [38]. Furthermore, both pre-

eclampsia and pregnancy-associated diabetes are another pathology characterized by 

increased placental leptin suggesting that this increase is associated with fetal hypoxia 

[50-51]. Other studies have described that human placental leptin is identical to that 

derived from adipose tissue in terms of size and immunoreactivity, but it has been also 

shown that the leptin gene has a specific upstream enhancer, known as the placental 

leptin enhancer region (PLE), implying that leptin gene expression is regulated 

differently in placenta than in adipose tissue [52-53].  

 

Moreover, in vitro studies show that leptin induces cell proliferation in trophoblastic cells 

and human umbilical vein endothelial cells and through inhibition of apoptosis [32, 54-

55]. Artwohl et al., reported that leptin increased expression of the apoptosis inhibitor 

bcl-2, modulates the hyperphosphorylation of retinoblastoma and cell cycle checkpoint 

genes/proteins as p53, p21 in umbilical vein endothelial cells [32].  

 

It has been shown that leptin controls fetal bone remodeling by enhancing the 

differentiation of human bone marrow stromal cells to osteoblasts and decreasing bone 

resorption [56-58]. Javaid and coworkers described that umbilical venous leptin 

predicts both the size of the neonatal skeleton and its estimated volumetric mineral 
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density [59]. Previous studies have demonstrated a positive association between infant 

size and cord blood leptin concentration [60-61]. 

 

Taken together the results show a high leptin mRNA expression in adipose tissue and 

placenta of pregnancy at term and a low leptin expression in umbilical cord that seem 

participated in the regulated of fetal growth. Therefore leptin may be an important factor 

for growth and development of the fetus. 
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Polimorfismos en el gen de leptina y niveles de ARN mensajero de LEP en placenta y 

cordón umbilical de neonatos y tejido adiposo de las madres 

 

Introducción 

 

La leptina es un péptido biológicamente activo de 16 kDa, constituido de 167 aminoácidos que 

incluye una secuencia señal de 21 aminoácidos. La leptina está codificada por el gen LEP en los 

humanos, el cual está localizado en el cromosoma 7 en el locus 31.3 (7q31.3), incluye 650 kb y 

está compuesto de tres exones separados por dos intrones1-3. La leptina es secretada 

principalmente por los adipocitos blancos, y está implicada en la regulación de la ingesta de 

alimentos, gasto energético y el balance de energía4. Su expresión y secreción está altamente 

correlacionada con la grasa corporal y el tamaño del adipocito5. Se ha reportado que la leptina 

es una hormona placentaria clave, y varios estudios han demostrado que induce la proliferación 

de las células trofoblásticas, inhibe la apoptosis, estimula la producción de hormonas y citosinas 

en las mismas células, además regula el crecimiento y desarrollo del feto6-7. Los niveles séricos 

de leptina materna y de cordón incrementan a medida que avanza el embarazo. Estudios reportan 

una correlación positiva entre los niveles séricos de leptina en sangre de cordón umbilical con 

el peso al nacer8-10. 

 

En humanos, se han identificado varios polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en el gen 

LEP11. Varios estudios de caso y controles han reportado que los polimorfismos -2548G/A y 

A19G en el gen LEP se asocian con la obesidad y los nivel séricos de leptina12-14. El 

polimorfismo -2548G/A consiste en la sustitución nucleotídica de una guanina por una adenina 

en la posición -2548 rio arriba del sitio de inicio de la transcripción ATG en el promotor del gen 

LEP, y este polimorfismo se ha asociado con el incremento en la producción y secreción de 

leptina en los adipocitos15. El objetivo de este estudio fue investigar la asociación de los 

polimorfismos -2548G/A y A19G con los niveles de expresión del ARN mensajero (ARNm) de 

gen LEP en biopsias de placenta y cordón umbilical de neonatos y en tejido adiposo en las 

madres. 
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Material y Métodos 

 

Participantes. En este estudio se captaron un total de 50 neonatos a término y sus madres; 22 

niños y 22 niñas, con un rango de edad gestacional entre 37 y 40 semanas. Se seleccionaron 

mujeres embarazadas programadas para parto obstétrico por cesárea que aceptaron participar en 

el estudio, todas las mujeres firmaron un consentimiento informado antes del estudio. Se 

excluyeron aquellas madres con preclamsia, hipertensión y diabetes gestacional; neonatos con 

complicaciones clínicas al momento del nacimiento y con enfermedades congénitas también 

fueron excluidos. A todas las mujeres embarazadas que ingresaron a parto por cesárea, se les 

realizo una toma de muestra de sangre periférica por punción venosa, previo a la incisión 

quirúrgica, con un ayuno previo de 8 horas como mínimo, utilizando dos tubos, uno con 

anticoagulante (EDTA al 10%) y otro sin anticoagulante, obteniendo 3 ml de sangre en cada 

tubo. En el momento de la intervención quirúrgica se recolecto una biopsia de tejido adiposo y 

posteriormente, al nacimiento del neonato, al realizar el corte del cordón umbilical el médico 

pediatra, se procedió a colectar una muestra de sangre de cordón umbilical suficiente para la 

obtención de suero y leucocitos para la extracción de ADN. Posteriormente, las biopsias de 

placenta y cordón umbilical se recolectaron, para la extracción tanto de DNA como de RNA 

para realizar el análisis del perfil de metilación y expresión de la proteína, respectivamente. Los 

sueros obtenidos se guardaron a -20°C hasta su utilización. 

 

Análisis de los niveles séricos de leptina. De los sueros obtenidos y almacenados a -20ºC, de 

sangre periférica de la madre y sangre del cordón umbilical, se determinó la concentración de 

los niveles séricos de leptina, a través del ensayo inmunoenzimático ligado a enzima (Human 

Leptin ELISA, Bio Vendor, Enzo Life Sciences), basado en el principio de ELISA sandwich, 

utilizando un anticuerpo policlonal anti-leptina humana con un límite de sensibilidad de 0.2 

ng/mL. 

 

Genotipificación de los polimorfismos en el gen de leptina. El ADN genómico fue extraído de 

leucocitos totales de sangre periférica de la madre y de sangre de cordón umbilical del neonato 

y almacenados a -20°C hasta su análisis. Se determinaron dos polimorfismos en el gen de 

leptina. La genotipificación de los SNP seleccionados se realizó mediante las técnicas de 
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reacción en cadena de la polimerasa y polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción (PCR-RFLP) en un termociclador (Techne TC-412). La información de los primers 

y las condiciones para el análisis de PCR-RFLP se muestra en la tabla 1. La mezcla de reacción 

se hizo en un volumen final de 20 μl, adicionando: buffer 1x, MgCl2 2.0 mM, dNTPs 0.1 mM, 

0.2 mM de cada primer, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 0.1 µg/µL de ADN genómico. 

