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REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LEPTINA Y SU 

ACCIÓN EN CÉLULAS PLACENTARIAS 

 

RESUMEN 
 

Conocida inicialmente como la “hormona de la gordura” por su asociación con la 

saciedad y el balance energético del organismo, la leptina, una proteína de 16 kDa, también 

es reconocida actualmente por el papel fundamental que posee en la biología reproductiva.  

 La expresión de la leptina y de sus receptores, descubierta originalmente en tejido 

adiposo, se ha evidenciado en otros tejidos tales como placenta, en donde la síntesis de 

leptina es altamente regulada. Los niveles de leptina aumentan tempranamente durante la 

gestación, aún antes de que se incremente el tejido adiposo, sugiriendo que existen otros 

factores que modulan su producción. Sin embargo, los mecanismos de acción de la leptina 

sobre la implantación y el crecimiento embrionario son aún desconocidos. 

  El presente trabajo ha sido desarrollado con el objeto de estudiar las vías de 

transducción de señales activadas por leptina en placenta y para elucidar los mecanismos 

que median el efecto antiapoptótico de leptina. Más aún, dado que la leptina sería 

importante en la supervivencia celular y en el mantenimiento de la placenta, analizamos la 

regulación de la expresión de leptina en placenta por la hormona gonadotrofina coriónica y 

por AMPc. Se utilizaron como modelo las líneas celulares trofoblásticas JEG-3 y BeWo, y 

explantos de placenta humana a término. Demostramos que la unión de la leptina a su 

receptor causa la estimulación de las vías de señalización de JAK/STAT, MAPK, 

p38MAPK y PI3K. Asimismo, hallamos que la leptina cumple una función antiapoptótica 

en células trofoblásticas y que ejerce dicha función principalmente a través de la vía de 

MAPK. Cuando estudiamos la regulación de la expresión de leptina, los resultados 

mostraron que la hCG, una hormona esencial del embarazo, estimula la transcripción y la 

síntesis de leptina en placenta. Contrario a lo esperado, el AMPc inhibió la inducción de 

leptina por hCG. El efecto de hCG sobre leptina parece estar mediado por la vía de MAPK. 

Observamos que el AMPc estimula la expresión de leptina en placenta y que el nucleótido 
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es capaz de activar no sólo la vía de señalización de PKA sino también la de MAPK. En 

este sentido, demostramos que la acción inductora del AMPc sobre leptina estaría mediada 

por un entrecruzamiento entre dichas vías. 

En síntesis, los resultados obtenidos contribuyen a esclarecer el modo de acción de 

la leptina en placenta así como los mecanismos de regulación de la expresión de la proteína, 

y sustentan la importancia de la leptina en la biología de la reproducción.  

 

 

PALABRAS CLAVE : Leptina, placenta, implantación, vías de señalización, apoptosis, 

hCG, AMPc, PKA, MAPK. 
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REGULATION OF LEPTIN EXPRESSION AND ITS ACTION 

IN PLACENTAL CELLS 

 

ABSTRACT 
 

Leptin is a 16000 MW protein product of the obese gene, originally considered as 

an adipocyte-derived signaling molecule for the central control of metabolism. However, 

leptin has been suggested to be involved in other functions during pregnancy, particularly 

in placenta, where it was found to be expressed. Leptin levels rise early in pregnancy, even 

before the augmentation of adipose tissue, suggesting that others factors modulate its 

production. The mechanism of leptin action in implantation and fetal development remains 

unknown. In the present work we aimed to study the signal transduction pathways activated 

by leptin in placenta and to elucidate the mechanisms that mediate the antiapoptotic effect 

of leptin. Moreover, since leptin could be important in trophoblastic cell survival, and 

therefore in maintenance of the placenta, we attempted to study the regulation of leptin 

expression in placenta. BeWo and JEG-3 choriocarcinoma cell lines, as well as 

trophoblastic cells from human placenta explants were used. We determined that both 

models of work express leptin and leptin receptor. We have found that leptin stimulates 

JAK-STAT, MAPK and PI3K signaling pathways. We demonstrated that leptin has an 

antiapoptotic effect in placental cells and this effect is mediated mainly by the MAPK 

pathway. We have also found that hCG added to BeWo cells showed a stimulatory effect 

on leptin expression and transcription. Similar results were obtained with placental explants 

thus evidencing physiological relevance. We found that dbcAMP counteracted hCG effect 

on leptin expression. Moreover, hCG effect on leptin is mediated by the MAPK pathway. 

We showed that cAMP stimulates leptin expression in placental cells. More interestingly, 

we demonstrated that the cAMP effect on leptin expression probably involves both the 

PKA classic signaling pathway and the MAPK signal transduction pathway. A cross talk 

between these pathways would be responsible for the observed effects.  
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In summary, our results will lead to a better understanding of the regulatory 

mechanisms of leptin expression by human placental trophoblasts and further support the 

importance of leptin in the biology of reproduction 

 

 

 

KEY WORDS:  Leptin, placenta, implantation, signal transduction pathways, apoptosis, 

cAMP, hCG, PKA, MAPK  
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INTRODUCCIÓN 
 

La implantación humana, un proceso único 
 

El fin esencial de la procreación es diversificarse y pasar a sus descendientes 

material genético. Así, los mamíferos vivíparos se han adaptado a un sistema reproductivo 

complejo y altamente regulado (1). El proceso de implantación en el humano, es único y 

representa una paradoja biológica. En este sentido, es aún un misterio cómo las células 

trofoectodérmicas del blastocisto y las células epiteliales del endometrio contactan a través 

de sus membranas apicales (las membranas apicales de las células epiteliales rechazan 

normalmente otras moléculas de adhesión) (2). 

El establecimiento de una íntima conexión entre la madre y el embrión es una 

característica propia de los mamíferos. La implantación representa una nueva estrategia de 

reproducción que permite el desarrollo de un pequeño número de embriones en un 

organismo materno protector. Esto se hizo posible con la aparición de un útero funcional. 

Sin embargo, aunque la viviparidad es una ventaja evolutiva, presenta una importante 

limitación: la absoluta necesidad de sincronización entre el desarrollo uterino y 

embrionario. El útero de prácticamente todos los mamíferos está preparado para la 

implantación sólo durante un limitado período de tiempo llamado “ventana de 

implantación”. Antes o después de ese período, el útero resulta o bien indiferente o bien 

hostil al embrión (3). Así, la interacción recíproca entre el blastocisto y el útero materno da 

inicio al proceso de implantación, en donde el sistema vascular del embrión entra en 

comunicación funcional con la circulación materna derivando en el establecimiento de una 

placenta funcional y en el embarazo (4). 

El endometrio es remodelado a través del ciclo menstrual. Atraviesa cambios 

cíclicos característicos de proliferación y secreción, y sin la implantación embrionaria, se 

degrada y ocurre el sangrado menstrual. El endometrio uterino por tanto es el prerrequisito 

anatómico para la continuación de nuestra especie y el principal objetivo durante la edad 

reproductiva es recibir, nutrir y proteger al blastocisto que se implanta (5). Durante un ciclo 

normal, el embrión humano ingresa en la cavidad uterina 4 días después de la ovulación 
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(6). El endometrio se vuelve receptivo a la implantación del blastocisto entre 6-8 días luego 

de la ovulación y permanece receptivo por 4 días (días del ciclo 20-24) (7). El proceso de 

implantación comienza 6 o 7 días después de la fertilización (8) y en base a los estudios en 

el mono Rhesus, se piensa que involucra principalmente tres estados: aposición, adhesión e 

invasión. Previo a la implantación, el blastocisto muestra evidencias de polaridad, 

asumiendo una particular orientación a medida que se aproxima al endometrio. Una vez que 

se orienta correctamente (aposición) la zona pelúcida se pierde. El blastocisto entra en 

contacto con la capa epitelial y se adhiere a la superficie endometrial (adhesión) (Figura 1). 

Finalmente, el blastocisto penetra en la capa epitelial e invade el estroma (invasión) (9). 

 

 

 

 

FIGURA 1. Aposición y adhesión del blastocisto. El diagrama muestra el estadío 
preimplantatorio del blastocisto (6 a 7 días luego de la concepción) y los procesos 
necesarios para la receptividad uterina y la aposición y adhesión del blastocisto. 
Modificado de Norwitz y cols. 2001 (10) 
 

 

La implantación puede ser superficial o intersticial de acuerdo con la extensión de 

penetración del blastocisto en el endometrio. Puede ser lateral, mesometrial o 
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antimesometrial de acuerdo a la orientación del embrión en la cavidad uterina. En los 

humanos, la implantación es intersticial y antimesométrica: el embrión se implanta 

profundamente en el cuerpo del útero, más frecuentemente en la parte superior de la pared. 

Durante la aposición, no se establecen conexiones visibles entre el blastocisto y el 

endometrio, y el blastocisto puede ser desprendido por un simple lavado de la cavidad 

uterina. En la adhesión se establecen conexiones funcionales pese a que la naturaleza de 

estas conexiones es aún muy especulativa (11). Aumenta el contacto físico entre el 

blastocisto y el epitelio del útero, mientras que el polo embrionario se orienta hacia el 

epitelio. El último estado que es el proceso de invasión (Figura 2) comienza con la 

penetración del sinciciotrofoblasto a través del epitelio uterino y continúa con la infiltración 

de los citotrofoblastos mononucleares invadiendo el endometrio, el miometrio y la 

vasculatura uterina (12). 

 

 

FIGURA 2. Implantación del blastocisto. El diagrama muestra un blastocisto invadiendo 
(9-10 días luego de la concepción) y el proceso necesario para la invasión trofoblástica. 
Modificado de Norwitz y cols., 2001 (10). 
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Los eventos de la unión del embrión al epitelio del endometrio y la subsiguiente 

invasión del estroma aún no se comprenden completamente. Para proteger a la madre del 

ataque de los trofoblastos invasivos que migran hacia las arterias espirales uterinas, las 

células estromales del endometrio sufren una transformación en una densa matriz celular 

conocida como decidua. Las deciduas obstruyen el movimiento de los trofoblastos 

formando una barrera física a la penetración de las células y generando un ambiente local 

de moléculas biológicamente activas, incluyendo citoquinas, que promueven la fijación de 

los trofoblastos más que la invasión (13). La información de las citoquinas es compleja y 

frecuentemente contradictoria, sin embargo son reconocidas por desempeñar un rol 

fundamental en establecer un embarazo exitoso (14). 

En la implantación el embrión penetra en los tejidos del endometrio y es rodeado 

por vasos sanguíneos rotos y por la sangre llena de nutrientes que escapa de ellos; en este 

momento, la sangre materna entra en contacto directo con el trofoblasto embrionario. Una 

vez implantado firmemente en el endometrio, el embrión comienza a crecer y expandirse 

(Figura 3) (2). 
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FIGURA 3. Mantenimiento del embarazo temprano. El diagrama representa el embrión 
implantado, aproximadamente 14 días luego de la concepción, y los procesos necesarios 
para el mantenimiento del embarazo temprano. Modificado de Norwitz y cols., 2001 (10)   
 

 

El desarrollo del embrión 

Con el fin de alcanzar un embarazo exitoso se requieren dos condiciones 

indispensables: durante los 4 o 5 días de transporte a lo largo de las trompas de Fallopio, el 

embrión debe sufrir una serie de complejos procesos de maduración y al mismo tiempo 

debe desarrollarse un endometrio receptivo. La fecundación se produce en el tercio superior 

de las trompas de Fallopio y afecta primero al citoplasma de las células gaméticas y luego a 

sus núcleos. Con la fusión de los núcleos se origina el cigoto, que a continuación iniciará la 

lenta migración tubárica, durante la cual ocurre la segmentación del cigoto. En esta etapa 

del desarrollo embrionario, el huevo se divide por mitosis aumentando el número de células 

denominadas blastómeros (Figura 4). Hacia las 40-50 horas pueden reconocerse cuatro 
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blastómeros, y ocho, a las 60 horas. Las divisiones mitóticas de los blastómeros continúan a 

lo largo de todo el viaje tubárico, hasta originar la mórula, que comprende entre 16-32 

células fetales, y luego al blastocisto (32-64 blastómeros) (10). 

 

 

 

FIGURA 4. Estadios tempranos en el desarrollo del embrión humano desde la 
fertilización hasta la implantación. La fertilización ocurre en las trompas de Falopio entre 
las 24 a 48 h luego de la ovulación. Los estadios iniciales del desarrollo, desde el cigoto 
hasta la mórula, ocurren mientras el embrión atraviesa la trompa. Durante la migración la 
zona pelúcida evita la adhesión prematura del embrión al oviducto. La mórula entra a la 
cavidad uterina aproximadamente dos o tres días luego de la fertilización. La apariencia del 
fluido que llena la cavidad interna marca la transición de mórula a blastocisto y es 
acompañado por diferenciación celular. El embrión se adhiere con su zona pelúcida una vez 
que alcanzó el útero 

 

Cuando se forma la mórula se produce un aumento de tamaño, adoptándose la 

forma de una pelota. En el estadío de cuatro a ocho células, los blastómeros son 

distinguibles y el embrión no posee polaridad. Luego, cada blastómero interactúa con sus 

vecinos a través de moléculas de adhesión de la superficie celular, como E-cadherinas. Esta 
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interacción se conoce como compactación. Los blastómeros se diferencian en dos tipos 

celulares, uno interno y otro externo más numeroso que rodea al anterior. La mayoría de las 

células derivadas del grupo externo formarán el trofoblasto, del cual se desarrollarán la 

placenta y el cordón umbilical. Las células descendientes del grupo interno de la mórula 

generan la masa celular interna que originará el embrión (10, 15, 16). Los trofoblastos son 

las primeras células en diferenciarse en el embrión. Son derivadas del trofoectodermo del 

blastocisto en desarrollo. Estas células son esenciales para el mantenimiento de un 

embarazo exitoso, pues son ellas quienes se adhieren al útero y comienzan el proceso de 

implantación (17). Las células del trofoectodermo adquieren las características de células 

epiteliales, aplanándose y juntándose a través de complejos de uniones estrechas. Cuando el 

embrión alcanza unas 32 células, en un proceso llamado cavitación, la masa celular interna 

se posiciona sobre un lado del anillo, formado por las células trofoblásticas, y la capa 

trofoectodérmica secreta fluidos al espacio extracelular, formando una cavidad llamada 

blastocele, típica del blastocisto tardío. Es en este estadío, en donde el embrión alcanza la 

cavidad uterina, tres o cuatro días después de la ovulación (18). Durante el embarazo, los 

trofoblastos retienen una población de células madre de citotrofoblastos vellosos. La 

diferenciación de los trofoblastos en dos grandes líneas celulares, el sinciciotrofoblasto y el 

trofoblasto invasivo, continúa hasta el final del embarazo.  

 

La placenta humana 

El mantenimiento del embarazo temprano está inexorablemente vinculado con el 

crecimiento y diferenciación de la placenta. A medida que los mamíferos evolucionaron 

desde los pequeños roedores con cortos períodos gestacionales a animales de mayor tamaño 

con gestaciones prolongadas, la placenta ha debido adaptarse a las necesidades crecientes 

de los fetos en desarrollo. La placenta aumentó su tamaño y la superficie de contacto entre 

la circulación fetal y materna y adquirió funciones metabólicas, hormonales e 

inmunológicas especializadas (2). El fin último del desarrollo de la placenta es 

proporcionar al feto y a la misma placenta los nutrientes necesarios. Esto requiere un 

eficiente acceso de la sangre materna a una superficie transportadora, que en los primates es 

representada por el sinciciotrofoblasto velloso. En los humanos, a diferencia de la mayoría 
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de la especies con implantación superficial, las adaptaciones iniciales maternas ocurren 

independientemente del embrión e incluyen secreciones epiteliales, desarrollo de arterias 

espirales y decidualización. Durante el embarazo temprano se requiere el rol activo del 

trofoblasto para aumentar el suministro de sangre materna a la placenta. Esto ocurre por 

invasión y remodelación de las arterias espirales (19). 

Se conoce poco acerca de los mecanismos que normalmente regulan el desarrollo de 

la placenta humana en general y de la proliferación y diferenciación e invasión del 

citotrofoblasto en particular (20). El término “trofoblasto” fue introducido por primera vez 

por A.A.W.Hubrecht en 1899 para designar a aquellas células derivadas del blastocisto que 

no contribuyen al embrión pero que son esenciales para su desarrollo. La placenta, las 

membranas amnióticas y la decidua contienen diferentes subtipos de células trofoblásticas 

cumpliendo diversas funciones. Todos estos subtipos se diferencian de las células 

trofoectodérmicas del blastocisto (21). Los trofoblastos placentarios son críticos para un 

embarazo exitoso ya que median la implantación, la producción de hormonas de la preñez, 

la protección immune del feto, el aumento de la irrigación materna sanguínea en la 

placenta, y el parto (22). Una vez que el blastocisto está implantado en el útero las células 

trofoectodérmicas (células madre epiteliales) cambian su nombre a citotrofoblastos (CTBs) 

(16). La manera en la que se diferencian estas células determina si las vellosidades 

coriónicas (unidades funcionales de la placenta), flotarán en el espacio intervelloso o 

anclarán al feto a la pared uterina (20). En el villi flotante, las CTBs se diferencian por 

fusión para formar el sinciciotrofoblasto multinucleado cuyas funciones primarias – 

transporte y secreción– son idealmente cumplidas en su ubicación en la superficie vellosa. 

En el villi anclado, las CTBs también se fusionan pero muchas permanecen como células 

individuales que se desprenden de su membrana basal y se juntan para formar las columnas 

celulares (21). El embrión expresa una invasividad intrínseca que no está vinculada a la 

naturaleza celular o bioquímica del tejido invadido ni al estado hormonal del mismo. 

Observando el sitio de implantación entre las 10-12 semanas de embarazo, puede 

distinguirse el espacio intervelloso, ocupado por la sangre materna, y que baña las 

vellosidades coriónicas flotantes y de anclaje. Ambas presentan la misma estructura, con 

una capa externa de sinciciotrofoblastos (STBs) cubierta por una monocapa de CTBs. Las 

vellosidades de anclaje están formadas por dos tipos de CTB: CTB velloso (vCTB) y CTB 
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extravelloso (evCTB). Las primeras son células totipotenciales epiteliales, inmovilizadas, 

que terminan por diferenciarse en el sincicio, mientras que las evCTB se diferencian a 

células epiteliales mótiles invasivas, no polarizadas (16). Las evCTBs permanecen como 

células individuales que se despegan de su membrana basal y se agregan para formar las 

columnas celulares de anclaje. Las células citotrofoblásticas en los extremos distales de 

estas columnas se pegan para luego invadir profundamente el útero y sus arteriolas. Como 

resultado de la invasión endovascular, las CTBs reemplazan las capas endoteliales y 

musculares de las arteriolas uterinas. Este proceso aumenta el diámetro de los vasos e 

inicia, al final del primer trimestre de embarazo, el flujo sanguíneo materno al espacio 

intervelloso y a la placenta. Las células citotrofoblásticas de las columnas de las 

vellosidades de anclaje poseen características únicas como: (1) invadir agresivamente la 

pared uterina, aunque su invasión está limitada al endometrio decidualizado y a la parte 

interna del miometrio; (2) proliferación restringida y altamente regulada durante la 

diferenciación a través del camino invasivo; (3) reemplazar el endotelio materno y una 

porción de la pared muscular lisa, creando una vasculatura híbrida (20) 

Luego de tres días de la fertilización, los trofoblastos comienzan a sintetizar hCG, 

hormona que asegura que el endometrio sea receptivo al embrión que se implantará. En las 

siguientes semanas la placenta produce hormonas que controlan la fisiología básica de la 

madre en el sentido de proporcionarle al feto los nutrientes y el oxígeno necesarios para un 

crecimiento exitoso. La placenta también protege al feto del ataque inmune de la madre, 

remueve los productos de desecho del feto, asegura que la madre lleve más sangre a la 

placenta y cerca del momento del parto, produce hormonas que maduran los órganos fetales 

que se están preparando para la vida fuera del útero. Una vez firme en el endometrio, el feto 

en desarrollo crece y continúa expandiéndose dentro de él. Sin embargo, ya en la primera 

semana de gestación, las células embrionarias permanecen separadas de los tejidos 

maternos y de la sangre por una capa de células citotrofoblásticas y de sinciciotrofoblastos 

(10).  

Pese al hecho de que el embrión posee sólo 2 cm de diámetro a las cuatro semanas, 

la estructura básica de la placenta madura ya ha sido formada (Figura 5). El villi coriónico 

cercano a la sangre materna continuará desarrollándose y expandiéndose hasta formar la 

masa de tejido coriónico identificado como la placenta. El villi coriónico más lejano del 
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aporte de sangre materna es lentamente empujado hacia la cavidad uterina expandiendo el 

saco amniótico que rodea al embrión. Este villi eventualmente degenera y forma la capa 

coriónica de las membranas externas. A las 20 semanas de gestación las membranas 

amnios-corion combinadas hacen contacto con el lado opuesto del útero, donde se fusionan 

con el endometrio decidualizado materno, formando las membranas externas completas 

consistentes en el amnios, el corion y la decidua (21-23). En el villi de la placenta humana 

y en todas las edades de gestación, siempre existe una población de citotrofoblastos que 

permanece indiferenciado y disponible para diferenciarse si es necesario (22). 

 

 

 

                        FIGURA 5. Estructura básica de la placenta. 

 

 

En  función de la penetración del corion dentro de la mucosa del útero las placentas 

pueden clasificarse en cuatro categorías: hemocorial (roedores, humanos y primates 

subhumanos), en la que el corion penetra en el endometrio y está en contacto directo con 

los vasos sanguíneos de la madre; epiteliocorial, (caballos, ovejas y cerdos), donde el 

corion toca ligeramente el endometrio pero no lo penetra; endoteliocoriales (la mayoría de 

los carnívoros), en la que el corion penetra en el endometrio llegando a tocar los vasos 
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sanguíneos de la madre; y mesocorial (vacas), en donde el corion entra en el endometrio sin 

llegar a tocar los vasos sanguíneos de la madre (4). 

 

 

 

 

FIGURA 6. Placenta humana a término. Caras fetal (arriba) y materna (abajo) de la 

placenta humana. 

 

 

Mediadores de la implantación y el crecimiento embrionario 

Durante el período perimplantatorio, gran cantidad de moléculas tales como 

citoquinas, factores de crecimiento y hormonas cumplen distintos roles en la comunicación 

que ocurre entre el embrión y el endometrio materno. Dada la amplia variedad de estas 

señales, se da especial atención a las sustancias que son liberadas en el sitio de 

implantación, y particularmente, a los factores de crecimiento y citoquinas que cumplen 
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una función fundamental en la regulación de la diferenciación de los trofoblastos y la 

invasión (24). El desarrollo de la arquitectura básica de la placenta así como el proceso de 

diferenciación que ocurre durante todo el embarazo, se encuentran controlados por la 

propia placenta y por el útero materno; aunque, el embrión también produce señales 

preimplantatorias como el factor de preimplantación (PIF), el factor temprano de preñez 

(EPF), factores de crecimiento (EGF, TGF-α) y sus receptores y citoquinas (25). 

Profundos cambios químicos dentro del ambiente uterino actúan en concierto con 

los eventos moleculares esenciales para la implantación. Este diálogo químico y estructural 

determina la capacidad funcional de la placenta durante la gestación. Así, la cascada de 

eventos de señalización que ocurre tanto en el tejido fetal como en el materno al momento 

de la implantación establece un entorno apropiado crítico para el desarrollo y la 

supervivencia del feto. Los defectos en la formación de esta comunicación y la inhabilidad 

de mantener este “cross talk” resultan en varias complicaciones asociadas al embarazo que 

se manifiestan tarde en la gestación (23, 26). 

Las quemoquinas son la primera ola de moléculas producidas localmente por el 

endometrio que reclutan leucocitos al sitio de implantación. Estas quemoquinas a su vez 

producen una segunda ola de citoquinas como el factor inhibidor de leucemia (LIF), la 

interleuquina 1 (IL- 1), el factor de crecimiento epidermal unido a heparina (HB-EGF), y 

otros que uniéndose a sus receptores pueden inducir cambios moleculares en el patrón de 

expresión de las moléculas de adhesión y antiadhesión. El blastocisto debe romper la 

barrera natural y esto comprende al glicocálix epitelial que está compuesto de moléculas 

antiadhesión, principalmente de mucina-1 (MUC-1). La MUC-1 es sobreexpresada durante 

la fase de aposición donde el blastocisto debe ser estacionario en la posición. Luego, el 

embrión debe activar la moléculas de adhesión endometriales epiteliales para crear los 

sitios de unión entre el trofoectodermo y las células epiteliales del endometrio (27). Dentro 

de las moléculas de adhesión, las integrinas del endometrio juegan un importante papel en 

la obtención de un embarazo exitoso. Según  el tiempo en el que se expresan, relacionado 

con el fijado del embrión, las integrinas αVȕ3 y α4ȕ1 son consideradas marcadores de 

receptividad uterina (28). 

Las células trofoblásticas deben confrontar con varias proteínas de la matriz 

extracelular (MEC) y con la membrana basal cuando penetran en la pared uterina. Los 
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componentes de la matriz afectan el comportamiento y la función de las células 

trofoblásticas a través de su influencia en las metaloproteasas (MMPs) y sus inhibidores de 

tejido (TIMPs). Los trofoblastos secretan principalmente MMP-9 y MMP-2, dependiendo 

del tipo de componente de MEC con el que se encuentren (29).  

Los factores de crecimiento afectan la implantación de varias maneras. El factor de 

crecimiento epidermal (EGF) es expresado tanto en la decidua como en las células 

trofoblásticas e induce la invasión, diferenciación y proliferación de los trofoblastos (30). 

Es considerado el mayor regulador de la implantación. Aumenta la actividad de MMP-2 y 

MMP-9 induciendo la invasión celular y estimula la secreción de hCG y de hPL de los 

trofoblastos. Otros importantes factores de crecimiento son el HB-EGF, que regula la 

proliferación del endometrio, la secreción y la decidualización; el factor de crecimiento 

transformante ȕ (TGF-ȕ), que inhibe la proliferación y la invasión trofoblástica; la proteína 

de unión al factor de crecimiento de insulina (IGFBP-1), que modula los efectos 

metabólicos del factor de crecimiento tipo insulina I y II (IGF-I y  II) y se ha demostrado 

que aumenta la actividad gelatinolítica de los trofoblastos y su invasividad (31). 

Las citoquinas cumplen un rol esencial en el establecimiento de un embarazo 

exitoso. Poseen una amplia variedad de funciones biológicas que involucran crecimiento 

celular, función y diferenciación. El LIF es secretado desde el útero y representa un 

importante factor en la implantación embrionaria. Las ratonas que carecen de LIF funcional 

son fértiles, pero sus blastocistos fallan al implantarse (32). La IL-1 está presente en la 

interfase feto-maternal. Las células trofoblásticas y el estroma decidualizado producen IL-1 

(33). Es una de las primeras señales del blastocisto que actúan sobre el endometrio, ya que 

in vitro, la IL-1 induce la secreción endometrial de protaglandinas E2, LIF y de la 

subunidad de integrina ȕ3. Estimula la actividad de MMP-9 en los trofoblastos y la 

expresión en las células endometriales epiteliales, induciendo la invasión trofoblástica (34). 

El requerimiento hormonal para la implantación y desarrollo del embrión 

comienza con un incremento en estrógenos, seguido de progesterona y luego se mantienen 

altos los niveles de ambos. El útero así preparado sostiene la supervivencia del blastocisto 

en el lumen. Experimentalmente, el tamaño de la dosis de estrógenos afecta la duración de 

la fase receptiva. Aunque el receptor de estrógenos α (ERα) es la principal isoforma del 

receptor que media los efectos de estrógenos en el útero, tanto el endometrio de humanos 
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como de ratones expresan bajos niveles del receptor de estrógenos ȕ (ERȕ). La eliminación 

de ERȕ en ratones compromete la función reproductiva, y la evidencia sugiere que podría 

modular a ERα. Similarmente, el receptor de progesterona posee dos variantes de 

“splicing”, A y B, que funcionan como diferentes factores de transcripción (19). 

El estradiol (E2) cumple un papel central en la regulación del crecimiento fetal, en 

el trabajo de parto, en la esteroidogénesis placentaria, en la liberación de neuropéptidos, de 

glicoproteínas y en la secreción de leptina (35). Los mecanismos exactos de la acción del 

E2 en la placenta son aún tema de debate. Existe evidencia de que el estrógeno placentario 

podría cumplir un rol en la diferenciación del trofoblasto (36). La acción del E2 en placenta 

podría ser mediada por receptores clásicos y no clásicos de membrana (37). 

Las células del sinciciotrofoblasto secretan hormonas como la progesterona y la 

gonadotrofina coriónica humana (hCG) que desempeñan un papel clave en el desarrollo 

del embarazo. La hCG afecta gran cantidad de procesos durante la gestación que incluyen, 

además del mantenimiento del cuerpo lúteo, el crecimiento y la diferenciación celular. Los 

trofoblastos expresan una versión truncada e inactiva del receptor de hCG hasta la novena 

semana de embarazo. Luego cambian al receptor completo, permitiendo la regulación 

autocrina por hCG de varias funciones como la diferenciación celular de los trofoblastos. 

La hCG aumenta la expresión de MMP-9, enzima clave en la invasión trofoblástica. In 

vitro, estimula la migración de los trofoblastos a través del IGF-II  (18, 38).      

La progesterona posee un rol esencial en la preparación del útero para el desarrollo 

del embrión y para obtener un embarazo exitoso. Las células estromales se diferencian a 

deciduales en respuesta a la progesterona durante el proceso de decidualización, 

caracterizado por cambios morfológicos y secreción de prolactina (39). La progesterona 

también es requerida durante el embarazo, estimulando y manteniendo las funciones 

uterinas, necesarias para el desarrollo temprano del embrión, la implantación, la 

placentación y el desarrollo fetal. Las hormonas como hCG producidas por los trofoblastos, 

mantienen la producción de progesterona en el embarazo temprano (40).   

 Mediante la expresión de distintos factores inflamatorios, el embrión modula el 

proceso inmune materno y favorece la tolerancia materna. Dentro de estos factores se 

encuentran la hormona liberadora de corticoides (CRH), el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-α) y las prostaglandinas (PG). La CRH es producida tanto por los trofoblastos como 
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por la decidua. Estimula la expresión de FasL en los trofoblastos extravellosos 

permitiéndoles inducir apoptosis en los linfocitos T que los rodean (41, 42). El TNF-α está 

presente en el endometrio y en los trofoblastos. Estimula la degradación de la fibronectina 

durante la penetración de los trofoblastos en el endometrio (43). La prostaglandina E2 

(PGE2) es esencial en el sistema reproductor femenino de los mamíferos. Está involucrada 

en la regulación de la decidualización de las células endometriales. Las PG son esenciales 

para establecer el tiempo correcto de implantación (44).  

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas que 

contienen zinc, capaces de degradar todos los componentes de la MEC. Existen 5 clases de 

MMPs humanas según su estructura primaria y la especificidad del sustrato: colagenasas, 

gelatinasas, estromelisinas, según el tipo de membrana y no clasificadas. Los estudios in 

vitro sugieren que una implantación y placentación exitosas resultan del balance entre la 

secreción de MMPs por los trofoblastos y su inhibición por TIMPs (45). Las gelatinasas 

MMP-2 y MMP-9 degradan el colágeno IV, el principal componente de la membrana basal, 

y por ello son consideradas como las enzimas clave en el proceso de implantación, 

permitiendo la invasión trofoblástica a través de la decidua y dentro de la vasculatura 

materna (46, 47). 

Los inhibidores de tejidos de MMPs (TIMPs) son los principales inhibidores de 

MMPs en tejidos que controlan fisiológicamente su actividad. Los TIMP son producidos 

por los tejidos trofoblásticos y deciduales a través de la gestación. Están dentro de los 

primeros genes expresados por el embrión que se prepara para la implantación (48-50). Los 

factores de crecimiento y citoquinas conocidos por poseer un efecto en la invasión 

trofoblástica pueden actuar induciendo o inhibiendo a los TIMPs. Los TIMPs pueden tener 

funciones adicionales en la proliferación celular y en el desarrollo del embrión (51, 52).  

El sistema activador de plasminógenos incluye el sistema activador de 

plasminógenos de tipo urokina (uPA), de tipo tisular (tPA), los inhibidores de PA, PAI-1 y 

PAI-2, y el receptor de superficie celular de uPA. El sistema de PA convierte los 

plasminógenos en serin-proteasas plasminas activas que son capaces de degradar la MEC. 

Su actividad es regulada por PAI. El sistema PA posee también un efecto indirecto 

mediante la activación proteolítica de las MMPs (53).  
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Finalmente, en relación a la invasión endovascular, el desarrollo de un sistema de 

vasculatura placentaria es esencial para el crecimiento y el mantenimiento del embrión. 

Gran variedad de factores se encuentran involucrados en este proceso angiogénico, 

incluyendo el factor de crecimiento endoteliar vascular (VEGF), el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y el factor activador de plaquetas (PAF). EL VEGF induce 

la angiogenesis y aumenta la permeabilización de los vasos sanguíneos. VEGF y su 

receptor se expresan en el endometrio y en células trofoblásticas (12, 54). 

 

Apoptosis y proliferación celular placentaria 
  

En un tejido maduro que se encuentra en proliferación, existen células que deben 

morir o perderse para mantener la homeostasis. En consecuencia la proliferación y la 

muerte celular programada son procesos finamente regulados. El ciclo celular de mamíferos 

se divide en distintas fases. Las células quiescentes se encuentran en el estadío G0 y entran 

en el ciclo celular en G1. Pasan a través de la fase S cuando el DNA se replica progresando 

a la fase G2 antes de entrar en mitosis (fase M). La progresión en cada fase es regulada por 

la actividad de los complejos de ciclinas/quinasas dependientes de ciclinas (CDK) (55).  

La muerte celular se divide según observaciones histológicas en muerte celular 

programada o necrosis. La muerte celular programada es dividida en apoptosis y autofagia. 

La apoptosis fue descripta por primera vez en 1972 cuando los patólogos identificaron un 

patrón de muerte celular en la que las organelas se fragmentan, se condensan y se 

empaquetan con las membranas celulares en cuerpos apoptóticos densos para ser 

fagocitados por las células vecinas o macrófagos (56).  

La apariencia similar de las células apoptóticas entre las especies y tejidos de un 

organismo sugieren un mecanismo de control altamente conservado. La apoptosis puede 

resultar de una vía que es iniciada desde el interior de la célula (vía intrínseca o 

mitocondrial) u originarse de una señal externa como citoquinas o de la activación de los 

receptores de muerte (vía extrínseca). Ambas vías culminan en la activación de cistein 

proteasas aspartato específicas conocidas como caspasas, que digieren proteínas 

intracelulares, mediando la muerte celular apoptótica (57) (Figura 7). 
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Las caspasas son una familia de 14 enzimas proteolíticas. Las caspasas-2, -3, -6, -7, 

-8, -9 y -10 están asociadas con la apoptosis y pueden ser subdivididas en iniciadoras (2, 8, 

9, 10) y efectoras (3, 6, 7), dependiendo de su lugar y función en la cascada de caspasas. 

(58, 59). Las caspasas efectoras activan enzimas relacionadas con la degradación del ADN 

y de proteínas estructurales. También pueden potenciar la señal apoptótica y ligar las vías 

extrínsecas e intrínsecas de apoptosis, con el clivado de Bid o tBid por la caspasa 8, 

aumentando la permeabilidad mitocondrial y por lo tanto, la cascada apoptótica (60). 

 

          VÍA EXTRÍNSECA                             VÍA INTRÍNSECA 

 

FIGURA 7 . Representación esquemática de las vías extrínseca e intrínseca de apoptosis. 
Las proteínas proapoptóticas se muestran en rojo y las antiapoptóticas en azul. Las 
proteínas que actúan predominantemente en el núcleo se muestran en círculos pequeños. La 
familia de proteínas de Bcl-2 se muestra en óvalos y las IAPs en pentágonos. El citocromo 
c se indica en círculos amarillos. Modificado de Heazell y Crocker, 2008 (59).  
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La vía intrínseca puede ser programada para ocurrir en un punto específico del 

desarrollo celular o en respuesta al daño celular. Esta vía comprende alteraciones en la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial, resultando en la liberación del citocromo c. 

Éste se combina con el factor activador de proteasas-1 (APAF-1), que se encuentra en el 

citoplasma, para formar un heptámero, llamado apoptosoma, que es capaz de combinarse 

con la procaspasa-9, clivándose en caspasa-9, y activando a las caspasas efectoras  -3, -6 y  

-7 (61). La vía extrínseca utiliza receptores que unen o bien ligando de supervivencia o pro-

apoptóticos. Por ejemplo, la familia de receptores TNF unen un complejo se señalización 

de muerte. En el caso del receptor TNFR1, la union de TNF-α promueve la asociación de 

TRADD con la pro-caspasa-8, activando un estadío temprano de la cascada de caspasas. 

(62). Este mecanismo produce un potente estímulo de muerte en los trofoblastos (63).  

La regulación de la vía intrínseca de apoptosis posee cuatro componentes: (i) el 

reconocimiento del daño celular; (ii) la transcripción alterada de los componentes río abajo 

de la cascada apoptótica; (iii) la permeabilidad alterada de la membrana mitocondrial; y (iv) 

la modificación de la actividad de caspasa. El control mitocondrial de la permeabilidad de 

la membrana es gobernado por la familia de proteínas de Bcl-2, que comprende miembros 

pro- y antiapoptóticos. Algunos de sus miembros proaoptóticos son Bax, Bid, Bak, PUMA. 

Bcl-2, miembro antiapoptótico, puede unirse a ellos y desactivarlos. Los miembros de Bcl-

2 efectúan cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo cual lleva a la 

liberación de proteínas como citocromo c, SMAC, HtrA2/omi y AIF (factor inductor de 

apoptosis) que contribuyen a la vía intrínseca de apoptosis (59). Varios inhibidores 

endógenos como proteínas inhibidoras de FLICE (enzima convertidora de IL-1ȕ tipo 

FADD) (FLIPs), inhibidores de apoptosis (IAPs), y proteínas antiapoptóticas de la familia 

de Bcl-2 inhiben la activación de caspasa, previniendo la propagación de la señal 

apoptótica. En células sanas es fundamental el balance entre la expresión de las proteínas 

pro y antiapoptóticas en la determinación de la supervivencia celular. Y esto sería regulado 

por el balance entre p53-Mdm2, Bax/Bak-Bcl-2, y SMAC/HtrA2/omi-IAPs. Un desbalance  

en cualquier punto sería suficiente para inducir apoptosis (64). 

Durante el desarrollo de la placenta, ocurren en los diferentes estadios, los procesos 

de proliferación, diferenciación y apoptosis. La placenta posee una capacidad de 

autorrenovación continua y dinámica y muestra una alta tasa de proliferación celular y  una 
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pérdida de inhibición por contacto durante todo el período gestacional (65). De acuerdo a 

estas características morfológicas, el término “pseudomaligno” ha sido utilizado para 

describir este tejido. La mayor parte del remodelaje de la placenta es debido a eventos 

apoptóticos. Por ello, la regulación del balance entre la proliferación y la muerte celular es 

esencial en la placenta a fin de permitir los cambios morfológicos y funcionales necesarios 

(66).  

Se conoce poco del entorno y del control genético que regulan la muerte celular 

programada en trofoblastos. Sin embargo, la incidencia de la apoptosis es mayor en el villi 

de la placenta del tercer trimestre comparado con la del primer trimestre, sugiriendo que la 

apoptosis placentaria es regulada durante el desarrollo (67). Múltiples cascadas de señales 

pro-apoptóticas están presentes en el villi placentario, pero aún es escaso el conocimiento 

acerca de cómo las cascadas receptoras regulan la apoptosis en los trofoblastos y en otros 

tipos celulares del villi. La sobreexpresión de p53 en los trofoblastos indiferenciados podría 

ser un mecanismo de control de la proliferación trofoblástica en la placenta normal. 

Inesperadamente, el gen salvaje de p53, en lugar de la versión mutada, se encuentra 

sobreexpresado en las enfermedades relacionadas con la gestación y estos tejidos muestran 

una alta tasa de apoptosis (68, 69). 

Los mecanismos moleculares responsables de controlar la proliferación trofoblástica 

aún no son claros. Varios estudios han buscado la expresión de oncogenes y genes 

supresores de tumores, así como de proteínas antiapoptóticas durante el desarrollo de la 

placenta humana (68, 70-73). La actividad simultánea de diversas proteínas involucradas en 

la proliferación celular o la apoptosis, durante la diferenciación de los trofoblastos, cumple 

un rol fundamental en la regulación de la invasión celular y en la expansión de la 

población, especialmente durante el primer trimestre (66). Es claro que el trofoblasto 

velloso expresa muchos constituyentes de las vías apoptóticas extrínseca e intrínseca. Los 

elementos de la vía extrínseca presentes en el citotrofoblasto y el sinciciotrofoblasto, 

incluyen receptores TNF, Fas, Fas-ligando (Fas-L) y caspasa-8 (59). Numerosos estudios 

han demostrado que la predominancia de las citoquinas Th2 sobre las de tipo Th1 es 

esencial para un embarazo exitoso. Este cambio no sólo promueve la protección inmune 

sino que también podría regular directamente la supervivencia de los trofoblastos. Uno de 

los posibles mecanismos por el que las citoquinas podrían afectar la supervivencia de los 
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trofoblastos es regulando la expresión y/o la función de los componentes de la cascada 

apoptótica (74). Dentro del trofoblasto velloso, la proliferación está restringida a los 

citotrofoblastos. La apoptosis ocurre en el villi placentario y, bajo condiciones normales, 

casi exclusivamente en el sinciciotrofoblasto (67). La apoptosis es raramente descripta en 

las células del citotrofoblasto. La cantidad de procesos apoptóticos se encuentra alterada en 

varias condiciones clínicas asociadas con una anormal morfología y función placentaria. La 

apoptosis placentaria se halla aumentada en las enfermedades trofoblásticas gestacionales, 

incluyendo la mola hidatiforme parcial, la mola hidatiforme completa y el coriocarcinoma. 

La apoptosis también está incrementada en embarazos complicados con abortos en el 

primer trimestre y en condiciones clínicas de embarazo tardío como la restricción de 

crecimiento uterino (IUGR) y la preeclampsia (75-77). En estos casos se ha detectado una 

gran incidencia de apoptosis en el tejido velloso y en el extravelloso, sugiriendo que la 

regulación de la apoptosis trofoblástica es importante para un embarazo normal. Un 

incremento en la muerte celular de los trofoblastos podría explicar la insuficiencia en la 

invasión trofoblástica, y la pérdida de la transformación de las arterias espirales 

frecuentemente observada en embarazos anormales. El aumento de la apoptosis placentaria 

en la gestación temprana limita la invasión insterticial y endovascular de los trofoblastos 

extravellosos (74).   

 
 

Patologías asociadas al embarazo 
 

Enfermedades trofoblásticas gestacionales (ETGs) 
 

Las ETGs comprenden un grupo de enfermedades del tejido trofoblástico que 

incluye la mola hidatiforme (MH), la mola invasiva, el coriocarcinoma, y el tumor 

placentario trofoblástico (TPT). Representan un grupo único e interesante de enfermedades 

donde el tejido materno es invadido por los tejidos del feto, genéticamente diferentes a los 

de la madre. La patogénesis de las ETGs resulta de un desequilibrio en la regulación de 

distintos procesos celulares, como la proliferación, diferenciación, apoptosis e invasión de 

las células trofoblásticas. La invasión anormalmente extensiva es lo que puede derivar en 

condiciones premalignas o malignas como la mola hidatiforme o el coriocarcinoma. El 
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aumento en el potencial invasivo del trofoblasto es una consecuencia de la patología, no la 

causa (16). 

El coriocarcinoma es un tumor maligno del trofoblasto, que invade los tejidos 

normales y se disemina a sitios distantes, como los pulmones, el cerebro, el hígado, la 

pelvis, la vagina, el bazo, los intestinos y los riñones. En aproximadamente la mitad de los 

casos de coriocarcinoma, el factor precedente es la mola hidatiforme. 

La mola hidatiforme es un tumor trofoblástico benigno considerado como una 

degeneración cística de las vellosidades placentarias, generalmente en ausencia de un feto 

(mola completa), y que muestra inflamaciones macroscópicas como quistes de las 

vellosidades coriónicas debido a la acumulación de líquido (78). 

Preeclampsia 

El término preeclampsia refiere a una condición de hipertensión (140/90 mmHg) y 

proteinuria luego de las 20 semanas de gestación, en mujeres previamente normotensas y 

no proteinúricas. Esta condición es común, ocurre en el 5% de embarazos de Estados 

Unidos y Europa y es la principal causa de morbilidad y muerte de la madre y el feto. Los 

factores que predisponen a la preeclampsia son la historia familiar, la hipertensión, la 

diabetes, enfermedades renales preexistentes, embarazos múltiples, y una pobre historia 

obstétrica (79). La preeclampsia puede rápidamente derivar en una eclampsia, 

especialmente si no es tratada. La eclampsia puede ser precedida por un persistente y 

severo dolor de cabeza y cambios en la visión. La muerte de la madre está frecuentemente 

relacionada con la hipertensión y la eclampsia (80).  

En el feto, la preeclampsia comúnmente causa restricción del crecimiento uterino 

(IUGR), bajo peso al nacer, prematuridad y muerte perinatal (81). El bajo peso al nacer 

consecuencia de la preeclampsia, conlleva un importante riesgo cardiovascular y es un 

factor de muerte infantil (82). En la segunda mitad del embarazo la preeclampsia es 

potencialmente peligrosa, y se manifesta con disfunción endotelial y trastorno vascular, que 

conducen a hipertensión (83).  

La preeclampsia ocurre sólo en  presencia de la placenta o de una mola hidatiforme, 

y remite dramáticamente luego del parto cuando se elimina la placenta (84). 

La patogénesis puede incluir la invasión anormal citotrofoblástica de las arterias 

espirales, una disminución de la perfusión uteroplacental, un desbalance entre el aumento 
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de la síntesis de tromboxanos y la disminución de la producción de prostaglandinas I2, un 

aumento en el estrés oxidativo, desórdenes en el metabolismo de la endotelina, o 

disfunciones endoteliales (79). Las tasas de apoptosis se hallan significativamente 

aumentadas en el sinciciotrofoblasto preeclámptico (85).   

En cuanto al diagnóstico de la enfermedad, aún no existen diagnósticos específicos 

y el diagnóstico inicial es clínico (86). 

Diabetes Mellitus Gestacional 

El embarazo confiere un estado de resistencia a insulina e hiperinsulinemia que 

puede predisponer a algunas mujeres a desarrollar diabetes. La diabetes mellitus gestacional 

(DMG) ocurre cuando la función pancreática de la mujer no es suficiente para superar el 

ambiente diabetogénico de la preñez. La DMG es definida como un estado de intolerancia a 

la glucosa que no estaba presente o no era reconocida previamente al embarazo (87).  

La resistencia a insulina durante el embarazo se origina por una variedad de factores 

incluyendo alteraciones en las hormonas de crecimiento y la secreción de cortisol 

(antagonistas de insulina), secreción de lactógeno placentario humano y secreción de 

insulinasa. Los estrógenos y la progesterona también contribuyen a la disrupción del 

balance glucosa-insulina (88).  

Los daños producidos por la diabetes al principio de la gestación podrían tener 

efectos a largo plazo en el desarrollo de la placenta. Las respuestas adaptativas de la 

placenta al entorno diabético, como balancear el exceso de glucosa materna o aumentar la 

resistencia vascular, podrían ayudar a limitar el crecimiento fetal dentro del rango normal. 

Si la duración o la extensión de la injuria por diabetes, incluyendo la hiperglucemia 

materna, hiperinsulinemia, o dislipidemia, excede la capacidad de la placenta para 

responder adecuadamente, entonces ocurriría un excesivo crecimiento fetal (89). 

La presencia de la DMG posee implicancias tanto para la madre como para el bebé. 

(90). La DMG está asociada con riesgo de macrosomia así como de hipoglucemia e 

hiperbilirrubina neonatal. Para la madre, la DMG es un signo de riesgo incrementado de 

desarrollar diabetes (91).  



40 
 

Restricción del crecimiento intrauterino (IUGR) 

El crecimiento fetal es el resultado de un potencial genético modulado por el 

entorno nutricional y endócrino. La IUGR ocurre cuando el feto falla en lograr su completo 

potencial de crecimiento. La IUGR es la causa más importante de morbilidad y mortalidad 

perinatal, afectando aproximadamente entre el 7-15% de los embarazos (92, 93). 

Se observan dos patrones principales de IUGR. Si el crecimiento fetal es desparejo 

durante el primer o segundo trimestre, el niño tendrá una restricción de crecimiento 

simétrica. Esta pérdida proporcional de crecimiento es causada por una reducida 

proliferación celular fetal de todos los órganos y ocurre aproximadamente entre 20-30% de 

los niños con IUGR. En contraste, el crecimiento asimétrico en el que el infante posee un 

tamaño abdominal pequeño comparado con el tamaño de la cabeza ocurrirá si la 

disminución en la velocidad de crecimiento se da en el tercer trimestre. Este fenómeno es el 

más común en las IUGR (70-80%) y se atribuye a la habilidad del feto de adaptarse, 

redistribuyendo el flujo cardíaco al bazo, las coronarias, la glándula adrenal y la circulación 

cerebral (94). 

En la IUGR aparece un fenotipo específico de la placenta asociado con defectos en 

el metabolismo y transporte placentarios. Los estudios han demostrado reducciones 

significativas en el transporte de aminoácidos desde la placenta al feto (95).  

No existe una definición clínica internacionalmente aceptada para IUGR. Muchas 

investigaciones la definen como un infante debajo del décimo, quinto o tercer percentilo 

para la edad gestacional. El monitoreo de IUGR está basado en examinaciones clínicas y la 

identificación de factores de riesgo. Los factores de riesgo maternos para el desarrollo de 

IUGR incluyen un embarazo previo con IUGR, preeclampsia, bajo peso pre-embarazo, 

poco peso ganado durante el embarazo, enfermedades maternas preexistentes 

(autoinmunes, endócrinas, cardiovasculares), enfermedades adquiridas (citomegalovirus, 

rubeola, malaria) o posición anormal de la placenta. Más aún, en presencia de 

anormalidades fetales, como defectos cromosómicos o malformaciones, o en gestaciones 

múltiples, el potencial del crecimiento fetal puede ser alterado (96). 

El desarrollo anormal, la perfusión inadecuada y la disfunción del villi placentario 

son frecuentemente responsables del desencadenamiento de la IUGR, especialmente la del 

tipo temprano (97). 
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Leptina, una hormona reproductiva 

 

Desde su descubrimiento en 1994 (98) la hormona del tejido adiposo, leptina, se ha 

posicionado indiscutiblemente como una molécula central en la reproducción. 

La leptina es la hormona producto del gen LEP, cuya síntesis se descubrió 

originalmente en tejido adiposo, con la función de regular la saciedad y el balance 

energético vía receptores hipotalámicos específicos (99, 100). No obstante, hoy se sabe que 

la leptina es producida por múltiples tejidos y que sus niveles incrementados están 

asociados con el advenimiento de la madurez reproductiva y la fertilidad (101). 

 

Estructura 

La leptina es un péptido no glicosilado de 167 aminoácidos, altamente hidrofílico, 

con una señal secretoria amino terminal de 21 aminoácidos. La translocación de leptina a 

microsomas es seguida por la eliminación del péptido señal y la secreción al torrente 

sanguíneo (98, 102). 

La leptina circulante es un péptido de 146 aminoácidos con un peso molecular de 16 

kDa. El análisis del producto del gen LEP revela una alta homología entre especies. La 

leptina humana posee 84% de homología con el ratón y 83% con la rata. La estructura de 

cristalización revela un paquete de cuatro hélices alfa antiparalelas, cuatro giros beta y un 

enlace disulfuro entre los residuos aminoacídicos 117 y 167. Es una estructura altamente 

conservada entre los mamíferos (Figura 8) (98). 

La estructura primaria de la proteína es similar a la de la familia de citoquinas 

helicoidales de cadena larga (98), entre las que se encuentran, LIF, OSM (Oncostatina M), 

CT-1 (Cardiotrofina-1), G-CSF, CNTF, IL-2, IL-6, IL-11, IL-12 y GH (hormona del 

crecimiento) (103). Su plegamiento es similar a los plegamientos de la subfamilia de 

citoquinas de cadena corta (104). 
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FIGURA 8. Estructura de la hormona leptina. Modificado de Zhang y cols., 1994 (98) 

 

 

Los distintos fragmentos estructurales de la proteína afectan las actividades 

biológicas de la leptina in vivo, y a la unión al receptor in vitro:  

 la secuencia aminoacídica NH2-terminal (22-115), es esencial para las acciones 

biológicas y para la unión al receptor (105);  

 la secuencia aminoacídica C-terminal (116-167), posee una estructura de lazo, 

encargada de aumentar los efectos activadores que residen en la región N-terminal. 

La actividad biológica de la proteína reside en los dominios 106-167 situados entre 

las regiones N y C-terminal (106); 

 el puente disulfuro C-terminal (Cys96-Cys116), generalmente no es necesario para 

las acciones de la leptina, aunque es esencial para la adopción de la conformación 

proteica y para la interacción leptina-receptor. Una mutación en esta región 

ocasiona una proteína inactiva (103). La formación de un puente disulfuro 

intramolecular entre las Cys117 y Cys167 es necesario para el normal procesamiento y 

secreción de la leptina (107). 
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Síntesis y degradación 

La leptina es codificada por un gen localizado en el cromosoma humano 7q31.3 

(108) y en el cromosoma 6 de ratones (98). Está integrado aproximadamente por 650 

kilobases (kb) agrupadas en tres exones separados por dos intrones que transcriben un 

ARNm de 4.500 nucleótidos. La región codificante para la leptina se encuentra en los 

exones 2 y 3 (109) (Figura 9). La región promotora de este gen parece comprender unas 3 

kb, que posee la región TATA localizada entre -26 a -30, así como múltiples sitios 

regulatorios que serán descriptos más adelante (102). 

 

 

 

FIGURA 9. Estructura del gen de leptina. El gen de leptina consiste en tres exones y dos 
intrones. El gen se transcribe en un ARNm de 3.5kb (azul) que codifica una prohormona de 
167 aa (verde). La secuencia señal de 21 aa es luego removida antes de la liberación de la 
leptina a circulación (rojo). Modificada de Prolo y cols, 1998 (104). 

 

La transcripción y la traducción del gen de leptina ocurre en el tejido adiposo (98), 

en la mucosa gástrica (110), las células del epitelio mamario (111), los miocitos (112) y la 

placenta (113). Su expresión se ha reportado también en testículos, ovario y folículos 

pilosos (114) así como en las glándulas fúndicas humanas (115) (Figura 10). 
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La leptina circula en el plasma libre o unida a proteínas de unión a leptina (116). 

Estas proteínas aún no han sido identificadas pero incluyen la forma soluble del receptor 

(117). La mayor parte de la leptina circula en su forma unida en individuos de peso normal, 

y en su forma libre en obesos (118). 

La tasa de producción de leptina es directamente proporcional a la masa adiposa. 

Con un peso corporal normal, la leptina está mejor correlacionada con la masa adiposa 

absoluta que con el índice de masa corporal (BMI) o el porcentaje de grasa corporal. Los 

niveles de leptina circulante parecen estar directamente relacionados con la cantidad de 

ARNm de leptina en el tejido adiposo. Pese a que la leptina circulante parece correlacionar 

con la cantidad de tejido adiposo, también existe un factor sexual: dada la misma cantidad 

de grasa corporal, las mujeres secretan más del doble de leptina que los hombres. Cambios 

en la ingesta y en el desarrollo del crecimiento pueden alterar las concentraciones séricas de 

leptina (119).  

 

 

 

FIGURA 10. La leptina se sintetiza en diversos tejidos. 
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La leptina se sintetiza en la placenta a niveles comparables o incluso mayores a los 

de tejido adiposo (120). La leptina humana posee un tiempo de vida media de 24,9 ± 4.4 

minutos, que es la misma en individuos obesos y de peso normal. El tiempo corto de vida 

de la leptina en circulación está principalmente determinado por su eliminación renal, 

mediada por la filtración glomerular, seguido por procesos de degradación metabólica en 

los túbulos renales (121). El 97% de la leptina extraída es metabolizada por el riñón (122) a 

nivel de los túbulos renales, no participando el pulmón ni el bazo en su eliminación (123). 

 

Ritmo circadiano de la leptina 

La concentración plasmática de leptina en humanos muestra una variación 

circadiana, con bajos niveles durante la mañana y mediodía (124), que se van 

incrementando durante la tarde hasta alcanzar su pico máximo entre la 1:00 am y 4:00 am. 

(125). Luego de alcanzar este máximo, los niveles de leptina disminuyen gradualmente y 

por la mañana se detecta su concentración más baja (126, 127). La duración del pulso de 

liberación de leptina es de 30 minutos, con una amplitud mayor en hombres que en 

mujeres, y una frecuencia similar (127). La altura alcanzada por el pulso es mayor en 

individuos obesos que en delgados y mayor en mujeres que en hombres (126). 

 El ritmo circadiano de la leptina se modifica también según la edad del individuo 

(126). La leptinemia del recién nacido permanece alta durante las 6 horas posteriores al 

nacimiento, luego cae rápidamente hasta su concentración mínima en torno a las 12-16 

horas de vida y permanece en este pico mínimo durante algunos días (128).            

   

 

Funciones biológicas de leptina 

El sistema nervioso central, específicamente el núcleo hipotalámico, es el blanco 

donde la leptina ejerce la mayor parte de sus efectos en el metabolismo energético. La 

leptina disminuye la ingesta de alimentos, aumenta el gasto de energía y disminuye la 

eficiencia del metabolismo. Se ha demostrado que la leptina participa en un amplio espectro 

de funciones biológicas como el metabolismo de lípidos y glucosa, síntesis de 

glucocorticoides e insulina, proliferación de linfocitos T CD4+, secreción de citoquinas, 
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fagocitosis y transmisión sináptica. Más aún, regula el eje hipotalámico-hipofisiario-

adrenal, la maduración del sistema reproductivo, la hematopoyesis, la angiogénesis y el 

desarrollo fetal (129) (Figura 11). 

 

Leptina como regulador del peso y del apetito 

La leptina posee un potente efecto en la reducción del peso in vivo. En los ratones 

Lep/Lep, el gen que codifica para leptina está mutado y los ratones son obesos (98). El 

efecto de leptina en el peso corporal y la ingesta de comida depende de su unión a la forma 

larga del receptor, LEPRb (117, 130). Una mutación que específicamente anula la 

expresión de LEPRb en ratones diabéticos da como resultado ratones obesos y 

completamente resistentes a leptina. LEPRb está altamente expresado en el hipotálamo 

sugiriendo que esta región del cerebro es un importante sitio de acción de la leptina (131). 

Los circuitos neuronales en el núcleo arqueado del hipotálamo que median las señales de 

leptina, involucran las neuronas NPY/AgRP, que aumentan la ingesta de alimentos, y las 

neuronas POMC/CART, que inhiben la ingesta y el metabolismo energético (132). Cuando 

las células adiposas aumentan en número y tamaño, el gen LEP comienza a producir 

leptina, que es secretada a circulación (121). Cuando la leptina alcanza el cerebro a través 

de regiones fuera de la barrera hematoencefálica, incluyendo parte del hipotálamo, 

disminuye el apetito e incrementa la tasa metabólica; aumenta la termogénesis, el consumo 

de oxígeno, la expresión del ARNm de proteínas UCP (proteínas desacoplantes) y la 

actividad motora (133).  

El núcleo ventromedial en el hipotálamo cumple un rol central en la regulación del 

comportamiento de alimentación, y es el blanco principal de la leptina (98). Las 

investigaciones sugieren que la pérdida de peso disminuye los niveles de leptina, lo cual 

induce un estado de balance energético positivo. Por el contrario, un incremento en la 

adiposidad conduce a un aumento en los niveles de leptina y a un balance negativo. Así, la 

leptina no sólo funciona como una señal adipostática para indicar el estado de la reserva de 

energía al cerebro (y posiblemente otros tejidos) sino que también funciona como un sensor 

del balance energético (109). 

La leptina puede actuar en el cerebro reduciendo los niveles del neuropéptido Y 

(NPY). Es el único péptido conocido que puede inducir obesidad a través de la 
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administración prolongada, con o sin aumento de ingesta de comida. La disminución en la 

síntesis y secreción del NPY producida por la leptina o un cambio en la sensibilidad a NPY  

podría explicar la disminución en la ingesta (134). De todas formas, la leptina es 

igualmente efectiva en animales “knock out” para NPY, sugiriendo que NPY no es esencial 

para la acción de la leptina (135). 

 

Homeostasis de glucosa y sensibilidad a insulina 

Una característica del tratamiento de ratones Lep/Lep con leptina es el incremento 

de la sensibilidad a insulina y la atenuación de la hiperglucemia, independientemente de los 

efectos en la ingesta de comida. De esta forma, el vínculo entre la sensibilidad a insulina, el 

metabolismo de glucosa y la leptina se volvió foco de investigación. Pese a que los niveles 

circulantes de glucosa en los ratones deficientes en leptina alternan entre normales y bajos, 

los niveles plasmáticos de insulina, ácidos grasos y triglicéridos están disminuidos (136). 

 

 

Funciones de la leptina

Angiogénesis

Acción diurética y 

natriuréttica Crecimiento 

óseo

Reproducción
Anorexígena

Inmunomoduladora

Hematopoyesis Inhibición de síntesis 

de esteroides 

 
FIGURA 11. Funciones biológicas de la leptina. La leptina posee un efecto pleiotrópico en 
el organismo. Cumple múltiples funciones en diversos tejidos. 
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Leptina y remodelamiento óseo 

 La masa ósea es controlada por el remodelamiento óseo. El remodelamiento 

involucra dos etapas definidas: resorción del hueso preexistente por los osteoclastos y 

formación del hueso de novo por los osteoblastos. Si este balance es interrumpido, ocurren 

enfermedades en el remodelamiento de los huesos (137). 

El aumento en el peso causado por la obesidad resulta en un incremento en la 

remodelación ósea y una disminución en la renovación ósea. Esto se observa en mujeres 

postmenopáusicas obesas que muestran tasas disminuidas de fracturas causadas por 

osteoporosis. Así, un mecanismo que relaciona la obesidad con la osteoporosis sería de 

gran interés en el tratamiento de mujeres no obesas. La observación de que el tratamiento 

con leptina en ratones normales y deficientes en leptina lleva a una pérdida ósea, plantea la 

hipótesis de que la leptina participaría en la modulación de la formación de los huesos a 

través de su acción en el hipotálamo, actuando como inhibidor de este proceso (138), 

independientemente de su función anorexigénica (139). Las deficiencias en leptina 

fortalecen la formación ósea, pero su abundancia en los organismos con hiperleptinemia no 

causa un efecto inhibitorio de la remodelación ósea (140). De hecho, la leptina ejerce 

efectos directos en la proliferación, diferenciación, mineralización y aumenta la vida de los 

osteoblastos primarios humanos por inhibición de la apoptosis (138, 141, 142). 

   

La leptina como inmunomodulador 

Varios estudios han demostrado que los niveles circulantes de leptina aumentan 

durante la infección e inflamación, sugiriendo que la leptina es parte de la respuesta inmune 

y de los mecanismos de defensa. La deficiencia en leptina incrementa la sensibilidad a 

estímulos infecciosos e inflamatorios y se relaciona con la producción alterada de 

citoquinas (143). Durante las respuestas inflamatorias sistémicas, la leptina participa en la 

síntesis de proteínas de fase aguda (144). Los niveles de leptina son intensamente 

incrementados por varios factores de la fase aguda como TNF, IL-1 e IL-6, y también 

durante una infección bacteriana o desafío con lipopolisacáridos (145). Se ha demostrado 

además que la leptina modula la respuesta inmune adaptativa (129). La leptina estimula la 

función fagocítica de macrófagos vía la activación de la fosfolipasa. En células dendríticas 

induce una serie de cambios morfológicos y funcionales que les otorgan la capacidad de ser 
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células presentadoras de antígenos y las guía hacia el aumento de la respuesta Th1 (146). 

Sobre las células NK (natural killers), la leptina activa procesos de maduración celular, 

diferenciación, proliferación, activación y citotoxicidad (147). La leptina también es un 

factor trófico para la supervivencia de células mononucleares sanguíneas humanas, en 

ausencia de suero. Su efecto está mediado a través de la p42/44 MAPK (148, 149). Posee 

asimismo, efectos específicos en la respuesta de los linfocitos T, regulando 

diferencialmente la proliferación de los T naive y los T de memoria. Aumenta la 

producción de citoquinas Th1 como IFN-Ȗ e IL-2, pero suprime la producción de citoquinas 

Th2, tales como la IL-4 (150). 

 
 

Funciones neuroendócrinas de la leptina 

La leptina actúa como una señal hormonal crítica del estatus nutricional en la 

regulación neuroendócrina de la secreción pulsátil de GH. La leptina estimula la secreción 

y liberación de GH,  a través de su acción, por un lado, a nivel hipotalámico aumentando la 

liberación de GHRH (mediada por el neuropéptido Y); y por otro lado a nivel hipofisario, 

ejerciendo un potente efecto estimulador en la secreción pulsátil espontánea de GH y en la 

secreción de GH en respuesta a GHRH (151). 

En el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HPA) la leptina posee efectos 

inhibitorios. Inhibe la liberación hipotalámica de CRH (hormona liberadora de 

corticotropina), directa o indirectamente a través de algún otro neuropéptido hipotalámico, 

como el NPY, impidiendo la activación del eje HPA en respuesta al estrés (152). A nivel 

periférico, inhibe la esteroideogénesis adrenal directamente vía receptores LEPR de la 

superficie adrenocortical (153). Inhibe la producción de cortisol en células adrenocorticales 

y actúa como una señal metabólica directa sobre la glándula adrenal. Disminuye en forma 

dosis dependiente la secreción de corticotropina (ACTH) inducida por aldosterona adrenal, 

la secreción de cortisol y la de dehidroepiandrosterona (153).  

La deficiencia en leptina también se relaciona con desajustes en la función tirotropa, 

concretamente en la estimulación con TRH (hormona tirotrofina) de la glándula tiroides. La 

administración de leptina en humanos revierte la supresión de T3, TSH (hormona 

estimuladora de tirotrofinas) y los niveles del ARNm de TRH en el núcleo paraventricular 
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hipotalámico (NPV) (109) a través de un efecto directo sobre la actividad del promotor 

TRH (154). 

 La leptina también controla el eje hipotálamo-hipófisis-gonadal a distintos niveles. 

A nivel central, sobre el hipotálamo, estimula la síntesis y liberación de la hormona 

liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y potencia los efectos de la insulina en la liberación 

de GnRH (155). La leptina acelera el pulso de GnRH de una forma dosis dependiente sin 

influir sobre la amplitud, actuando directamente sobre LEPR hipotalámicos. Ejerce una 

estimulación indirecta sobre el hipotálamo a través de interneuronas secretoras de 

neuropéptidos y de óxido nítrico, lo que induciría la secreción de GnRH (156). 

Por otro lado, la leptina tiene acción directa sobre la hipófisis, regulando la 

concentración de FSH y LH. Entre un 20% y un 25% de células de la hipófisis anterior, 

predominantemente células foliculares y corticotrofas, expresan leptina, que a su vez, 

regulan el crecimiento y diferenciación de células hipofisarias (157).  

  

Otras funciones de la Leptina 
  

Se ha demostrado la expresión del receptor de leptina y la señalización in vivo en 

regiones discretas del tracto gastrointestinal del ratón. La leptina media la inducción de 

genes tempranos y la activación de STAT3 y STAT5 en células CACO-2 (modelos 

humanos de epitelio de intestino). Los resultados sugieren que el epitelio del yeyuno es un 

blanco directo de la acción de leptina y que esta actividad depende de la presencia del 

LEPRb (158). 

El receptor de leptina es expresado en la vasculatura humana y en cultivos 

primarios de células endoteliales. Los ensayos in vitro e in vivo revelan que la leptina posee 

actividad angiogénica y que estimula la proliferación endotelial. Modula el crecimiento de 

la vasculatura endotelial (159), induce proliferación en las células endoteliales de vena 

umbilical y en células musculares lisas de arteria coronaria humana. El endotelio vascular 

es un blanco de la leptina y existiría un mecanismo fisiológico donde la angiogénesis 

inducida por la leptina facilitaría el gasto de energía (160).  

 La presencia del receptor LEPRb ha sido reportado también en las células hepáticas. 

El tratamiento con leptina de estas células modifica la sensibilidad y la acción de la 
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insulina. Dado que el hígado es el principal sitio de homeostasis de nutrientes, la acción 

directa de la leptina en el hígado podría modular la respuesta del organismo frente al exceso 

de ingesta de comida en la obesidad (137). 

  La mayor parte de los estudios de señalización del receptor de leptina en tejidos 

periféricos han sido realizados utilizando células β pancreáticas como modelo. El LEPRb 

se ha detectado en islotes y células ȕ pancreáticas así como también el efecto inhibitorio de 

la leptina sobre la secreción de insulina (137). 

Por otro lado, la leptina aumenta la reabsorción renal de Na+ principalmente en el 

asa de Henle, debido a su efecto activador del sistema nervioso simpático y a la inducción 

del sistema renina-angiotensina. Esta acción está relacionada con la patogénesis de la 

hipertensión en individuos diabéticos o en obesos (161). Por otro lado, la leptina humana es 

un factor diurético/natriurético ahorrador de K+ en ratas, dirigida hacia la excreción de 

sales. El efecto natriurético de la leptina es consecuencia de la disminución de la actividad 

renal medular de la Na+/K+-ATPasa por medio de la activación de la PI3K, requiriendo la 

integridad del citoesqueleto de actina (162, 163). 

 

 

Regulación de la expresión génica de leptina 
 

Una gran variedad de factores que influencian profundamente la producción de 

leptina han sido identificados. Las influencias fisiológicas en la regulación de la producción 

de leptina incluyen ayuno, ejercicio y exposición al frío, lo cual resulta en una caída en la 

expresión del gen LEP y una disminución en los niveles circulantes de leptina. Luego del 

ayuno, la alimentación inmediata restituye rápidamente los niveles de leptina circulante 

(164-166). 

Varios factores metabólicos y endócrinos contribuyen a regular la transcripción del 

gen en adipocitos. La insulina estimula la expresión del gen de leptina y la producción de la 

proteína. Es un importante regulador del ARNm de leptina en roedores, pese a que esto no 

se observa tan directamente en humanos (2). Los glucocorticoides inducen la expresión y la 

secreción de leptina en humanos y ratas así como en cultivos primarios de adipocitos, pero 
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no en líneas celulares 3T3-L1 (167-169). La expresión del gen de leptina en adipocitos de 

ratas es finamente regulada por dexametasona. La dexametasona estimula la secreción de 

leptina a través de mecanismos principalmente transcripcionales. En contraste, la insulina 

parece regular a la leptina por mecanismos postranscripcionales, movilizando los pooles 

preexistentes de leptina y estimulando la síntesis de la misma (167, 170-175). Por otro lado, 

las tiazolidinedionas, la noradrenalina y la isoprenalina inhiben la expresión de leptina y los 

niveles circulantes de la proteína (176-178). La adrenalina induce una rápida caída en la 

leptina circulante. Los efectos de las catecolaminas ocurren principalmente a través de 

receptores ȕ-adrenérgicos (179). 

El aumento en las concentraciones intracelulares de AMPc resulta en una 

disminución en la expresión del ARNm y de la secreción de leptina en adipocitos de rata. 

Dado que los agonistas ȕ adrenérgicos inducen pérdida de peso a través de un aumento de 

la termogénesis en ratas, es interesante el hecho de que estos agonistas también regulen 

negativamente la expresión de leptina, que similarmente incrementa la tasa metabólica en 

ratas (180). 

La expresión del gen de leptina es también inducida por el factor de transcripción 

adiposo, C/EBP (CCAAT/proteína intensificadora de unión) (181), un efecto consistente 

con la identificación del sitio de unión de C/EBP en la región proximal del promotor de 

leptina (182). Millar y colaboradores reportaron que sólo β17 pb de la secuencia en el 5’ se 

requieren para la transcripción basal específica de la leptina, en tejido adiposo, así como 

para la estimulación con C/EBPα (183). En contraste, el ligando activador de los receptores 

gamma activados por el proliferador de peroxisomas (PPARȖ) que heterodimeriza con el 

receptor de retinoides X, se une a un elemento respondedor PP y reduce la expresión de 

leptina (184).  

Algunos estudios han reportado que la colecistoquinina (CCK) estimula la secreción 

gástrica de leptina in vivo en las ratas y la expresión en células gástricas aisladas de caninos 

in vitro (185). Más aún, la secreción de leptina es incrementada luego de la infusión de 

secretina, una hormona ácida inhibitoria, y luego de la estimulación vagal en humanos 

(186). En células gástricas humanas que producen leptina ésta es inducida luego del 

tratamiento con CKK, insulina, glucocorticoides y ácidos trans-retinoicos, a través de la 

activación del promotor. Se ha demostrado también que la foskolina y el BRL37344, que 
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aumentan los niveles de AMPc, no afectan la actividad del promotor de leptina en células 

gástricas humanas (187). 

El 17ȕ-estradiol también incrementa la secreción de leptina en el medio de cultivo 

del tejido adiposo de ratas. Más aún, el efecto del estradiol fue aditivo al de la 

dexametasona (188). Los niveles más altos de estradiol y el aumento de la respuesta a 

estrógenos en ratas hembras junto con el aumento en la respuesta a dexametasona 

contribuye a la diferencias de sexo en los niveles de leptina (189). 

Gran variedad de citoquinas tales como el TNFα  (190), la IL-1 (191), LIF y la IL-6 

(192) alteran la expresión del ARNm de leptina y los niveles circulantes. Ha sido reportado 

que la leptina y el TNFα podrían ser responsables de la pérdida de peso en los pacientes con 

tuberculosis pulmonar. La elevación de leptina en respuesta a citoquinas puede contribuir a 

la anorexia y a la pérdida de peso en estas condiciones inflamatorias (193).  

La infusión de glucosamina aumenta los niveles de leptina en tejido adiposo e 

induce síntesis de novo en músculo esquelético de rata. La glucosa y la ingesta de lípidos 

poseen efectos similares sobre la leptina en estos tejidos sugiriendo que la leptina actuaría 

como un sensor del flujo de nutrientes en tejido adiposo y músculo esquelético (194). 