Las condiciones de amplificación de PCR fueron las siguientes: una fase de desnaturalización 

inicial 94°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 seg, 

alineamiento entre 55 - 60°C por 30 seg, y una extensión a 72°C por 30 seg, seguida por una 

fase de extensión final de 72°C por 5 min. Se utilizó una alícuota de 10µl del producto de PCR 

y fue digerido con 1 U de enzima de restricción por 4 hrs. El análisis de productos de PCR, así 

como de los productos de la digestión con enzimas de restricción, fueron visualizados mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y teñidos con nitrato de plata al 0.2%. 

 

Extracción de ARN y transcripción reversa. El ARN total fue extraído de los tejidos usando el 

TRIzol® (TRIzol® Reagent, Ambion|RNA by Life Technologies). Nosotros usamos 1 mL de 

TRIzol®/100 mg de tejido y adicionamos 400 µL de Cloroformo. La concentración de ARN fue 

determinada espectrofotométricamente (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific). Se retro-

transcribió 1 µg de ARN total para la síntesis de ADN complementario (ADNc) usando primer 

Oligo (dT), M-MLV transcriptasa inversa y reactivos de retro-transcripción (Promega 

Corporation, USA). El ADNc fue almacenado a -80°C hasta el análisis de PCR en tiempo real. 

 

Análisis de la expresión del ARNm de LEP. La expresión de LEP y GAPDH fue cuantificada 

utilizando sondas TaqMan y todas las muestras se analizaron por triplicado utilizando las 

condiciones indicadas en el protocolo de ensayo en un Light Cycler Nano System (Roche 

Applied Science). Los niveles de expresión relativa del gen fueron calculadas utilizando el 

método 2-ΔΔCt (reportadas como unidades relativas de expresión)16. La validación de la eficiencia 

de la reacción del nuestro gen de interés (LEP) y el gen de referencia (GAPDH) se realizó 

mediante el corrimiento de diluciones seriadas para ambos genes. 
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Tabla 1. Primer y enzimas de restricción utilizados para la genotipificación. 

Polimorfismo SNP 
Número rs 

de dbSNP 
Posición Secuencia del primer (5´-3´) 

Producto 

(pb) 

Enzima de 

restricción 
Alelo (pb) 

-2548G/A G/A rs7799039 Promotor 
F: TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG 

R: AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA 
242 HhaI 

G: 61/181 

A: 242 

A19G G/A rs2167270 Exon 1 
F: CCCGCGAGGTGCACACTG 

R: AGGAGGAAGGAGCGCGCC 
221 MspAI 

G: 183/38 

A: 221 

SNP: polimorfismo de un solo nucleótido; F: sentido; R: antisentido. 

 

Análisis Estadístico. Se realizó el análisis de los datos utilizando el software GraphPad Prism 

versión 5. La prueba para el equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias genotípicas y 

alélicas fue calculada mediante la prueba de ji cuadrada. Un valor de p < 0.05 fue considerado 

estadísticamente significativo. 

 

Resultados 

 

Distribución de las frecuencias genotípicas y alélicas de los polimorfismos -2548G/A y A19G 

en el gen LEP. Ambos polimorfismos cumplen con el equilibrio de Hardy Weinberg en el grupo 

de las madres (x2= 0.13, p=0.72 polimorfismo -2548G/A; x2= 0.07, p= 0.79 polimorfismo 

A19G). La distribución de las frecuencias genotípicas y alélicas de ambos polimorfismos se 

presentan en la tabla 2. El análisis comparativo de las frecuencias genotípicas y alélicas para los 

polimorfismos -2548G/A y A19G en el gen del leptina no mostró diferencias significativas entre 

madres e hijos. 

Tabla 2: Distribución de las frecuencias genotípicas y alélicas de los polimorfismos en el gen 

LEP en binomios (madre - hijo). 

SNP  Genotipo  
Madres  

n = 50  

Hijos  

n = 50  
Valor p  

-2548G/A  

 GG 18 (36.0)  12 (24.0)  

0.39   GA 25 (50.0)  28 (56.0)  

 AA  7 (14.0)  10 (20.0)  

A
le

lo
  G  61 (61.0)  52 (52.0)  

0.20  
A  39 (39.0)  48 (48.0)  

 x
2
= 0.13; p= 0.72    

A19G 

 GG  12 (24.0)  14 (28.0)  

0.49   GA  24 (48.0)  27 (54.0)  

 AA  14 (28.0)  9 (18.0)  

A
le

lo
  G  48 (48.0)  55 (55.0)  

0.32  
A  52 (52.0)  45 (45.0)  

 x
2
= 0.07; p= 0.79    

Se muestran n y % por conteo directo, valor de p calculado por prueba de X2. 
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Polimorfismos en el gen de leptina y su relación con los parámetros antropométricos y niveles 

séricos de la proteína en madres e hijos. Cuando se realizó un análisis de comparación de las 

variables antropométricas y bioquímicas en las madres y los neonatos por genotipos de ambos 

polimorfismos de acuerdo con un modelo genético dominante o recesivo. Para el polimorfismo 

-2548 G/A los genotipos G/A y A/A fueron agrupados para el modelo genético dominante, el 

grupo -2548 G/A + A/A mostró un incremento en peso, índice de masa corporal (IMC) y 

circunferencias corporales en las madres (Tabla 3). Mientras que en el grupo de los neonatos se 

observó que los portadores del genotipo AA presentan menor peso al nacer en un modelo 

genético recesivo. No se observaron diferencias significativas cuando analizamos los niveles 

séricos de leptina en las madres, pero se observa una tendencia en la disminución de os niveles 

séricos en los neonatos portadores del genotipo A/A en el modelo recesivo. 

 

Tabla 3 Características antropométricas y bioquímicas de acuerdo al polimorfismo -2548 G/A en el gen LEP.  

 Modelo dominante   Modelo recesivo   

Madres  
GG  

n = 18  

GA + AA  

n = 32  
Valor p  

GG + GA  

n = 43  

AA  

n = 7  
Valor p  

Peso previo al embarazo (kg)  55.61 ± 5.46  63.36 ± 9.85  0.004ª  60.03 ± 9.14  63.86 ± 10.06  0.316  

IMC previo al embarazo (kg/m2)  23.37 ± 2.89  26.30 ± 4.54  0.017ª  25.07 ± 4.22  26.31 ± 4.50  0.479  

Peso perinatal (kg)  65.00 (61.00 – 66.00)  70.90 (65.55 – 77.00)  0.003b 67.00 (62.30 – 73.60)  72.00 (66.60 – 78.3)  0.158  

IMC perinatal (kg/m2)  27.47 (26.43 – 29.09)  29.63 (26.94 – 32.09)  0.043b  27.56 (26.43 – 30.25)  30.44 (27.02 – 32.17)  0.282  

Ganancia de peso gestacional (kg)  9.0 (8.0 – 12.0)  8.4 (4.9 – 11.3)  0.395  8.5 (6.0 – 11.3)  8.5 (4.6 – 12.0)  0.967  

Peso placenta (kg)  0.648 (0.625 – 0.740)  0.628 (0.578 – 0.740)  0.182  0.640 (0.600 – 0.740)  0.645 (0.605 – 0.655)  0.654  

Circunferencia cadera (cm)  100.0 ± 6.9  107.6 ± 9.3  0.004ª 104.7 ± 9.4  105.6 ± 8.2  0.764  