En hombres sanos, las concentraciones de testoterona se correlacionaron 

negativamente con los niveles de leptina en suero. Se ha reportado también que la 

dehidroepiandrosterona (DHEA), DHEA-sulfato (DHEAS), androstenediona y 

dihidrotestoterona no aromatizable son potentes inhibidores de la secreción de leptina por el 

tejido adiposo (195, 196). 

 

 

El receptor de leptina y su señalización 

 

La naturaleza pleiotrópica de la leptina se basa en la distribución universal de los 

receptores de leptina (LEPR). La leptina actúa vía receptores transmembrana que muestran 

similitud estructural con la familia de receptores de citoquinas de clase I  (99, 117, 197-

199). Esta incluye los receptores de IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, LIF, factor estimulador de 

colonias de granulocitos, GH, prolactina y eritropoyetina  (200, 201). Los miembros de esta 
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familia poseen motivos extracelulares característicos de cuatro residuos de cisteínas y 

WSXWS (Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser) conteniendo diferente número de dominios de fibronectina 

de tipo III (202-204).  

El LEPR es producido en varias formas alternativas de procesamiento o “splicing”, 

denominadas LEPRa, LEPRb, LEPRc, LEPRd, LEPRe y LEPRf  (117, 205), que poseen un 

dominio extracelular común de alrededor de 800 aminoácidos, una región transmembrana 

de 34 aminoácidos y un dominio intracelular variable, característico de cada una de las 

isoformas (Figura 12). De esta manera, las isoformas pueden ser clasificadas en tres clases: 

corta, larga y secretada. Además de contener dominios extracelulares y transmembrana 

idénticos, las isoformas cortas y largas comparten los mismos primeros 29 aminoácidos, 

divergiendo en su secuencia por el procesamiento alternativo del exón 3´. El dominio 

extracelular del LEPR posee dos motivos de receptores de citoquinas y cuatro dominios de 

fibronectina tipo III (99, 197, 199). Las construcciones de receptores recombinantes han 

mostrado que sólo el segundo motivo putativo de unión a leptina es importante y que la 

afinidad se ubica en el orden nanomolar. Las formas cortas del receptor, LEPRa, LEPRc, 

LEPRd y LEPRf poseen entre 30-40 residuos citoplasmáticos. Sin embargo, sólo la 

isoforma larga, LEPRb fue inicialmente considerada como receptor funcional, basado en el 

hecho de que posee un dominio intracelular de aproximadamente 300 residuos 

citoplasmáticos (mayor en el humano que en ratones), conteniendo varios motivos 

requeridos para la interacción con otras proteínas y la subsecuente activación de las vías de 

señalización (197). Se ha demostrado que la pérdida del LEPRb causa fenotipos obesos en 

ratones y ratas (206). El receptor “largo” es el único que posee los motivos intracelulares 

necesarios para la activación de la vía de señalización de JAK (quinasa de la familia Janus) 

/STAT (proteína transductora de señales y activadora de la transcripción) (199). El LEPRb 

se ha encontrado altamente expresado en el hipotálamo. El LEPRa y LEPRc están 

altamente expresados en el plexo coroide y en la microvasculatura (207, 208). 
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FIGURA 12. Estructura esquemática de las diferentes isoformas del receptor de leptina. 
LEPR-b: forma larga con los tres dominios BOX; LEPR-a, c, d y f: formas cortas con 
dominio BOX1; LEPR-e: forma secretada. CR: Dominio de receptor de citoquinas. F-III: 
dominio de tipo fibronectina. Modificado de Hegyi y cols, 2004 (201). 

 

El LEPRe, que carece del dominio intracelular, codifica para el receptor soluble. La 

isoforma secretada, LEPRe, representa un producto alternativo de “splicing” o es un 

producto del clivaje proteolítico del LEPR unido a membrana (117). En ratones se ha 

reportado que la isoforma soluble putativa del receptor, LEPRe, es producida a niveles lo 

suficientemente altos como para actuar como un sistema de buffer para la leptina libre 

circulante (209). El receptor soluble de leptina representa la principal actividad de unión a 

leptina en sangre humana y es determinada por el sexo, la adiposidad y la administración de 

leptina (210). 

Inicialmente, se pensaba que las acciones directas de leptina se circunscribían 

únicamente al sistema nervioso central. Sin embargo, la distribución universal de sus 

receptores LEPRa y LEPRb, refleja la multiplicidad de sus efectos biológicos en tejidos 

extraneurales, proveyendo evidencia de la extrema pleiotropía funcional de la leptina (103). 
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Así, la regulación de la acción de leptina en sus tejidos blanco depende, al menos en parte, 

del balance en la expresión de las diferentes isoformas. 

Tanto la forma larga como las cortas del receptor son capaces de formar 

homodímeros en ausencia de ligando, y la extensión de esta asociación no cambia 

apreciablemente bajo la estimulación de ligando (211, 212). En consecuencia, la 

dimerización no parece cumplir un rol regulatorio en la activación del receptor. No 

obstante, la formación de dímeros entre los receptores de leptina sería necesaria para la 

señalización (213). Cada LEPR se une en una estequiometría 1:1 con la leptina, lo cual 

resulta en una formación tetramérica del complejo receptor/ligando (184).  El cambio en la 

conformación de la estructura del receptor inducida por la formación de este complejo 

resulta crítica en la activación de la señalización de leptina (214). Interesantemente, los 

heterodímeros no pueden ser detectados en ausencia del ligando, aún en células donde 

diferentes isoformas del receptor han sido cotransfectados en altos niveles (184). Los 

heterodímeros se detectan en presencia de leptina (212). Los receptores de leptina no 

forman heterodímeros con receptores de citoquinas estructuralmente similares (211). 

 Los miembros de la familia de receptores de citoquinas son conocidos por ser 

internalizados luego de la unión del ligando, a través de vesículas cubiertas de clatrina en 

endosomas tempranos, con el receptor siendo procesado para degradación o reciclado a la 

superficie celular (215). Se ha estimado que bajo condiciones normales sólo el 5 al 25% de 

las isoformas totales de LEPR están localizadas en la superficie celular y que la mayoría de 

las células contienen pools intracelulares (216). Tanto el LEPRa como el LEPRb median la 

internalización y la degradación lisosomal, en donde los aminoácidos 8-29 del dominio 

intracelular determinan este proceso (215, 217). Algunos autores han reportado que la 

internalización y la regulación negativa de los receptores de membrana es mayor para los 

LEPRb (216). Adicionalmente, la isoforma corta del receptor es reciclada en la célula más 

rápido (217). En conjunto, estas observaciones proveen una explicación plausible para la 

resistencia selectiva a leptina ligada a la hiperleptinemia en la obesidad humana, basada en 

la regulación negativa preferencial de la señalización del LEPRb (215-217). 

 

Principales vías de señalización de LEPR 
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La vía primaria de señalización del receptor de leptina: JAK/STAT  

 

La vía de JAK/STAT comprende una familia de cuatro tirosin quinasas no 

receptores y siete factores de transcripción de 85-95kDa regulados por la fosforilación en 

residuos específicos de tirosina y serina. Típicamente, la cascada de señales de transducción 

de JAK/STAT es activada por interferón, interleuquinas y otras citoquinas cuyos receptores 

carecen de actividad intrínseca de quinasas (218). El LEPR no posee un dominio intrínseco 

de tirosin quinasa, y por ello une quinasas citoplasmáticas, principalmente JAK2 a través de 

los motivos “box 1” y “box 2” (219, 220). 

LEPRb señaliza asociándose de forma no covalente con JAK2, que se autofosforila 

en numerosos residuos tirosina, al mismo tiempo que fosforila residuos tirosina en el 

receptor. El dominio intracelular fosforilado del receptor provee un sitio de unión para 

proteínas STAT, que se activan y translocan al núcleo, estimulando la transcripción. La 

unión del ligando al receptor activa STAT3, STAT5 y STAT6. Asimismo, la proteína SH2 

con un dominio de proteína tirosin fosfatasa (SHP-2), se une a una fosfotirosina del 

dominio intracelular del receptor, con la habilidad para regular negativamente la 

fosforilación en tirosina dependiente de la señalización por leptina, como la activación de 

STAT3 (215).  

Los factores de transcripción STAT3 reconocen elementos conservados en el 

promotor del gen p21waf1 y aumentan la expresión de este gen regulador del ciclo celular.  

STAT3 también se requiere para la regulación de otros genes como c-myc, ciclina D1, 

Bcl2, Bcl-xL; todos genes asociados a la regulación del ciclo celular, crecimiento y 

transformación. Posee un rol fundamental durante la proliferación y supervivencia celular 

en el desarrollo embrionario (221). 

Los tres residuos intracelulares de tirosina del LEPRb, exhiben diferentes 

capacidades para la activación de las señales río abajo. La tirosina 985 (tir985) se requiere 

para la activación de la vía de Ras/Raf/ERK (quinasa regulada por señalización 

extracelular). La fosforilación en tir1077 o tir1138 es requerida para la fosforilación en tirosina 

de STAT5;  tir1138 se requiere para la activación de STAT1 y STAT3 (99).  

Existe evidencia de que la vía de JAK/STAT se halla bajo el control por 

retroalimentación negativa de proteínas supresoras de la señalización por citoquinas 
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(SOCSs). La expresión endógena de SOCS3 inhibe la fosforilación de LEPR, proveyendo 

de un importante mecanismo de control en la señalización del receptor. Sumado a ello, los 

cambios en la expresión de SOCS3 podrían estar involucrados en el fenómeno de 

resistencia a leptina (211, 222, 223). Otro regulador negativo de la señalización de leptina 

está representado por la proteína tirosín fosfatasa 1B (PTP1B), que se ha visto que regula la 

señal de transducción de la leptina, in vivo e in vitro, vía desfosforilación de JAK2 (223).  

 

La vía de señalización de MAPK (proteína quinasa activada por mitógenos) 

  

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos son Ser/Thr quinasas. Se dividen en tres 

clases: 

 ERK. El peso molecular de las quinasas ERK oscila entre 40-42 kDa y están implicadas 

en el control de la diferenciación y proliferación celular. 

 JNK-SAPK (Quinasa NH2 terminal c-Jun / Proteína quinasa activada por estrés) 

 p38-MAPK, junto con la anterior está implicada en la respuesta celular al estrés. 

Los miembros ERK de la familia de MAPK son componentes bien definidos de la 

cascada de señalización Ras/Raf/MAPK y se activan por un amplio rango de estímulos, 

incluyendo la leptina. La vía de MAPK puede ser estimulada por LEPRa o LEPRb, aunque 

en menor extensión por el primero (224). Pese a que la zona distal del LEPR no es esencial 

en la señalización de MAPK, se necesita la porción intracelular del receptor largo para 

alcanzar la máxima activación. Esto se basa en el hecho de que la leptina es capaz de 

desencadenar la cascada de MAPK de dos maneras diferentes: 

-Vía activación del receptor asociado a JAK-2 por fosforilación en Tyr985: Cuando 

el residuo Tyr985 se fosforila activan proteínas JAKs, principalmente JAK2 y JAK1, y 

proporciona sitios de unión para SHP-2, que junto con Grb-2 y SOS, activan eventos 

señalizadores posteriores en la misma cascada de señalización (201).  

-Mecanismo independiente de la fosforilación del receptor: En este caso, JAK2 

aumenta la activación de ERK vía LEPR e independientemente de la fosforilación del 

receptor. JAK2 se asocia a SHP-2 y a la proteína adaptadora Grb-2 y este complejo activa 
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los posteriores pasos de la señalización. La forma corta del receptor activa ERK por esta vía 

(224). 

De todas formas, en ambas vías las señales río abajo requieren un dominio catalítico 

intacto SHP-2. Se ha reportado que una pérdida en la actividad de fosfatasa causa una falla 

en la fosforilación de ERK (225). Pese a que no han sido completamente elucidadas las 

moléculas involucradas en transmitir las señales de leptina, las quinasas MEKs 

(MAPK/ERK quinasas) activadas fosforilan ERK, conduciendo a la expresión final de 

genes blancos específicos como c-fos y egr-1, que participan en la proliferación y 

diferenciación celular. Se ha demostrado en células precursoras osteoblásticas que la leptina 

induce apoptosis a través de la vía de MAPK, activando la fosfolipasa A citosólica y 

llevando a la liberación del citocromo c y la activación de caspasas 3 y 9 (226). En 

monocitos la leptina activa el promotor de IL-1Ra (receptor antagonista de IL-1) a través de 

la MAPK (227). Otro estudio mostró que la leptina estimula la actividad de la óxido nítrico 

sintasa en tejido adiposo a través de un complejo mecanismo que involucra a la PKA y a la 

MAPK (228). La leptina también induce la vía p38 MAPK en células de músculo liso 

vascular, llevando a la hipertrofia (229). 

 

  

La vía de señalización de PI3K (fosfatidilinositol 3 quinasa)  

  

La PI3K está compuesta de una subunidad reguladora de 85 kDa y una catalítica de 

110 kDa que fosforila al fosfatidilinositol (PI). Se han descripto dos subunidades 

reguladoras, productos de genes diferentesμ p85α y p85ȕ (230). La actividad de PI3K 

representa un blanco clave regulado por un amplio espectro de ligandos, especialmente la 

insulina. La mayor parte de las acciones de insulina involucran la activación de la PI3K, lo 

cual lo hace un punto relevante de “cross talk” entre las vías de señalización de la leptina y 

la insulina (201, 229, 231, 232). En la vía de la PI3K se estimulan proteínas quinasas como 

Akt (proteína quinasa B) y PKC (proteína quinasa C) (215). Se ha reportado que la leptina 

actúa a través de algunos componentes de la cascada de señalización de insulina. La unión 

de la insulina a su receptor recluta varios IRSs (sustratos del receptor de insulina) que son 

fosforilados en tirosina por la actividad de quinasa intrínseca del receptor. La fosforilación 
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de IRSs aumenta su afinidad de unión por otras moléculas de señalización. Las proteínas 

IRS activan PI3K a través de la asociación con su subunidad regulatoria, p85, aumentando 

la actividad del dominio catalítico. La PI3K a su vez activa a las Ser/Thr quinasas 

dependientes de fosfoinosítidos como PDK-1,2, las cuáles activan a Akt/PKB. Ésta es una 

Ser/Thr quinasa implicada en procesos de supervivencia celular y metabolismo 

hidrocarbonado (233). Akt posee varios blancos como la glucógeno sintasa quinasa-3 

(GSK3), una serina quinasa con importantes acciones, como la fosforilación de glucógeno 

sintasa y C/EBP (234). La activación de Akt vía fosforilación dependiente de 

fosfoinosítidos puede implicar además a otras proteínas en el mecanismo, como miembros 

del grupo de quinasas asociadas a proteína G (AGC): p70S6K, PKC y PKA (233). Las 

proteínas JAKs también están involucradas en la tirosín-fosforilación de IRS mediadas por 

leptina. 

La leptina actúa a través de algunos componentes de la cascada de señalización de la 

insulina. En el sistema nervioso central así como en el tejido adiposo, páncreas e hígado, la 

leptina induce una vía de señalización similar a la de la insulina, incluyendo la activación 

de la fosfodiesterasa 3B (PDE3B) dependiente de PI3K y la reducción del nivel de AMPc 

intracelular (103). 

La regulación de PI3K por leptina fue demostrada por primera vez en células 

HepG2 (235). La estimulación de PI3K por la leptina ha sido relacionada por ejemplo con 

la regulación de la PDE3B en la actividad de bombas de Na-K en fibroblastos, en la 

invasividad de las células epiteliales del colon, en la actividad de la lipasa sensible a 

hormona de los macrófagos y en la toma de glucosa de las células C2C12 (215). En otros 

tipos celulares, como adipocitos o hepatocitos de ratas (236) la leptina no aumenta la 

fosforilación de Akt y sí aumenta la fosforilación de IRS1 e IRS2 asociado a la actividad 

PI3K. En células mononucleares humanas, la leptina promueve la tirosin-fosforilación de 

IRS-1, su asociación a p85 y la activación de la vía PI3K (237, 238); además, también 

activa la p70S6-kinasa (239). 

La leptina presenta un efecto dual, estimulador e inhibidor sobre PKC. In vivo, la 

secreción de insulina disminuye en respuesta a leptina, quizás consecuencia de la 

disminución en la liberación de insulina desde los islotes pancreáticos en respuesta a la 
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estimulación de PKC (240). Sin embargo, la leptina no disminuye la secreción de insulina 

inducida por agentes que incrementan los niveles de AMPc intracelulares (241). 

El AMP cíclico activa la PKA, que representa un punto de intersección entre 

distintas vías de señalización (242). El metabolismo del AMPc y GMPc está controlado por 

una familia de fosfodiesterasas (243). La leptina participa en la regulación de la PDE3B 

disminuyendo los niveles de AMPc. Así, en células β pancreáticas, inhibe la secreción de 

insulina estimulada por el GLP-1 (péptido-1 similar al glucagón). En el hipotálamo, la vía 

de transducción de la leptina PI3K/PDE3B/AMPc interactúa con la cascada JAK2/STAT3 

(236). 

 

Vía de la AMPK (proteína quinasa activada por 5´-AMP) 
 

Se ha establecido claramente que la leptina estimula la oxidación de ácidos grasos 

ejerciendo así un efecto protector contra la lipotoxicidad en tejido no adiposo (244). Sin 

embargo, los elementos de señalización que contraponen la lipotoxicidad no fueron bien 

comprendidos hasta que se descubrió una vía nueva participante en la acción de leptina en 

el metabolismo (245). Se observó que la leptina activa selectivamente la subunidad 

catalítica α2 de la AMPK en músculo esquelético, lo cual estimula la oxidación de los 

ácidos grasos, bloqueando el efecto de la ACC (acetil CoA carboxilasa). La AMPK 

representa una enzima heterotrimérica que funciona como combustible para monitorear el 

estado energético de la célula (245, 246). La activación de AMPK representa una señal para 

silenciar los caminos anabólicos y para promover los procesos catabólicos en respuesta a 

una disminución en la relación ATP/AMP fosforilando enzimas claves intermediarias del 

metabolismo. En paralelo con la activación de AMPK, la leptina suprime la actividad de 

ACC estimulando por tanto la ȕ-oxidación en músculo por desinhibición de CTP1 

(carnitina palmitoil-transferasa 1). Las vías que emplea la leptina para incrementar los 

niveles de AMP y activar AMPK no se encuentran totalmente definidas. La activación 

directa de AMPK por la leptina también explica al menos en parte los descubrimientos de 

que la leptina aumenta tanto in vivo como in vitro la toma de glucosa y el metabolismo 

(103). 
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En la Figura 13 se muestra un esquema de las distintas vías de transducción 

involucradas en la acción de leptina.  

 

 

 

Figura 13. Vías de señalización reportadas de ser reguladas por la unión de leptina a su 
receptor. El diagrama esquemático resume los numerosos y diversos caminos en los cuales 
se ha demostrado que está involucrada la leptina. DGK: diacilglicerol quinasa; PG: 
prostaglandina; PLC: fosfolipasa C; ROS: especies reactivas de oxígeno. Modificado de 
Sweeney, G, 2002 (215).  

 

 

Leptina y Reproducción 
 

Luego de su descubrimiento, las investigaciones se dirigieron rápidamente a 

determinar los roles fisiológicos de la leptina. Se sabe que los ratones obesos Lep/Lep, 
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además de estar afectados por hiperglicemia, hiperinsulinemia y otras disfunciones 

metabólicas, son infértiles. Mientras que la restricción en la dieta puede restaurar el peso 

corporal normal en los ratones Lep/Lep, no es posible que recuperen la fertilidad. Sin 

embargo, la administración de leptina disminuye el peso a niveles normales y reestablece la 

fertilidad. Estos fueron los primeros indicios de que la leptina estaba asociada con la 

reproducción. Estudios previos también habían demostrado una relación con la pubertad, 

dado que la administración de leptina a ratones prepúberes normales causaba adelanto en el 

inicio de la pubertad. Rápidamente, fue demostrado que la leptina no sólo se expresaba en 

tejido adiposo sino también en placenta y se extendieron los estudios a las interacciones del 

polipéptido con la biología reproductiva incluida la gestación. Las investigaciones se 

expandieron a todos los aspectos de la función reproductiva femenina y masculina de la 

leptina (247). 

 

Leptina y pubertad 

La pubertad es el período de vida donde el organismo adquiere la capacidad para la 

reproducción (248). Su inicio está determinado genéticamente (249), aunque, condiciones 

como la situación geográfica, exposición a la luz, el peso corporal y los estados nutritivos, 

son factores importantes que afectan la llegada de la pubertad. La restricción energética 

retarda la pubertad y las mujeres con bajo porcentaje de grasa corporal sufren infertilidad 

(248) y bajos niveles de leptina (250, 251). 

Ha sido demostrado que la leptina es capaz de acelerar la llegada de la pubertad en 

ratones hembras normales (247, 252). Los ratones prépuberes normales inyectados con 

leptina se reproducen antes, mostrando una maduración más temprana del tracto 

reproductivo. El tratamiento con leptina no parece interferir con el éxito en la ovulación, 

embarazo o parto, (247, 252) y más aún, el efecto de leptina en la pubertad puede ocurrir 

sin cambios en el peso corporal (252). Las concentraciones de leptina en suero aumentan 

durante el período pubertal en ratones (247) así como la secreción antes de la pubertad en 

varones (253). Esto sugiere la posibilidad de que exista un aumento en la sensibilidad a 

leptina durante el desarrollo temprano, que podría ejercer un control sobre el tiempo de la 

pubertad. Cuando se limita la grasa corporal, las concentraciones séricas de leptina 

decrecen en la maduración de los niños (254). Dado que las concentraciones de leptina en 
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el suero frecuentemente acompañan la resistencia a leptina en la obesidad (255), los altos 

niveles de secreción de leptina en niños jóvenes (254) podría reflejar la resistencia relativa 

a leptina. Esta resistencia podría ser útil para mantener los altos niveles de ingesta de 

comida y de crecimiento, así como para prevenir la pubertad prematura. 

Durante las fases de la pubertad, los niveles de leptina presentan cambios con 

diferencias significativas entre hombres y mujeres. Las mujeres exhiben un aumento firme 

en los niveles de leptina en suero a lo largo de la pubertad, mientras que en hombres el pico 

de leptina aparece justo antes de ella (253), precediendo al aumento de testosterona libre, 

GH e IGF-I (250). Este dimorfismo sexual en los niveles plasmáticos de leptina se debe a 

que los estrógenos estimulan la producción de leptina (de ahí los altos niveles de leptina en 

mujeres durante las fases tardías de la pubertad) y los andrógenos la suprimen (por eso la 

disminución de leptina en suero en hombres después de la elevación prepuberal inicial 

(250, 253, 256). Por otro lado, las mujeres poseen el pulso de leptina mayor que los 

hombres, siendo la variación diurna importante para la regulación de la menstruación (257). 

La concentración sanguínea crítica de leptina para mantener la menstruación es alrededor 

de 2 ng/ml (0,12 nM) (258). 

 

Función de la leptina en la fertilidad 

La importancia de una ingesta nutritiva adecuada en el mantenimiento de la función 

reproductiva ha sido estudiada y establecida (259, 260). Diversas hormonas pueden actuar 

como posibles señales de estado nutricional para el sistema reproductivo (261). Desde el 

descubrimiento de la leptina, se ha creido que esta hormona sería el indicador del estado 

nutricional que permite a los procesos reproductivos proceder. La administración exógena 

de leptina rescata de la esterilidad a ratonas Lep/Lep y eleva significativamente los niveles 

en suero de la LH, aumenta el peso del ovario y uterino y estimula algunos aspectos de la 

histología uterina y del ovario (262). La esterilidad de los machos no puede ser revertida 

por restricción en la dieta, pero los ratones Lep/Lep tratados con leptina pueden fertilizar a 

las hembras normales (263), y el tratamiento con leptina aumenta significativamente los 

pesos testiculares y seminales y eleva el número de espermatozoides comparado con los 

controles (262, 263). La acción de leptina incluye la regulación de la liberación de 

esteroides por efecto directo en las células de granulosa (264). Pese a que la leptina puede 
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actuar directamente en el útero y las vesículas seminales, es probable que la leptina 

estimule las gónadas para incrementar la producción de esteroides. Esto conduce a la 

estimulación de los tejidos sensibles a hormonas esteroides (262, 263). 

 Se han reportado efectos beneficiosos en el empleo de leptina en condiciones de 

niveles bajos de la hormona FSH. Los estudios sugieren que la leptina es requerida para la 

normal función reproductiva y neuroendócrina y podría ser de utilidad clínica en el 

tratamiento de deficiencia en leptina de mujeres con amenorrea hipotalámica (265).     

 

La leptina y las gónadas 
 

Leptina y ovario 

Varios estudios han fijado su atención en el ovario, donde la expresión del LEPR es 

abundante (266, 267). La leptina actúa de forma directa en el ovario (268-270). Se ha 

identificado ARNm de leptina y su receptor en varios tipos celulares del ovario. La leptina 

y su receptor se producen en el folículo ovárico humano (células granulosas y células de la 

teca) (267, 271-273), en cuerpo lúteo (272, 273), en oocitos (273, 274) y está presente en el 

líquido folicular (275). 

La granulosa de los folículos antrales contiene leptina en concentraciones 

comparables a las del suero o plasma a pesar de no tener suministro de sangre directa (267). 

Así, existe una correlación entre los niveles de leptina en líquido folicular, masa de grasa 

corporal y niveles sanguíneos de leptina. Sin embargo, hay variación en la concentración de 

leptina interfolicular, lo que podría explicarse por la secreción local de leptina (276). 

Los estudios in vitro realizados en células de la teca y la granulosa mostraron que la 

leptina posee un efecto negativo sobre los esteroides ováricos. En particular, se ha 

encontrado que la leptina inhibe la expresión de progesterona y 17ȕ-estradiol inducidos por 

insulina en células de la granulosa bovinas; que previene de la secreción de progesterona y 

androstenediona inducidas por insulina en células bovinas de la teca; y que interfiere en la 

liberación del estradiol en células de la granulosa en ratas (266, 277). Si los niveles 

incrementados de leptina intefieren con el normal desarrollo del folículo y reducen la 
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producción de estradiol no habrá estímulo adecuado para la liberación de LH, lo cual 

resultará en una anovulación (278). 

El sistema de IGF/IGFBP está implicado en la mediación de la acción de la leptina 

sobre el ovario (279). Así se contribuye al desarrollo de un ambiente folicular óptimo para 

la maduración del oocito durante el período preovulatorio (280).  

 La leptina ejerce efectos parácrinos en las funciones ováricas y sobre el oocito. 

Favorece el desarrollo de oocitos humanos fertilizados (281).  

 

Leptina y testículos 

La primera identificación del receptor de leptina en testículos fue realizada por 

Hoggard, que detectó el ARNm del dominio extracelular en células espermáticas murinas y 

en células de Leydig. El pasaje de la leptina a través de la barrera hemato-testicular es por 

un proceso pasivo y no saturable (282). En ambos tipos celulares la leptina ejerce un rápido 

efecto de inhibición de la testosterona estimulada por LH (283). La leptina posee el 

potencial para modular las vías parácrinas que controlan la esteroideogénesis testicular 

estimulada por gonatrofinas, lo cual es análogo a lo que sucede en ovarios (284). Estudios 

en ratones han demostrado que las células germinales de ratones expresan LEPR en función 

del estadío y de la edad. La leptina poseería efectos adicionales en los testículos, 

promoviendo la proliferación y diferenciación de las células germinales y la pérdida de 

éstas funciones podría estar involucrada en la patogénesis de infertilidad observada en los 

ratones deficientes en leptina (285).  

 

Leptina en el embarazo 
 

Numerosos estudios han documentado que los niveles de leptina en suero están 

elevados durante el embarazo humano (183, 286-289). El incremento de leptina en el 

primer trimestre antes de cualquier incremento detectable en el peso corporal debido al 

progreso del embarazo, implica que factores distintos al aumento de la adiposidad modulan 

los niveles de la hormona. Los niveles de leptina se elevan junto con los estrógenos y están 

correlacionados en el embarazo temprano con los de hCG. El tejido adiposo fetal produce 

leptina (290); sin embargo la disminución en los niveles neonatales luego del nacimiento 
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denotan que la placenta cumple un rol fundamental como contribuyente a la leptina fetal 

(291). La presencia del ARNm de leptina en el sinciciotrofoblasto placentario, sugiere que 

el aumento en los niveles maternos de la hormona con el avance de la gestación podría 

originarse allí (120). El ARNm de leptina y el de sus receptores LEPRb y LEPRa son 

expresados tempranamente (semana 7 a 14) en la gestación, en los trofoblastos (292). 

Inmediatamente después del parto los niveles de leptina declinan con la eliminación de la 

placenta. La regulación de LEP y LEPR y su función en la gestación en roedores difieren 

respecto a los humanos (292-295) y respecto a los primates no humanos (296-298). Pese a 

que las concentraciones periféricas de leptina aumentan con la edad gestacional en los 

humanos, el ARNm en el villi placentario es mayor en el primer trimestre que a término 

(292). En ratas, el ARNm de leptina aumenta entre 4-5 veces sobre el final del embarazo, 

aunque otros observaron que aumenta en abundancia a lo largo de toda la gestación (299, 

300). En ratones, aunque la leptina se expresa en placenta y en el feto (301), la proteína no 

parece ejercer algún efecto fisiológico en estos tejidos. En consecuencia, Zhao y 

colaboradores han concluido que la regulación de la leptina en el embarazo es específica de 

la taxa y que cada orden (Chiroptera, Rodentia, Primate) posee diferentes mecanismos que 

causan la hiperleptinemia asociada con el embarazo (302). 

Un incremento en la cantidad de la isoforma soluble del receptor de leptina y por 

tanto, en el nivel de leptina unida en la circulación materna ocurre durante el embarazo 

avanzado (286, 287, 303). Este aumento reduciría la disponibilidad de leptina para los 

receptores hipotalámicos y prevendría de cualquier influencia inhibitoria en la ingesta de 

comida durante el período de desarrollo. En el humano, al menos dos isoformas solubles 

del receptor unen la leptina y potencian el estado de resistencia a la leptina (304, 305). 

Según un estudio, la placenta humana expresa dos isoformas solubles del receptor de 

leptina. Los resultados sugieren que el aumento en la expresión del receptor de leptina 

cumple una función en la regulación de la disponibilidad de leptina en primates (306).  

Varias funciones fisiológicas se han descripto para la leptina en el embarazo 

humano (183, 286-289, 303). La identificación de la leptina y de su receptor en el 

sinciciotrofoblasto sugiere la existencia de mecanismos autocrinos y paracrinos en un tejido 

como la placenta, que produce hormonas necesarias para el mantenimiento del embarazo 

(292, 307). Los citotrofoblastos en cultivo producen leptina y el agregado de leptina 
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recombinante estimula la liberación de hCG (308). La leptina también estimula la secreción 

de hCG en explantos de placenta humana; es responsable de la inducción de los pulsos de 

hCG y aumenta su amplitud (309). La leptina activa la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y prostaglandinas en los explantos de placenta humana (310). La 

expresión de la leptina y su receptor en placenta humana (311) y en el endometrio uterino 

(312) y la observación de que la secreción endometrial de leptina es estimulada en 

presencia de un blastocisto viable, asocia a la hormona con el desarrollo temprano del feto 

(313, 314) y evidencia su lugar entre los reguladores de la aposición y la adhesión 

implantatoria (25, 315, 316). Algunos trabajos sugieren que la leptina incrementa la 

habilidad del oocito para sustentar el desarrollo embrionario y potencia la regulación 

negativa de la apoptosis en el blastocisto temprano (317). 

Dado que el receptor de leptina se expresa en la decidua materna, y el endometrio 

uterino se ha identificado como un blanco de la acción de leptina, ha surgido la función de 

la leptina como intermediaria en el diálogo endometrio-embrión (274, 318, 319). La leptina 

interviene en el desarrollo embrionario, en la implantación y en la regulación del 

crecimiento fetal (320-322).   

En ratones, la leptina es fundamental para los procesos normales de preimplantación 

e implantación. Es esencial también para el correcto desarrollo de las glándulas mamarias; 

aunque no se requiere para el embarazo y el parto. En ratones preñados, los niveles de 

leptina en el suero llegan al pico el día 17 y son mucho más altos que en los ratones no 

preñados (323). 

En humanos, la leptina y su receptor no sólo se expresan en placenta, sino también 

en el amnios, corion y vasculatura umbilical (287). 

Los resultados de varios estudios sugieren que tanto en roedores como en humanos 

la isoforma soluble del receptor de leptina actuaría como el vehículo fisiológico 

responsable del movimiento transplacentario de la leptina a la circulación fetal, 

favoreciendo el crecimiento del feto. Así ocurriría el intercambio materno-fetal de leptina, a 

través de la placenta humana (324, 325). 

La leptina facilita la angiogénesis en el embarazo al estimular la síntesis del VEGF 

en citotrofoblastos en cultivo. La hCG y la leptina sintetizadas por el trofoblasto están 

probablemente involucradas en el control de la secreción de VEGF en la interfase materno-
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fetal. El endotelio vascular es un blanco para la acción de la leptina. La leptina actuaría 

sinérgicamente con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2 y con VEGF para 

estimular la angiogénesis (326). 

Algunas citoquinas proinflamatorias aumentan las concentraciones de leptina 

circulante en ratón. Dado que un embarazo exitoso está asociado a una regulación negativa 

de las citoquinas intrauterinas proinflamatorias como TNFα e IL-1, la leptina podría 

funcionar como inmunomodulador local en la interfase materno-placental. La leptina en 

placenta también puede regular la maduración del sistema inmune fetal y del neonato. 

Tiene efectos específicos en la respuesta de linfocitos T, regulando diferencialmente la 

proliferación de los T “naive” y de memoria (307). 

Asimismo, la leptina ha sido asociada con el desarrollo pulmonar en el feto. La 

leptina tendría un rol directo en estimular la producción de factores surfactantes en distintas 

especies (327). El desarrollo de los pulmones en fetos masculinos está retrasado en relación 

a los femeninos en varias especies (328). Este efecto se relaciona con la inhibición de la 

síntesis de leptina por andrógenos (329, 330). 

En el final del embarazo la producción de leptina proviene también del tejido 

adiposo fetal (290), posiblemente debido a la prolactina, que estimula la síntesis de leptina 

por los adipocitos fetales (331). Así, es posible que la leptina fetal tenga un origen dual, 

primero a través de la placenta, que juega un papel importante en la gestación temprana, 

cuando el feto carece de tejido adiposo, y luego del tejido adiposo fetal, importante en la 

gestación tardía. La concentración de leptina fetal se correlaciona con la edad gestational 

(332) y se detecta en plasma fetal en la semana 18 de gestación. Los niveles de leptina en 

cordón son independientes de la producción de leptina placentaria y sirven como marcador 

de masa grasa en fetos humanos (290). 

En el feto las funciones de la leptina parecen extenderse más allá del embarazo. La 

leptina se produce durante el desarrollo de las células adiposas desde el comienzo de la 

lipidogénesis y diferenciación (286). La expresión de altos niveles de leptina y de su 

receptor en hueso y cartílagos fetales implica un rol de la leptina en el desarrollo de estos 

tejidos, que podría estar ligado a la influencia de leptina en la hematopoyesis en el adulto, o 

representar una función de la hormona en el desarrollo óseo. El receptor de leptina ha sido 

identificado en meninges y plexo coroide del cerebro fetal. Los elevados niveles de leptina 
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y su receptor en el feto sugieren que esta proteína podría desempeñar un papel clave en el 

desarrollo fetal. Un posible rol de la leptina es como factor de crecimiento fetal, o como 

una señal al feto del estado energético materno. Alternativamente la leptina fetal provee una 

señal a la madre del crecimiento fetal y del desarrollo. La expresión de leptina en el feto 

sería multifuncional, con efectos paracrinos y endocrinos (322). 

 

 

Leptina en la implantación 

Los embriones humanos y de ratón en preimplantación expresan ARNm de leptina 

exclusivamente en la fase de blastocisto (274, 314), aunque, se ha encontrado que la 

leptina, pero no el ARNm, se encuentra en blastocistos del ratón (319). Los  receptores de 

leptina se encuentran en el embrión a lo largo de todos los estadios preimplantatorios en 

ratón (314) y en humanos (274). 

En ratones Lep/Lep la ausencia de leptina disminuye la tasa de embarazo, siendo 

esencial para el proceso de preimplantación e implantación (323). El empleo de un 

antagonista o anticuerpo anti-receptor de leptina altera la implantación del embrión (320). 

El endometrio requiere de leptina para ser receptivo a la implantación de un blastocisto en 

la fase secretoria media. La expresión de ARNm de leptina en la fase de blastocisto del 

embrión en preimplantación y su efecto en la activación de la leptina endometrial, sugiere 

un papel de la leptina en el diálogo entre el blastocisto, el endometrio y la receptividad del 

mismo (312). 

En ratones, la isoforma larga del receptor de leptina se regula de forma diferente en 

los sitios de implantación e interimplantación, con una mayor expresión en este último. La 

expresión temporal y espacial del receptor de leptina puede ser un mecanismo para 

establecer el entrecruzamiento molecular clave entre el endometrio y el blastocisto en el 

momento de la implantación (319). 