Circunferencia vientre (cm)  110.0 (107.0 – 116.0)  113.5 (106.5 – 118.5)  0.479  111.0 (107.0 – 118.0)  114.0 (106.0 – 119.0)  0.856  

Circunferencia pecho (cm)  96.5 (93.0 – 99.0)  101 (98.0 – 105.0)  0.031b  99.0 (95.0 – 103.0)  101.0 (98.0 – 105.0)  0.385  

Circunferencia brazo (cm)  26.4 ± 2.4  29.0 ± 3.5  0.006ª  28.0 ± 3.5  28.6 ± 2.6  0.628  

Leptina (ng/mL)  6.14 (2.39 – 10.52)  7.94 (2.40 – 11.02)  0.266  7.69 (2.40 – 10.73)  7.91 (6.10 – 10.16)  0.442  

Neonatos  
GG  

n = 12  
GA + AA  

n = 38  
Valor p  

GG + GA  
n = 40  

AA  
n = 10  

Valor p  

Peso al nacer (kg)  3.309 ± 0.331  3.158 ± 0.351  0.195  3.245 ± 0.326  2.994 ± 0.383  0.041a  

Longitud (cm)  51.0 ± 1.7  50.5 ± 1.9  0.442  50.8 ± 1.9  50.2 ± 1.5  0.403  

Circunferencia cefálica (cm)  34.8 ± 1.6  34.7 ± 1.3  0.774  34.8 ± 1.4  34.5 ± 1.2  0.546  

Circunferencia torácica (cm)  34.1 ± 2.0  33.7 ± 1.7  0.459  34.0 ± 1.7  33.2 ± 1.6  0.185  

Circunferencia abdominal (cm)  31.5 ± 2.2  31.5 ± 2.1  0.943  31.7 ± 2.2  30.6 ± 1.3  0.113  

Leptina (ng/mL)   2.37 (0.571 - 3.08)  2.16 (0.84 – 3.76)   0.823  2.48 (0.84 – 3.66)  1.67 (0.79 - 2.38)  0.083  

Los valores presentados son media ± desviación estándar, mediana y percentiles 5 y 95. IMC (índice de masa corporal), valor de p fue calculado 

por la prueba de aMann Whitney y bt de Student. 
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Con respecto al polimorfismo A19G los genotipos G/G +G/A se agruparon para el modelo 

genético recesivo. En la tabla 4 se muestra que el grupo 19 G/G + G/A mostró un incremento 

en la antropometría materna (mayor peso, IMC, circunferencia de cadera, circunferencia de 

pecho y la circunferencia del brazo). En el grupo de los neonatos, los portadores de los genotipos 

G/G y G/A muestran un incremento en el peso al nacer y mayor circunferencia torácica. No se 

observaron diferencias significativas cuando analizamos los niveles séricos de leptina en las 

madres. 

 

Tabla 4: Características antropométricas y bioquímicas de acuerdo al polimorfismo A19G en el gen LEP. 

 Modelo dominante  Modelo recesivo  

Madres 
GG 

n = 12 

GA + AA 

n = 38 
Valor p 

GG + GA 

n = 36 

AA 

n = 14 
Valor p 

Peso previo al embarazo (kg) 61.67 ± 8.44 60.22 ± 9.59 0.643 63.01 ± 9.51 54.29 ± 4.60 0.002 

IMC previo al embarazo (kg/m2) 24.55 ± 3.81 25.47 ± 4.39 0.521 26.28 ± 4.39 22.60 ± 2.32 0.005 

Peso perinatal (kg) 69.15 (63.75 – 74.80) 67.00 (63.50 – 75.50) 0.759 70.15 (65.25 – 76.00) 64.25 (60.00 – 66.00) 0.003 

IMC perinatal (kg/m2) 27.24 (25.05 – 30.71) 28.76 (26.64 – 30.90) 0.247 29.63 (27.13 – 31.82) 26.84 (25.54 – 27.62) 0.009 

Ganancia de peso gestacional (kg) 7.3 (4.0 – 10.8) 9.0 (7.0 – 12.0) 0.159 8. 15 (4.90 – 11.30) 9.25 (8.50 – 12.0) 0.217 

Peso placenta (kg) 0.630 (0.563 – 0.712) 0.643 (0.615 – 0.740) 0.525 0.633 (0.598 – 0.740) 0.645 (0.625 – 0.740) 0.375 

Circunferencia cadera (cm) 103.3 ±7.1 105.4 ± 9.8 0.499 106.8 ±9.1 99.9 ±7.7 0.016 

Circunferencia vientre (cm) 107.5 (106.0 – 115.0) 113.5 (108.0 – 119.0) 0.139 114.0 (107.3 – 119.0) 108.5 (106.0 – 115.0) 0.163 

Circunferencia pecho (cm) 98.5 (96.5 – 102.5) 99.5 (95.0 – 105.0) 0.767 100.5 (97.5 – 105.0) 95.0 (93.0 – 99.0) 0.028 

Circunferencia brazo (cm) 27.6 ± 3.2 28.2 ± 3.4 0.614 28.8 ± 3.4 26.2 ± 2.6 0.013 

Leptina (ng/mL) 7.78 (2.37 – 10.05) 8.17 (2.49 – 10.73) 0.785 7.94 (2.40 – 10.39) 6.14 (2.39 – 10.73) 0.517 

Neonato 
GG 

n = 14 
GA + AA 

n = 36 
Valor p 

GG + GA 
n = 41 

AA 
n = 9 

Valor p 

Peso al nacer (kg) 3.033 ± 0.317 3.257 ± 0.344 0.040 3.149 ± 0.353 3.402 ± 0.247 0.048 

Longitud (cm) 50.5 ± 1.3 50.7 ± 2.0 0.741 50.6 ± 1.8 50.8 ± 1.9 0.807 

Circunferencia cefálica (cm) 34.4 ± 1.3 34.8 ± 1.4 0.411 34.5 ± 1.4 35.4 ± 0.9 0.095 

Circunferencia torácica (cm) 33.3 ± 1.3 34.0 ± 1.8 0.224 33.5 ± 1.6 34.9 ± 1.8 0.026 

Circunferencia abdominal (cm) 31.8 ± 2.1 31.4 ±2.1 0.609 31.3 ± 2.0 32.4 ±2.5 0.167 

Leptina (ng/mL) 2.38 (0.79 – 3.80) 2.17 (0.95 – 3.36) 0.712 2.15 (0.79 – 3.64) 2.76 (1.79 – 3.27) 0.185 

Los valores presentados son media ± desviación estándar, mediana y percentiles 5 y 95. IMC (índice de masa corporal), valor de p fue calculado 
por la prueba de aMann Whitney y bt de Student. 

 

 

Polimorfismos en el gen LEP y su relación con la expresión del ARNm en los tejidos de los 

binomios estudiados. Para investigar el efecto funcional de los polimorfismos -2548G/A y 

A19G en el gen de leptina se analizó la expresión de ARNm del gen LEP. Cuando analizamos 
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la expresión del ARNm de leptina de acuerdo al polimorfismo -2548G/A, aunque no se observó 

diferencia significativa se muestra que madres portadoras de los genotipos G/A + A/A tuvieron 

mayor expresión de ARNm de leptina en comparación con portadoras del genotipo GG (1.7 › 

1.0) (Figura 1a). Al realizar el análisis en los neonatos se muestra que los portadores del genotipo 

-2548 G/A + AA tienen niveles significativamente bajos de expresión del ARNm en las biopsias 

de placenta en comparación de los portadores -2548 G/G (0.14 › 1.0; p= 0.023) (Figura 1c). 

Estos resultados se obtuvieron al realizar una normalización de los valores de expresión de LEP 

con el gen housekeeping GAPDH. Por otro lado, cuando nosotros analizamos la expresión de 

acuerdo al polimorfismo A19G, nosotros encontramos que madres portadoras del genotipo A/A 

tienen baja expresión de ARNm en tejido adiposo en comparación al genotipo G/G + G/A (0.42 

› 1.0; p=0.036) (Figura 1d). Al realizar el análisis en los neonatos se muestra que los portadores 

del genotipo 19 AA tienen un incremento significativo en los niveles de expresión del ARNm 

en las biopsias de placenta y cordón umbilical, en comparación de los portadores de los 

genotipos G/G + G/A (5.26 › 1.0; p= 0.046) (Figura 1e). Del mismo modo, cuando comparamos 

la expresión por tejido especifico en los neonatos se observó un incremento del ARNm en 

portadores del genotipo A/A con respecto al GG + G/A (7.5 › 1.0; p=0.036) (Figura 1f). 
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Figura 1. Expresión relativa del ARN mensajero (ARNm) de leptina en muestras de biopsias de tejido adiposo, cordón umbilical 

y placenta. Para el polimorfismo -2548 G/A a) las madres portadoras de los genotipos GA + AA tuvieron un ligero incremento 

en la expresión del ARNm de leptina. b) Una ligera disminución en la expresión de leptina fue observada en los neonatos 

portadores de los genotipos GA + AA. c) Neonatos portadores de los genotipos GA + AA tuvieron una baja expresión del 

ARNm de leptina en placenta. Para el polimorfismo A19G d) las madres portadoras del genotipo AA tuvieron una baja expresión 

de leptina en tejido adiposo; mientras que e) los neonatos portadores del genotipo AA tuvieron una alta expresión de leptina, f) 

este incremento es significativo en placenta. El análisis de expresión relativa se realizó utilizando el método 2−ΔΔCt y normalizado 

con GAPDH. La comparación entre grupos se realizó mediante la prueba de Mann-Whitney; valor de p < 0.05. 

 

Discusión 

 

Este estudio destaca el posible efecto funcional de polimorfismos en el gen de leptina sobre los 

niveles de expresión del ARNm de LEP en madres-neonatos de población Guerrerense. Este 

estudio muestra que madres portadoras de los genotipos -2548 GA + AA presentaron un 

incremento en las medidas antropométricas y un incremento no significativo en la expresión del 

ARNm de leptina en comparación con las portadoras del genotipo GG, mientras que las madres 

portadoras de los genotipos 19 AA presentaron menor antropometría materna y una disminución 

significativa en los niveles de expresión del ARNm de LEP en comparación con las portadoras 

de los genotipos 19 GG + AA. Por otro lado, en los neonatos portadores de los genotipos -2548 

GA + AA en el gen de leptina se observó un menor peso al nacer y una disminución significativa 
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de los niveles de expresión del ARN mensajero de LEP en biopsias de placenta en comparación 

con los portadores del genotipo GG, mientras que, los neonatos portadores del genotipo 19 GA 

+ AA presentan mayor peso al nacer, mayor circunferencia torácica y tuvieron un incremento 

significativo en la expresión del ARN mensajero de LEP con respecto a portadores del genotipo 

GG en biopsias de placenta, sugiriendo que los polimorfismos -2548G/A y A19G en el gen LEP 

juega un papel importante en la regulación de la expresión del gen. 

 

La frecuencia del alelo G para ambos polimorfismos en el gen de leptina, fue similar a las 

reportadas en estudios previos en población caucásica17-19. Del mismo modo, un estudio 

realizado en binomios madres-neonatos en población checa reportó una frecuencia similar del 

alelo G para el polimorfismo -2548G/A en madres y en sus hijos20. Curiosamente, nuestros datos 

difieren de los reportados en población japonesa21, donde se reporta menor frecuencia del 

genotipo GG. Estas diferencias pueden ser atribuidas al tamaño de la muestra y los criterios de 

inclusión en cada estudio, así como a la influencia racial entre las poblaciones con diferente 

origen étnico, confiriendo así a una mayor diversidad genética en la distribución de estos y otros 

polimorfismos. 

 

Varios estudios han reportado la asociación de polimorfismos en el gen de leptina con la 

variabilidad en los niveles de la hormona, pero son muy pocos los estudios que han reportado 

la relación entre polimorfismos en el gen de leptina y la expresión relativa del ARN mensajero 

de LEP. Hoffstedt y colaboradores., investigaron si el polimorfismo -2548G/A influye en la 

transcripción del gen y la expresión de leptina en el tejido adiposo en mujeres no obesas, 

encontrando que mujeres portadoras del genotipo A/A tenían una mayor concentración de 

leptina sérica cuando ajustaron por IMC, y un incremento significativo en los niveles de 

expresión del ARN mensajero de LEP en tejido adiposo15. Por otro lado, Terrasi y colaboradores 

mostraron que en modelos celulares de cáncer de mama la presencia de los genotipos AA y GA 

para el polimorfismo -2548G/A coincidieron con la alta e intermedia expresión del ARN 

mensajero de LEP, respectivamente, mientras que las células con GG tenían niveles bajos de 

expresión. Además, la presencia del polimorfismo -2548G/A incrementa la expresión basal de 

leptina en células epiteliales de cáncer de mama mejorando el reclutamiento eficiente del factor 
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de transcripción SP1 hacia el ADN bajo el tratamiento con insulina, mientras que para el 

genotipo GG la unión de Sp1 al ADN no fue dependiente de insulina22.  

 

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que reporta la relación entre polimorfismos 

en el gen de leptina y la expresión del ARNm de LEP en biopsias de placenta y cordón umbilical 

en neonatos y tejido adiposo de sus madres en embarazos a término. Para el polimorfismo -

2548, neonatos portadores del genotipo AA tenían baja expresión del ARN mensajero de LEP 

en placenta comparación con portadores del genotipo GG. Se ha reportado previamente que la 

expresión del ARN mensajero de leptina en placentas de embarazos a término, disminuye 

significativamente en comparación con placentas en etapas tempranas de la gestación23. 