La leptina incrementa de forma dosis dependiente la secreción de MMPs, 

favoreciendo la invasión a la pared uterina (25). 
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Expresión y regulación de la leptina en placenta 

Tal como se ha mencionado previamente, la leptina es producida en placenta a 

niveles similares a los de tejido adiposo durante un embarazo normal (120, 302, 307, 322). 

La expresión del gen de leptina puede ser detectada en placenta humana por northern blot 

(120). 

  La leptina es expresada en sinciciotrofoblastos que están expuestos a la sangre 

materna y en las células endoteliales vasculares fetales que están en contacto directo con la 

sangre fetal (307, 333). 

La leptina que se sintetiza en placenta es en el 95% liberada en la circulación 

materna y 5% en la circulación fetal (290, 334). La tasa de liberación de leptina al lado fetal 

es mucho mayor que aquella para otras hormonas derivadas de placenta como la hormona 

lactógena placentaria (HPL) y la hCG (334). 

La presencia de leptina y de sus receptores en los tejidos placentarios indica que la 

hormona puede ejercer acciones biológicas localmente o en sitios adyacentes a su síntesis. 

Una vez unida a su receptor, la leptina desencadena efectos locales, o periféricos, opuestos 

a sus efectos centrales en el hipotálamo. La leptina induce la producción de hCG en células 

trofoblásticas (35). También estimula la mitogénesis, la toma de aminoácidos y aumenta la 

síntesis de EMP y MMP (25, 335). Estos efectos están relacionados con la propiedad de 

leptina de regular el crecimiento placentario, lo cual podría llevar a hipertrofia placentaria 

en condiciones de sobreproducción de leptina. La leptina también estimula la angiogénesis 

en cultivos primarios de células endoteliales humanas (159). 

En el promotor de leptina, la región 5’flanqueante parece poseer todos los elementos 

necesarios para la transcripción basal del gen y para funcionar como promotor. Éste, 

incluye el motivo TATAA, tres motivos GC, un sitio de unión de AP-2 (proteína 

activadora-2) y un motivo C/EBP (336, 337). Incluso con 300 pares de bases (pb) se 

observa una mayor actividad transcripcional que con el fragmento completo de 3 kb, por lo 

que la región más lejana al sitio de iniciación podría poseer elementos inhibitorios de la 

transcripción. Análisis BLAST en la región promotora de 3 kb revelaron dos secuencias 

repetitivas MER11 y Alu desde -2514 a -1545 y desde -1364 a -1046. Se encontraron 

también sitios de unión para factores de transcripción como Sp1 (proteína estimuladora 1), 
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CRE (elemento de respuesta a CREB) y GRE (elemento de respuesta a glucocorticoides) 

(336). 

La leptina detectada en placenta humana se considera idéntica a la leptina de origen 

adiposo, en relación al tamaño, la carga y la inmunoreactividad (113). El mismo promotor 

es utilizado en la transcripción en tejido adiposo y en placenta humana; sin embargo, se han 

identificado complejos de proteínas-ADN involucrados en la transcripción trofoblástica 

específica del gen humano de leptina (338). Se conoce un intensificador (“enhancer”), río 

arriba del gen, que es activo en células de coriocarcinoma BeWo y JAR, pero no en células 

adiposas ni en HeLa. La porción mínima para su activación es de 60 pb. Esta región 

presenta un elemento repetitivo MER11. La inserción de este elemento pudo haber sido el 

evento evolutivo que produjo el aumento significativo de expresión de leptina en placenta 

(339, 340). Estos elementos pueden tener al menos 100 pb y se ubican entre 1500-3000 

veces en el genoma humano, pero no están presentes en el genoma murino. Esto podría 

proveer de una explicación para la expresión de ARNm en placenta humana pero no en 

placenta murina (339). 

Los análisis de unión revelan tres sitios de unión de proteínas en la región 

intensificadora de placenta, que han sido designados como elementos intensificadores de 

leptina 1, 2 y 3 (PLE 1-3). Las proteínas de unión a PLE3 se han encontrado en células 

JEG-3 y en extractos nucleares de placenta pero no en extractos de fuentes no placentarias. 

Al triplicar el elemento PLE3 se intensificó fuertemente la expresión de leptina en células 

de coriocarcinoma pero no en HeLa. PLE1 y PLE2 no compitieron con PLE3 por la unión 

de proteínas. La proteína que une a PLE3 parece ser un factor de transcripción novedoso 

específico de placenta. Esto implica que la leptina placentaria es diferencialmente regulada 

de la leptina adiposa (339).  Por otro lado, cuando se suprime la región del promotor entre   

-1546 y -1951, la expresión de leptina en células JEG-3 disminuye drásticamente, lo que 

sugiriere la presencia de un intensificador de la transcripción en esa zona (339). 

Ebihara y colaboradores demostraron que secuencias de ADN entre -1885 y -1830 

del gen de leptina están involucradas en la transcripción trofoblasto-específica en humanos; 

y esa secuencia no presenta consenso con la de unión del factor C/EBPα (183).  

También se identificó al menos un elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en el 

promotor de leptina, localizado entre los -120 y -116 pb. Asimismo, existen evidencias de 
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que el promotor del gen de leptina posee un elemento de respuesta a insulina (IRE) 

localizado en -720 a -150 pb (341). 

   

Moléculas involucradas en la regulación de la expresión de leptina 

En placenta, la expresión de leptina se halla sometida a una fina regulación, la cual 

varía en función de los diversos factores presentes y de la situación metabólica del tejido. 

Ensayos con el gen reportero de luciferasa han permitido investigar directamente la 

activación del promotor del gen LEP (338, 339). En la Figura 14 se pueden visualizar los 

distintos reguladores de la expresión de leptina en placenta. 

La presencia de elementos de respuesta a AMPc y a glucocorticoides en el promotor 

de leptina sugiere la modulación en la expresión del gen por dichos factores (311). La 

ingesta crónica de corticoides disminuye el apetito por mecanismos poco claros que podrían 

estar mediados por el aumento en los valores de leptina (342). En células trofoblásticas de 

placenta humana la liberación de leptina es inducida por glucocorticoides (311). No 

obstante, pese a estimular la síntesis de leptina en placenta, los glucocorticoides podrían 

comprometer los mecanismos de transporte, posiblemente a través de efectos sobre la 

expresión del receptor (325). Los glucocorticoides también retardan el crecimiento fetal y 

placentario (343). 

 En ratas, la exposición excesiva a glucocorticoides durante el desarrollo fetal tardío 

causa IUGR, junto con hipertensión e hiperinsulinemia en la madurez (344). El pasaje 

transplacentario de leptina materna aumenta significativamente en la rata preñada a 

término, siendo la principal fuente de leptina fetal (324, 325). En ratas preñadas, los 

glucocorticoides regulan positivamente la expresión del receptor en placenta (292). La 

administración de dexametasona durante el tercer trimestre del embarazo disminuye la 

masa placentaria y el peso fetal en el día 21 de gestación, causando hiperleptinemia 

materna e hipoleptinemia fetal. Suprime la expresión de leptina placentaria pese a que 

incrementa la expresión de receptor circulante de leptina (344). Por otro lado, el tratamiento 

materno con dexametasona disminuye la cantidad de ARNm del receptor, tanto en tejido 

adiposo de cerdos como en placenta de rata. En mujeres adolescentes, los niveles 

aumentados de cortisol se correlacionaron fuertemente con las concentraciones de 

receptores circulantes, lo cual  indica la regulación a nivel de escisión proteolítica del 
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receptor unido a membrana. Interrupciones en la señalización de la leptina se relacionan a 

una inhibición directa en la vía de JAK/STAT (292). 

 

 

 

FIGURA 14. Reguladores de la expresión de leptina. Diagrama esquemático de las 
moléculas que se han descripto capaces de inducir (+) o inhibir (-) la expresión de la 
proteína. GLU: glucocorticoides; E2: estradiol. 
 

 

En células BeWo y cultivos de explantos de placenta humana a término, la 

expresión y producción de leptina es incrementada con tratamiento con forskolina así como 

con forbol acetato miristato (PMA). Esto demuestra el incremento en la producción de 

leptina a través de PKA y PKC en cultivos de células trofoblásticas humanas (345). La vía 

de la PKA juega un papel fundamental en la señalización de varias hormonas de la 

placenta, como epinefrina, prostanoides y hCG. De acuerdo con esto, se encontró que la 

activación de la PKA, a través del tratamiento con (Bu)2AMPc o con forskolina lleva a un 

aumento en la secreción de leptina en explantos de placenta humana a término. También se 

hallaron aumentados los niveles de ARNm de leptina (311). 
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Las células citotrofoblásticas en cultivo del primer trimestre producen leptina en 

cantidades considerables y esta secreción es estimulada por IL-1α, estradiol e IL-6 (287). 

La insulina es un fuerte inductor de la producción de leptina en placenta humana. 

Ésta contiene gran número de receptores de insulina y responde efectivamente a la 

hiperinsulinemia con un aumento en la toma de glucosa y en la fosforilación. Es posible 

que la secreción de la leptina placentaria sea regulada por insulina. Se ha demostrado que 

existe un aumento de 3 a 5 veces en la expresión de leptina en placenta en mujeres 

diabéticas tratadas (346). 

Ha sido publicado que la hipoxia induce la transcripción y secreción de leptina en 

tejidos de placenta in vivo e in vitro, por un mecanismo en el que se halla involucrado el 

factor de respuesta a hipoxia, HIF-1α. En normoxia, HIF-1α se degrada constitutivamente 

por el proteosoma 26S, mientras que se estabiliza y se acumula en condiciones de hipoxia. 

El sitio de unión de Sp1 es un blanco para MAPK. Las MAPK están involucradas en la 

activación de HIF-1α a través de la fosforilación de la proteína inactiva (341). Bajo 

condiciones de hipoxia, HIF-1α es activado también vía PIγK/Akt (103). Células BeWo 

tratadas en condiciones de hipoxia (5% O2) durante 72 horas aumentan la secreción de 

leptina tres veces más que las células cultivadas con 20% de O2 (183).  

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

factores locales, como la hipoxia, junto a factores generales como la hiperinsulinemia. Esto 

confirma la alta capacidad de la placenta para sintetizar leptina bajo condiciones específicas 

(341). Se ha demostrado que HIF-1α actúa en forma sinérgica con la insulina, regulando, 

vía diferentes elementos transcripcionales, el promotor humano de leptina (347). 

Los retinoides también se encuentran involucrados en la regulación de la secreción 

de leptina por la placenta humana (308). 

Un delicado mecanismo regulatorio entre esteroides y hormonas polipeptídicas 

producidas por el sinciciotrofoblasto es básico para mantener el embarazo en el primate. 

Varios trabajos indican que la secreción de leptina es regulada por hormonas esteroides. A 

pesar de que sus efectos difieren en función del tejido, la especie, y el método experimental 

utilizado, hay consenso en las opiniones que apoyan el rol de los estrógenos en el aumento 

de la transcripción y producción de leptina, y el rol de los andrógenos en inhibir la síntesis 

del polipéptido (287). 
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Los estrógenos placentarios aumentan con el avance de la gestación y regulan 

múltiples vías endócrinas (348). Se ha reportado que los estrógenos activan la producción 

de leptina a través de la inducción de la transcripción del gen LEP. La hiperleptinemia 

asociada al embarazo se ha ligado a aumentos potenciales en la producción de leptina por el 

tejido adiposo materno, bajo la influencia de elevados niveles de estrógenos típicos del 

embarazo en primates (349).   

Progesterona y 17ȕ-estradiol son las dos hormonas esteroideas más importantes 

producidas por la placenta humana. La progesterona es indispensable para el 

mantenimiento del embarazo y crucial para un estado quiescente del útero, el cual previene 

de un parto prematuro. La leptina podría regular algunas de las enzimas que metabolizan el 

colesterol (precursor de la progesterona) o su transporte. Algunos resultados sugieren una 

inhibición en la secreción de progesterona inducida por la leptina y mediada por IL-6 (308).  

El receptor de estrógenos pertenece a la familia de receptores nucleares. Dos 

receptores se han identificado capaces de mediar la respuesta a estrógenos, ERα y ERȕ. 

ERα tiene una distribución en los tejidos distintas al clásico ERȕ, lo que puede proveer una 

explicación para la acción selectiva de estrógenos en diferentes tejidos (349). La activación 

tradicional de un elemento de respuesta estrógenos (ERE) comprende la unión del ligando 

al receptor, el cual tiene afinidad por secuencias palindrómicas específicas del ADN. De 

todas formas, ER también media la transcripción de genes por unión a elementos 

activadores AP1, cuando se une a los factores de transcripción AP1, Fos y Jun. ERα y ERȕ 

señalizan de maneras opuestas cuando se unen a estradiol en un sitio AP1(349). Saville y 

colaboradores, demostraron que la regulación de la transcripción por ERȕ-Sp1 es inhibida 

por estradiol y estimulada por antiestrógenos (350). Estos resultados, combinados con los 

de Zou y colaboradores, confirman las diferencias funcionales en la regulación 

transcripcional por estrógenos y antiestrógenos sobre ERα/ȕ (351). El promotor Lep 

contiene regiones ERE así como sitios AP1. Por ello, es probable que en células JEG-3 la 

activación del gen de leptina ocurra a través de la vía clásica por unión de ERα a ERE y de 

ERȕ a AP1. La regulación tejido específica de la síntesis de leptina por estrógenos podría 

depender del tipo y cantidad de ER presente en los tejidos blanco (349). 

Dado que la placenta de primates necesita de los andrógenos precursores secretados 

por el feto para sintetizar estrógenos, la remoción del feto en experimentos en monos 
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babuinos, redujo drásticamente las concentraciones de estrógenos en el suero. 

Coincidentemente, los niveles de ARNm de leptina y de la proteína se redujeron en el tejido 

adiposo materno y aumentaron en los tejidos vellosos placentarios, sugiriendo que los 

estrógenos afectan la producción de leptina de manera tejido-específica (349). 

Investigaciones recientes han demostrado que el E2 induce la expresión de leptina 

en células placentarias a través de efectos genómicos y no genómicos, actuando mediante 

un entrecruzamiento entre el ERα y las vías de señalización de MAPK y PIγK (37). 

Los efectos por altos niveles de andrógenos en el embarazo son desconocidos (352).      

La secreción de leptina es estimulada significativamente por GnRH-II  y a su vez la 

leptina, estimula la secreción de hCG en explantos placentarios (309, 353). Considerando 

que la IL-6 y la IL-1 son reconocidos como promotores de la secreción de hCG por el 

trofoblasto humano a término, y que los resultados muestran que se requieren bajas dosis de 

leptina para estimular la secreción de IL-6, en comparación con las de hCG, ciertos estudios 

han sugerido que el efecto estimulante de la leptina en la secreción de hCG podría ser 

mediada, al menos en parte, por la IL-6 (308). 

Existe evidencia de un efecto inhibitorio de la leptina en la producción de 

progesterona en las CTBs. Esto, y la correlación negativa encontrada entre la hCG y la 

secreción de progesterona, luego de la estimulación con leptina, sugieren que el polipéptido 

podría ser el vínculo perdido entre ambas hormonas (308). 

Se encuentran diferencias significativas con respecto a los mecanismos que influyen 

en la síntesis de la leptina durante el primer y el tercer trimestre. Bajoria y colaboradores 

han concluido que el potencial efecto en cada período gestacional debe ser dilucidado a fin 

de entender el papel de la leptina en el embarazo (288).       

 La leptina y la gonadotrofina coriónica humana 

La hCG es una hormona glicoproteica comprendida por dos subunidades, unidas no 

covalentemente, α y ȕ. Media su acción a través del receptor LH/hCG y su función 

principal es la de mantener la producción de progesterona por el cuerpo lúteo durante el 

embarazo temprano; sin embargo, la hCG, al ser una de las señales embrionarias más 

tempranas, posee muchas otras funciones. Es expresada ya en el estadío embrionario de 

ocho células y secretada localmente en altas concentraciones por el blastocisto que penetra 
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en la cavidad uterina. Se considera como una de las más importantes señales embrionarias 

involucradas en diálogo materno-embrionario que regula la implantación (Figura 15) (354, 

355). La hCG puede actuar como un factor de crecimiento y diferenciación durante el 

embarazo. Su modo de acción puede ser dividido en tres fases secuenciales. Durante la 

primera fase, que comienza en el estadío de blastocisto y dura hasta que llega a suero, la 

hCG actúa preferencialmente de una manera parácrina. Estimula parámetros de 

diferenciación (IGFBP-1, prolactina) y de implantación (LIF, M-CSF). También induce 

VEGF, sugiriendo un rol de hCG en la vascularización y la placentación. La segunda fase, 

endocrina, de la acción de la hormona está determinada por la aparición de hCG en el suero 

materno (38). Niveles significativos de hCG pueden ser medidos en la sangre materna 10 

días después de la ovulación (356). Este incremento causa el aumento de la progesterona. 

Otras funciones endocrinas de la hCG incluyen su actividad tirotrófica intrínseca y la 

modulación de las funciones testicular, ovárica y adrenal en el feto. La tercera fase de la 

acción de hCG se caracteriza por la expresión de los receptores hCG/LH completos en los 

trofoblastos. Antes de la novena semana de gestación los trofoblastos humanos expresan 

una versión truncada del receptor (isoforma de 50 kDa) y son probablemente no 

respondedores a hCG. Luego, cambia el patrón de expresión a la isoforma completa del 

receptor (80 kDa), permitiendo a la hCG modular la diferenciación de los trofoblastos (38).  

Tanto la hormona luteinizante (LH) como la hCG interactúan con el mismo 

receptor. Éste es una gran glicoproteína de superficie celular con la estructura característica 

de la familia de receptores acoplados a proteína G (354, 357). Clásicamente, la unión de 

hCG a estos receptores genera la transducción de señales a través de la activación de las 

proteínas G heterotriméricas asociadas. En tejidos gonadales, tal como en la repuesta 

clásica, luego de la unión de la CG a su receptor, ocurre un incremento de AMPc luego de 

la activación de la adenilato ciclasa (AC) y una activación subsecuente de la PKA, así como 

un aumento en el calcio intracelular a través de la vía del inositol trifosfato/fosfolipasa A2 

(317, 358, 359). Se ha reportado que la hCG induce la expresión de genes específicos tales 

como el VEGF, LIF y MMP-9, todos ellos importantes moduladores tanto del sistema 

inmune como de la supervivencia celular en la interfase materno-fetal (354). La expresión 

de los receptores de hCG/LH ha sido descripta en diversos tejidos no gonadales como la 

placenta, el útero, las mamas, piel y otros, sugiriendo que la hormona podría gobernar una 
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gran cantidad de procesos moleculares asociados con la reproducción. De hecho, en células 

fetales o maternas, se han detectado distintos efectos de hCG, incluyendo el aumento de la 

diferenciación trofoblástica y la decidualización, la inhibición de la contractilidad 

miometrial, y la promoción de la angiogénesis uterina (360).  

Los sinciciotrofoblastos expresan leptina así como receptores funcionales LH/hCG 

(361, 362). Previamente se ha demostrado que en explantos placentarios de primer trimestre 

la liberación de hCG es pulsátil y que esta secreción episódica es estimulada por GnRH y 

leptina (309, 353). También se ha demostrado que la leptina posee un efecto estimulatorio 

en la secreción de hCG en cultivos primarios de células trofoblásticas de placenta humana a 

término y en células trofoblásticas del primer trimestre (35, 308). La acción de leptina sobre 

la secreción de hCG depende aparentemente del momento de la gestación, no afectando la 

secreción a término (363), pero aumentando la secreción de hCG por explantos placentarios 

del primer trimestre. Por otro lado, la secreción de leptina es significativamente estimulada 

en células citotrofoblásticas tratadas durante 4 h con GnRH-II  (309). En este contexto, es 

probable que los cambios locales en las concentraciones de hCG determinen la expresión 

de leptina (326).  

Aunque se desconoce la vida media de los receptores de LH/hCG en los 

trofoblastos, pareciera ser mucho más reducida que en otros tipos celulares debido a la alta 

producción de hCG por la placenta (364) 

A pesar de que el rol fisiológico de hCG en promover el aumento de AMPc se halla 

bien documentado, se ha descripto que el receptor LH/hCG puede mediar la activación de 

las vías de MAPK (365, 366), de JAK y PI3K (367). Se ha sugerido también que la 

estimulación por LH que promueve la vía de MAPK podría resultar en una 

desensibilización a la esteroideogénesis estimulada por LH en células de la granulosa  

(368). En líneas celulares epiteliales endometriales humanas (HES) y en células 

endometriales epiteliales de baboon, la CG no activa la vía de señalización de AC-AMPc-

PKA, pero puede inducir rápidamente la fosforilación de ERK 1/2 de manera PKA 

independiente (365). Se ha descripto también que las arrestinas cumplen un rol en la 

desensibilización de los receptores acoplados a proteína G, y que alternativamente eso lleva 

a la activación de otras vías como la de la MAPK (369). 

 



80 
 

  

 

FIGURA 15. Modelo hipotético de las funciones de hCG en la implantación humana. Los 
efectos coordinados de hCG sobre varias funciones endometriales podrían llevar a la 
prolongación de la receptividad endometrial, una angiogénesis aumentada, la modulación 
de los parámetros de implantación y la remodelación de tejidos. Modificado Licht y cols., 
2007 (370). 

 

La leptina y el AMPc 

Muchas de las funciones atribuidas a los trofoblastos de la placenta humana, 

incluyendo la producción de varias hormonas del embarazo y el transporte de nutrientes 

esenciales al feto, se hallan bajo la regulación de segundos mensajeros, incluyendo el 

AMPc (371). El AMPc es una de las moléculas de señalización más antiguas conocidas. Se 

ha demostrado que el aumento en el AMPc intracelular resulta en una disminución en la 

expresión del ARNm de leptina y en la secreción de la proteína en adipocitos de rata (180), 

y que este efecto inhibitorio es dependiente de la PKA (372). En contraste, se ha observado 

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

monocapa, es incrementada por forskolina, un activador de la AC (311, 345). De todas 
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formas, varios experimentos han provisto evidencia de que el AMPc afecta algunos 

procesos celulares de manera independiente de PKA (373-375). Han sido bien 

documentados los profundos efectos que posee el AMPc sobre la función de trofoblastos 

humanos, como lo demuestran los numerosos estudios in vitro de células trofoblásticas 

normales y transformadas (376).  

Muy poco es conocido acerca de la regulación de leptina por AMPc. El efecto 

estimulatorio del AMPc sobre la expresión de leptina se ha reportado en varias células no 

adiposas, como las células de glioma C6, las células tumorales pituitarias GH3 (377, 378), 

células tumorales mamarias MCF-7 (349), células gástricas MKN-74 (113), y en tejido 

placentario coriónico (345). 

 La PKA posee un rol central en la señalización de varias hormonas en la placenta, 

tales como la epinefrina, los prostanoides, y la hCG (376). Más aún, existe un grupo grande 

de hormonas y factores de crecimiento, como el glucagon, TSH, EGF, PDGF, en los que el 

AMPc posee un papel importante como segundo mensajero (379). La unión de la insulina a 

su receptor también activa la vía de señalización dependiente de AMPc así como la de 

MAPK (380-382). Entre los sustratos intracelulares de PKA se encuentra CREB (383, 384). 

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

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

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

diferentes tipos celulares y en respuesta a distintas señales (385). 

En relación a la vía del AMPc, se ha reportado que la cascada de MAPK es capaz de 

modular la actividad de PKA a través de distintos mecanismos (386). Las vías de 

señalización del AMPc/PKA y la de la MAPK regulan procesos en común en la célula y 

ocurren entrecruzamientos entre ambas vías a múltiples niveles (386-389). En algunos tipos 

celulares la activación de PKA resulta en la activación de la vía de ERK 1/2, mientras que 

en otros tipos celulares y bajo ciertas condiciones de cultivo, PKA bloquea la señalización 

de ERK 1/2 (390). Por otro lado, si bien la fosforilación de CREB en serina 133 se atribuyó 

inicialmente a la PKA, distintos estudios han establecido que varias quinasas pueden 

fosforilar a CREB en el mismo residuo aminoacídico. ERK 1/2 no es capaz de fosforilar 

directamente a CREB pero puede activarlo por fosforilación de miembros de la familia de 

proteínas quinasas de pp90rsk (proteínas s6 quinasas ribosomales 1-3), que translocan al 
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núcleo y fosforilan directamente a CREB (391). Por otro lado, el AMPc puede activar la vía 

de MAPK mediante miembros de la superfamilia de Ras. El AMPc se une a factores de 

intercambio de guanidina (GEF) y activa Rap1A, que fosforila la MAPK (392, 393). Epac 

(proteína intercambiadora activada por AMPc) es un factor intercambiador de nucleótidos 

de guanidina (GEF) para las GTPasas pequeñas tipo Ras, Rap1 y Rap2. Epac fue 

inicialmente identificado como un factor de señalización mediador del AMPc, que actúa de 

una manera diferente a la de la clásica vía de señalización de PKA. Existen dos isoformas 

de Epac, Epac 1 (también llamada cAMP-GEF-I) y Epac2 (cAMP-GEF-II), que son 

productos de diferentes genes en mamíferos pero comparten una extensa secuencia 

homóloga. Epac1 se expresa en todos los tejidos, mientras que Epac2 tiene una distribución 

más limitada al cerebro y las glándulas adrenales (392). Se ha reportado que la señalización 

del AMPc mediada por Epac está involucrada en funciones celulares tales como la 

diferenciación celular, la secreción/exocitosis, la adhesión celular y las uniones célula-

célula (394-396). La importancia fisiológica de la expresión de Epac en la función 

trofoblástica aún se ignora.     

 Pese a que el entrecruzamiento entre las vías de PKA-ERK 1/2 ha sido 

ampliamente estudiado, los mecanismos exactos involucrados aún son desconocidos. Y en 

este sentido, aún poco se sabe respecto del “cross talk” existente entre las vías de PKA y 

MAPK en placenta humana, así como la función de este entrecruzamiento en la 

estimulación de leptina por AMPc.   

 
 

Leptina, apoptosis y proliferación 
 

Se conocen muchas citoquinas y factores de crecimiento que influencian la 

migración de los trofoblastos, la proliferación y su invasión (397). En particular, la leptina 

ha sido propuesta como una de las moléculas que juegan un papel fundamental en la 

implantación debido a su efecto estimulatorio sobre la expresión de MMP en 

citotrofoblastos (25). Varios estudios han investigado el rol de la leptina en el crecimiento 

celular. Lang y colaboradores demostraron que la leptina induce la proliferación celular en 

células hepáticas estelares in vitro a través de la activación de la vía de PI3K/Akt (398). 
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Otro trabajo demostró que la leptina estimula la proliferación de células endoteliales in 

vitro y la secreción de VEGF (399). La leptina también estimuló la proliferación y la 

activación de linfocitos T humanos circulantes, cuando se coestimularon con PHA o ConA 

(concavalina A) (400). Asimismo, la leptina promueve la proliferación y la supervivencia 

de células humanas mononucleares periféricas de sangre a través de la activación de la vía 

de MAPK (148, 401). La leptina también induce actividad proliferativa en progenitores 

hematopoyéticos y osteoblastos, entre otras (139, 402).  

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la leptina induce la proliferación y 

la supervivencia celular en líneas trofoblásticas humanas, BeWo y JEG-3 (361). La leptina 

estimula la progresión del ciclo celular a la fase G2/S. Se sabe que la progresión a través de 

la fase G1 es acompañada por la expresión de ciclina D, entre otras proteínas (403). 

Recientemente se ha demostrado que la leptina aumenta la expresión de ciclina D1 en 

células hepáticas estelares (404). En células trofoblásticas humanas la leptina incrementa la 

expresión de ciclina D1(361), lo cual es consistente con trabajos que muestran que la 

leptina regula positivamente la expresión del gen AP-1, el cual promueve la expresión de 

ciclina D1, resultando en la proliferación del osteoblasto (405). 

El rol antiapóptotico de la leptina ha sido demostrado en varios sistemas, como en 

monocitos, eosinófilos, células vasculares endoteliales, osteoblastos, células de 

neuroblastoma y células foliculares (148, 406-410). Más aún, se ha publicado que la leptina 

aumenta la proporción de ovocitos que se desarrollan en blastocistos, y que éstos exhiben 

un alto número de células y la proporción de células apoptóticas es reducida (317). En 

cultivos de células de neuroblastoma humano estimulados con leptina, se observó un 

aumento significativo en el número de células, de manera dosis dependiente. En medio 

libre de suero, la adición de leptina redujo la muerte por apoptosis. Los efectos 

antiapoptóticos de leptina requirieron JAK/STAT, MAPK, y activación de PI3K. Estudios 

de microarreglos (“microarrays”) demostraron que la leptina inhibe la apoptosis a través de 

una potencial regulación negativa de la caspasa 10 y de TRAIL (ligando inductor de 

apoptosis relacionado a TNF) (409).   

Se ha demostrado que la leptina aumenta la proliferación en células 

hematopoyéticas y en células madre embrionarias, así como en linfocitos T CD4+ (404). 
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En células trofoblásticas humanas se ha demostrado que la leptina induce el 

crecimiento celular y la proliferación mediante la estimulación de síntesis de proteínas por 

mecanismos que involucran la activación de la maquinaria de transcripción a través de las 

vías de MAPK y PI3K (411).  

Algunos estudios han observado que la leptina no es capaz de impedir la apoptosis 

en células trofoblásticas afectadas por condiciones patofisiológicas tales como la hipoxia 

(412), pese a que se conoce el efecto estimulador de la hipoxia sobre la expresión de leptina 

(413).  

Las vías de señalización de PI3K, PKB y mTOR han sido descriptas en la 

regulación de la diferenciación invasiva de los trofoblastos humanos (414). Asimismo, la 

activación de la vía de PI3K por la leptina ha sido descripta en varios tipos celulares (103, 

415, 416). Por otro lado, se ha demostrado que la leptina es capaz de activar la vía de 

MAPK en diferentes sistemas, mediando la respuesta proliferativa (224, 237, 417, 418). 

En la línea celular trofoblástica JAR, la leptina no tiene efecto en la proliferación. 

Además, no actúa en la ruta apoptótica de la línea celular bajo condiciones de hipoxia ni en 

presencia de oxígeno (412). 

 

Leptina y su relación con las patologías placentarias 
 

Dado que la leptina promueve la invasividad, su expresión y la de sus receptores es 

alta en las ETGs. Los estudios demuestran que existe una sobrerregulación de la expresión 

de leptina y de todas las isoformas de su receptor en las ETGs (120, 183). La mola 

hidatidiforme, el coriocarcinoma y otros neoplasmas trofoblásticos son tumores productores 

de leptina, aunque se desconoce el papel que juega en la regulación de éstos (419).  

En el caso de la preeclampsia, la concentración de leptina libre y total se encuentra 

significativamente elevada en tejidos fetoplacentarios (placenta, amnio y corión) (420, 

421). La expresión de leptina en placentas de embarazadas con preeclampsia es más alta 

que en embarazos controles (183, 421, 422). Los niveles de leptina en suero materno y en 

plasma fetal aumentan en preeclampsia, particularmente desde la semana 20 de gestación 

en adelante. La expresión del gen de leptina sólo se eleva en la preeclampsia a pretérmino. 

(422).  
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 La secreción de hCG está disminuída en preeclampsia lo que sugiere que en los 

trofoblastos la producción de leptina se regula en forma diferencial a la de hCG (423). 

La leptina se asocia con hipertensión materna que puede preceder o no a la 

preeclampsia. Niveles bajos de leptina en el embarazo pueden indicar insuficiencia 

placentaria y un aumento en la expresión y secreción de leptina por parte de la placenta 

puede reflejar estados de estrés de la placenta en casos de anoxia por déficit vascular (420). 

En preeclampsia, la hiperleptinemia se vincula con disminución del peso fetal y 

placentario, por lo que el aumento exacerbado en la circulación periférica materna, junto 

con la pobre invasión trofoblástica, tipifica el estado de preeclampsia y sirve como 

marcador de una escasa perfusión e insuficiencia general de la placenta (101). 

La DMG  es otra patología caracterizada por incrementos en la leptina placentaria, 

con niveles de 3 a 5 veces superior a embarazos normales, en particular durante el segundo 

y tercer trimestre del embarazo y sobre todo en mujeres tratadas con insulina (346). 

En placentas de mujeres con  DMG y en diabetes mellitus tipo I se sobreexpresan la 

leptina y una de las isoformas cortas del receptor de leptina en relación a placentas de 

embarazos normales. Aumenta asimismo, la concentración de receptores solubles de 

leptina, sobre todo en el tercer trimestre del embarazo, induciendo resistencia a la leptina en 

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

mellitus tipo I (346, 424).  

El aumento en los niveles de leptina asociados con DMG es una respuesta 

protectora que se opone a los efectos de un desequilibrio de citoquinas  proinflamatorias, 

característico de muchas patologías del embarazo. Los estudios de composición corporal 

muestran que los fetos expuestos a un ambiente diabético tienen una masa adiposa 

aumentada al nacimiento. La hiperleptinemia de fetos diabéticos contribuye a una 

programación alterada en el útero como se observa en el desequilibrio metabólico que se 

desarrolla después en la madurez (425).  

Aún existe mucha discrepancia en relación a las variaciones en los niveles de leptina 

en placentas de embarazos con IUGR  respecto a los normales. La falla en la producción y 

regulación adecuada de leptina podría ser una causa adicional de IUGR. Según algunos 

estudios, los niveles de leptina en el feto con IUGR son significativamente menores y, la 

leptina se supone que es un factor de crecimiento en el desarrollo fetal. Varias 
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investigaciones han demostrado que los niveles de leptina en placentas de embarazos 

complicados con IUGR disminuyen en comparación con los de placentas normales (426-

430). 

Otro estudio, en contraste con los resultados previos, ha revelado incrementos 

significativos en la expresión del gen de leptina en placentas con IUGR (431, 432). En este 

contexto, ha sido demostrado que el ARNm de leptina es sobreexpresado en los tejidos 

placentarios con IUGR, pero sólo cuando el análisis se realizó en las áreas intermediarias o 

periféricas de la placenta (medidas desde el cordón umbilical) (433). 

Por otro lado, se ha encontrado que los niveles de leptina en mujeres con embarazos 

con IUGR son mayores comparadas con mujeres de embarazos normales (434). Esto podría 

reflejar el estado de inflamación y estrés crónico en madres con IUGR, predisponiéndolas 

eventualmente a un estado de resistencia a insulina. Se ha postulado que el flujo sanguíneo 

uteroplacentario reducido de la IUGR, que conduce a hipoxia fetoplacental, causaría un 

aumento en la producción de leptina (435). La mayor relación leptina/IBM en IUGR 

comparada con embarazos normales, podría implicar que existe una predisposición en las 

madres con IUGR a producir más leptina. Así, es posible que los fetos con IUGR posean 

una predisposición genética para una leptina aumentada (434). 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

Las técnicas de fertilización o reproducción asistida, han ido evolucionando a fin de 

brindar soluciones a los problemas que aparecían en parejas infértiles. Es así como las 

principales soluciones se dieron para la etapa de la fertilización, propiamente dicha. Sin 

embargo, estas estrategias no aseguran el éxito en llegar con un buen embarazo a término. 

Y es aquí donde aparecen las complicaciones relacionadas con la implantación. En las 

mujeres abortadoras espontáneas recurrentes, muy probablemente el problema no se 

encuentre a nivel de fertilización, sino en la comunicación bidireccional endometrio-

embrión.  

La implantación involucra una señalización recíproca entre el blastocisto y el útero, 

altamente regulada. Este proceso incluye una delicada modulación de mecanismos de 

proliferación, diferenciación, apoptosis e invasión de células trofoblásticas. La 

identificación de moléculas que afecten el complejo mecanismo de señalización entre el 

embrión y el útero, podría ser útil para elaborar nuevas estrategias para el diagnóstico y 

tratamiento de mujeres con problemas de implantación, abortos recurrentes espontáneos e 

infertilidad sin causa aparente.  

En este contexto surge la hipótesis del presente trabajo, basada en las siguientes 

premisas obtenidas tanto de datos de la literatura así como de nuestros resultados 

preliminares: 

-La leptina si bien originalmente fue descripta como una hormona central en la regulación 

de la reserva energética del organismo, se ha encontrado que posee importancia fisiológica 

en la reproducción y embarazo. 

-La placenta es un sitio importante de producción de leptina y blanco de su acción y 

correlaciona con la expresión de metaloproteasas necesarias para promover el proceso 

invasivo de la implantación. 

-En diversas patologías reproductivas (abortos recurrentes, coriocarcinomas, molas 

hidatiformes, preclampsia, diabetes), los niveles de expresión de leptina cambian 

dramáticamente, aunque se desconoce ampliamente su regulación. 
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-Resultados de nuestro laboratorio han situado a la leptina como una hormona capaz de 

estimular la proliferación celular e inhibir los procesos apoptóticos en células placentarias. 

Otros reportes han demostrado similares resultados para otros sistemas. 

La leptina surge como uno de los candidatos a estudiar en los problemas 

reproductivos relacionados con la implantación. De esta manera, planteamos que la leptina, 

como citoquina placentaria, sería una molécula clave regulatoria del proceso 

implantacional, promoviendo el crecimiento y desarrollo en las primeras etapas 

embrionarias. Este proceso debiera ocurrir de manera concertada con los niveles de las 

diferentes señales que controlan el diálogo materno-fetal. 
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OBJETIVO GENERAL 

El presente trabajo ha sido desarrollado con el fin de estudiar la acción de leptina en 

placenta así como regulación de su expresión por distintos efectores placentarios; y para 

intentar dilucidar los mecanismos involucrados en dichos procesos. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

SECCIÓN I 

 Estudio de los caminos de transducción de señales involucrados en la acción de 

leptina en placenta 

 Estudio de la participación de leptina en el mecanismo de apoptosis celular 

placentaria. Vías de señalización involucradas.   