 

El incremento en los niveles circulantes de leptina y la sobre expresión ha sido reportada en 

sujetos portadores del alelo A para el polimorfismo -2548G/A, así como también, este alelo se 

ha asociado con un incremento 2 veces mayor en la secreción de leptina a partir de adipocitos 

cuando se compara esta misma secreción con la presencia del alelo G24. 
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Capítulo IV 

 

Metilación global del ADN y su relación con la ingesta de ácido fólico y 

polimorfismos en el gen de leptina en binomios madre-neonato  
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Metilación global del ADN y su relación con la ingesta de ácido fólico y 

polimorfismos en el gen de leptina en binomios madre-neonato 

 

Introducción 

 

El ácido fólico es la forma sintética del folato, una vitamina del grupo del complejo B, 

su ingesta a través de la dieta juega un papel importante en la síntesis de ácidos 

nucleicos, además de que desempeña un papel crítico en la síntesis de S-

adenosilmetionina (SAM) que sirve como donador de grupos metilo en varias 

reacciones de metilación, tales como la metilación del ADN, ARN y proteínas (Nazki et 

al., 2014). 

 

La metilación del ADN es el principal mecanismo epigenético que regula la expresión 

génica mediante la modificación del ADN sin el cambio de la secuencia genómica. La 

metilación del ADN es un proceso en el que un grupo metilo está unido covalentemente 

a la posición 5 de una citosina en el contexto de un dinucleótido citosina-guanina (CpG) 

en el genoma de mamíferos (Geiman and Muegge, 2010). La metilación del ADN de 

promotores ricos en CpG de mamíferos juega un papel importante en el control de 

procesos celulares que incluyen, el desarrollo embrionario, la transcripción, la 

inactivación del cromosoma X y el "imprinting" genómico (Robertson, 2005, Hirst and 

Marra, 2009). Estudios recientes muestran que la metilación también afecta la 

estabilidad y estructura de los cromosomas. Y la hipometilación anormal puede causar 

muchas enfermedades humanas, incluyendo muchos tipos de cáncer (Takahashiet al., 

2013, Pinto et al., 2013). Xiang H et al., estimó que más de 0.11% de las citosinas 

genómicas son metilcitosinas, las cuales probablemente se producen en dinucleótidos 

CG. La metilación en CGs es substancialmente enriquecida en los cuerpos de genes 

y se correlaciona positivamente con los niveles de expresión de genes, lo que sugiere 

que tiene un papel positivo en la transcripción de genes (Wang et al., 2014). 

 

La leptina es una proteína de 167 aminoácidos (Frühbeck, 2006), esta hormona 

anorexigenica se produce principalmente en el tejido adiposo, y se ha demostrado que 
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otros tejidos como la placenta, mucosa gástrica, intestino, médula del hueso, epitelio 

mamario, músculo esquelético, pituitaria e hipotálamo tienen la capacidad de 

producirla en pequeñas cantidades. Estudios han demostrado que la leptina induce 

proliferación de células trofoblásticas, inhibe la apoptosis, estimula la síntesis de 

proteínas, hormonas y citocinas en las mismas células, además regula el crecimiento 

y desarrollo del feto, por lo que se ve incrementada la concentración plasmática de 

leptina durante el embarazo (Gambino et al., 2012, Nezar et al., 2009). Esta hormona 

se relaciona con los diferentes patrones de crecimiento y el desarrollo del feto, 

presentándose cambios en sus niveles, por ejemplo, recién nacidos pequeños para su 

edad gestacional tienen niveles bajos de leptina, en comparación con los niños con 

peso normal para su edad gestacional. 

 

 

El desarrollo placentario y fetal está fuertemente influenciado por mecanismos 

epigenéticos que alteran la expresión de genes a largo plazo, sin afectar la secuencia 

del ADN. El promotor del gen LEP tiene varios sitios CpG, se ha observado que en 

una región de 217 pares de bases se ubica un elemento TATA-box y un sitio de unión 

al factor de transcripción funcional C/EBP-α, los cuales son suficientes para la 

expresión tejido-específica del gen. Además, el núcleo de la secuencia de unión para 

el factor de transcripción C/EBP-α en el promotor del gen LEP, contiene un dinucleótido 

CG, un posible sitio de metilación (Stoger, 2006). En un estudio in vivo donde se 

analizaron los patrones de metilación del promotor de gen LEP, tanto en línea celular 

de ratón y de humano, se reportó que, en ambas líneas celulares, la densidad de 

metilación puede inducir la diferenciación de los adipocitos (Stoger, 2006). 

 

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es evaluar la relación de los polimorfismos -

2548G/A y A19G en el gen de leptina, y la metilación global del ADN con la ingesta de 

ácido fólico en binomios madre-neonato. 
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Maerial y métodos  

 

Participantes. En este estudio se incluyeron 28 neonatos a término y sus madres; con 

un rango de edad gestacional entre 37 y 40 semanas. Se seleccionaron mujeres 

embarazadas programadas para parto obstétrico por cesárea que aceptaron participar 

en el estudio con un consentimiento informado antes firmado. Se excluyeron aquellas 

madres con preclamsia, hipertensión y diabetes gestacional; neonatos con 

complicaciones clínicas al momento del nacimiento y con enfermedades congénitas 

también fueron excluidos. A todas las mujeres embarazadas que ingresaron a parto 

por cesárea, se les realizo una toma de muestra de sangre periférica por punción 

venosa, previo a la incisión quirúrgica, con un ayuno previo de 8 horas como mínimo, 

utilizando un tubo con anticoagulante (EDTA al 10%), obteniendo 3 ml de sangre en 

cada tubo para la extracción de ADN de leucocitos. En el momento de la intervención 

quirúrgica se recolecto una biopsia de tejido adiposo y posteriormente, al nacimiento 

del neonato, al realizar el corte del cordón umbilical el médico pediatra, se procedió a 

colectar una muestra de sangre de cordón umbilical suficiente para la obtención de 

leucos para le extracción de ADN. Posteriormente, las biopsias de placenta y cordón 

umbilical se recolectaron, para la extracción de DNA para realizar el análisis del 

porcentaje de metilación global del ADN. 

 

Genotipificación de los polimorfismos -2548G/A y A19G en el gen LEP. Para la 

amplificación del fragmento de interés del polimorfismo -2548G/A se utilizaron los 

siguientes iniciadores: sentido (5’-CAATGTGCGCAGTACGGTC-3´) y antisentido (5’-

AGTGTCTGACATCTCGCAGAGGCTT-3’). El volumen total de la mezcla de reacción 

fue de 10 μl y el producto de PCR se digirieron con 10 U de la enzima de restricción 

Hha1 (New England BioLabs), a 37ºC por 4 horas, obteniendo así fragmentos de 181 

y 61 pb para el genotipo G/G; 242, 181 y 61 pb para el G/A; y un solo fragmento de 

242 pb para el A/A.Para la amplificación A19G se utilizaron los siguientes iniciadores: 

sentido (5’-ATATAGAGGGCGTCAACCG-3´) y antisentido (5’-

CCTATTCACCTTGCGGTGCAGT-3’), para obtener un producto de 221 pb. El 

volumen total de la mezcla de reacción fue de 10 μl y el producto de PCR de 221 pb, 
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se digirió con 10 U de la enzima de restricción MspA1I (New England BioLabs), a 37ºC 

por 4 horas, obteniendo así fragmentos de 183 y 38 pb para el genotipo G/G; 221, 183 

y 38 pb para el G/A; y un solo fragmento de 221 pb para el A/A. El análisis de productos 

de PCR así como de los productos de la digestión con enzimas de restricción, se 

realizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y para la visualización 

de los productos se utilizó una tinción con nitrato de plata al 0.2%. 

 

Análisis de metilación global del ADN. Del ADN obtenido y almacenado a -20ºC, a 

partir de la biopsias de tejido adiposo, cordón umbilical y placenta. El contenido de 5-

mC o DNA metilado se midió con MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit 

(Colorimetric), determinándose así el porcentaje de metilación global del ADN. 

 

Resultados 

 

En el estudio se incluyeron 28 binomios madres-neonatos, a quienes se les evaluaron 

características clínicas y somatométricas. Las madres tuvieron una edad promedio 

entre 23 y 32 años con una media de IMC antes del embarazo de 25.31 ± 4.30 kg/m2 

y un IMC prenatal de 27.9 (26.4 – 30.9) kg/m2 con presión arterial normal. Los 

neonatos tenían una edad gestacional de 38.7 ± 1.2 semanas, un peso al nacer de 

3.163 ± 0.380 kg, y una longitud entre 49 y 52 cm.  

Al realizar el análisis de metilación global del ADN en placenta y cordón umbilical en 

los neonatos y en tejido adiposo de las madres, encontramos que la placenta y el tejido 

adiposo tienen mayor porcentaje de metilación en comparación con tejido de cordón 

umbilical (7.7 %, 7.3 % y 5.4 %, respectivamente) (figura 1a). Se realizó el análisis del 

porcentaje de metilación global del ADN con la ingesta de ácido fólico durante el 

embarazo y se observó que las madres que refirieron ingerir ácido fólico desde antes 

del embarazo tuvieron un menor porcentaje de metilación en placenta en comparación 

con las que tuvieron una ingesta de ácido fólico después del segundo trimestre del 

embarazo (Figura 1b). 
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Figura 1. Metilación global del ADN en muestras de biopsias de cordón umbilical, placenta y tejido adiposo. a) 
Diferencias significativas del porcentaje de 5-metilcitocina (5-mC) en las diferentes biopsias de tejido. b) Las madres 

que refirieron ingerir ácido fólico desde antes del embarazo tuvieron menor porcentaje de metilación en placenta. 
Los datos mostrados son medianas y la comparación entre grupos se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis; 
valor de p < 0.05. 
 

 

Al realizar el mismo análisis de metilación con los niveles séricos de leptina y los 

polimorfismos, se observó que las madres con niveles séricos de leptina mayores de 

9.82 ng/dL presentan mayor porcentaje de metilación en comparación con las madres 

que tienen menores niveles de leptina (Figura 2a). Por otro lado, no se observaron 

diferencias significativas entre la metilación y los polimorfismos en el gen de leptina 

(datos no mostrados). 

 

 

Figura 2. Contenido de 5-metilcitocina (% 5-mC) en las diferentes biopsias. a) El porcentaje de metilación en tejido 
adiposo fue mayor en las madres con niveles séricos de leptina >9.82 ng/mL. b) No se observó diferencias entre el 

porcentaje de metilación en cordón umbilical y placenta con los niveles de leptina de cordón. Los datos mostrados 
son medianas y la comparación entre grupos se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis; valor de p < 0.05. 

 

 

Al realizar el análisis de metilación con la antropometría del neonato, se observó que 

los recién nacidos con mayor peso al nacer, mayor circunferencia torácica y abdominal, 
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presentan un menor porcentaje de metilación con respecto a los recién nacidos que 

tienen una menor medida antropométrica (figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Cuantificación de 5-mC en ADN de tejido de cordón umbilical y placenta. Los neonatos con a) mayor 
peso al nacer y mayor circunferencia c) abdominal y d) torácica presentaron un menor porcentaje de metilación en 
cordón umbilical. d) Se observan diferencias significativas entre el porcentaje de metilación en placenta y la longitud 

del neonato. Los datos mostrados son medianas y la comparación entre grupos se realizó mediante la prueba de 
Kruskal Wallis; valor de p < 0.05. 

 

Discusión 

 

En este estudio se observó un mayor porcentaje de metilación en placenta y tejido 

adiposo en comparación con el tejido de cordón umbilical. Se ha descrito que en la 

placenta, numerosos cambios de metilación del ADN de una gran magnitud ocurren 

durante la gestación, incluso dentro del tercer trimestre (Novakovic et al., 2006, Yuen 

et al., 2010). Esto puede estar relacionado con los cambios en la composición de las 

células. Por ejemplo, la composición trofoblasto en la placenta varía en la gestación 

en el que las proporciones de células citotrofoblastos pasan de 85% en el primer 

trimestre a sólo el 15% en el embarazo a término (Bernischkc et al., 2006), debido a la 
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diferenciación de estas células progenitoras en células sinciciotrofoblasto. La 

metilación del ADN también puede estar asociada con la edad gestacional debido a 

una programación normal de la expresión de genes y los cambios epigenéticos que se 

producen en todo el desarrollo dentro de cada tipo de célula (Hogg et al., 2014). 

 

Por otro lado, las alteraciones epigenéticas proporcionan una hipótesis emergente 

para explicar los posibles fenómenos biológicos a través del cual un ambiente 

intrauterino adverso inicia una "impronta metabólica" en el recién nacido, y sigue 

contribuyendo a la patogénesis de las complicaciones tales como desordenes 

metabólicos, cardiovasculares y endocrinos en la etapa adulta. La importancia de la 

epigenética en la programación fetal y su relación con la hipótesis de fenotipo 

ahorrador está bien documentada en modelos animales (Armitage, et al., 2004, Issa, 

2002). Por el contrario, algunos estudios humanos examinaron la interacción entre la 

restricción del crecimiento intrauterino y las modificaciones epigenéticas como un 

posible mecanismo para explicar el desarrollo posterior de fenotipos relacionados al 

síndrome metabólico (Gemma et al., 2009). 

 

En los mamíferos, la metilación del ADN se produce en las bases de citosina, 

adyacentes a una guanina (dinucleotidos CpG) 5’-CG-3’ para producir 5-metilcitosina 

(5mC). La metilación no-CpG también se ha detectado en algunos loci específicos 

(Ichiyanagi et al, 2013; Imamura et al, 2005; Nishino et al., 2011) su importancia 

biológica en los mamíferos no se conoce, pero, la metilación no-CpG parece ser más 

enriquecida en el genoma de las células germinales y las células ES (Ramsahoye et 

al., 2000; Shirane et al, 2013.). Aunque la metilación en sitios CpGs se asocia sobre 

todo con la represión de la expresión génica (Weber et al, 2007; Yagi et al, 2008, 2012), 

la presencia de promotores metilados con bajo contenido de CpG en genes 

transcripcionalmente activos también ha sido observado por de todo el genoma (Weber 

et al., 2007). Esto sugiere que la escasa metilación CpG no interfiere con la maquinaria 

de transcripción y/o que la metilación CpG en un contexto de secuencia particular, 

activa la transcripción. El último no es totalmente improbable ya que se ha demostrado 

que la metilación de CpG dentro de las secuencias CRE (TGACGTCA) crea un sitio 
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de unión para el factor de transcripción C / EBPA y resulta en la activación de genes 

específicos de tejido de secuencia asociada CRE (Rishi et al., 2010). 