 

SECCIÓN II 

 Estudio de la acción de hCG y AMPc sobre la expresión de leptina en placenta. 

 Estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la regulación de la 

expresión de leptina por hCG y AMPc.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Cultivos celulares 
 

Todos los ensayos se realizaron con las líneas celulares de coriocarcinoma humano 

JEG-3 y BeWo, mantenidas en medio DMEM-F12 conteniendo suero fetal bovino (SFB) al 

10% (Bionos SRL), anfotericina 50 U/ml, penicilina-estreptomicina 50 U/ml, y 

suplementado con glutamina 4 mM y piruvato 1 mM  (Invitrogen).  El medio se preparó con 

agua bidestilada. Los cultivos se manipularon en estrictas condiciones de esterilidad, dentro 

de una cámara de flujo laminar. Los cultivos se hicieron crecer en monocapa en botellas de 

75 ml, a 37°C y atmósfera de 5% CO2. Fueron renovados con una periodicidad aproximada 

de 72 horas (fase estacionaria de crecimiento), pasándolos a nuevas cajas, previo despegado 

de las células por tratamiento con tripsina (Invitrogen). Para ello, se eliminó por aspiración 

el medio de cultivo, las células se lavaron con 2 ml de PBS y se trataron con 1 ml de 

tripsina durante 2 minutos a 37°C. A continuación, se resuspendieron en 10 ml de medio 

fresco, aspirándolas y bajándolas repetidas veces con una pipeta de punta fina.  

 

Congelamiento de células 
 

Para la preservación de stocks de las líneas, se prepararon suspensiones celulares de 

las mismas. A tal fin, una vez despegadas por la tripsina, y cuantificadas, las células fueron 

centrifugadas y resuspendidas a una densidad de 5 x 106 células/ml en suero fetal bovino 

conteniendo DMSO 10%. La suspensión se dividió en alícuotas en crioviales, se los enfrió 

lentamente hasta una temperatura final de -70°C y se los transfirió a N2 líquido.  

 

Determinación del número de células 

Seguido al tratamiento con tripsina y dilución de las células en el medio, se efectuó el 

conteo de las mismas, colocando una gota de la suspensión obtenida, en el borde de un 

cubreobjeto cubriendo la cámara de Neubauer. El conteo de las células se realizó con 
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microscopio óptico a  un aumento de 40X, considerando los cuatro cuadrados grandes de las 

esquinas de la cámara. 

 El número de células totales por ml se calculó según la siguiente fórmula: 

Células/ml = N x 1/4 x 1000 x 10 

, donde N = número total de células en los cuatro cuadrantes.  

 

Diseño de los tratamientos realizados en las líneas celulares  
 

Los tratamientos realizados en cada experimento se detallan en la leyenda de las 

figuras mostradas en el apartado de resultados. De manera general, las células BeWo o 

JEG-3 fueron incubadas en medio DMEM-F12 1% SFB con hCG (Laboratorio Elea), 

(Bu)2cAMP, IBMX, H89, SQ22,536, PD98059, wortmanina (Sigma Chemical Co) durante 

48 o 72 h tanto en los experimentos de Western blot como en los ensayos de determinación 

de actividad promotora. La hormona hCG se preparó en el solvente provisto por el 

fabricante. El (Bu)2cAMP así como los inhibidores IBMX, H89 y SQ22,536 fueron 

preparados en soluciones acuosas. El PD98059 y la wortmanina se prepararon en DMSO. 

En todos los experimentos se incluyó una muestra control que contiene el vehículo 

utilizado. 

En los experimentos de señalización o de determinación de proteínas apoptóticas, 

las células fueron incubadas en medio DMEM-F12 1% o 0% SFB, con leptina 

recombinante (R&D Systems) preparada en solución HCl 15mM/NaOH 7,5mM. El tiempo 

de tratamiento fue de 15 minutos para la determinación de fosforilación y de 72 h para 

Western blot de proteínas apoptóticas.  

En los experimentos diseñados para disminuir la expresión de leptina endógena, se 

utilizó un oligonucleótido antisentido (AS) (Sigma Co), complementario a los 5 primeros 

aminoácidos de la secuencia del ARNm de leptina. La secuencia es: 

GCACAGGGTTCCCCAATGCAT. Se probaron diferentes concentraciones del AS desde 

0,5 µM hasta 2 µM durante 24 a 96 h de incubación. Los tratamientos con el AS se 
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realizaron en DMEM-F12 1% SFB. En estos experimentos se incluyó un control con un 

oligonucleótido conteniendo secuencias al azar. 

 

Obtención y procesamiento de los explantos de placenta 
 

Placentas humanas a término de embarazos normales se obtuvieron luego de partos 

naturales o cesáreas e inmediatamente se colocaron en cubos con PBS frío. Se transportaron 

al laboratorio y se lavaron 3 veces con PBS estéril de manera de remover la sangre 

excedente. Se eligió para extraer los explantos el tejido velloso libre de infarto, 

calcificación o hematoma. Con pinzas y tijera de cirugía se extrajeron muestras de al menos 

5 cotiledones a una distancia media entre la base de la placenta y las vellosidades 

coriónicas. De estas muestras se cortaron trozos de explantos de aproximadamente 10-15 g 

y fueron colocados en PBS para un último lavado. Ninguna de las pacientes donantes sufría 

de embarazo anómalo. Este estudio está aprobado con el consentimiento escrito de las 

donantes y por el comité de ética local. 

 

Tratamiento de los explantos de placenta 
 

Los explantos de placenta se distribuyeron al azar en tubos Eppendorf conteniendo 

1 ml de medio DMEM-F12 (n = 1 explanto/tubo, 4 réplicas por tratamiento). Los tubos con 

los explantos se colocaron en un baño a 37°C durante 5 minutos para la aclimatación y 

luego se los incubó con las diferentes drogas durante 15 minutos para medir fosforilación 

por Western blot o durante 4 h para medir leptina por Western blot o para extraer ARN para 

la qRT-PCR. Transcurrido el tiempo correspondiente, se removió a los explantos del baño, 

se los centrifugó a 4°C 2 minutos a 2000g, se eliminó el medio y se los resuspendió en 300 

ȝl de buffer de lisis (PBS 1X, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% dodecil 

sulfato de sodio (SDS), y 10 mg/ml fenilmetanosulfonilfluorido (PMSF)). Los explantos se 

colocaron en un agitador orbital a 4°C durante 30 minutos y luego fueron centrifugados a 

10000g por 20 minutos. Los sobrenadantes se trasvasaron a tubos limpios y se separaron 5 

ȝl de cada muestra para medir la concentración de proteínas. El volumen de muestra 

restante se desnaturalizó por tratamiento a 90°C durante 5 minutos en buffer de siembra (50  
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mM Tris-HCl pH 7,1; SDS β%; ȕ-mercaptoetanol 2%; glicerol 10%; EDTA 0,1 M 1%; 

azul de bromofenol 0,1%). 

Para la qRT-PCR, los explantos fueron congelados inmediatamente después del 

tratamiento respectivo, libres de medio, en tubos a -80°C. 

 

Plásmidos utilizados en los ensayos de transfección:  
 

Se utilizaron diferentes construcciones derivadas del vector pGL3 (Promega) que 

poseen clonada la región promotora del gen de la leptina, río arriba del gen reportero luc. 

Los plásmidos fueron cedidos gentilmente por la Dra. Oksana Gavrilova (NIH/NIDDK). 

De acuerdo a la región promotora que poseen, se los nombró según: pL2922 (-2922 a +42), 

pL1951 (-1951 a +42), pL1546 (-1546 a +42), pL948 (-948 a +42), pL218 (-218 a +42) y 

pL1512 (vector vacío). Ver Figura 1. 

  Se utilizó como control de eficiencia de transfección, un plásmido de expresión 

constitutiva en células eucariotas del gen de la beta galactosidasa (RSVȕ-gal). 

Todos los vectores poseen un gen de resistencia a ampicilina para su previo clonado 

y amplificación en células procariotas.   

 Los plásmidos se conservaron a -20°C hasta el momento de la transformación. 

Se empleó también el plásmido pCRE-Luc, derivado del vector pGL3 (Promega), 

que posee clonado el elemento CRE río arriba del gen de la luciferasa. Este plásmido fue 

donado por la Dra. Adalí Pecci (Depto. de Qca. Biológica, FCEN, UBA). 

Por otro lado, en la sección de experimentos de apoptosis, se utlizó el plásmido 

pBax-Luc, derivado del vector vacío pGL2, que posee el promotor de Bax clonado río 

arriba del gen reportero de luciferasa. Este plásmido fue cecido por la Dra. Susana Llanos 

(CNIO, Madrid, España). 
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FIGURA 1. Esquema de las construcciones utilizadas en las transfecciones. Se muestran 
los plásmidos empleados (pL2922, pL1951, pL1546, pL948 y pL218) en los ensayos para 
determinar la actividad del promotor de leptina. En verde se encuentra representado el 
promotor con la cantidad de pares de bases respectivas a cada construcción, río arriba del 
gen reportero de luciferasa (Luc), representado en azul.  

 

Se incluyeron también cotransfecciones en las que se emplearon vectores que 

expresan de manera constitutiva las proteínas CREB (1ȝg/ml), PKA (β.γȝg/ml), PKI 

(1.75ȝg/ml), MAPKkd (dominante negativo de ERK 1/2), EPAC y Rap1a. 

Los plásmidos de PKA, PKI y CREB fueron donados por el Dr. Sassone Corsi (UC 

Irvine) y el de MAPKkd fue generosamente cedido por el Dr. Silvio Gutkind 

(NIH/NIDCR). Los plásmidos de EPAC y Rap1a fueron donados por el Dr. Omar Coso 

(FBMC, FCEN, UBA). 

 

Preparación de bacterias competentes: 
 

Una alícuota de cultivo de E. coli DH5α, conservado a -70°C, se creció a 37°C 

durante toda la noche en 500 ȝl de medio LB (10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 5 g 

NaCl, pH 7.4). Luego, se sembraron 100 ȝl del cultivo en β ml de medio LB y se agitó a 

37°C hasta alcanzar una densidad óptica de 0.6 a 600 nm (aproximadamente 2 horas). El 
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cultivo se centrifugó a 4°C y el pellet celular fue resuspendido en 800 ȝl de CaCl2 50 mM. 

Se dejó reposar 15 minutos en hielo y se centrifugó durante 2 minutos a 4ºC. El pellet se 

resuspendió en 150 ȝl de CaCl2 50 mM y se conservó en glicerol (Merck) 15 % a -70ºC, 

para la posterior transformación plasmídica. 

 

Transformación de bacterias competentes: 
 

Se mezclaron 100 ȝl de células competentes con 100 ng de ADN. Se dejó reposar 

30 minutos en hielo y se incubó a 42°C por 2 minutos. Se agregó 1 ml de medio LB y se 

incubó 30 minutos en baño a 37°C. Se centrifugó y se descartó el sobrenadante dejando una 

gota. El pellet celular se sembró en medio LB sólido con ampicilina 100 ȝg/ml (Sigma 

Chemical Co, St. Louis), incluyendo una placa control sembrada con bacterias competentes 

sin transformar. 

 

Minipreparación de plásmidos: 
 

Con el objetivo de verificar la presencia de plásmido en las colonias transformadas, 

se realizaron minipreparaciones plasmídicas. Para ello, algunas de las colonias  

previamente transformadas se crecieron en 2 ml de medio LB conteniendo ampicilina (100 

ȝg/ml) durante β4 h a γ7ºC. Cada cultivo se centrifugó a 5000g por 5 minutos, se descartó 

el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 100 ȝl de solución I (Tris-HCl 25 mM pH 8, 

EDTA 10 mM pH 8). Se agregó RNasa (β0 ȝg/ml concentración final) más β00 ȝl de 

solución II (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se mezcló por inversión. Luego de incubar 15 

minutos a 0°C, se agregaron 150 ȝl de solución III (acetato de potasio 5 M, pH 5.β) fría, se 

mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 15 minutos. Se centrifugó 15 minutos a 

10000g para separar el ADN genómico que precipita formando un pellet, y el sobrenadante 

fue transferido a un tubo limpio para la posterior purificación mediante dos extracciones 

con un volumen de fenol:cloroformo (1:1). Se mezcló por inversión y se centrifugó 2 

minutos a 10000g para separar las fases. La fase acuosa se transfirió a otro tubo, se 

agregaron dos volúmenes de etanol absoluto y se dejó reposar 30 minutos a -20ºC. 
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Finalmente, se centrifugó 20 minutos a 10000g, se eliminó el sobrenadante, se secó el pellet 

y se resuspendió en 50 ȝl de buffer TE (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM). 

 

Midipreparación de plásmidos 
 

Una vez confirmadas algunas colonias obtenidas, se realizaron preparaciones de 

plásmido en mayor escala y pureza, para obtener masa de ADN a ser transfectado en los 

cultivos celulares JEG-3 y BeWo. En este procedimiento se utilizó el kit de 

midipreparación plasmídica Wizard Plus (Promega). Para ello, 200 ȝl del cultivo de E. coli 

transformado con el plásmido a extraer, se crecieron en agitación a 37°C durante toda la 

noche en 200 ml de medio LB conteniendo ampicilina 100 ȝg/ml. Al día siguiente, los 

cultivos se centrifugaron 15 minutos a 5000g a 4°C. Luego se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió el precipitado en 3 ml de solución de resuspensión. Se mezcló por inversión y 

agregaron 3 ml de solución de lisis. Se mezcló nuevamente y se agregaron 3 ml de solución 

de neutralización. Se centrifugó 20 minutos a 10000g. El sobrenadante se traspasó a un 

tubo de 50 ml en donde se mezcló con 10 ml de la resina provista por el kit. Se volcó a una 

columna de 15 ml y se centrifugó 5 minutos a 5000g. Se agregaron 15 ml de solución de 

lavado y se centrifugó 10 minutos a 5000g. 

Finalmente, se escindió la zona de la columna con la resina, se colocó en un tubo 

Eppendorf y se eluyó el ADN plasmídico con 300 ȝl de agua tibia. Se centrifugó 5 minutos 

a 10000g y el eluído se guardó a -20°C, para su posterior cuantificación y análisis.  

 

Electroforesis en gel de agarosa 
 

Los plásmidos obtenidos tanto en las minipreparaciones como en las 

midipreparaciones se analizaron en geles de agarosa (Sigma Chemical Co) 1% en buffer 

TAE (Tris-acético 0,04 M, EDTA 1 mM). La agarosa fue fundida en microondas y vertida 

sobre una cuba horizontal. Se colocó el peine y se esperó a la gelificación. Se sembraron  

10 ȝl de cada preparación en 4 ȝl de buffer de siembra (azul de bromofenol 0,25%, xilene 

cianol FF 0,25% y glicerol 30%) por pocillo. Se sembraron en otra calle 500 ng del 

marcador de peso molecular y masa, fago Ȝ digerido con EcoR I y Hind III (Promega). La 
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corrida se desarrolló en buffer TAE a 100 mV durante 1 hora. Se reveló el gel por tinción 

en una solución de bromuro de etidio 5 ȝg/ml (Sigma Chemical Co). 

Las bandas obtenidas se observaron por fluorescencia a la luz ultravioleta y 

posteriormente se las fotografió con una cámara digital. 

 

Cuantificación de ácidos nucleicos: 
 

La concentración de ADN en cada muestra de plásmido a ser utilizado en las 

transfecciones, o de ARN en las extracciones para la RT-PCR, se determinó por la lectura 

de su OD a 260 nm. Se tomaron 5 ȝl de cada muestra obtenida y se diluyeron en 1 ml de 

agua destilada. La absorbancia a 260 nm se midió en un espectrofotómetro. La misma fue 

corregida por la absorbancia a 280 nm indicativa de la presencia de contaminantes 

proteicos, verificando que la relación entre ambas mediciones fuera mayor a 1.5 (para el 

ADN) o de 2 (para el ARN). El ADN plasmídico se cuantificó de acuerdo a la relación 

establecida: 1 unidad OD260  =  50 ȝg/ ml. Para el ARN  la relación establecida es: 1 unidad 

OD260 =  40 µg / ml (436). 

 

Preparación de extractos celulares proteicos  
 

Para los ensayos de Western-blot las células BeWo o JEG-3 se cultivaron en cajas 

de 10 cm de diámetro (1x106 células) con medio DMEM- F12 suplementado con 10% SFB. 

Se incubaron 24 horas a 37°C. A continuación se cambió el medio por 5 ml de medio 

DMEM suplementado con 1% SFB y se agregaron las drogas respectivas a cada 

tratamiento. 

Transcurridas 72 h de incubación, se procedió a preparar los extractos celulares. 

Para ello, se descartó el medio, se lavó con 2 ml de PBS y las células se despegaron de la 

placa mecánicamente utilizando un rastrillo de goma en 1 ml de PBS. Las muestras se 

centrifugaron 5 minutos a 10000g y el pellet se resuspendió en 100 ȝl de buffer de lisis 

(Tris 5 mM pH 6,8; EDTA 20 mM; SDS 0,1%; NP40 1%). De cada muestra se separaron 5 

ȝl para medir la concentración de proteínas. El volumen de muestra restante se 

desnaturalizó por tratamiento a 90°C durante 5 minutos en buffer de siembra (50  mM Tris-
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HCl pH 7,1; SDS β%; ȕ-mercaptoetanol 2%; glicerol 10%; EDTA 0,1 M 1%; azul de 

bromofenol 0,1%) 

 

Determinación de la concentración de proteínas  
 

Se determinó la concentración de proteínas en los extractos celulares por el método 

colorimétrico de Bradford (437) 

Se utilizó 1 ml de reactivo de Bradford (Coomasie blue G 0.1 mg/ml, 5% etanol 

100%, 10% ácido ortofosfórico) y 5 ȝl de extracto celular. La lectura de absorbancia se 

realizó a 595 nm. La concentración proteica de cada muestra se determinó realizando una 

curva de calibración con BSA (Sigma Chemical Co, St. Louis). 

 

Geles desnaturalizantes de proteínas 
 

Las muestras fueron analizadas mediante la técnica de SDS-PAGE (438). En cada gel 

se sembró igual cantidad de proteínas de cada muestra (100 ȝg de proteínas/calle). En una 

calle en paralelo se sembraron marcadores de peso molecular preteñidos (Prestained 

Molecular Markers Broad Range, Bio Rad). La electroforesis se realizó en buffer de corrida 

(Tris 250 mM, glicina 1.92 M), a 100 V durante aproximadamente 2 horas. 

 

Western-blot 
 

Luego de la migración electroforética se procedió a efectuar la transferencia de las 

proteínas a membranas de nitrocelulosa no cargadas (Hybond, Amersham Pharmacia) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. La misma se realizó en buffer de transferencia 

(Tris 25 mM, glicina 192 mM, 2% metanol; pH 1) a 100 V durante 90 minutos a 4°C. 

Finalizada la transferencia, se bloqueó la membrana durante 30 minutos de agitación a 

temperatura ambiente en leche descremada 5% en buffer PBS. Luego se lavó la membrana 

con PBS-Tween 20 0,05% y se procedió a incubarla a 4°C en agitación, toda la noche, con 

el anticuerpo primario correspondiente: anti leptina humana V20 1:1000 (conejo, Santa 
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Cruz), anti-P-ERK1/2 1:3000 (conejo, New England Biolabs), anti-P-MEK 1:3000, anti-P-

PKB 1:5000, anti-P-STAT-3 1:3000, anti-caspasa-3 1:1000 (conejo,  Sigma ; conejo, BD 

Biosciences PharmingenTM), anti-P-CREB 1:1000, anti-P-p38 1:1000, anti-P-S6K 1:3000 

(conejo, Sigma), anti-P-JAK-2 1:1000 (conejo, Santa Cruz, CA), anti-P-EIF4E (Ser209) 

1:1000, anti-P-EIF4EBP1 (PHAS-I) (Thr37 o Thr46) 1:1000 (conejo, New England Biolabs). 

La incubación se realizó en PBS-leche 5% con las diluciones indicadas para cada 

anticuerpo. 

Al día siguiente, la membrana se lavó cuatro veces con PBS-Tween 0,05% y luego 

se la incubó, en agitación a temperatura ambiente durante 90 minutos, con el anticuerpo 

secundario de cabra anti conejo acoplado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology Inc), en 

PBS-leche 5%, dilución 1/1000. A continuación se efectuaron cuatro lavados con PBS-

Tween 0,05% y se reveló por quimioluminiscencia con 500 ȝl del reactivo A más 500 ȝl 

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

realizaron con anticuerpos anti-ȕ-actina 1:5000, anti-GAPDH 1:10000, anti-ERK 1/2 

1:3000, anti-PKB 1:1000, anti-MEK 1:1000, anti-STAT-3 1:3000, anti-CREB 1:1000, anti-

p38 1:1000, anti-S6K 1:3000, anti-JAK-2 1:1000 (conejo, Sigma), anti-EIF4E 1:1000, anti-

EIF4EBP1 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas se visualizaron con el detector 

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

J.Ink y se relativizaron a la señal detectada en el control de carga correspondiente. 

 

Transfecciones transitorias 
 

Para realizar las transfecciones transitorias se utilizó el método de liposomas 

Lipofectamina Plus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del producto. Células BeWo o 

JEG-3 fueron crecidas durante 24 h en medio DMEM 10% SFB, en placas de 6 pocillos 

con 2 ml de cultivo por pocillo (aproximadamente 5 x 105 células). A continuación se 

preparó por un lado cada mezcla de plásmido más 100 ȝl de medio DMEM carente de 

antibióticos y de suero, y por otro lado la mezcla de 5 ȝl de reactivo Lipofectamina (1 

mg/ml, Invitrogen) y 100 ȝl de medio, por cada plásmido a transfectar. Cada mezcla se 

incubó por separado durante 10 minutos y luego se agregó la Lipofectamina a los 

plásmidos. Dichas mezclas se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y luego se 
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agregaron a las células (previamente lavadas con 1 ml de medio sin suero) adicionando 800 

ȝl de medio más de manera de alcanzar 1 ml final de medio de incubación. Transcurridas 5 

h de incubación en estufa, se removió la mezcla de transfección y se reemplazó por 1 ml de 

medio DMEM suplementado con 1% SFB. De acuerdo a cada caso, se agregaron las 

distintas drogas y efectores placentarios, en las concentraciones indicadas en los resultados 

para cada experimento. Las células se incubaron a 37°C durante 48 o 72 horas según el 

caso.  

La cantidad óptima de plásmido necesaria para una transfección eficiente, a fin de 

evitar saturaciones en la actividad, se determinó mediante una curva de transfección con 

distintas dosis de la construcción más larga (vector pL2922). Así, en base a lo observado en 

la Figura 2, se decidió transfectar con 5 ȝg de cada construcción empleada 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2. Actividad basal del fragmento -2922 del promotor de leptina. Células BeWo 
fueron transfectadas en forma transitoria con cantidades crecientes de la construcción 
plasmídica pL2922 (1-15ȝg). Se incubaron 72 h en medio DMEM-F12 1% suero. Se midió 
la actividad de luciferasa en los extractos celulares y los resultados se relativizaron a la 
actividad de ȕ-galactosidasa.  
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Preparación de los extractos celulares 
 

Se prepararon extractos de las células transfectadas de la siguiente manera: por cada 

pocillo se descartó el medio de cultivo, se lavó dos veces con 1 ml de PBS (NaCl 137 mM, 

KCl 2.7 mM, NaH2PO4 1.4 mM, Na2HPO4 4.3 mM, pH 7.4), y se levantaron 

mecánicamente utilizando un rastrillo de goma en 1 ml de PBS. Las muestras se 

centrifugaron 5 minutos a 10000g. El pellet celular se resuspendió en 50 ȝl de buffer de 

lisis (NaCl 137 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8, MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM, 10% glicerol, NP-

40 1%). 

 

Determinación de la actividad luciferasa 
 

Para el ensayo de gen reportero luciferasa se utilizó el sistema de determinación luc 

de Promega. Para ello, 30 ȝl de cada extracto celular se mezclaron con 50 ȝl del sustrato 

luciferina proporcionado por el proveedor (Promega). La actividad enzimática fue 

registrada en unidades arbitrarias, medidas en un luminómetro Bio Rad, obtenidas en 30 

segundos de registro. Estos valores luego fueron relativizados a la actividad enzimática de 

ȕ-galactosidasa obtenida en cada muestra para considerar la eficiencia de transfección en 

cada caso. A los resultados obtenidos se les restó el valor registrado para la muestra control, 

que proviene de extractos de células transfectadas con el vector vacío pL1512, sin 

promotor.  

Determinación de la actividad β-galactosidasa 
 

La actividad de ȕ-galactosidasa se determinó en 20 ȝl de cada extracto celular y 150 

ȝl de Buffer Z (Na2HPO4 60 mM, NaH2PO4 40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM, ȕ-

mercaptoetanol 0.07%) conteniendo el sustrato ONPG 1mg/ml (Amresco). La incubación 

se realizó a 37°C, en placa de 96 pocillos hasta la aparición de coloración amarilla. La 

reacción se detuvo con el agregado de 75 ȝl de Na2CO3 1M por pocillo. La medición de 

absorbancia a 420 nm se realizó en un lector de Elisa Bio Rad.  
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Extracción de ARN total 
 

Luego del tratamiento correspondiente, se retiró el medio de las células, se lavaron 

con PBS y se levantaron las células en PBS con rastrillo de goma. El contenido de cada 

placa se trasvasó a un tubo y se centrifugó 10 minutos a 10000g. Se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 1 ml de Trisure (Bioline) por tubo. En el 

caso de los explantos de placenta, los mismos fueron descongelados y resuspendidos en el 

Trisure (1ml/tubo). Se mezcló hasta homogeneizar completamente el pellet o el tejido. El 

tejido se disgregó en hielo con un politron (Tissue Ruptor, Qiagen) durante el tiempo 

necesario para llegar a homogeneidad. Se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos y 

luego se agregaron 200 ȝl de cloroformo/tubo. Se mezcló por agitación por 15 segundos y 

se incubó a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se centrifugó a 11,800rpm a 4°C por 

15 minutos. Luego de la centrifugación, se trasvasó la fase acuosa (superior) conteniendo el 

ARN a un nuevo tubo. Se agregaron 500 ȝl de isopropanol por cada tubo y se incubó a 

temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugó a 11.800rpm por 5 minutos a 4°C. 

Finalmente se desechó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol 75% por tubo. Se mezcló 

por inversión y se centrifugó a 9000rpm durante 5 minutos a 4°C. Se desechó el 

sobrenadante, dejando secar el pellet en hielo por 10 minutos. Se resuspendió el pellet en 

50 ȝl de agua destilada, homogeneizando completamente. Se determinó la pureza y 

concentración del ARN según lo previamente descripto y 5 ȝg de cada ARN extraido se 

utilizaron para la retrotranscripción. 

 

Retrotranscripción del ARN (Síntesis del ADNc) 
 

El ARN total fue retrotranscripto con el kit “Transcriptor first Strand cDNA 

synthesis Kit” (Roche). La mezcla de reacción se preparó según lo indicado por el kit en 20 

ȝl finales. La reacción se realizó en un termociclador (T-gradient, Biometra) a 50°C por 1 

hora. La enzima retrotranscriptasa se inactivó calentando a 85°C por 5 minutos. El ADNc 

se utilizó inmediatamente para la qPCR o se guardó a -20°C para ser utilizado 

posteriormente. 
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PCR cuantitativa 
 

La qPCR se realizó utilizando las siguientes secuencias de primers: leptina, sentido, 

5´GAACCCTGTGATTCTT3´; antisentido, 5´CCAGGTCGTTATTTGG3´; ciclofilina, 

sentido, 5´CTTCCCCGATACTTCA3´; antisentido, 5´TCTTGGTGCTACCTC3´. La 

mezcla de reacción se preparó con 10 ȝM de los primers sentido y antisentido, 3ȝl de 

ADNc, en un volumen final de 25 ȝl, incluyendo 6,25 ȝl de la master mix 2X que contiene 

el colorante SYBR green (Fast Start universal SYBR Green, Roche). Las reacciones de 

PCR se realizaron en el Chromo 4 DNA Engine (Biorad). La reacción se inició a 50°C por 

2 minutos, seguida de 10 minutos a 95°C. Luego se llevaron a cabo 41 ciclos de 

amplificación con 15 segundos de desnaturalización a 95°C, 30 segundos de apareamiento 

a 58°C y 30 segundos de extensión a 72°C. Los datos obtenidos fueron recolectados y 

analizados con el programa Opticon Monitor 3.1.32, BioRad Laboratories, Inc. La 

cuantificación relativa se calculó de acuerdo al método de 2−∆∆CT (439). Los experimentos 

se realizaron en triplicado con un mínimo de tres muestras por experimento.  

 

Análisis de las secuencias promotoras  
 

Se realizó un análisis in sílico de las secuencias promotoras del gen de leptina, 

comparando con la base de datos de elementos o secuencias de unión al ADN consenso 

para distintos factores de transcripción. Se emplearon los programas de búsqueda y 

comparación Transfac y MatInspector Release Professional 7.4. Se consideraron sólo 

aquellos elementos con un “score” de similitud igual a 1. 

 

Doble tinción FITC-Anexina V/IP 
 

Células JEG-3 fueron tratadas en DMEM-F12 1% SFB o sin suero, con o sin leptina 

durante 5 horas en presencia o ausencia de los inhibidores farmacológicos wortmanina o 

PD98059. Las células se lavaron 3 veces con PBS y luego fueron levantadas con un 

rastrillo de goma, centrifugadas y resuspendidas en el binding buffer  (Hepes 10 mM, pH 

7.4, NaCl 140 mM, y CaCl2 2.5 mM). A continuación se agregó fluoresceína isotiocianato 
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(FITC)–Anexina V e ioduro de propidio (IP) en una concentración final de l ȝg/ml (103) 

(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, BD Biosciences PharmingenTM). La mezcla se 

incubó durante 10 minutos y luego se analizó por citometría de flujo. Un total de 20000 

células fueron adquiridas en el citómetro de flujo FACScalibur. Los datos se analizaron 

utilizando el CELLQuest software (BDIS). La población de células trofoblásticas fue 

primero seleccionada en el análisis de tamaño y granulosidad (side-forward scattering) para 

luego determinar el FL-1 (FITC–Anexina V) y el FL-2 (IP). Este análisis discrimina las 

células intactas (Anexina V-/IP-), las células en apoptosis temprana (Anexina V+/IP-) y las 

células en apoptosis tardía y necróticas (Anexina V+/IP+). Los datos fueron analizados 

utilizando el programa WinMDI version 2.8. 

 

 

Medición del AMPc intracelular 

Células BeWo (1 x 105) se sembraron en placas de 96 wells (100 µl de células 

/pocillo). Se utilizaron placas estériles blancas con fondo transparente (Corning). Luego de 

incubarlas 24 h en DMEM-F12 10 % SFB, se realizaron los correspondientes tratamientos 

en 100 µl de DMEM-F12 1% SFB. Transcurridas 72 h de incubación, se extrajeron las 

placas de la estufa de cultivo y se determinó la concentración de AMPc según lo indicado 

por el kit cAMP-Glo™ Assay (Promega). Se agregaron β0 ȝl del buffer de lisis a todos los 

pocillos y luego se incubó la placa en agitación a T ambiente por 15 min. Se agregaron 40ȝl 

de la solución de detección de AMPc y se mezcló agitando la placa por 1 min. Se incubó a 

T ambiente por β0 min y luego se agregaron 80 ȝl del Kinase-Glo® Reagent a todas las 

reacciones. Se mezcló y se incubó T ambiente por 10 min. Se determinó la actividad de 

luciferasa en un luminómetro de placa (GloMax 20/20 Promega). Se realizó también una 

curva estándar de luminiscencia en función de la concentración de AMPc, de manera de 

intercalar los valores obtenidos en el experimento en esta curva y determinar la 

concentración de AMPc en las células luego de cada tratamiento. La luminiscencia 

detectada es inversamente proporcional a los niveles de AMPc, dado que el kit determina 

los niveles de ATP remanentes luego de la formación del AMPc y la reacción de la PKA. 
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Análisis estadístico  
 

Los valores obtenidos en los distintos ensayos fueron analizados estadísticamente 

utilizando el programa GraphPad Instat (San Diego, CA). Los resultados se evaluaron por 

el método de ANOVA y a posteriori se aplicaron otros tests, según el caso. Se consideró un 

P<0.05 como criterio de diferencia significativa. 
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RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Sección I 
 

Vías de señalización activadas por la leptina en placenta 
 

Recientemente, resultados de nuestro grupo han demostrado que la leptina actúa 

como un factor trófico y mitogénico en células trofoblásticas humanas, en base a su 

capacidad de promover la proliferación e inhibir la apoptosis (361). Es así como la leptina 

se posiciona como un importante factor trófico autócrino, para el crecimiento y el 

mantenimiento de la placenta durante el embarazo, en donde se elevan los niveles 

circulantes de leptina, principalmente debido a su producción por los trofoblastos (120, 

288). Se conoce muy poco acerca de los mecanismos moleculares involucrados en los 

efectos de la leptina en células trofoblásticas, así como de las vías de señalización activadas 

por la leptina en placenta. En este sentido, como primer objetivo del presente trabajo, nos 

hemos propuesto investigar las vías de señalización activadas por la leptina en placenta 

humana. Se utilizaron como modelos de estudio la línea celular trofoblástica JEG-3, 

derivada de coriocarcinoma humano; y explantos de placenta humana a término. 

 

La leptina activa la vía de señalización de JAK-STAT en células 

trofoblásticas JEG-3 

 
Con el fin de estudiar la activación de quinasas JAK por el receptor de leptina, 

células JEG-3 fueron estimuladas con leptina humana (0,1-10 nM) y la fosforilación de 

JAK-2 se analizó por Western blot, empleando anticuerpos específicos que reconocen la 

forma fosforilada en tirosina de JAK-2. El control de carga en cada muestra se realizó con 

anticuerpos que reconocen JAK-2 total. Según se observa en la Figura 1A, la máxima 

activación se obtuvo con leptina 10 nM, pese a que una concentración de 0,1 nM de leptina 

fue suficiente para activar parcialmente a JAK-2. Se ha demostrado que la isoforma larga 
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del receptor de leptina es capaz de aumentar de manera ligando-dependiente, la 

fosforilación en tirosina del propio receptor, reclutando receptores asociados a quinasas de 

la familia Janus (219, 237). En células JEG-3, demostramos por Western blot que la leptina 

humana estimula la fosforilación en tirosina de la isoforma larga del receptor (Figura 1B). 

Este efecto resultó dosis dependiente, luego de 10 min de tratamiento. La fosforilación 

máxima se observó a una concentración de 10 nM de leptina. La banda fosforilada que se 

observa corresponde a una masa molecular de alrededor de 120 kDa consistente con lo 

reportado previamente en diferentes sistemas (224, 237).    

Luego nos planteamos estudiar la posible activación de STAT-3 mediada por 

leptina en células JEG-3 (238). Los lisados celulares fueron analizados por Western blot 

utilizando anticuerpos específicos contra la forma fosforilada de STAT-3. La cantidad de 

STAT-3 total se determinó por Western blot como control de carga. Como se observa en la 

Figura 1C, STAT-3 es fosforilada en respuesta al tratamiento con leptina humana. El efecto 

de leptina sobre STAT-3 es dosis dependiente y el máximo efecto se alcanzó a 1nM de 

leptina, aunque se observó también a 0,1nM de leptina. 

Estos resultados coinciden con los hallados para leptina en otros sistemas (238, 

440). Sin embargo, están en contraste con aquéllos obtenidos por otro grupo quienes 

reportaron que en células trofoblásticas BeWo la leptina no es capaz de inducir la 

fosforilación de JAK-2, STAT-3 o STAT-1, aunque hallaron que JAK-2 se encuentra 

constitutivamente fosforilada (221). Esta discrepancia podría deberse a las diferencias entre 

ambas líneas celulares. Por ello, posteriormente nos planteamos evaluar la activación de 

estas proteínas por leptina en explantos de placenta. JAK-2 es la isoforma más importante 

de la familia de JAK, en la mediación de las acciones de leptina (219, 441). No hemos 

analizado la activación de otras isoformas de STAT en la señalización del receptor de 

leptina en placenta; no obstante no descartamos esta posibilidad. Por otro lado, la actividad 

de STAT-3 ha sido relacionada con la invasividad del trofoblasto (442). Se ha demostrado 

asimismo, que la leptina podría tener un rol en varios aspectos de la maduración del oocito 

a través de la activación de la vía de STAT-3 (443). Los embriones de ratón deficientes en 

STAT-3 pueden implantarse pero degeneran luego de la implantación y se produce muerte 

embrionaria (444). 
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FIGURA 1 . La leptina activa la vía de señalización de JAK-STAT en células 
trofoblásticas. Células JEG-3 se incubaron durante 10 min en DMEM 0% SFB en ausencia 
o presencia de leptina en concentraciones crecientes. Las células fueron lisadas y los  
extractos celulares fueron corridos en SDS-PAGE y sometidos a Western blot con 
anticuerpos anti las formas fosforiladas de JAK-2, LEPR y STAT-3. Se muestra un 
resultado representativo de tres experimentos independientes. La cuantificación de las 
bandas con su correspondiente estadística se muestra en el panel derecho. *p < 0.05. 
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La leptina activa la vía de señalización de la PI3K  
 

Estudios previos han demostrado que la leptina activa la PI3K en miotúbulos, 

células ȕ, hepatocitos y PBMC (células mononucleadas de sangre periférica) (234, 236, 

237, 445, 446). A fin de determinar la activación de la vía de PI3K en células trofoblásticas, 

en respuesta a la leptina, medimos, por Western blot, la fosforilación de una quinasa central 

en dicha vía, como lo es la PKB (o Akt). Según muestra la Figura 2A, la leptina estimuló de 

manera dosis dependiente la fosforilación de PKB. El efecto máximo se observó a 10 nM 

de leptina aunque incluso a 0,1nM de leptina se detectó estimulación. La quinasa GSK3 es 

un blanco de la PKB, la cual es inhibida por fosforilación en serina β1 (la isoforma α) y en 

serina λ (la isoforma ȕ) (447). De esta forma, empleamos anticuerpos que reconocen la 

fosforilación en serina de GSK3 y anticuerpos anti-GSK3 total para el control de carga. En 

la Figura 2B se observa que la leptina incrementa de manera dosis dependiente la 

fosforilación de GSK3. El efecto máximo se alcanza con 1 nM de leptina pese a que la 

dosis mínima de 0,1 nM es suficiente para evidenciar la activación de la quinasa por 

leptina. 