 

En conclusión, los neonatos con mayor peso al nacer presentan menor porcentaje de 

metilación global del ADN en placenta y esto depende de la ingesta de ácido fólico 

antes del embarazo. 
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Discusión 

 

En este trabajo de investigación al igual que en otros estudios, se observó que los 

niveles séricos de leptina fueron mayores en las madres que en los neonatos 

(Schubring et al., 1997). Las madres con mayor ganancia de peso a término del 

embarazo, presentan un incremento significativo en los niveles séricos de leptina 

similar a lo que se ha reportado en otros estudios (Misra et al., 2013, Castellano Filho 

et al., 2013). Se sugiere que este incremento en los niveles séricos de leptina se 

relaciona con el papel de la leptina durante el embarazo, se puede explicar por la 

reducción en el transporte de leptina a través de la barrera hematoencefálica y 

alteraciones en señalización de leptina en el hipotálamo (Trujillo et al., 2011). Similar 

a otros estudios en neonatos, se ha reportado que los niveles séricos de leptina en 

cordón umbilical son mayores en niñas que en niños (Schubring et al., 1999). Mellati y 

colaboradores, sugieren que el incremento en los niveles de leptina en niñas recién 

nacidas es debido a los estrógenos (Mellati et al., 2010). Además se ha descrito que 

la región promotora del gen de leptina posee un elemento de respuesta a estrógenos, 

regulando así la expresión de leptina (Machinal et al., 1999, Gambino et al., 2010).  

 

Cuando se realizó el análisis comparativo de la expresión del ARN mensajero (ARNm) 

del gen LEP en biopsias de deferentes tejidos en neonatos y sus madres, se encontró 

mayor expresión de leptina en tejido adiposo y placenta que en cordón umbilical, en 

este mismo análisis, se observó una correlación entre la expresión del ARNm de 

leptina en tejido adiposo y los niveles séricos de la proteína en las madres, así como 

con la antropometría materna, sin embargo, no se observó esta misma asociación 

entre los niveles séricos de leptina en suero de cordón umbilical y la expresión del 

ARNm en placenta y tejido de cordón. Algunos estudios evidencian la expresión 

deferencial del ARNm de un gen en particular en diferentes tejidos y que estos niveles 

de expresión se correlacionan con la expresión de su proteína, sin embargo, otros 

estudios describen que la expresión del ARNm de un gen no siempre predice la 

expresión de la proteína (Guo et al., 2008, Koussounadis et al., 2015). Estas 

diferencias entre la expresión del ARNm y la proteína son explicados por varios 
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mecanismos, entre los cuales se incluyen factores que puedan afectar la estabilidad y 

la transcripción del ARNm, la traducción y degradación de la proteína (de Sousa Abreu 

et al., 2009).  

 

Por otro lado, no se encontraron estudios de asociación entre la expresión de ARNm 

de leptina en tejido adiposo y los niveles circulantes de la proteína en madres con 

embarazo a término. Sin embargo, se ha descrito que la leptina es producida y 

secretada principalmente por el tejido adiposo, y en la placenta durante el embarazo. 

Estudios previos en personas con obesidad han reportado una mayor expresión de 

leptina en tejido adiposo (Schoof et al., 2004, Considine et al., 1996). Un estudio 

realizado por Hardie y colaboradores, reporta que las concentraciones séricas de 

leptina materna aumentan progresivamente durante el embarazo, alcanzando un pico 

durante el segundo trimestre y al final del embarazo, y disminuyen a valores normales 

24 horas después del parto (Hardie et al., 1997). Se ha propuesto que este incremento 

en las concentraciones séricas de leptina, es debido a un mecanismo de resistencia a 

la leptina en el hipotálamo materno en la etapa gestacional, que da lugar a la reducción 

en el transporte de leptina a través de la barrera hematoencefálica y alteraciones en la 

señalización de la hormona en el hipotálamo (Trujillo et al., 2011). 

 

También se encontró una baja expresión del ARNm de leptina en tejido de cordón 

umbilical de neonatos con incremento en la antropometría neonatal, tales como, peso 

al nacer, longitud y circunferencias abdominal y torácica. Además, no se observó 

diferencia significativa de la expresión gen de la leptina en placenta cuando se 

compara con las medidas antropométricas de los neonatos. Sin embargo, se observó 

una baja expresión del ARNm en neonatos con mayores medidas antropométricas. 

Este es uno de los primeros estudios que reporta la relación entre la expresión de 

ARNm de leptina en tejido de cordón umbilical con la antropometría neonatal. Muy 

pocos estudios han demostrado la expresión de leptina en el cordón umbilical 

(Akerman et al., 2002, Artwohl et al., 2002). Akerman y colaboradores, demostraron 

que en embarazos a término, el cordón umbilical y membranas fetales co-expresan 

leptina y su receptor (Akerman et al., 2002). Por otra parte, varios estudios han 
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demostrado una correlación positiva entre las concentraciones de leptina en la sangre 

del cordón umbilical y el peso al nacer, sugiriendo así que la expresión la leptina en 

placenta tiene un papel fundamental en el desarrollo fetal (Gross et al., 1998, 

Schubring et al., 1997). Una posible explicación para la baja expresión del ARNm de 

leptina en neonatos con un incremento en su antropometría tienen una menor 

demanda de expresión de leptina por parte del cordón umbilical, y esto podría ser 

debido a que neonatos a término expresan y secretan su propia leptina principalmente 

por el tejido adiposo fetal. Además como se ha descrito la placenta es una fuente 

importante de la leptina en la circulación fetal en etapas tempranas de la gestación 

(Yura et al., 1998).  