 Otra quinasa que se encuentra río debajo de la PKB es la p70S6K. Dado que la 

actividad de quinasa de esta proteína está correlacionada con su estado de fosforilación en 

treonina 421 y serina 424 (448), utilizamos anticuerpos policlonales que detectan 

únicamente la proteína fosforilada. La cantidad de p70S6K total fue determinada como 

control de carga. En la Figura 2C se muestra que la leptina estimula de manera dosis 

dependiente la fosforilación de p70S6K, con la máxima fosforilación obtenida a 1nM de 

leptina y el mínimo a 0,1 nM. 

 Las proteínas PI3K, PKB y mTOR han sido descriptas en las vías de señalización 

que regulan la diferenciación invasiva de los trofoblastos humanos (414). Han sido también 

implicadas en la regulación de muchos procesos celulares, incluyendo la resistencia a 

apoptosis, la movilidad celular, la diferenciación y la proliferación (411). Sin embargo, este 

es el primer trabajo donde se describe la activación de la vía de PI3K por la leptina en 

células trofoblásticas, a través del estudio de la fosforilación de las quinasas río abajo, PKB 

y p70S6K.  
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FIGURA 2 . La leptina activa la vía de PI3K. Células JEG-3 se incubaron en ausencia o 
presencia de concentraciones crecientes de leptina durante 10 min. Las células se lisaron y 
los extractos celulares se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos específicos 
contra las formas fosforiladas  de PKB (A), GSK3 (B) y p70S6K(C). Los mismos lisados se 
analizaron por inmunoblot con anticuerpos que reconocen las quinasas totales, como 
control de carga. Se muestran resultados representativos de cuatro experimentos 
independientes. La cuantificación de las bandas se muestra en el panel de la derecha. *p < 
0.05. 
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La leptina activa la vía de señalización de la MAPK 

En base a lo previamente descripto en relación a los efectos de leptina en la vía de 

MAPK en diferentes sistemas, tales como en las PBMC (224, 237, 417, 418), nos 

propusimos evaluar si MEK y su blanco ERK 1/2 son activadas por leptina en células 

trofoblásticas. Para ello determinamos por Western blot la fosforilación de dichas quinasas, 

lo cual refleja su estado de activación. Se emplearon anticuerpos que reconocen 

específicamente las formas fosforiladas de las quinasas, y anticuerpos anti-MEK y anti-

MAPK como controles de carga. Tal como se muestra en la Figura 3A, la leptina estimuló 

de manera dosis dependiente la fosforilación de MEK y el máximo efecto se alcanzó a 10 

nM de leptina. Se observó un efecto similar en la activación de ERK 1/2 por leptina (Figura 

3B). La leptina estimuló la fosforilación de MAPK en tirosina/treonina, según se detectó 

con un anticuerpo anti-MAPK doblemente fosforilada. Tanto ERK1 como ERK2 fueron 

fosforiladas luego del tratamiento durante 10 min con leptina humana. 

Así, tal como en otros sistemas, también en placenta la leptina estimula la vía de 

MAPK. Previamente se ha demostrado que dicha vía media los efectos proliferativos de la 

leptina (224, 237, 417, 418). Se encuentra involucrada en los mecanismos por los cuales la 

leptina promueve la supervivencia celular y previene la apoptosis (148, 404, 449).   

Las vías de JAK/STAT y de MAPK son esenciales para la reproducción en general, 

y en particular, para el desarrollo de la placenta, tal como lo han demostrado una serie de 

experimentos de knockout. Aspectos de ambas vías están también implicados en la invasión 

trofoblástica. Ratones deficientes en MEKK3, p38 y ERK5 presentan defectos en la 

angiogénesis y en la formación de la placenta (411).  
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FIGURA 3 . La leptina activa la vía de MAPK. Células JEG-3 fueron incubadas en 
presencia de concentraciones crecientes de leptina, durante 10 min. Las células fueron 
lisadas y los extractos celulares se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos 
específicos contra las formas fosforiladas de MEK (A) o de MAPK (B). Las mismas 
membranas fueron analizadas por inmunoblot con anticuerpos específicos que reconocen 
las quinasas totales, como control de carga. Se muestra un resultado representativo de 
cuatro experimentos independientes. El panel derecho muestra la cuantificación de las 
bandas con la correspondiente estadística. *p < 0.05. 
 
 
Las vías de JAK-STAT, PI3K y MAPK son activadas por leptina en explantos de 

placenta humana 

 

Con el fin de verificar la acción de leptina en la activación de distintas vías de 

señalización en placenta, empleamos explantos de placenta humana a término como un 
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modelo más fisiológico de trabajo. Se realizaron experimentos de Western blot en 

explantos de placentas normales tratadas con concentraciones crecientes de leptina. De 

manera similar a lo observado en las células JEG-3, demostramos que en explantos 

trofoblásticos de placenta la leptina estimula de forma dosis-dependiente la fosforilación de 

JAK-2 (Figura 4A), STAT-3 (Figura 4B), MEK (Figura 4C), ERK 1/2 (Figura 4D), PKB 

(Figura 4E) y p70S6K (Figura 4F). Se observó también la activación por fosforilación de 

p38 (Figura 4G). La estimulación máxima en todos los casos se obtuvo a 10 nM de leptina; 

sin embargo ya a 0,1 nM se detectó un efecto significativo de leptina. Estos resultados 

confirman la relevancia fisiológica de la activación por leptina de las vías de señalización 

estudiadas.   

En el caso de la vía de JAK/STAT, esta es la primera vez que se estudia la 

activación de la vía en placenta normal, y los resultados demuestran claramente que éste es 

un camino de señalización reclutado por el receptor de leptina en placenta.  
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FIGURA 4 . La leptina activa las vías de JAK-STAT, PI3K y MAPK en trofoblastos de 
placenta a término. Explantos de placenta (50 mg) se incubaron durante 10 min en 
presencia de concentraciones crecientes de leptina. Se lavaron y los lisados se analizaron 
por Western blot con anticuerpos que reconocen específicamente las formas fosforiladas de 
JAK-2 (A), STAT-3 (B), MEK (C), ERK 1/2 (D), PKB (E), p70S6K (F) y p38 (G). El 
control de carga de las muestras se realizó por inmunoblot de p70S6K total. Se muestra un 
resultado representativo de cuatro experimentos independientes. En los paneles a la derecha 
se muestra la densitometría de las bandas con la correspondiente estadística. *p < 0.05. 
 
 
La leptina estimula la activación de intermediarios de la síntesis de proteínas en 

placenta 

Se sabe que la síntesis de proteínas es regulada por la insulina y por otras hormonas por 

fosforilación de diferentes factores de traducción, involucrados en las etapas de iniciación y 

la elongación (450). Así, el factor de iniciación de la traducción, EIF-4E (factor de 

iniciación eucariótico 4E) se une al “cap” del ARNm y media el ensamble del complejo de 

iniciación EIF4F. Este complejo es inhibido por las proteínas de unión a EIF-4E 

(EIF4EBPs), como la EIF4EBP1 (o PHAS-I) (451). La fosforilación de estas EIF4EBPs 

libera a EIF-4E de su forma inactiva en el complejo EIF4EBP-EIF4E, permitiendo a EIF-

4E unirse a EIF4G y a EIF4A para formar el complejo activo EIF4F (452). 

La cascada intracelular que lleva a la activación de EIF4EBP1 involucra la activación 

de la quinasa p70S6K, cuya fosforilación hemos demostrado que es inducida por leptina en 

placenta. In vitro algunos estudios han demostrado que la leptina es capaz de estimular el 

sistema A de transporte de aminoácidos en placenta, de manera tiempo específica, y que 

esto depende de la activación de la vía de señalización de JAK-STAT (335, 453) 
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Dado que observamos que la leptina activa la vía de PI3K y que hemos demostrado 

previamente que la leptina estimula la proliferación de células trofoblásticas, nos 

propusimos analizar si la hormona participa en la estimulación la síntesis de proteínas en 

placenta. Para ello, analizamos por Western blot, en células JEG-3, la activación por leptina 

del factor de iniciación de la traducción, EIF-4E y de la proteína EIF4EBP1 (Figura 5). 

Como puede observarse, el tratamiento con leptina indujo la fosforilación de EIF-4E y de 

EIF4EBP1, de manera dosis dependiente. Para ambas proteínas el máximo efecto se obtuvo 

a una concentración de leptina de 10 nM, aumentando hasta 5 y 10 veces respectivamente, 

en relación al nivel basal. Sin embargo, ya con 0,1 nM de leptina puede observarse un 

aumento en la fosforilación de las proteínas. 

Efectuamos experimentos similares en explantos de placenta humana (Figura 6). Al 

igual que lo observado en el resultado previo, la leptina estimuló la fosforilación de EIF-4E 

y de EIF4EBP1 y este efecto fue dosis dependiente. La máxima fosforilación de EIF4EBP1 

se obtuvo con 1 nM de leptina, pero un efecto significativo ya se observa con 0,1 nM 

(Figura 6B). En el caso de EIF-4E (Figura 6B) el máximo efecto se obtuvo con 10 nM de 

leptina. Con leptina 1 nM ya se obtuvo una inducción significativa. 

El sitio de fosforilación más importante en el factor EIF-4E es el residuo Ser209, la cual 

incrementa su afinidad por el ARNm y por el eIF4G, generando un complejo eIF4F más 

estable, que es el que inicia la traducción. Se ha descripto que la acción de mitógenos y 

estímulos de estrés mediado por ERK y p38MAPK induce la fosforilación de EIF-4E en la 

Ser209 y que esta fosforilación se bloquea en presencia de inhibidores como LY294002 y  

rapamicina. 

La fosforilación de EIF4EBP1 ocurre primero en los residuos Thr37 y Thr46, que son 

necesarios para que continúe la fosforilación de otros aminoácidos. Estos son los residuos 

que analizamos en los experimentos mostrados.  

Demostramos entonces que la leptina activa la maquinaria de traducción de las células 

trofoblásticas. Resultados obtenidos por colaboradores de nuestro grupo de investigación 

han demostrado a través de experimentos de incorporación de leucina tritiada, que la leptina 

promueve la síntesis de proteínas totales en células de placenta (411). Por otro lado también 

se ha demostrado que dicha activación es dependiente de las vías de señalización de MAPK 
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y PI3K (454). Todos estos resultados estarían reforzando el rol de leptina en la 

proliferación de los trofoblastos. 

 

 

 

 
FIGURA 5. La leptina estimula la fosforilación de EIF4EBP1 y EIF4E en células JEG-3.  
Células JEG-3 se incubaron en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de 
leptina durante 10 min. Las células se lisaron y los extractos celulares se analizaron por 
Western blot, utilizando anticuerpos específicos contra las formas fosforiladas  de 
EIF4EBP1 (A) y EIF4E (B). Los mismos lisados se analizaron por inmunoblot con 
anticuerpos que reconocen las proteínas totales, como control de carga. Se muestran 
resultados representativos de cuatro experimentos independientes. Los resultados se 
expresan como promedio ± D.E. La cuantificación de las bandas se muestra en el panel de 
la derecha. *p <0,05; **p <0,01. 
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FIGURA 6. La leptina estimula la fosforilación de EIF4EBP1 y EIF4E en explantos de 
placenta. Explantos de placenta humana a término se incubaron en ausencia o presencia de 
concentraciones crecientes de leptina durante 10 min. Las explantos se procesaron según lo 
descripto en Materiales y Métodos y los extractos celulares se analizaron por Western blot, 
utilizando anticuerpos específicos contra las formas fosforiladas de EIF4EBP1 (A) y EIF4E 
(B). Los mismos lisados se analizaron por inmunoblot con anticuerpos que reconocen las 
proteínas totales, como control de carga. Se muestran resultados representativos de tres 
experimentos independientes. Los resultados se expresan como promedio ± D.E. La 
cuantificación de las bandas se muestra en el panel de la derecha. *p <0,05; **p <0,01. u.a, 
unidades arbitrarias 
 
 

Efectos antiapoptóticos de la leptina en placenta 

 

La leptina inhibe la apoptosis en células trofoblásticas humanas 

 

 Resultados previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado que la leptina posee 

un efecto trófico en células JEG-3, promoviendo su proliferación (361). Por otro lado, 
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varios estudios han mostrado la acción antiapoptótica de leptina en distintos sistemas (148, 

317, 406, 407, 409, 449, 455). En base a estas evidencias, nos hemos propuesto evaluar con 

distintas estrategias, la función antiapoptótica de leptina en placenta humana. Diferentes 

vías apoptóticas convergen en la activación tardía de un efector apoptótico clave, la 

caspasa-3. Por ello, en primer lugar, se evaluó la activación de caspasa-3 por Western blot 

en extractos de células JEG-3 deprivadas de suero y tratadas por 3 días con concentraciones 

crecientes de leptina. Se empleó en este caso un anticuerpo que detecta la procaspasa 

(caspasa inactiva) y las formas clivadas activas de caspasa. Según muestra la Figura 7, con 

medio sin suero se detecta la aparición de la banda correspondiente a la caspasa-3 activa. 

Ésta disminuye progresivamente a medida que aumenta la concentración de leptina, hasta 

alcanzar niveles incluso inferiores al control con 10% de suero, con la máxima 

concentración de leptina. Las procaspasas son procesadas por clivado enzimático para 

generar enzimas activas. La procaspasa de 32 kDa es primera clivada en el lado C-terminal 

de la Asp28 para remover el prodominio amino terminal, quedando un fragmento de 

aproximadamente 29 kDa. Éste sería el correspondiente a la banda que observamos en la 

Figura 7. Clivajes adicionales generan fragmentos de 17 y 12 kDa.  

Podríamos concluir entonces que la leptina previene la activación de caspasa-3 

inducida por la deprivación de suero, y este efecto es dependiente de la dosis.  
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FIGURA 7. La leptina previene la activación de caspasa-3 en células trofoblásticas. 
Células JEG-3 fueron incubadas durante 3 días en medio 0% SFB y tratadas con 
concentraciones crecientes de leptina. Los lisados se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y 
se analizaron por inmunoblot utilizando anticuerpos específicos contra caspasa-3. En el panel 
inferior se muestra la cuantificación de las bandas correspondientes a la caspasa clivada.  

 

A partir de lo observado previamente, decidimos evaluar el efecto de la inhibición 

en la expresión de leptina sobre la activación de la caspasa-3. Para ello, se trataron a las 

células con un oligonucleótido antisentido (AS) para leptina, en combinación o no, con 

distintas concentraciones de leptina. Según se muestra en la Figura 8, el tratamiento con el 

AS produjo un aumento en la expresión de la caspasa-3 activa y el agregado de leptina 

recombinante disminuyó dicha expresión. El efecto máximo se observó con 100 ng/ml de 

leptina. Este resultado demuestra que el agregado de leptina puede compensar la falta de 

leptina endógena, previniendo a los trofoblastos de la muerte por apoptosis. 
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FIGURA 8. La inhibición de leptina induce la activación de caspasa-3 en células 
trofoblásticas. Células JEG-3 fueron incubadas durante 3 días en medio 1% SFB y tratadas 
con leptina y/o un oligonucleótido antisentido (AS) de leptina, en la concentraciones que se 
indican. Los lisados se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y se analizaron por inmunoblot 
utilizando anticuerpos específicos contra caspasa-3. En el panel inferior se muestra la 
cuantificación de las bandas correspondientes a la caspasa clivada 

 

Como una estrategia alternativa para determinar la acción antiapoptótica de leptina, 

evaluamos los eventos apoptóticos tempranos midiendo la exposición de fosfatidilserina en la 

membrana plasmática, la cual presenta alta afinidad por la anexina V. Se realizó una doble 

tinción con anexina V-FITC/ ioduro de propidio, para discriminar las células viables de las 

apoptóticas y de las apoptóticas tardías o necróticas. Las células se incubaron durante tres 

días con los tratamientos respectivos y los resultados se evaluaron por citometría de flujo. Tal 

como lo muestra la Figura 9, el tratamiento con el AS para leptina incrementó el número de 

células apoptóticas 60 veces respecto al control (0,5% de células AnexinaV+/ PI- en A 

comparadas con 30% de B). Más aún, cuando las células se incubaron en presencia de AS y 

leptina, se revirtió el proceso y la cantidad de células apoptóticas se redujo 90%, siendo sólo 

el 3% células AnexinaV+/ PI-. Estos resultados son consistentes con la inhibición de la 

actividad de caspasa-3 previamente mostrada y demuestran que la leptina endógena es 

importante para la viabilidad celular de los trofoblastos. Asímismo, nuevamente observamos 

que la leptina exógena es capaz de suplir la falta de leptina endógena y prevenir la apoptosis 

trofoblástica. 
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FIGURA 9. La leptina previene la apoptosis en células JEG-3. Células JEG-3 (1 x 106 
células) se incubaron en placas de 10 cm en medio completo DMEM-F12  suplementado 
con 10%  SFB. Luego de 24 hs, el medio fue reemplazado por DMEM-F12 suplementado 
con suero 1%, en presencia de un oligonucleótido control (A), un oligonucleótido 
antisentido para leptina (AS) βµM (B) o el antisentido para leptina β ȝM más leptina β50 
ng/ml. Las células se cultivaron por 3 días y se procesaron y analizaron por citometría de 
flujo, según se indica en Materiales y Métodos. Los datos de la izquierda son gráficos de 
puntos derivados del tamaño celular (FSC) y la granulosidad celular (SSC), en escala lineal. 
En cada uno de estos gráficos se marcan los eventos celulares seleccionados para ser 
analizados. Los datos mostrados a la derecha indican los eventos detectados con Anexina 
V-FITC/ ioduro de propidio en el flujo del citómetro. El cuadrante de abajo a la izquierda 
representa las células viables, negativas para las dos tinciones. El cuadrante de arriba a la 
derecha contiene las células no viables, necróticas, y con apoptosis tardía, positivas para 
ambas tinciones. El cuadrante inferior derecho representa a las células apoptóticas, 
positivas para Anexina-FITC y negativas para Ioduro de Propidio (PI). Se muestra un 
resultado representativo de 3 repeticiones independientes. 
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Algunos aspectos clave de la apoptosis involucran a la mitocondria y a las proteínas 

anti y proapoptóticas Bcl-2 y Bax, respectivamente. La sobreexpresión de Bax acelera la 

muerte por apoptosis actuando a nivel de la mitocondria, donde disrumpe la cadena de 

transporte de electrones y promueve la liberación del citocromo c en el citoplasma. La 

relación Bcl-2/Bax parece determinar la susceptibilidad a la apoptosis, regulando la función 

mitocondrial que sigue a un estímulo apoptótico (59). Para comenzar a investigar el posible 

mecanismo por el cual la leptina podría estar previniendo de apoptosis en las células de 

placenta, analizamos la activación de una de las principales proteínas proapoptóticas 

involucradas en la vía intrínseca mitocondrial, Bax. Para ello, se realizaron transfecciones 

transitorias con un plásmido que posee clonado el promotor de bax río arriba del gen de la 

luciferasa (pBax-Luc). Según se observa en la Figura 10, el tratamiento con leptina previno 

la inducción de Bax causada por la disminución de suero en el medio, alcanzando un 

máximo de 100 veces de inhibición de Bax con 100 ng/ml de leptina.    

La expresión de Bcl-2 y Bax es regulada de manera espacio-temporal durante el 

desarrollo de la placenta. Ambas proteínas se encuentran involucradas en los mecanismos 

moleculares que controlan la proliferación celular, que ocurre a medida que avanza el 

embarazo, principalmente en el tercer trimestre (59). La expresión de Bax se ha demostrado 

en los trofoblastos del primer y tercer trimestre y en células BeWo (456). Se cree que un 

aumento en la expresión de Bax proveería un mecanismo novedoso en la iniciación de la 

muerte celular en los trofoblastos de la placenta humana a término. La comprensión de los 

mecanismos apoptóticos en trofoblastos es de gran utilidad en los casos de patologías 

placentarias. Algunas observaciones sugieren que la apoptosis en los sinciciotrofoblastos se 

encuentra aumentada en placentas de bebés con restricción de crecimiento intrauterino (59). 

Ha sido observado que el clivaje de Bax resulta altamente eficiente en el 

desencadenamiento de la vía mitocondrial proapoptótica. En estudios en neutrófilos 

humanos, la leptina retardó el clivaje de Bax, y dicho retardo se ha asociado a su vez con 

con la inhibición en la liberación del citocromo c en el citosol (449). En adipocitos, la 

leptina aumenta la expresión de Bcl-2, lo cual es consistente con el papel antiapoptótico 

que cumple la leptina en estas células (457). Artwohl y colaboradores observaron que la 

leptina redujo la apoptosis en células humanas endoteliales y esta acción se correlacionó 

con el aumento en la expresión de Bcl-2 (407). Otro estudio demostró que la leptina no sólo 
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es capaz de incrementar la expresión de ciclina D1 para promover la proliferación, sino que 

también previene de apoptosis inhibiendo Bax en células de hepatocarcinoma humano.  

(458). 

De esta manera se sugiere un rol de la leptina como inhibidora de Bax. Sin embargo, 

tal como se ha mencionado, la relación entre las proteínas anti y proapoptóticas (por 

ejemplo, Bcl-2/Bax) es lo que determina si la célula desencadenará o no el proceso de 

apoptosis. La Figura 10 demuestra únicamente la inhibición de una proteína proapoptótica. 

La disminución en la activación de Bax (por privación de suero) al tratar con leptina, 

aumentaría el radio Bcl2/Bax, en el caso en que Bcl-2 se mantuviese constante o 

aumentase. Esto sugeriría que la leptina podría estar actuando a través de la inhibición de la 

vía intrínseca de apoptosis. Sin embargo, se requieren más estudios para determinar los 

mecanismos por los cuales la leptina previene de la muerte celular trofoblástica.  
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FIGURA 10. La leptina inhibe la expresión del intermediario pro-apoptótico Bax. Células 
JEG-3 fueron transitoriamente transfectadas con la construcción plasmídica pBax-Luc y 
tratadas con leptina, según se indica. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB. 
La actividad de luciferasa fue medida en los extractos celulares y normalizada a la actividad 
de ȕ-galactosidasa. Los resultados están expresados como promedios ± D.E de un 
experimento realizado en triplicado. *** p < 0.001 vs 1% SFB. 
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Ha sido publicado que la leptina aumenta la proporción de ovocitos que luego 

desarrollan en blastocistos. Estos blastocistos exhiben un número de células incrementado y 

la proporción de células apoptóticas se encuentra reducida (317). Dado que hemos hallado 

que la inhibición de la expresión de leptina en trofoblastos resulta en la inducción de la 

apoptosis y dicho efecto puede ser totalmente revertido con la adición de leptina exógena, la 

acción autócrina de la leptina sería importante en la supervivencia de los trofoblastos y por 

tanto para el mantenimiento de la placenta. Esto también tendría relevancia en condiciones 

patológicas, dado que el ARNm de leptina se encuentra incrementado en placentas 

preeclámpticas en las que el feto podría encontrarse bajo condición de estrés crónico (459). 

Sin embargo, estudios previos han demostrado que en células trofoblásticas, la leptina no es 

capaz de contrarrestrar la apoptosis promovida por condiciones patofisiológicas como la 

hipoxia (412), incluso siendo éste un conocido factor promotor de la expresión de leptina 

(413). 

 

La leptina previene la apoptosis de células trofoblásticas a través de la activación de la 

vía de MAPK 

 
Una vez evaluada la acción antiapoptótica de leptina en trofoblastos de placenta 

humana, nos hemos propuesto determinar las vías de señalización involucradas en dicho 

efecto. Para ello, en primer lugar se cultivaron células JEG-3 en ausencia de suero, con o 

sin leptina y en presencia de un inhibidor de PI3K, wortmanina, o de un inhibidor de MEK, 

PD98059. Se midieron los eventos apoptóticos tempranos por detección simultánea de 

Anexina V-FITC/PI empleando citometría de flujo. Al igual que lo observado previamente, 

la leptina inhibió la apoptosis inducida por deprivación de suero, en células trofoblásticas, 

reduciendo aproximadamente a un tercio del control el porcentaje de células apoptóticas 

(42,5% a 12,8%) (Figura 11A). Asimismo, la leptina fue capaz de disminuir 4,5 veces la 

población de células apoptóticas generada por ausencia de suero, aún en presencia de 50 

nM de wortmanina (Figura 11B).  
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FIGURA 11. La leptina previene los eventos apoptóticos tempranos en células JEG-3 
activando la vía de MAPK. Células fueron incubadas con o sin leptina 10 nM, en ausencia o 
presencia de 50 nM de wortmanina (wort) o 100 µM de PD98059 (PD). Los datos 
presentados son gráficos de puntos de la citometría de flujo de células JEG-3 teñidas con 
Anexina V-FITC/PI. El cuadrante inferior izquierdo contiene las células viables, que 
excluyen al PI y son negativas para la unión de anexina V-FITC. El cuadrante superior 
derecho muestra las células no viables, apoptóticas tardías y necróticas, positivas para 
ambas tinciones. Los cuadrantes inferiores a la derecha representan las células apoptóticas, 
positivas para la Anexina V-FITC, y negativas para PI. Se muestra un experimento 
representativo de cuatro repeticiones independientes. 
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Sin embargo, en presencia de 100 µM de PD98059, el efecto antiapoptótico de 

leptina fue totalmente revertido, observándose un porcentaje similar de células apoptóticas 

con y sin leptina (Figura 11C). Esto sugiere que la vía de MAPK estaría mediando el efecto 

antiapoptótico de leptina en trofoblastos de placenta. 

A fin de confirmar las vías involucradas en la acción antiapoptótica de leptina, 

estudiamos por western blot, la activación de caspasa-3 en células JEG-3, utilizando 

anticuerpos específicos contra la forma activa (clivada) de la proteína. Según muestra la 

Figura 12, la leptina previno la activación de caspasa-3 inducida por la deprivación de 

suero durante 16 h. Este efecto fue bloqueado por PD98059, mientras que la wortmanina no 

fue capaz de revertir el efecto antiapoptótico de la hormona. En este caso, la banda de 

caspasa activa detectada es el fragmento de 17 kDa.     

      De esta forma, hemos demostrado que la leptina previene tanto los eventos 

apoptóticos tempranos (exposición de fosfatidilserina) como los tardíos (activación de 

caspasa-3), a través de la vía de MAPK. La vía de la PI3K cumple un rol clave en la 

regulación de la apoptosis y en el crecimiento y ciclo celular. Sin embargo, en nuestro caso, 

la inhibición de dicha vía no previene del efecto antiapoptótico de leptina, sugiriendo que 

en las células trofoblásticas, la vía de señalización de PI3K no estaría involucrada en las 

funciones antiapoptóticas de leptina en placenta. 

En resumen, hemos hallado que las principales vías de señalización del receptor de 

leptina son activadas por la leptina en placenta y que los efectos antiapoptóticos de leptina 

están principalmente mediados por la vía de MAPK. En la Figura 13 se puede observar la 

representación gráfica de los resultados obtenidos, en donde se esquematizan las vías de 

señalización activadas por la leptina en placenta, así como los posibles efectos derivados de 

dicha activación. 
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FIGURA 12. La leptina inhibe la apoptosis en células trofoblásticas a través de la 
activación de la vía de MAPK. Células JEG-3 fueron incubadas en ausencia de suero con o 
sin leptina 10 nM por 16 h, en ausencia o presencia de 50 nM de wortmanina o 100 µM de 
PD98059. Las células fueron lisadas y los extractos celulares se analizaron por Western 
blot utilizando anticuerpos específicos para la forma clivada de caspasa-3. El control del 
experimento se realizó con células JEG-3 cultivadas en medio 10 % suero. La cantidad de 
proteína en cada muestra se determinó por inmunoblot con un anticuerpo anti-ȕ-actina. Se 
muestra un experimento representativo de tres repeticiones independientes. 
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FIGURA 13: Vías de señalización activadas por la leptina en placenta. El diagrama 
esquemático resume los caminos de señalización regulados por la leptina en placenta 
humana, incluyendo las vías de JAK/STAT, MAPK y PI3K. La vía de MAPK se indica 
como la responsable de los efectos antiapoptóticos de la leptina. ERK (quinasa regulada 
extracelularmente), SHP-2 (proteína tirosín fosfatasa conteniendo un dominio con 
homología a Src-2 (SH2)), SOCS-3 (supresor de la señalización de citoquinas 3), Grb2 
(factor de crecimiento de unión a receptor-2), SOS (hijo de la proteína sevenless, “son of 
sevenless”), JAK (Familia de tirosin quinasas Janus), STAT (señales activadoras y 
transductoras de la transcripción), PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), PDK (quinasa 
dependiente de inosítidos -1), PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato), PKB (proteína 
kinasa B o Akt), p70S6K (p70S6quinasa ribosomal), GSK-3 (glicógeno sintasa quinasa 3). 
PD, PD98059. Wort, wortmanina. Las flechas con punta indican activación o regulación. 
Las flechas terminadas en línea recta cruzada indican inhibición. 
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Sección II 
 

Regulación de la expresión de leptina y vías de señalización 
involucradas 
  

Regulación de la expresión de leptina por hCG y vías de señalización 

involucradas 

 

Hemos analizado en la sección previa, la importancia de la leptina en la 

supervivencia de las células trofoblásticas y en la prevención de la apoptosis. Nuestro 

siguiente objetivo fue estudiar la regulación de la expresión de leptina en placenta por 

distintas moléculas claves durante el período gestacional. En particular, dado al rol 

fundamental que cumple la hormona hCG en el inicio y el mantenimiento del embarazo 

(355), nos planteamos analizar la modulación de la expresión de leptina por hCG. 

Utilizamos como modelos de trabajo las líneas celulares trofoblásticas BeWo y JEG-3, 

derivadas de coriocarcinoma humano, y explantos de placenta humana a término. Estas 

líneas celulares expresan tanto leptina como su receptor (361) y mantienen muchas de las 

características de las células trofoblásticas humanas. Han sido ampliamente utilizadas para 

estudios de señalización celular en placenta (120, 221, 460-462). La placenta, y en 

particular sus citotrofoblastos, cumplen la mayor función endócrina necesaria para el 

desarrollo y crecimiento fetal. La hCG es secretada por el trofoblasto velloso y actúa sobre 

otras células receptoras productoras, del ambiente fetoplacentario (354). De esta manera, 

procedimos a investigar la acción de hCG, como señal esencial durante el embarazo, sobre 

la expresión de la leptina placentaria. 

 

La hCG induce la expresión de leptina endógena en células de placenta de manera 

dosis y tiempo dependiente 
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Células BeWo fueron crecidas al 50-60% de confluencia en medio completo 

DMEM-F12 suplementado con SFB 10 %. El tratamiento con hCG recombinante (0-500 

IU/ml) se realizó en el mismo medio con 1% de SFB, durante 3 días. Luego del 

tratamiento, las células fueron lisadas y los extractos celulares fueron corridos en SDS-

PAGE. La expresión de leptina se determinó por Western blot. Según se observa en la 

Figura 14, hCG incrementa la expresión de leptina en células BeWo de manera dosis 

dependiente. El máximo efecto se alcanzó a 100 IU/ml de hCG, con 3,5 veces de inducción 

respecto al control sin tratar. A dosis más altas (500 IU/ml), la expresión de leptina retorna 

a los niveles control. Este efecto es probablemente debido a una pérdida transitoria en la 

producción de segundos mensajeros y/o a una pérdida en los receptores de superficie 

celular (desensibilización), en respuesta a las dosis farmacológicas del ligando (463). A fin 

de estudiar el efecto de hCG en un modelo más fisiológico, analizamos explantos de 

placentas humanas normales. Los explantos fueron incubados durante 4 h en medio 

suplementado o no con concentraciones crecientes de hCG (0-500 IU/ml). La expresión de 

leptina se determinó por Western blot. La Figura 15 muestra que hCG incrementó la 

expresión de leptina en explantos de placenta. Este efecto fue dosis dependiente, 

observándose la estimulación máxima a 100 IU/ml de hCG, con 5,5 veces de inducción.  

Estos resultados coinciden con los obtenidos en células BeWo, dando una mayor validez 

fisiológica a los mismos. Para caracterizar en más detalle el efecto de hCG sobre la 

expresión de leptina en placenta, realizamos experimentos de curvas de tiempo para la 

expresión de leptina, en células BeWo estimuladas con 50 o 100 IU/ml de hCG. El 

tratamiento se realizó en medio DMEM-F12 suplementado con 1% SFB y la expresión de 

leptina se determinó por Western blot. Según se observa en la Figura 18, la presencia de 

hCG en el medio de cultivo produjo un aumento en la expresión de leptina. El efecto 

máximo se obtuvo a las 72 h de tratamiento con 100 IU/ml de hCG, alcanzando 6,9 veces 

de estimulación. Sin embargo, ya a las 24 h y a las 48 h de tratamiento se observa inducción 

con 100 IU/ml de hCG, alcanzando las 5 veces de estimulación de leptina.   

Previamente ha sido demostrado que en explantos de primer trimestre, la liberación 

de hCG es pulsátil y que dicha secreción es aumentada tanto por GnRH como por leptina 

(309, 353). También se ha demostrado que la leptina posee un efecto estimulatorio en la 

secreción de hCG en cultivos primarios de células trofoblásticas de placenta humana a 
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término (308) y en células trofoblásticas del primer trimestre (35). La acción de la leptina 

en la secreción de hCG aparentemente depende del momento del embarazo, no afectando la 

secreción de hCG a término (363) pero aumentando la secreción de hCG en explantos del 

primer trimestre (309). Por otro lado, la secreción de leptina es estimulada 

significativamente en células citotrofoblásticas luego del tratamiento por 4 h con GnRH-II. 

Dado este escenario, es posible que en el contexto fisiológico, cambios en las 

concentraciones locales de hCG puedan determinar la expresión de leptina. En dicho 

sentido, ha sido reportado que la secreción de leptina en citotrofoblastos humanos fue 

significativamente inhibida, cuando se incubaron durante 4 h con concentraciones 

crecientes de hCG (326). En estos experimentos los autores emplean concentraciones de 

hCG desde 5000 a 30000 IU/ml. En coincidencia con dichos resultados, nuestros hallazgos 

mostraron una reducción pronunciada en la expresión de leptina a concentraciones de hCG 

mayores a 100 IU/ml. Entre las diferentes hormonas secretadas por la placenta, la GnRH, la 

hCG y la leptina estarían involucradas en un circuito autócrino/parácrino, regulando 

funciones placentarias principalmente durante el primer trimestre de embarazo.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 14. HCG induce la expresión de leptina en células de placenta. Células BeWo 
(1x106) fueron plaqueadas en medio DMEM-F12 suplementado con 1% SFB e incubadas 
durante 3 días con diferentes dosis de hCG (unidades internacionales por ml). Los extractos 

Lep -16

 -actina -42

- 25 50 100 250 500
0

2

4

6

8

10

hCG (IU/ml)

In
te

n
s
id

a
d

 d
e

 b
a

n
d

a
 r

e
la

ti
v
a

(u
n

id
a

d
e

s
 a

rb
it

ra
ri

a
s
)



133 
 

celulares se prepararon según lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteínas fueron 
separadas por SDS-PAGE y la expresión de leptina se determinó por Western blot. Los 
pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estándar. Los controles 
de carga se realizaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticuerpo anti-ȕ-
actina. En el panel inferior se muestra la densitometría de las bandas. La masa molecular 
(kiloDaltons) se indica a la derecha de las bandas. 
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FIGURA 15. La hCG estimula la expresión de leptina endógena en explantos de placenta. 
Explantos de placenta humana a término fueron procesados según lo descripto previamente 
y tratados con concentraciones crecientes de hCG durante 10 min. Los extractos celulares 
se prepararon según lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteínas fueron separadas 
por SDS-PAGE y la expresión de leptina se determinó por Western blot. Los pesos 
moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estándar. Los controles de 
carga se realizaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticuerpo anti-ȕ-actina. 
En el panel inferior se muestra la densitometría de las bandas relativas al control sin 
agregado de droga al que se consideró 1. Se muestra un resultado representativo de 3 
experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó por ANOVA. Los asteriscos 
indican diferencias significativas respecto al control de acuerdo al test de comparaciones 
múltiples post hoc de Bonferroni. *p< 0.05; **p< 0.01. La masa molecular (kDa) se indica 
a la derecha de las bandas. 
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FIGURA 16. La hCG estimula la expresión de leptina a distintos tiempos de incubación. 
Células BeWo fueron incubadas por 24 (calles 1-3), 48 (calles 4-6) y 72 h (calles 3-9), y 
tratadas con 50 IU/ml de hCG (calles 2, 5 y 8), 100 IU/ml de hCG (calles 3, 6 y 9) o no 
tratadas (calles 1, 4 y 7). Los extractos celulares se prepararon según lo indicado en 
Materiales y Métodos. Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE y la expresión de 
leptina se determinó por Western blot. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores 
de peso molecular estándar. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de las 
mismas membranas con anticuerpo anti-ȕ-actina. En el panel inferior se muestra la 
densitometría de las bandas relativas al control sin agregado de droga a cada tiempo al que 
se consideró 1. Se muestra un resultado representativo de 3 experimentos independientes. 
El análisis estadístico se realizó por ANOVA. Los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto a cada control de acuerdo al test de comparaciones múltiples post 
hoc de Bonferroni. *p< 0.05; **p< 0.01. La masa molecular (kDa) se indica a la derecha de 
las bandas. 
 