 

En este trabajo se analizaron los polimorfismos -2548G/A, -188C/A, rs192763413, 

rs35048003 y A19G en el gen de leptina, de los cuales los polimorfismos -188C/A, 

rs192763413 y rs35048003 tuvieron una distribución monogénica en nuestra 

población. Los polimorfismos -2548G/A y A19G cumplen con el equilibrio de Hardy-

Weinberg en el grupo de las madres, lo que nos permitió hacer el análisis de estos 

polimorfismos con la expresión del ARNm del gen LEP en biopsias de placenta y 

cordón umbilical de neonatos, y tejido adiposo de sus madres, encontrando que los 

neonatos portadores de los genotipos GA y AA del polimorfismo-2548G/A tienen 

significativamente muy bajos niveles de expresión del ARNm de LEP en las biopsias 

de placenta, mientras que las madres portadoras de los genotipos GA y AA tuvieron 

un incremento significativo en la expresión del ARNm de leptina. Se ha descrito, que 

el promotor del gen de la leptina en el humano contiene varios sitios consenso de unión 

a una gran variedad de factores de transcripción y que el polimorfismo -2548G/A no se 

encuentra en ningún sitio regulador conocido. Por lo cual, se propone que la sustitución 

de G por A para este polimorfismo no modifica ni crea un sitio para algún factor de 

transcripción, pero se ha reportado que los factores nucleares extraídos de células 

U937 y de adipocitos subcutáneos se unen con mayor afinidad al alelo A del 

polimorfismo -2548G/A, lo que sugiere que este polimorfismo puede modificar la tasa 

transcripcional del gen de leptina. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que 

el polimorfismo este en desequilibrio de ligamiento con otras secuencias reguladoras 
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que influyen en la transcripción del gen de la leptina (Yiannakouris et al., 2003). Un 

estudio en mujeres con peso normal, reporta que mujeres portadoras del genotipo AA 

para el polimorfismo -2548G/A tenían una mayor concentración de leptina sérica 

cuando se ajustaron por IMC, y un incremento significativo en los niveles de expresión 

del ARN mensajero de LEP en tejido adiposo (Hoffstedt et al., 2002). 

 

 Para el polimorfismo A19G, las madres portadoras del genotipo AA presentaron una 

baja expresión del mensajero de leptina en tejido adiposo con respecto a los genotipos 

GG y GA, mientras que los neonatos portadores del genotipo AA tienen mayor 

expresión de ARNm en placenta en comparación al genotipo GG y GA. El polimorfismo 

A19G se localiza en la región 5'-UTR del primer exón del gen LEP. La modificación del 

alelo G por A resulta en la aparición de un sitio para el factor de transcripción c-Myb 

(Weston et al., 1998). Recientemente, Chen y colaboradores reportaron que la 

sobreexpresión de c-Myb podría mejorar la diferenciación adipogénica en las células 

madre mesenquimales. Las células madre mesenquimales son pluripotentes y además 

de los adipocitos, pueden dar lugar a varios linajes de células distintas, tales como 

osteoblastos, condrocitos, miocitos, e incluso las neuronas en condiciones apropiadas 

(Fourati et al., 2013, Yilan Chen et al., 2011). 

 

En este estudio, se describe la distribución de 5-metilcitocina (5-mC) en los tejidos. La 

placenta y el tejido adiposo contienen un alto nivel de 5-mC que el cordón umbilical. 

Se ha descrito que la metilación del ADN es esencial en la regulación de expresión de 

genes y casi todos los procesos biológicos incluyendo el desarrollo, crecimiento y 

diferenciación (Laird and Jaenisch, 1996, Robertson, 2005) y que las alteraciones en 

la metilación del ADN producen cambios en la expresión génica. La hipermetilación 

conduce a silenciamiento génico o disminución de la expresión génica, mientras que 

la hipometilación activa los genes o incrementa la expresión génica. Además, también 

observamos que las madres que refirieron ingerir ácido fólico antes del embarazo 

presentaron un menor porcentaje de metilación global del ADN en placenta y cordón 

umbilical, respectivamente, en comparación con las que refirieron ingerir ácido fólico 

después del segundo trimestre del embarazo. Algunos estudios han descrito que 
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durante la gestación la placenta presenta numerosos cambios en la metilación del 

ADN, incluso hasta el tercer trimestre (Novakovic et al., 2006, Yuen et al., 2010). Estos 

cambios pueden estar relacionados con la composición de las células, es decir, la 

composición del trofoblasto en la placenta varía en la gestación. Las proporciones de 

citotrofoblastos pasan de 85% en el primer trimestre a sólo el 15% en el embarazo a 

término (Bernischkc et al., 2006), debido a la diferenciación de estas células 

progenitoras en células sinciciotrofoblasticas. Por otro lado, la metilación del ADN 

también puede estar asociada con la edad gestacional debido a una programación 

normal de la expresión de genes y los cambios epigenéticos que se producen en todo 

el desarrollo dentro de cada tipo de célula (Hogg et al., 2014). 

 

En conclusión, las madres con obesidad antes del embarazo y mayor ganancia de 

peso durante la etapa gestacional presentan una alta expresión del ARNm del gen LEP 

en tejido adiposo y un incremento en los niveles séricos de leptina y son portadoras de 

los genotipos -2548 GA + AA para el polimorfismo -2548 G/A y 19 GG + GA del 

polimorfismo A19G, mientras que los neonatos con mayor peso al nacer presentan una 

baja expresión del ARNm del leptina en cordón umbilical, pero una mayor expresión 

en placenta y son portadores del genotipo -2548 GG para el polimorfismo -2548 G/A y 

19 AA para el polimorfismo A19G en el gen de LEP y presentan menor porcentaje de 

metilación global del ADN. 

 

A continuación, se propone un modelo de integración de los factores maternos y 

perinatales como determinantes del peso al nacer. Como resultado de este trabajo de 

investigación en binomios madres-neonatos, se encontró que las madres con obesidad 

antes del embarazo y mayor ganancia de peso durante la etapa gestacional presentan 

un incremento en los niveles de expresión de leptina y son portadoras de los genotipos 

-2548 GA + AA y 19 GG + GA de los polimorfismos -2548 G/A y A19G en el gen LEP, 

los cuales a su vez se relacionan con un incremento en la antropometría materna en 

comparación con las madres con peso normal; mientras que los neonatos con mayor 

peso al nacer y un incremento en las circunferencias corporales presentan mayor 

expresión de leptina y son portadores de los genotipos -2548 GG y 19 AA. Además, 
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las madres que refirieron una ingesta de ácido fólico después del segundo trimestre 

de embarazo presentan menor porcentaje de metilación global de ADN en placenta y 

cordón umbilical (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Modelo comparativo de los factores maternos y perinatales como determinantes del peso al 

nacer en madres-neonatos. 

En resumen, podemos observar que las madres con una mayor ganancia de peso, y 

una ingesta de ácido fólico después del segundo trimestre de embarazo presentan un 

menor porcentaje de metilación global del ADN en placenta y cordón umbilical, y tienen 

mayores niveles de leptina con respecto a las madres con peso normal. Este 
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incremento en los niveles de expresión de leptina en tejido adiposo y placenta de 

madres con mayor IMC perinatal y sus neonatos con peso >3.5 kg al nacer podría 

estar atribuido no solo a la adiposidad materna, sino también a la presencia de 

polimorfismos en el gen LEP y a cambios en la regulación epigenética como la 

metilación del ADN. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Realizar un análisis por secuenciación de la región promotora del gen de leptina 

para identificar islas CpG que puedan estar metiladas en las biopsias de tejido 

adiposo y placenta y compararlas con los niveles de expresión del gen y los 

polimorfismos. 

 

 Analizar la expresión del ARNm del receptor de leptina en placenta y compararla 

con la expresión de leptina y el peso al nacer. 

 

 Realizar la medición de otras hormonas (ej. gonadotropina coriónica humana, 

estrógenos, insulina, entre otras) que estén implicadas en la regulación de los 

niveles de expresión de leptina y el peso al nacer en los recién nacidos.  
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