 
 

La expresión del ARNm de leptina es estimulada por hCG 

 

 Una vez que determinamos que la hCG estimula la síntesis de leptina como proteína 

en placenta, nos propusimos analizar si dicho efecto ocurre también a nivel del ARNm. A 

tal fin, se trataron células JEG-3 durante 3 días, con las concentraciones indicadas de hCG 

y se extrajo el ARN total para evaluar por PCR cuantitativa a tiempo real la cantidad de 
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ARNm de leptina presente. Según se muestra en la Figura 17, hCG estimula la expresión 

del mensajero de leptina de manera dosis dependiente, alcanzándose el máximo efecto con 

50 IU/ml de hCG (11,7 veces de inducción). De manera similar, y otorgando una validación 

fisiológica a los resultados en líneas celulares, cuando se trataron explantos de placentas 

normales con distintas dosis de hCG, se observó que ésta induce significativamente la 

expresión del ARNm de leptina, llegando a las 27,2 veces de estimulación, con 50 IU/ml de 

hCG (Figura 18). 
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FIGURA 17. HCG induce la transcripción de leptina en células trofoblásticas. Células 
JEG-3 fueron incubadas en medio DMEM-F12 con 1% SFB y tratadas con concentraciones 
crecientes de hCG. Luego de 3 días de incubación, se extrajo el ARN de las células según 
lo descripto en Materiales y Métodos y el ARNm de leptina se cuantificó por qRT-PCR. 
Como control de expresión se utilizó la ciclofilina. Los resultados se expresan relativos al 
control sin agregado de droga al que se consideró 1. Se muestra un resultado representativo 
de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas 
respecto al control de acuerdo al análisis estadístico por ANOVA seguido del test a 
posteriori de Bonferroni. **p<0.01. 
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FIGURA 18. HCG induce la transcripción de leptina en explantos de placenta. Explantos 
de placentas normales a término fueron incubados durante 4 h en medio DMEM-F12 con 
1% SFB y tratados con concentraciones crecientes de hCG. Luego de la incubación, se 
extrajo el ARN de los explantos según lo descripto en Materiales y Métodos y el ARNm de 
leptina se cuantificó por qRT-PCR. Como control de expresión se utilizó la ciclofilina. Los 
resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se consideró 1.Se 
muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes. Los asteriscos 
indican diferencias significativas respecto al control de acuerdo al análisis estadístico por 
ANOVA seguido del test a posteriori de Bonferroni. ***p < 0.001 
 
 
 

 Estos resultados demuestran que la hCG es capaz de estimular la expresión de 

leptina a nivel del ARNm.  

 

 

La actividad del promotor de leptina es inducida por hCG de manera dosis 

dependiente 

 

Dados los efectos estimulatorios que hemos observado de hCG sobre la expresión 

de la proteína y del ARNm de leptina, nos planteamos estudiar si estos efectos son ejercidos 

a nivel de la activación del promotor, induciendo la transcripción del gen de leptina. Para 

ello, se realizaron ensayos de transfecciones transitorias con un vector que contiene la 

región regulatoria del gen de leptina (desde -1951pb) fusionada al gen reportero de la 

luciferasa (pL1951). La expresión de luciferasa bajo el control del promotor de leptina fue 

proporcional a la cantidad de plásmido tranfectado, hasta los 15 µg, según se mostró en la 
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sección Materiales y Métodos. Según observamos en la Figura 19 el tratamiento con hCG 

aumentó significativamente la expresión de luciferasa en células transfectadas con pL1951. 

El efecto máximo se alcanzó a las 100 IU/ml de hCG, donde se obtuvo una inducción de 23 

veces. La actividad del promotor comienza a decrecer a dosis más altas de hCG, al igual 

que lo observado previamente para la expresión endógena de la leptina. Estos resultados 

indican que la hCG estimula la actividad del promotor de leptina y que regula la expresión 

del gen a un nivel transcripcional.       
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FIGURA 19. HCG induce la actividad del promotor de leptina en células BeWo. Células 
fueron transitoriamente transfectadas con la construcción plasmídica pL1951 y tratadas con 
hCG según se indica. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 y 1% SFB. La actividad 
de luciferasa fue medida en los extractos celulares y normalizada a la actividad de ȕ-
galactosidasa.Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se 
consideró 1.Los resultados están expresados como promedios ± D.E para dos experimentos 
independientes realizados en triplicado. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01. 

 

 

Con el objeto de identificar la región del promotor de leptina necesaria y suficiente 

para evidenciar dicha inducción, realizamos ensayos de transfección transitoria con 

plásmidos conteniendo deleciones seriales del promotor de leptina. Determinamos que hCG 
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es capaz de estimular la  expresión de leptina en todos los fragmentos analizados (Figura 

20). La región de -2922 a -1951 pb fue inducida 3 veces respecto a su control sin hCG. La 

construcción que contiene la región promotora de -948 a -1546 pb probablemente posee 

algún o algunos elementos inhibitorios, dado que la actividad promotora, tanto basal como 

en presencia de hCG, disminuye abruptamente. Esta actividad se recupera cuando se utiliza 

la construcción desde -948 pb. En resumen, estos resultados muestran que la hCG estimula 

la actividad del promotor de leptina probablemente a través de elementos presentes en su 

promotor y una región mínima de 218 pb es suficiente para evidenciar el efecto de 

inducción. 
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FIGURA 20. Una región mínima de 218 pb es suficiente para evidenciar la activación del 
promotor de leptina por hCG. Células BeWo fueron transitoriamente transfectadas con 
plásmidos conteniendo diferentes deleciones del promotor de leptina y tratadas (barras 
blancas) o no tratadas (barras negras) con hCG 100 IU/ml. La actividad de luciferasa fue 
medida en los extractos celulares y normalizada a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los 
resultados están expresados como promedios ± D.E. para dos experimentos independientes 
realizados en triplicado. * p <0.05; *** p < 0.001. 
 

En función de lo observado, hemos analizado las secuencias promotoras de leptina 

comprendida entre los -2922 pb el +1, a fin de identificar los elementos potencialmente 

responsables de la regulación del promotor de leptina por hCG. Para ello, realizamos un 



139 
 

análisis in sílico de las secuencias promotoras del gen de leptina, comparando con la base 

de datos de elementos o secuencias de unión al DNA consenso para distintos factores de 

transcripción (Figura 21). Se utilizaron las herramientas informáticas de búsqueda y 

comparación disponibles, Transfac y MatInspector. Del análisis de la secuencia -218, se 

evidenciaron putativos elementos de unión para diferentes factores como C/EBP y Sp1 con 

una similitud de 1. Reportes previos ya habían demostrado que estos factores de 

transcripción regulan la expresión de leptina en adipocitos (183, 336-339). Asimismo, los 

factores C/EBP pueden regularse por hCG durante el desarrollo del folículo (464). Otros 

investigadores también describieron que la hCG regula positivamente la expresión de 

C/EBP en cultivos primarios de adipocitos de rata (465, 466). Sp-1 es un factor de 

transcripción ubicuo involucrado en la vía de MAPK, cuyo elemento de unión fue descripto 

en el gen de leptina (336, 339). En tejido adiposo, la presencia de estos dos elementos 

parece ser clave, dado que sólo se requieren β17 pb de la secuencia 5’ del gen de leptina 

para su transcripción basal (183). También se encontraron en el promotor de leptina 

elementos CRE, que responden a AMPc. Esta observación podría sugerir la modulación en 

la expresión del gen por el segundo mensajero y sustenta nuestra hipótesis de que el 

nucleótido es uno de los reguladores en placenta de la transcripción de leptina. En la región 

comprendida entre -1971 y -1983 localizamos una secuencia GATA. Los factores de 

transcripción que se unen a este elemento emergen como actores fundamentales en el 

desarrollo y en las funciones reproductivas en mamíferos. Los elementos GATAs parecen 

ser regulados en parte por la señalización de gonadotropinas, a través de la vía del AMPc y 

la PKA (467), lo que sería una evidencia más para la regulación del promotor de leptina por 

hCG. 
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    -2922 aagcttctttaaggatggagaggccctagtggaatggggagattcttccgggagaagcga 

                                                        STAT3                        
    -2862 tggatgcacagttgggcatccccacagacggactggaaagaaaaaaggcctggaggaatc 

                          NFKB       SRF 
    -2802 aatgtgcaatgtatgtgtgttccctggttcaagggctgggaactttctctaaagggccag 

                                              RBPJK     
    -2742 gtagaaaacattttaggctttctaagccaaggcaaaattgaggatattacatgggtactt 

                                      SF1F     
    -2682 atacaacaagaataaacaatttacacaattttttgttgacagaattcaaaactttataga 

                         SOX5    
    -2622 cacagaaatgcaaatttcctgtaattttcccgtgagaactattcttcttttgttttgttt 

                  IRF7   STAT1                          E2F 
    -2562 tgcgacagggttgcgctgatcctcccgcctcagtctccctaagtgctgagatgttgcagg 

                                   Sp1    
    -2502 aagtcagggaccccgaacagagagatcggctggagccgtggcagaggaacataaattttg 

    -2442 aagatttcattttaatatggacacttatcagttcccaaataatacttttataatttttta 

    -2382 tgcctgtctttgctttaatctcttaatcctgttatcttcataagctaaggatgtacgtca 

                                                                CREB 
    -2322 cctcaggaccactgtgataattgtgttaactgtacagattgattgcaaaacatgtgtgtt 

                                                                                                                                C/EBP 
    -2262 tgaacaatatgaaatcagtgcaccttgaaaaagagcagaataacagcaatttttagggaa 

    -2202 caagggaagacaactataaggtctgactgcctgcggggtcgggcaaagggagccatattt 

    -2142 ttcttcttgcagagagcctataaatagacctgcaagtaggagagatattgctaatttctt 

    -2082 ttgctagcatggaatattaatattaacaccctgggaaaggaatgcattcctggggggagg 

                                                                                                 RBPJK             TEF               
    -2022 tctataaatggccgctctgggaatgtctatcctacgcaacggagataaggactgagatac 

                                                                  RBPJK 
    -1962 gccctggtctcctgcagtaccctcaggcttactagggtggtgaaaaactccgccctggta 

                                                             Sp1     
    -1902 aatttgtggtcagaccagttttctgctctcgaacactgttttctgttgtttaagatgttt 

                                                                                                           ARE 
    -1842 atcaagacaatacgtgcaccgctgaacacagacccttatcagtagttctcctttttgccc 

    -1782 tttgaagcatgtgatctactccctgttttacaccccctcaccttttgaaacccttaataa 

    -1722 aaaacttgctggtttgaggctcaggtgggcatcacagtactaccgatatgtgatgtcacc 

    -1662 cccggcggcccagctgtaaaattcctctctttgtactctctctctttatttctcagccag 

    -1602 ctgacacttatggaaaatagaaagaacctacgttgaaatattgggggcaggttcccccaa 

                            IRF1 
    -1542 tatctggtgcccaacgtgggatactgagattacaagcatgagccactgcatctggcctct 

                       HIF1 
    -1482 tcttttgatttttttttttcaaacttttacaaatgtagaaaccattcttagcttttgggc 
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FIGURA 21. Identificación de potenciales elementos reguladores en el promotor de 
leptina. La secuencia del promotor de leptina (-2922 a +29) fue analizada con el programa 
MatInspector 7.4 y se seleccionaron los elementos hallados con puntaje de coincidencia 
1(máximo). Se realizó una subselección de los elementos más relevantes al presente 
estudio. Los sitios en cuestión se encuentran en letra negrita subrayada o resaltada en los 
casos en que se superponen las secuencias. En rojo se muestran los nombres de los 
elementos o de los factores de transcripción con afinidad por las secuencias. El sitio 
TATAA se muestra en azul. En fucsia se han resaltado secuencias intensificadoras de la 
transcripción de leptina en placenta, aún sin nombre específico. +1: sitio de inicio de la 
transcripción. RBPJK: represor transcripcional de mamíferos RBP-Jkappa/CBF1, SRF: 
factor de respuesta a suero, STAT1: señal activadora y transductora de transcripción 1, 
STAT3: señal activadora y transductora de transcripción 3, E2F: factor involucrado en la 
regulación del ciclo celular, interacciona con la proteína Rb p107, SP1: proteína 

   -1302 ccaggctgtagtgcaatggtctgatcttggctcactgcaacctccacttcccaggttcaa 

                              GRE 
       -1242 gccattctcctgcctcagcctctcaagtagctgggattacagacactcaccaccacacct 
                                TTFF 
   -1182 ggctaattttgtatttttagtagagatgaggtttcaccatgttggccaggctggtctcga 

   -1122 aatcctgacctcaggtgatccacccaccttggcctcccaaagtgctgggattacaggctt 

   -1062 gagctaccacgcctggctgggttggttctcaatggagtggtttgtttttggagctgctct 

                  
   -1002 gcgcagtggggaccagaataggcctgggttcctagcccattgctattccttaccagctgt 

    -942 ggattctaaggaaagtcatttaacctcgctggaccttagattcctcatccctgaagccca 

    -882 agggtaaaacaaaacaaaacaaaacaaaacaaaccaacccatcatgtaaagcggggaact 

    -822 acaaacgatacaggtgaaacatgcctaccacaccactcacaggctatgatgacaaaaacg 

    -762 tggctacatctgggaccaccccccaacccccactttgtacgtaggaaatacggagttgag 

                                  RREB1 
    -702 gatggagacccacagtatgtccagagtgtccccaaaggccacagtgcccgcctggagccc 

                                                                                                          ERE 
    -642 tccagagagcgtgcactccctggggtgccagccagagacaacttgccctgaggcttggaa 

    -582 ctcgattctccgcgtgccagagaaggggtgggacttcagaacccccaaccccgcaatctg 

                                                                                                                                       RREB1 
    -522 ggtcggggagcctggcgcactgcgggccgctccctctaaccctgggcttccctggcgtcc 

    -462 agggccgtcggggccgagtcccgattcgctcccaccccgaagccgcgccaggaccaacga 

    -402 gggcgcagccgtatgccccagcccgctccgcggagcccctcacagccacccccgccccga 

                                                             Sp1 
    -342 ccgcgccccgagcggctcgaagcaccttcccaaggggctggtccttgcgccatagtcgcg 

                                                      C/EBP                           
    -282 ccggagcctctggagggacatcaaggatttctcgctcctaccagccacccccaaattttt 

    -222 gggaggtacccaagggtgcgcgcgtggctcctggcgcgccgaggccctccctcgaggccc 

    -162 cgcgaggtgcacactgcgggcccagggctagcagccgcccggcacgtcgctaccctgagg 

                                             Sp1 
    -102 ggcggggcgggagctggcgctagaaatgcgccggggcctgcggggcagttgcgcaagttg 

                           Sp1                                                                                       C/EBP      
     -42 tgatcgggccgctataagaggggcgggcaggcatggagcccc +1gtaggaatcgcagcg  

                             Sp1                                       
       ccaacggttgcaag                                     

                                                +29 

http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$SRF.02
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$STAT3.01
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estimulante 1, factor de transcripción ubicuo dedos de zinc, C/EBP: CAAT/ proteína de 
unión a intensificador, CRE: elemento de respuesta a AMPc, GRE: elemento de respuesta 
a glucocorticoides, TEF: factor tirotrófico embrionario, SF1: factor esteroidogénico 1, 
IRF1: factor de regulación por interferon 1, IRF7: factor de regulación por interferon 7, 
ARE:  elemento de unión a receptor de andrógenos, TTF1: sitio de unión de factor de 
transcripción de tiroides 1, HRE: elemento de respuesta a hipoxia, VJUN: v-Jun, FAST-
1/SMAD: señal de transducción de la activina-1/proteína relacionada a  Sma- y Mad-2, 
RREB1: elemento de respuesta por unión de proteína Ras-1, ERE: elemento canónico 
palindrómico de respuesta a estrógenos, NFKB50: NF-kappaB (p50), INSM1: elemento de 
unión a proteína asociada a insulinoma-1 (IA-1), funciona como represor transcripcional, 
GFI1: factor de crecimiento independiente 1, proteína con motivos de dedos de zinc que 
actúa como represor transcripcional. 

 

  

 Finalmente, a partir de los datos obtenidos en el análisis in sílico descripto y los 

datos provistos por publicaciones previas, hemos realizado una representación integratoria 

y esquemática con los elementos regulatorios presentes en el promotor de leptina (Figura 

22). Se destaca entre los elementos, el intensificador de la transcripción de leptina, 

específico de placenta, formado por tres elementos distintos consecutivos denominados 

PLE (339). Este “enhancer” media la expresión placentaria de leptina y podría explicar el 

aumento de la misma durante el embarazo. Aún no se han identificado los factores de 

transcripción que se unen al mismo.    

 

 

 

http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$IRF1.01
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$IRF7.01
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$TTF1.01
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$VJUN.01
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$RREB1.01
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=54947f1afc34bb5f316429673024496a&NAME=V$ER.02
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FIGURA 22. Representación esquemática de los elementos reguladores del promotor de 
leptina. El diagrama muestra los elementos regulatorios putativos (círculos azules) y los 
reportados (círculos verdes) para diferentes factores de transcripción. La zona aumentada 
del promotor muestra la posición del “enhancer” placentario de leptina (PLE 1, 2 y 3) 
(339). 

 

El tratamiento con hCG aumenta la concentración de AMPc endógeno e involucra  la 

participación de elementos CRE en la regulación de la transcripción  

 

Se encuentra generalmente aceptado que la unión de hCG a su receptor desencadena 

la vía de transducción de señales a través de la activación de la proteína G heterotrimérica, 

y en la clásica respuesta se elevan los niveles intracelulares de AMPc y se induce la 

activación de la vía de PKA (358). De hecho, ha sido reportado que la hCG es capaz de 

aumentar los niveles de AMPc en la placenta humana, lo que sugiere que el AMPc sería 

uno de los segundos mensajeros en la acción del hCG para regular su propia síntesis y la de 

otras moléculas (468, 469). En base a esto, decidimos evaluar en primer lugar si en nuestro 

sistema, el tratamiento con hCG eleva los niveles intracelulares de AMPc. Así, llevamos a 

cabo un experimento en el cual utilizando un kit comercial medimos el AMPc intracelular 

generado en los trofoblastos luego del tratamiento con concentraciones crecientes de hCG 
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(Figura 23). La hCG produjo un aumento del AMPc endógeno y este efecto resultó dosis 

dependiente. El incremento en los niveles de AMPc resultó significativo a partir de 50 

IU/ml de hCG. Nuestros resultados coinciden con reportes previos que indican que en 

placenta, la hCG produce un incremento en el AMPc intracelular (468, 469). Los niveles de 

AMPc generados (0,4-1,8 µM), resultaron cercanos a las concentraciones de AMPc 

utilizadas en los experimentos de incubación con el análogo dibutiril AMPc (Ver más 

adelante). 
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FIGURA 23. La hCG incrementa el AMPc en células de placenta. Células BeWo crecidas 
en DMEM 10 % SFB, fueron tratadas en placas de 96 pocillos, durante 3 días, con las 
concentraciones de hCG (IU/ml) que se indican, en medio 1% SFB. Se realizó la lisis 
celular según lo indicado por el kit de medición de AMPc (ver Materiales y Métodos) y se 
determinó la actividad de luciferasa en cada pocillo de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor. Las concentraciones de AMPc se determinaron a partir de una curva estándar de 
RLU (unidades de luminiscencia relativa) en función de [AMPc]µM. *p< 0.05; **p< 0.01; 
***p< 0.001. 
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Para continuar analizando la participación de la vía del AMPc en la acción de hCG 

en placenta, realizamos en células BeWo, una transfección transitoria con un plásmido 

reportero que posee clonados varios elementos CRE junto a un promotor mínimo río arriba 

del gen Luc (pCRE-luc). Analizamos así si dicho gen es activado por el tratamiento con 

hCG. Según se observa en la Figura 24, hCG indujo la activación de CRE-luc, hasta incluso 

1,7 veces respecto al control (100 IU/ml de hCG). Tal como se esperaba, el tratamiento con 

AMPc 1mM o la cotransfección con un plásmido de expresión del factor de transcripción 

CREB produjeron un aumento en la actividad de CRE-luc. El tratamiento con hCG causó 

un aumento aún mayor que el de estos dos tratamientos controles. 

El núcleo de la secuencia de CRE se halla en una variedad de elementos 

regulatorios de genes que son activados por PKA. El principal factor de transcripción que 

se une a los CREs es CREB, el cual es sustrato de fosforilación por PKA (391). De acuerdo 

a esto, el resultado obtenido nos haría suponer que la activación de la leptina por hCG 

podría estar mediada por la vía de señalización de la PKA. Sin embargo, existen otras vías 

de señalización por las cuales CREB puede ser activado. Varios estudios han reportado que 

distintas quinasas son capaces de fosforilar CREB y luego éste activar la transcripción del 

gen respectivo. Son ejemplo de ellas, las quinasas CaMKs (proteína quinasa dependiente de 

Ca+2/ calmodulina), RSKs (quinasas ribosomales S6), PKC, GSK-3 y CKII (caseína 

quinasa II) (391). 
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FIGURA 24. HCG activa la transcripción a través de elementos CRE. Células BeWo 
fueron transitoriamente transfectadas con la construcción plasmídica pCRE-Luc y tratadas 
con hCG o AMPc, según se indica; o cotransfectadas con el plásmido de expresión de 
CREB. Se incubaron por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa 
fue medida en los extractos celulares y normalizada a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los 
resultados están expresados como promedios ± D.E de un experimento realizado en 
triplicado. *p < 0.05.  
 
 

La inducción de leptina por hCG es inhibida por la activación de la vía de señalización 

dependiente de AMPc  

 
En función de los resultados obtenidos, el siguiente paso fue evaluar si la 

estimulación de leptina por hCG es mediada por la vía del AMPc. Para ello, se trataron 

células BeWo con hCG, (Bu)2cAMP o ambos, y la expresión de leptina se determinó por 

Western blot (Figura 25). De acuerdo a lo hallado previamente, la hCG estimuló de manera 

significativa la expresión de leptina, 2,5 veces con hCG 100 IU/ml y 2 veces con hCG 50 

IU/ml. Sin embargo, el tratamiento conjunto de distintas concentraciones de (Bu)2cAMP 
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más hCG causó una pérdida completa del efecto inductor de la hormona. Esto resultó 

contrario a lo esperado, puesto que suponíamos que al tratar con ambas moléculas se 

observaría un efecto potenciado sobre la estimulación de la expresión de leptina.  

A partir de lo observado a nivel de la expresión de leptina, nos propusimos analizar 

si el efecto inhibitorio del AMPc sobre la acción del hCG ocurría también a nivel de la 

transcripción de la leptina. Así, tratamos células JEG-3 con hCG en combinación con 

AMPc. Si bien, la hCG y el AMPc indujeron la expresión de leptina 64 y 66 veces respecto 

al control sin tratar, hallamos que el AMPc suprimió la estimulación de leptina por hCG, 

llevando los niveles del mensajero de leptina casi a los del control (Figura 26).      
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FIGURA 25. El AMPc impide la estimulación de hCG sobre la expresión de leptina en 
células BeWo. Se incubaron células durante 3 días con diferentes dosis de hCG y 
(Bu)2cAMP como se indica. Los extractos celulares se prepararon según lo descripto 
previamente  y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La expresión de leptina se determinó 
por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de las mismas 
membranas con anti-ȕ-actina. Se muestra en el panel inferior la densitometría de las 
bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se 
consideró 1. Se observa un experimento representativo de tres experimentos 
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independientes. El análisis estadístico se realizó por ANOVA seguido del test a posteriori 
de comparaciones múltiples de Bonferroni. Los resultados se expresan como promedios ± 
D.E. *p< 0.05 vs control; #, p <0.05; ##, p < 0.01 vs tratamiento con hCG. 
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FIGURA 26. El AMPc bloquea el efecto inductor de hCG sobre el ARNm de leptina en 
células trofoblásticas. Células JEG-3 fueron cultivadas según lo descripto previamente y 
tratadas por 3 días con hCG y/o (Bu)2cAMP en las concentraciones que se indican. Se 
extrajo el ARN total y el ARNm de leptina se cuantificó por qRT-PCR. La ciclofilina se 
empleó como control estándar interno. Los resultados se expresan relativos al control sin 
agregado de droga al que se consideró 1. Los resultados se expresan como el promedio de 
valores de un experimento realizado en triplicado.  
 

 

Para confirmar los resultados previos, decidimos estudiar el efecto de AMPc en la 

inducción de leptina por hCG, a nivel de la activación de su promotor. Células BeWo 

fueron transitoriamente transfectadas con la construcción reportera de luciferasa pL1951 y 

tratadas con hCG, (Bu)2cAMP, o IBMX, un inhibidor inespecífico de fosfodiesterasas. Los 

resultados se muestran en la Figura 27. Según se esperaba, hCG estimuló 

significativamente la actividad del promotor de leptina. El cotratamiento con la hormona y 

el nucleótido cíclico suprimió la inducción de leptina por hCG, causando una reducción de 

la actividad de 3,8; 5,1 y 30 veces con 0,1µM, 1µM y 1mM, respectivamente. Más aún, el 

tratamiento con IBMX en combinación con hCG también causó la supresión del efecto de 
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hCG sobre leptina, llevando a una reducción de 17 veces en la actividad del promotor de 

leptina. Esto refuerza la idea de que altos niveles de AMPc podrían suprimir el efecto de 

hCG sobre la expresión de leptina. Por otro lado, observamos que el tratamiento con 

(Bu)2cAMP 0,1 µM o 1 µM indujo la actividad del promotor de leptina. Dicha observación 

coincide con lo obtenido en las Figuras 25 y 26 y se continuará analizando más adelante en 

el apartado correspondiente de la presente tesis. 
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FIGURA 27. El AMPc suprime la inducción del promotor de leptina por hCG. Células 
BeWo fueron transitoriamente transfectadas con la construcción plasmídica pL1951 y 
tratadas con hCG, (Bu)2cAMP e IBMX, según se indica. Las células se incubaron 72 h en 
DMEM-F12 y 1% SFB. La actividad de luciferasa se midió en los extractos celulares y se 
normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control 
sin agregado de droga al que se consideró 1. El análisis estadístico se realizó por ANOVA 
seguido del test a posteriori de comparaciones múltiples de Bonferroni Los resultados se 
expresan como promedios ± D.E. ***p< 0.001 vs. control; ###p < 0.001 vs. tratamiento 
con hCG. 

 

Finalmente, decidimos analizar la participación de la PKA en el mecanismo de 

inducción de leptina por hCG. Para ello, tratamos a las células con un inhibidor específico 
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de PKA, H89, en combinación con hCG. Como puede observarse en la Figura 28, la hCG 

incrementó la expresión de leptina y éste efecto se mantuvo en presencia del inhibidor, 

siendo incluso mayor la inducción de leptina en presencia del inhibidor y hCG, que sólo 

con hCG. Esto sugeriría que la vía de la PKA no se encontraría involucrada en los 

mecanismos de estimulación de leptina por hCG. Asimismo, sería posible que la inhibición 

del AMPc sobre la acción de hCG en placenta estuviera mediada por la activación de la 

PKA.  
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FIGURA 28. La inhibición de la PKA no bloquea el efecto inductor de hCG sobre la 
leptina en células placentarias. Células BeWo se preincubaron con H89 durante 30 min y 
luego se incubaron o no con hCG, por 72 h, como se indica. Los extractos celulares se 
prepararon según lo descripto previamente y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La 
expresión de leptina se determinó por Western blot. Los controles de carga se realizaron 
por inmunoblot de las mismas membranas con anti-ȕ-actina. Se muestra en el panel inferior 
la densitometría de las bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado 
de droga al que se consideró 1. Se observa un experimento representativo de tres 
experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó por ANOVA seguido del test 
a posteriori de comparaciones múltiples de Bonferroni. Los resultados se expresan como 
promedios ± D.E. *p< 0.05, ** p< 0.01. 
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Los resultados sugieren que el aumento en los niveles de AMPc inhibe la inducción 

de leptina por hCG. En adipocitos ha sido reportado que el ARNm de leptina es estimulado 

por AMPc (180). Por otro lado, Zhao y colaboradores (302) demostraron que la expresión y 

secreción de leptina en placenta son especie-específico y que 1mM de AMPc aumenta la 

secreción de leptina en células BeWo. En nuestro caso, la activación de la PKA por un 

aumento en los niveles de AMPc podría ser la responsable de la anulación del efecto de 

hCG sobre leptina, por el AMPc. De todas formas, se requieren más experimentos para 

determinar los mecanismos responsables del fenómeno observado. 

Recientemente ha sido descripta la regulación negativa del receptor de LH/hCG, en 

ratas tratadas con hCG o con elevación crónica de la producción de AMPc. Por otro lado, 

en células de ovario o testículo altas concentraciones de hCG o de AMPc regulan 

negativamente los receptores de superficie, además de disminuir la abundancia de todos los 

transcriptos del receptor (470). Otro mecanismo por el que el AMPc disminuye los 

receptores de LH/hCG es reduciendo la tasa de aparición de los receptores. La regulación 

negativa del receptor LH/hCG parece ser un proceso lento que lleva más de 24 hs para ser 

efectivo (471). Además, la finalización en la señalización, mediada por el receptor acoplado 

a proteína G debido al exceso de ligando, ha sido descripta tanto in vivo como in vitro en 

diferentes tipos celulares (472, 473). 

Así, la regulación negativa del receptor de hCG podría explicar la ausencia de la 

estimulación de AMPc en el efecto de hCG sobre la leptina. Por otro lado, estos resultados 

sugieren la existencia de una vía alternativa activada por hCG, independiente de la vía 

AMPc/PKA, la cual podría estar previniendo la rápida desensibilización del receptor, en 

presencia de altas concentraciones del ligando que ocurren durante la implantación y el 

embarazo.  

Algunos autores han mostrado que el hecho de que el receptor de hCG se regule de 

manera positiva o negativa depende de la concentración de AMPc utilizada y del tiempo de 

exposición (474). Esta evidencia nos condujo a pensar en la posibilidad de que altas 

concentraciones de hCG en combinación con AMPc agregado exógeno causen la inhibición 

en la estimulación de leptina por hCG. Por lo tanto, llevamos a cabo un experimento en el 

cual determinamos por Western blot la expresión de leptina en células BeWo tratadas con 

concentraciones bajas de hCG (no estimulatorias de leptina) combinadas o no con 
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(Bu)2cAMP (Figura 29). Según se observa, el agregado de AMPc causó un aumento en la 

inducción de leptina por hCG, y éste fue mayor aún, con bajas concentraciones de AMPc 

(1µM). Esto estaría verificando la evidencia de que altas concentraciones de AMPc (en 

nuestro caso producidas por el AMPc exógeno sumado al AMPc que se generaría por el 

tratamiento con hCG) llevarían a una inhibición del efecto estimulatorio del hCG. De 

hecho, en la Figura 23 confirmamos que el tratamiento con hCG causa un incremento en las 

concentraciones de AMPc 
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FIGURA 29. El AMPc induce el efecto estimulador de hCG sobre leptina a bajas 
concentraciones de la hormona. Células BeWo se incubaron células durante 3 días con 
diferentes dosis de hCG y (Bu)2cAMP como se indica. Los extractos celulares se 
prepararon según lo descripto previamente y se sembraron en un SDS-PAGE 12%. La 
expresión de leptina se determinó por Western blot. Los controles de carga se realizaron 
por inmunoblot de las mismas membranas con anti-ȕ-actina. Se muestra en el panel inferior 
la densitometría de las bandas. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado 
de droga al que se consideró 1. 
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La vía de MAPK está involucrada en la inducción de leptina por hCG en células 

trofoblásticas 

 A partir de lo observado previamente, dado que la vía dependiente de PKA 

pareciera no estar involucrada en la inducción de leptina por hCG, nos planteamos estudiar 

entonces si esta hormona podría estimular otras vías de señalización. Previamente, se ha 

reportado la habilidad del receptor LH/hCG para transducir señales a través de la vía de 

MAPK/ERK en endometrio de primate (475) y en células de la granulosa porcina (476, 

477). Asímismo, ha sido demostrado que el receptor de LH/hCG es capaz de activar la vía 

de PI3K/Akt en ovario de rata (367) y en células de la teca de ovario humano (478). Por lo 

tanto decidimos examinar si las vías de MAPK o de PI3K pueden cumplir un rol en el 

incremento de los niveles de leptina por hCG. Células BeWo se preincubaron por 30 min en 

presencia o ausencia de diferentes inhibidores farmacológicos que actúan en dichas vías de 

señalización y luego se incubaron por 72 h con hCG 100 IU/ml en continua presencia o 

ausencia de esos inhibidores. Por Western blot, determinamos que el pretratamiento con el 

inhibidor de PI3K (wortmanina 0,1 µM) disminuyó levemente la estimulación de leptina 

por hCG, aunque sin presentar un efecto significativo (Figura 30). Sin embargo, debido a 

que se empleó una única concentración del inhibidor y se realizó dicha determinación en 

este único experimento, no descartamos que la vía de PI3K pudiera estar relacionada con 

los efectos de hCG en cuestión (ver más adelante). Por otro lado, cuando se trató con el 

inhibidor de MEK (PD98059 50 µM), se bloqueó completamente el efecto de hCG 100 

IU/ml sobre la expresión de leptina, demostrando que la activación de ERK es necesaria 

para el incremento por hCG en el nivel de leptina en células BeWo.  
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FIGURA 30. Estudio de las vías de transducción de señales de MAPK y PI3K en la 
expresión de leptina mediada por hCG. Células BeWo (1x106) se plaquearon en medio 
completo DMEM-F12 con 1% SFB y se preincubaron durante 30 min con PD98059 o 
wortmanina (Wort). Luego se incubaron por 3 días con hCG y PD98059 o wortmanina 
según se indica. Los extractos celulares se prepararon según lo descripto en Materiales y 
Métodos. Las proteínas se separaron en geles de SDS-PAGE. La expresión de leptina se 
determinó por Western blot. Los controles de carga se realizaron con anticuerpo anti-ȕ-
actina. Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular 
estándar. En los paneles inferiores se muestra la densitometría de las bandas. Los resultados 
se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se consideró 1. El resultado de 
la figura es representativo de 3 experimentos independientes y los datos se expresan como 
promedio ± D.E. *p < 0.05 vs control; #p < 0.05 vs tratamiento con hCG 
 
 
 
 
 

De manera de confirmar el rol de la activación de ERK en la regulación positiva de 

leptina por hCG, realizamos experimentos similares a los descriptos, en explantos 

placentarios. Se trataron los explantos durante 10 min con PD98059 50 µM y luego se 

incubaron por 4 h con hCG 50 o 100 IU/ml, en presencia o ausencia del inhibidor. La 

expresión de leptina se determinó por Western blot. Como se muestra en la Figura 31, hCG 

elevó los niveles de leptina y este efecto fue inhibido con el tratamiento con PD98059.   
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FIGURA 31. La hCG  induce la expresión de leptina en placenta a través de la vía MAPK. 
Explantos de placenta humana fueron procesadas según lo previamente descripto y 
pretratadas con PD98059 por 10 min, seguido del tratamiento con hCG por 4 h. Los 
extractos celulares se prepararon según lo descripto en Materiales y Métodos. Las proteínas 
se separaron en geles de SDS-PAGE. La expresión de leptina se determinó por Western 
blot. Los controles de carga se realizaron con anticuerpo anti-ȕ-actina. Los pesos 
moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular estándar. En los paneles 
inferiores se muestra la densitometría de las bandas. Los resultados se expresan relativos al 
control sin agregado de droga al que se consideró 1. El resultado de la figura es 
representativo de 3 experimentos independientes y los datos se expresan como promedio ± 
D.E. *p < 0.05. 
 
 
 
 

Realizamos también, en células JEG-3, un experimento de PCR cuantitativa en 

tiempo real (Figura 32), con el fin de determinar el efecto de la inhibición de la vía de 

MAPK a nivel de la expresión del ARNm de leptina. Como se puede observar, la hCG 

estimuló la expresión de los mensajeros de leptina y el tratamiento con PD98059 inhibió 

por completo dicha estimulación, hasta incluso a niveles por debajo del control.   
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FIGURA 32. La inhibición de la vía de MAPK bloquea el efecto inductor de hCG sobre el 
ARNm de leptina en células trofoblásticas. Células JEG-3 fueron cultivadas según lo 
descripto previamente y tratadas por 3 días con hCG y/o PD98059 en las concentraciones 
que se indican. Se extrajo el ARN total y el ARNm de leptina se cuantificó por qRT-PCR. 
La ciclofilina se empleó como control estándar interno. Los resultados se expresan relativos 
al control sin agregado de droga al que se consideró 1. Los resultados se expresan como el 
promedio ± D.E de un experimento realizado en duplicado. **p < 0.01 vs control; ##p < 
0.01 vs tratamiento con hCG. 
 

 

 

Para investigar en mayor profundidad el papel de la vía de MAPK/ERK en la 

señalización de hCG sobre la estimulación de leptina, realizamos experimentos de 

transfecciones transitorias empleando la construcción pL1951. Células BeWo se 

preincubaron durante 30 min con 10 o 50 µM de PD98059 o 0,1 µM de wortmanina, y se 

incubaron por 72 h con hCG 100 IU/ml. La hormona incrementó la actividad del promotor 

de leptina. Este efecto fue totalmente bloqueado con PD98059 50 µM (Figura 33). Se 

obtuvo una disminución en la inducción de hCG sobre leptina con wortmanina 0,1 µM, 

aunque dicho efecto no resultó significativo. Por otro lado, obtuvimos evidencia adicional 

de la participación de la vía de MAPK en la señalización de hCG, efectuando experimentos 

en donde las células BeWo fueron cotransfectadas transitoriamente con la construcción 
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reportera pL1951 y un plásmido que codifica para una mutante dominante negativa de 

ERK2 (MAPK-kd). Según se observa en la Figura 34, la cotransfección con MAPK-kd 

bloqueó la inducción de la actividad del promotor de leptina por hCG, sin modificar la 

actividad basal.   
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FIGURA 33. Estudio de las vías de transducción de señales de MAPK y PI3K en la 
transcripción de leptina mediada por hCG. Células BeWo se transfectaron transitoriamente 
con la construcción plasmídica pL1951y se incubaron en presencia o ausencia de hCG 100 
IU/ml más PD98059 (PD) o Wortmanina 0,1µM (Wort). La actividad de luciferasa se 
midió en los extractos celulares y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los 
resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al que se consideró 1. Los 
resultados son expresados como promedio ± D.E de dos experimentos independientes 
realizados en triplicado. *p< 0.05 vs. control; ##p <0,01 vs. tratamiento con hCG. 
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FIGURA 34. La vía de MAPK está involucrada en la  estimulación de la transcripción de 
leptina por hCG.Células BeWo se cotransfectaron transitoriamente con pL1951 y un 
plásmido expresando MAPK-kd (mutante dominante negativa de MAPK), y se trataron con 
hCG como se indica. La actividad de luciferasa se midió en los extractos celulares y se 
normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control 
sin agregado de droga al que se consideró 1. Los resultados son expresados como promedio 
± D.E de dos experimentos independientes realizados en triplicado. *p< 0.05, ***p<  0.001 
vs. control; #p< 0.05, ###p<  0.001 vs tratamiento con hCG. 

 

En conjunto, todos los resultados sugieren que la inducción del gen de leptina por 

hCG en placenta es dependiente de la estimulación de la vía de MAPK. La capacidad de la 

hCG en inducir el aumento de AMPc ha sido ampliamente documentada. Sin embargo, la 

señalización del receptor de LH/hCG independiente de la activación de la vía de 

AMPc/PKA se ha demostrado en varios modelos (479, 480). El receptor de LH/hCG es 

capaz de mediar la activación de las vías de MAPK (365, 366), de Janus quinasas y de 

PI3K (367). Se sabe que las quinasas ERK funcionan como integradoras de señales 

mitogénicas y de otras señales originadas desde distintas clases de receptores de superficie, 

tales como los receptores de tirosina quinasas y los GPCRs. La unión de distintos estímulos 

a los GPCRs puede activar a estas quinasas a través de varias vías de señalización (365). Ha 

sido sugerido que la estimulación de MAPK promovida por LH podría resultar en la 

desensibilización de la esteroideogénesis estimulada por LH en células de la granulosa 
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(368). Por ejemplo, se ha reportado que en la línea celular epitelial de endometrio humano 

(HES) y en células epiteliales de endometrio de mono, la CG no activa la vía de AC-

AMPc-PKA, pero puede inducir rápidamente la fosforilación de ERK 1/2 de manera 

independiente de PKA (365). En el presente trabajo, hemos demostrado que la vía de 

MAPK cumple un rol esencial en la transducción de señales inducida por la gonadotrofina 

en la regulación positiva de la leptina.  

 

HCG activa la vía de señalización de MAPK/ERK en explantos de placenta 

 

Con el objeto de confirmar en un modelo más fisiológico, que la vía de MAPK es 

capaz de mediar la acción de hCG sobre la expresión de leptina en placenta, procedimos a 

examinar la activación por fosforilación de ERK 1/2 y de MEK en explantos de placenta 

humana tratados con dosis crecientes de hCG. La fosforilación de las quinasas se determinó 

por Western blot empleando anticuerpos específicos contra las formas fosforiladas. Según 

se muestra en la Figura 35A, la fosforilación de ERK 1/2 fue significativamente aumentada 

con el tratamiento con 25, 50 y 100 IU/ml de hCG. La fosforilación de MEK también fue 

inducida por 25, 50 y 100 IU/ml de hCG (Figura 35B). Más aún, la estimulación de la 

fosforilación con 100 IU/ml de hCG resultó significativamente bloqueada cuando los 

explantos se preincubaron por 10 min con 50 µM de PD98059 (Figura 36). 

En suma, los experimentos demuestran que la hCG induce la fosforilación de MEK 

y ERK 1/2 en explantos de placenta y confirman que dicha vía de señalización podría estar 

involucrada en la regulación de la expresión de leptina. La activación de esta vía de 

señalización alternativa por hCG en placenta, estaría teniendo relevancia fisiológica durante 

el embarazo. En presencia del embrión, la propia placenta se encuentra sujeta a altos 

niveles de hCG, lo cual resulta crítico para que los trofoblastos se mantengan funcionales 

durante el proceso de implantación. Por ello, una posibilidad es que la placenta conserve su 

respuesta funcional a hCG silenciando los caminos canónicos de proteínas Gs y Gi y 

manteniendo la señalización a través de vías alternativas como la de MAPK, previniendo 

así su desensibilización y su internalización.    
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FIGURA 35. HCG activa ERK 1/2 y MEK en explantos de placenta. Explantos de placenta 
fueron procesados según lo descripto previamente y se trataron con hCG por 10 min. Las 
muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilación de ERK 1/2 (A) y 
MEK (B) se determinó por Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se 
determinó el nivel total de ERK y MEK en los extractos celulares como control de carga. 
Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estándar. En el 
panel inferior se muestra la densitometría de las bandas. Los resultados se expresan 
relativos al control sin agregado de droga al que se consideró 1. Se expone un resultado 
representativo de 2 experimentos independientes *p< 0.05; **p< 0.01. 

B 
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FIGURA 36. La vía de MAPK es activada por hCG en placenta. Explantos de placenta 
fueron procesados según lo descripto previamente, pretratados con PD98059 por 10 min y 
luego tratados con hCG por 10 min. Las muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, 
y la fosforilación de ERK 1/2 se determinó por Western blot como se indica en Materiales  
y Métodos. Se determinó el nivel total de ERK en los extractos celulares como control de 
carga. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso molecular estándar. En 
el panel inferior se muestra la densitometría de las bandas. Los resultados se expresan 
relativos al control sin agregado de droga al que se consideró 1. Se expone un resultado 
representativo de 2 experimentos independientes **p<0.01 vs. control; # p<0.05 vs. 
tratamiento con hCG.  

 

 

Con respecto a la vía de PI3K, con los experimentos realizados, no podemos 

confirmar que se encuentre participando en el camino de señalización de la regulación de 

leptina por hCG. Sin embargo, y dado que se conoce la habilidad del receptor de hCG para 

activar múltiples vías de señalización, decidimos evaluar por Western blot la capacidad de 

hCG para activar la vía de la PI3K en explantos de placenta. Como puede observarse en la 

Figura 37, la hCG estimuló la fosforilación de Akt, incluso con una concentración mínima 

de 10 IU/ml de hCG, y dicha estimulación se mantuvo con todas las concentraciones 

probadas. La proteína kinasa B/Akt es uno de los blancos principales río abajo de la PI3K y 
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resulta activada por fosforilación en serina y en treonina. La activación de Akt está 

relacionada con el crecimiento celular, la inhibición de la apoptosis y la supervivencia de la 

granulosa (481). Se ha sugerido que la hCG aumenta la invasión trofoblástica y la 

migración a través de la activación de las vías de señalización de ERK y de Akt (360). 

Hemos demostrado que la hCG es capaz de activar la vía de PKB/Akt en explantos 

de placenta humana. No obstante, dicha activación no participaría de los mecanismos 

involucrados en la inducción de la expresión de leptina por hCG en placenta.      
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FIGURA 37. HCG induce la fosforilación de Akt en explantos de placenta. Explantos de 
placenta fueron procesados según lo descripto previamente y se trataron con hCG por 10 
min. Las muestras se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilación de Akt se 
determinó por Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se determinó el nivel 
total de Akt en los extractos proteicos como control de carga. Los pesos moleculares se 
estimaron con marcadores de peso molecular estándar. En el panel inferior se muestra la 
densitometría de las bandas. 

 

En base a los resultados observados en las Figuras 25, 26 y 27, nos propusimos 

analizar si la inhibición del AMPc en el efecto de hCG sobre la leptina, podría deberse, no 

sólo a la desensibilización y/o disminución del receptor hCG/LH sino también a una 
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inhibición de la vía de MAPK generada por la activación de la vía AMPc/PKA. Para ello 

analizamos la fosforilación de ERK1/2 en condiciones de inhibición de PKA (con el 

inhibidor específico H89), y luego del tratamiento con hCG. En la Figura 38 se observa que 

la hCG estimuló la fosforilación de ERK 1/2 hasta 6 veces respecto al control. La 

inhibición de PKA con H89 causó un aumento en la fosforilación de ERK 1/2, y más áun, 

el tratamiento con hCG en combinación con H89 estimuló significativamente la 

fosforilación de ERK 1/2, a niveles incluso mayores a los de hCG solo. Esto, 

coincidentemente con resultados anteriores, indicaría que la hCG estimularía la expresión 

de leptina a través de la vía de MAPK, y la activación de la vía de AMPc/PKA estaría 

interfiriendo con dicho efecto.     
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FIGURA 38. La PKA impide la activación de ERK 1/2 por hCG en células trofoblásticas. 
Células BeWo (1x106) se plaquearon en medio completo DMEM-F12 con 1% SFB y se 
preincubaron durante 10 min con H89 y luego otros 10 min con hCG, según se indica.  Los 
extractos celulares se prepararon según lo descripto en Materiales y Métodos. Las muestras 
se sembraron en un gel SDS-PAGE 12%, y la fosforilación de ERK 1/2 se determinó por 
Western blot como se indica en Materiales y Métodos. Se determinó el nivel total de ERK 
en los extractos celulares como control de carga. Los pesos moleculares se estimaron con 
marcadores de peso molecular estándar. En el panel inferior se muestra la densitometría de 
las bandas. Se expone un resultado representativo de 2 experimentos independientes. 
**p<0.01, ***p<0.001. 
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A partir de todos los resultados obtenidos en esta parte de la presente sección, 

hemos construido un modelo esquemático que hipotetiza sobre el mecanismo por el cual la 

hCG estimula la expresión de leptina (Figuras 39A y 39B). Cuando la hCG actúa sobre su 

receptor en trofoblastos, conduce a una expresión aumentada de leptina, fundamentalmente 

a través de la vía de MAPK (dependiente o independiente de AMPc) (Figura 39A). En el 

momento en el que los niveles intracelulares de AMPc se incrementan (Figura 39B) por 

causa del agregado de AMPc exógeno, ocurre una inhibición en el efecto estimulatorio de 

leptina por hCG. Esto podría deberse a un mecanismo de desensibilización del receptor de 

hCG (o de disminución de los receptores en membrana) o a una inhibición de la vía de 

MAPK por la sobreactivación de la PKA. Estos mecanismos llevarían a una reducción en la 

expresión de leptina.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



165 
 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

αGTP

AMPc

PKA

Ras

Raf-1

ERK1/2

MEK

Epac

B-Raf

Rap

PD

hCG

Receptor LH/hCG

LEPCreb y otros factores
de transcripción

αGDP ȕȖ



166 
 

B 

 

FIGURA 39: La hCG estimula la expresión de leptina en células trofoblásticas. El modelo 
propuesto muestra los mecanismos involucrados en la inducción de leptina por hCG. La 
hCG estimula la expresión de leptina principalmente por la vía de MAPK, dependiente (vía 
EPAC) o independiente de AMPc (A). Sin embargo, cuando la hCG se combina con AMPc 
exógeno (B), el AMPc intracelular se eleva (rectángulo mayor). Esto llevaría a la 
sobreactivación de la PKA (forma estrellada), la desensibilización del receptor de hCG y la 
inhibición de la vía de MAPK. En suma, todo ello estaría causando la inhibición en la 
expresión de leptina. αGDP, subunidad alfa de la proteína G asociada a guanosina 
difosfato; αGTP, subunidad alfa de la proteína G asociada a la guanosina trifosfato; ȕȖ, 
subunidades beta y gamma de la proteína G; B-RAF, protooncogen serina treonina proteína 
quinasa; Epac, proteína intercambiadora activada por AMPc; RAP, GTPasa pequeña de 
tipo Ras; PD, PD98059. Las flechas en punta indican estimulación, la terminadas en línea 
recta, inhibición. 
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Regulación de la expresión de leptina por AMPc y vías de señalización 

involucradas 

Tal como hemos descripto en la introducción, se sabe que muchas de las funciones 

atribuidas a los trofoblastos de la placenta humana, incluyendo la producción de varias 

hormonas del embarazo y el transporte de nutrientes esenciales para el feto, se encuentran 

bajo la regulación de segundos mensajeros, principalmente del AMPc (371). Ha sido 

ampliamente documentado el profundo efecto que posee el AMPc en las funciones del 

trofoblasto humano, según demuestran numerosos estudios in vitro de células trofoblásticas 

normales y transformadas (376). Dado el rol crítico que posee el AMPc en controlar la 

expresión de genes específicos de placenta y en mediar la acción de numerosas hormonas 

placentarias, nos planteamos como siguiente objetivo investigar la regulación de la 

expresión de leptina por AMPc así como las vías de señalización involucradas. Asimismo, 

cumplir con este objetivo nos permitirá comprender con mayor claridad los resultados 

obtenidos en la primera parte de esta sección.  

 

El AMPc induce la expresión de leptina en células trofoblásticas 

 

Al igual que en los experimentos previos, utilizamos como modelo de trabajo las 

líneas celulares trofoblásticas BeWo y JEG-3. Dado los resultados obtenidos en los cuales 

el tratamiento con (Bu)2cAMP causó una pérdida completa del efecto de inducción de la 

hCG sobre la leptina decidimos investigar la regulación de la expresión de leptina por 

AMPc. En particular, comenzamos por estudiar el efecto del tratamiento con AMPc sobre 

la síntesis, transcripción y activación del promotor de leptina. Mediante análisis por 

Western blot, determinamos que el (Bu)2cAMP (0,1-100 µM) estimuló la expresión de 

leptina en células BeWo (Figura 40). Este efecto resultó dosis-dependiente, alcanzando un 

máximo de 2,9 veces de inducción con 100 µM de (Bu)2cAMP. A dosis más altas (1 mM-

10 mM) la expresión de leptina retornó al nivel del control. Luego examinamos si el AMPc 

podría tener efecto sobre el nivel de ARNm de leptina. La Figura 41 muestra que el 

(Bu)2cAMP incrementó la expresión del ARNm de leptina, medido por qRT-PCR. El 

efecto máximo se obtuvo con 1 mM de AMPc, con 22 veces de inducción respecto al 
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control. Finalmente, realizamos ensayos de transfecciones transitorias, con el vector 

plasmídico reportero pL1951. En las células BeWo transfectadas, el AMPc fue capaz de 

estimular la actividad del promotor de leptina desde una concentración de 0,1µM hasta una 

de 1 mM del nucleótido (Figura 41). El máximo efecto se obtuvo con 10 µM de 

(Bu)2cAMP, donde se indujo 4,2 veces la actividad de luciferasa por sobre el control sin 

tratar.  
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FIGURA 40. El AMPc induce la expresión de leptina en células de placenta. Células 
BeWo (1x106) se plaquearon en medio completo DMEM-F12, suplementado con 1% SFB, 
y se incubaron por 3 días con diferentes dosis de (Bu)2cAMP como se indica. Los extractos 
celulares se prepararon según lo indicado en Materiales y Métodos. Las proteínas se 
separaron en un gel SDS-PAGE y la expresión de leptina se determinó por western blot. 
Los pesos moleculares se estimaron empleando marcadores de peso molecular estándar. 
Los controles de carga se efectuaron por inmunoblot de la misma membrana con anticuerpo 
anti-ȕ-actina. Se muestra en el panel inferior la densitometría de las bandas. La masa 
molecular (kDa) se indica a la derecha de las bandas. Los resultados se expresan relativos al 
control sin agregado de droga al que se consideró 1. Se muestra un resultado representativo 
de tres repeticiones independientes. El análisis estadístico se realizó por ANOVA seguido 
del test a posteriori de comparaciones múltiples de Bonferroni. **p < 0.01; ***p< 0.001.  
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FIGURA 41. El AMPc induce la transcripción de leptina en células trofoblásticas. Células 
JEG-3 fueron cultivadas según lo descripto previamente para células BeWo y se trataron 
por 3 días con dosis crecientes de (Bu)2cAMP. Se extrajo el ARN total y el ARNm de 
leptina se cuantificó por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. La ciclofilina se empleó 
como control estándar interno. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado 
de droga al que se consideró 1. Los resultados se expresan como el promedio ± D.E. de dos 
experimentos independientes realizados en triplicado. El análisis estadístico se realizó por 
ANOVA seguido del test a posteriori de comparaciones múltiples de Bonferroni. *p < 0.05  

 

 

 

Así, en conjunto, estos resultados demuestran que el AMPc incrementa la expresión 

de leptina no sólo a nivel de su síntesis sino también de su transcripción, en células de 

placenta humana.    

 Los niveles de ARNm de leptina en tejido adiposo son incrementados por 

glucocorticoides e insulina (288, 482, 483) y disminuidos por agonistas ȕ-adrenérgicos 

(178). Por otro lado, un aumento en las concentraciones de AMPc, regula negativamente la 

secreción de leptina y una disminución, ejerce el efecto contrario (484). Varios elementos 

regulatorios han sido identificados en el promotor de leptina (por ejemplo, elementos de 

respuesta a AMPc y glucocorticoides y sitios SP-1 y C/EBP), sugiriendo una regulación 

directa de la expresión de leptina a través de distintas vías transcripcionales (98, 182, 336, 

485).  
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FIGURA 42. El promotor de leptina es activado por AMPc en células placentarias. 
Células BeWo fueron transitoriamente transfectadas con la construcción plasmídica 
pL1951 y tratadas con (Bu)2cAMP como se indica, durante 72 h, en medio DMEM-F12 1% 
SFB. Se midió la actividad de Luc en los extractos celulares y se normalizó a la actividad 
de ȕ-galactosidasa. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de droga al 
que se consideró 1. Los resultados se expresan como promedio ± D.E. de dos experimentos 
independientes realizados en triplicado. El análisis estadístico se realizó por ANOVA 
seguido del test a posteriori de comparaciones múltiples de Bonferroni. *p < 0.05 
 
 
 

La regulación y la fisiología de la leptina en placenta no son totalmente conocidas y, 

en particular, muy poco se conoce acerca de la regulación de leptina por AMPc. Nuestros 

resultados mostraron que bajas dosis de AMPc estimulan la expresión de leptina de manera 

dosis dependiente; sin embargo a dosis mayores a 1mM la estimulación por AMPc 

desaparece, observándose una curva de respuesta con forma de U invertida. Al respecto, se 

ha reportado que la activación de la PKA es capaz de regular su propia expresión. Una 

activación sostenida del sistema de PKA por forskolina o por análogos del AMPc, causa 

una disminución en las subunidades catalíticas y un aumento en los niveles de las 

subunidades regulatorias (486). Esta retroalimentación negativa actúa como un mecanismo 

regulatorio que ayuda a mantener la homeostasis celular bajo condiciones de prolongada 
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exposición o de estimulación neurohormonal, y previene de la sobreestimulación. Estas 

observaciones podrían explicar nuestros resultados.  

El efecto estimulatorio del AMPc sobre la expresión de leptina ha sido también 

reportado en varias células no adiposas tales como células C6 de glioma, células GH3 de 

tumor pituitario (377, 378), células de cáncer mamario MCF-7 (349), células gástricas 

MKN-74 (187), y tejido placentario coriónico (345). No obstante, estos resultados 

contrastan con lo que ha sido demostrado en tejido adiposo. En cultivos de explantos de 

adipocitos maduros, la activación de PKA suprimió la secreción y los niveles de ARNm de 

leptina (180). Sin embargo, esta discrepancia en la regulación de leptina en ambos tejidos 

productores de leptina concuerda con el hecho de que el gen de leptina humano posea un 

intensificador específico de placenta y una proteína nuclear de unión involucrados en la 

expresión de leptina (338, 339). Estas evidencias indican que la regulación de la producción 

de leptina en trofoblastos de placenta es diferente de la de adipocitos.  

Por otro lado, la síntesis y secreción de leptina en trofoblastos normales están 

reguladas por una variedad de agentes bioquímicos endógenos entre los que se incluyen 

factores de crecimiento, hormonas y citoquinas (101). Dichos agentes inician una serie de 

eventos intracelulares de señalización que resultan en la activación de varias vías de 

señalización (376, 487), incluyendo las del AMPc/PKA y la de MAPK (488-491). La vía de 

PKA cumple un rol central en la señalización biológica de varias hormonas en la placenta, 

tales como la epinefrina, los prostanoides y la hCG (376). La insulina y los glucocorticoides 

son hormonas candidatas a regular la expresión y secreción de leptina en placenta, dado que 

se encuentran aumentadas en el suero materno al final de la gestación y sus receptores son 

expresados en placenta (311, 346). De hecho, la insulina y la dexametasona son importantes 

moduladores de la expresión del gen de leptina; y su secreción es finamente regulada por 

insulina en adipocitos aislados de ratas (492). El efecto de la insulina sobre la síntesis y 

secreción de leptina parece ser regulada al menos en dos pasos posttranscripcionales: 1) 

movilizando pooles preexistentes de leptina, y 2) estimulando la síntesis de leptina. Estos 

estudios implican a las vías de PI3K, MAPK y mTOR como mediadoras de la síntesis y 

secreción de leptina (493). Pese a que existe literatura disponible en relación a la regulación 

del gen de leptina en tejido adiposo, la información referente a la regulación de la leptina 

placentaria surge por comparación. Los efectos de insulina implican el reclutamiento de 
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C/EBP a través de la vía dependiente de AMPc (382). La unión de la insulina a su receptor 

también activa la vía de MAPK (380, 381). Así podría ser que la estimulación de leptina en 

placenta por AMPc sea desencadenada por distintas hormonas, entre ellas la insulina, 

capaces de activar las vías de señalización dependientes del nucleótido.    

 

 

La expresión de leptina es estimulada por AMPc en explantos de placenta 

 

 Con el fin de estudiar los efectos del AMPc en un sistema más fisiológico, 

analizamos explantos de placenta humana a término, de embarazadas sanas. Los explantos 

fueron incubados durante 4 h en medio tratado o no, con concentraciones crecientes de 

(Bu)2cAMP (0,1-1000 µM). En la Figura 43 se observa que el AMPc estimuló la expresión 

de leptina en explantos de placenta, medida por Western blot. Este efecto resultó dosis 

dependiente, alcanzando un máximo de 2,5 veces de inducción con (Bu)2cAMP 10 µM.  

De manera de caracterizar en mayor profundidad el efecto de leptina sobre el AMPc 

en células trofoblásticas, realizamos experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real en 

explantos de placenta estimulados con (Bu)2cAMP como se describió previamente. Como 

muestra la Figura 44, el AMPc causó un aumento en la expresión del ARNm de leptina, y 

el máximo efecto se obtuvo a los 100 µM de (Bu)2cAMP, con 56 veces de inducción. Más 

aún, incluso con 1 mM de (Bu)2cAMP, se observó una estimulación de leptina de 11 veces 

respecto al control. Estos resultados refuerzan la idea de que el AMPc posee un importante 

rol en la regulación de la expresión de leptina en placenta humana.     
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FIGURA 43. El AMPc induce la expresión de leptina en explantos de placenta humana. 
Explantos de placenta humana a término se procesaron según lo descripto en Materiales y 
Métodos y se trataron con dosis crecientes de (Bu)2cAMP durante 4 h. Se prepararon los 
extractos de placenta y las proteínas se separaron en geles SDS-PAGE. La expresión de 
leptina se determinó por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot 
de las mismas membranas con anticuerpo anti-ȕ-actina. Los pesos moleculares se estimaron 
empleando marcadores de peso molecular estándar. La densitometría de las bandas se 
muestra en el panel inferior. Los resultados se expresan relativos al control sin agregado de 
droga al que se consideró 1. Se observa un resultado representativo de tres repeticiones 
independientes. *p< 0.05; **p< 0.01. 
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FIGURA 44 El ARNm de leptina es inducido por AMPc en explantos de placenta. Se 
obtuvieron explantos de placenta humana según lo indicado en Materiales y Métodos y se 
trataron con (Bu)2cAMP como se indica. El ARN total se extrajo como se describió 
previamente y el ARNm de leptina se cuantificó por qRT-PCR. La ciclofilina se utilizó 
como control de expresión interno. Los resultados se expresan relativos al control sin 
agregado de droga al que se consideró 1. Se muestra un resultado representativo de tres 
experimentos independientes realizados en triplicado. **p< 0.01. 
 

 

 

La vía de señalización de PKA está involucrada en el efecto de AMPc sobre la 

expresión de leptina 

 

Dado que el AMPc mostró un efecto inductor sobre la expresión de leptina en 

placenta, nuestro siguiente objetivo fue investigar si este segundo mensajero ejerce su 

acción a través de la activación de la vía de señalización de PKA. Para ello, primero 

determinamos si el AMPc es capaz de activar la señalización de PKA en placenta humana. 

A tal fin analizamos la fosforilación de CREB en células BeWo (Figura 45A) y en 

explantos de placenta (Figura 45B) tratadas con diferentes dosis de (Bu)2cAMP. Como 

puede observarse, la fosforilación de CREB fue inducida significativamente por el 

tratamiento con (Bu)2cAMP y este efecto resultó dosis dependiente, alcanzándose la 

máxima estimulación con 10, 100 y 1000 µM de AMPc. Para confirmar la participación de 

esta vía en el efecto del AMPc, realizamos experimentos de cotransfección con el plásmido 
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pL1951 y cantidades crecientes (I a IV) de plásmidos de expresión de la subunidad 

catalítica de PKA o del factor de transcripción CREB. Según se muestra en la Figura 46, la 

sobreexpresión de las proteínas PKA o CREB causó una estimulación significativa en la 

actividad del promotor de leptina. PKA o CREB generaron una inducción máxima de 42,5 

y 58 veces, respectivamente. Los efectos fueron dosis dependiente. En una estrategia 

opuesta, realizamos una cotransfección con un plásmido de expresión de una mutante 

dominante negativa de PKA (PKI). Esta proteína es una mutante de la subunidad 

regulatoria de la PKA que es capaz de unir AMPc pero no de disociarse de la subunidad  

catalítica. Como se observa en la Figura 47, la expresión de PKI inhibió significativamente 

la actividad del promotor de leptina con 9,8 veces de reducción en la misma. En conjunto, 

estos resultados demuestran que el AMPc induce la fosforilación de CREB en placenta 

humana y que la vía de señalización de PKA estaría involucrada en la regulación de la 

expresión de leptina por AMPc.   
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FIGURA 45. El AMPc es capaz de activar la vía PKA en placenta. A, Células BeWo 
(1x106) se cultivaron en medio DMEM-F12 completo suplementado con 1% SFB, y se 
incubaron por 15 min con (Bu)2cAMP como se indica. B, Explantos de placenta se 
procesaron según lo previamente descripto y se trataron por 15 min con (Bu)2cAMP. A y B, 
Los extractos se prepararon como se indica en Materiales y Métodos. Las proteínas se 
separaron en geles desnaturalizantes SDS-PAGE. La fosforilación de CREB se determinó 
mediante análisis de Western blot. Se determinó el nivel total de CREB en los extractos 
celulares como control de carga. Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores 
de peso molecular estándar. En el panel inferior se muestra la densitometría de bandas. 
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FIGURA 46. La vía de PKA participa en la activación del promotor de leptina. Células 
BeWo se cotransfectaron transitoriamente con el plásmido pL1951 y concentraciones 
crecientes de plásmidos expresando la subunidad catalítica de la PKA (2,3 µg/ml) o de 
CREB (1µg/ml). Las células se incubaron durante 72 h en DMEM-F12 con 1% SFB. Se 
midió la actividad de luciferasa  en los extractos celulares y se normalizó a la actividad de 
ȕ-galactosidasa. Los resultados están expresados como promedio ± D.E, de tres 
experimentos independientes realizados en duplicado. *p< 0.05; **p< 0.01; ***p< 0.001. 
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FIGURA 47. La inhibición de PKA impide la activación del promotor de leptina. Células 
BeWo se cotransfectaron transitoriamente con el plásmido pL1951 y con una mutante 
dominante negativa de la subunidad regulatoria de la PKA (PKI) (1µg/ml) como se indica. 
Las células se incubaron durante 72 h en DMEM-F12 con 1% SFB. Se midió la actividad 
de luciferasa en los extractos celulares y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los 
resultados se expresan relativos al control sin cotransfectar con PKI al que se consideró 1. 
Los resultados están expresados como promedio ± D.E, de tres experimentos 
independientes realizados en duplicado. ***p< 0.001. 
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En esta parte del trabajo nuestro objetivo fue analizar si el efecto de inducción del 

AMPc sobre la expresión de leptina era resultado de la activación de la PKA o podía 

deberse a eventos independientes de la PKA inducidos por dicho nucleótido. La última 

posibilidad no puede ser excluída debido a que existen varios experimentos que han 

provisto de evidencia acerca de los procesos celulares que afecta el AMPc de manera 

independiente de la PKA (373-375). Entre los sustratos intracelulares de PKA se encuentra 

CREB (383, 384). CREB es importante para la expresión de muchos genes que responden 

al AMPc en diferentes tipos celulares y en respuesta a distintas señales (385). En nuestro 

caso, confirmamos que el AMPc es capaz de inducir la fosforilación de CREB no sólo en 

células de coriocarcinoma sino también en un modelo más fisiológico como lo son los 

explantos placentarios. El aumento en la actividad del promotor de leptina con la 

sobreexpresión de PKA y CREB permitió confirmar la participación de estas proteínas en 

la regulación positiva del nucleótido sobre la hormona.        

 

La inhibición de la vía dependiente de PKA previene la inducción de leptina por 

AMPc 

Para profundizar en el rol de la vía dependiente de PKA en la inducción de la 

expresión de leptina en células placentarias, diseñamos otro abordaje experimental 

utilizando inhibidores farmacológicos de la vía. Células BeWo se trataron con 1 µM de 

(Bu)2cAMP, en presencia o ausencia del inhibidor específico de PKA, H89, 10 µM, según 

lo descripto previamente. Se determinó la expresión de leptina por Western blot (Figura 

48). Como se esperaba, 1µM de (Bu)2cAMP produjo una inducción en la expresión de 

leptina de 7 veces respecto al control. Este efecto fue significativamente inhibido con el 

pretratamiento con H89 10 µM. Más aún, el H89 causó también una inhibición en el nivel 

de leptina basal. Para verificar el papel de la activación de PKA en la estimulación de la 

expresión de leptina por AMPc, se realizaron experimentos similares en células de 

explantos placentarios. En la Figura 49 se observa que al igual que en células BeWo, el 

AMPc aumentó la expresión de leptina en explantos de placenta hasta 1,8 veces en 

comparación con el control, y dicho efecto fue inhibido con el pretratamiento con H89. En 

base a estos resultados, decidimos investigar si el H89 era capaz de ejercer el mismo efecto 

inhibitorio a nivel transcripcional. Células BeWo se transfectaron transitoriamente con la 
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construcción reportera de Luc pL1951 y se trataron con (Bu)2cAMP y/o H89 10 µM. De 

manera similar a lo observado previamente, el AMPc estimuló significativamente la 

actividad del promotor de leptina (Figura 50). El cotratamiento con el nucleótido y el 

inhibidor de PKA suprimió la inducción de la expresión de leptina por AMPc, con una 

reducción de 12 y 4 veces con 1µM y 1mM de (Bu)2cAMP, respectivamente. Más aún, la 

Figura 51 muestra que cuando las células fueron tratadas con un inhibidor farmacológico de 

la adenilato ciclasa, SQ22,536 100µM, ocurrió una disminución significativa de 2,3 veces 

en el efecto de AMPc sobre la expresión de leptina. Estos resultados refuerzan la idea de 

que la vía de señalización de PKA está involucrada en el efecto de AMPc sobre la 

expresión de leptina.      
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FIGURA 48. La inhibición de la vía de PKA bloquea la inducción de leptina por AMPc en 
células trofoblásticas. Células BeWo (1x106) se cultivaron en medio DMEM-F12 completo 
suplementado con 1% SFB y se incubaron durante 3 días con (Bu)2cAMP 1µM y H89 
10µM como se indica. Los extractos celulares se prepararon según lo indicado en 
Materiales y Métodos. Las proteínas se separaron en geles SDS-PAGE y la expresión de 
leptina se determinó por Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot 
de la misma membrana con anticuerpo anti-ȕ-actina. Los pesos moleculares se estimaron 
con marcadores de peso molecular estándar. Se muestra en el panel inferior la densitometría 
de las bandas. Los resultados se expresan como promedio ± D.E de tres experimentos 
independientes. **p< 0.01 vs. control; ##p<0.01 vs. tratamiento con (Bu)2cAMP. 
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FIGURA 49. La inhibición de PKA suprime la estimulación de leptina por AMPc en 
explantos de placenta. Explantos de placenta humana a término fueron procesados según lo 
previamente descripto y tratados con 1-1000 µM de (Bu)2cAMP y H89 10 µM por 4 h. Los 
extractos de placenta se prepararon según lo indicado en Materiales y Métodos. Las 
proteínas se separaron en geles SDS-PAGE y la expresión de leptina se determinó por 
Western blot. Los controles de carga se realizaron por inmunoblot de la misma membrana 
con anticuerpo anti-ȕ-actina. Los pesos moleculares se estimaron con marcadores de peso 
molecular estándar. Se muestra en el panel inferior la densitometría de las bandas. Los 
resultados se expresan como promedio ± D.E de tres experimentos independientes.  
*p< 0.05 vs. control; #p<0.05, ##p<0.01 vs. tratamiento con (Bu)2cAMP. 
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FIGURA 50. La inhibición de la vía de PKA suprime la actvidad del promotor de leptina. 
Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construcción plasmídica 
pL1951 y tratadas con (Bu)2cAMP y H89, como se indica. Se incubaron las células por 72 
h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midió en los extractos 
celulares y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se expresan 
relativos al control sin drogas al que se consideró 1. Los resultados se expresan como 
promedio ± D.E de tres experimentos independientes realizados en duplicado. *p< 0.05 vs. 
control; #p<0.05 vs. tratamiento con (Bu)2cAMP.   

 

Con el empleo de un inhibidor selectivo de PKA, H89 (494), confirmamos la 

participación de la vía dependiente de PKA en el efecto del AMPc sobre leptina en 

placenta. La inhibición de la PKA suprimió la inducción de leptina por AMPc, tanto en 

células BeWo como en explantos de placenta a término. Sumado a ello, la vía de PKA 

también actuó a nivel transcripcional dado que el H89 fue capaz de suprimir la actividad 

del promotor de leptina inducida por AMPc. Por otro lado, la inhibición de la adenilato 

ciclasa causó una reducción en la actividad del promotor de leptina, demostrando que una 

disminución en los niveles endógenos de AMPc también afecta la expresión basal de la 

proteína. En resumen, los resultados presentados demuestran que el AMPc estimula la 

expresión de leptina a través de la activación de la vía de PKA.     
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FIGURA 51. La inhibición de la vía de PKA suprime la activación del promotor de leptina 
por AMPc. Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construcción 
plasmídica pL1951 y tratadas con H89 y SQ22,536, como se indica. Se incubaron las 
células por 72 h en medio DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midió en los 
extractos celulares y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se 
expresan relativos al control sin drogas al que se consideró 1. Los resultados se expresan 
como promedio ± D.E de tres experimentos independientes realizados en duplicado. **p< 
0.01, ***p<0.001.   

 
 

La vía de MAPK está involucrada en la estimulación de leptina por AMPc en células 

de placenta 

 

Ha sido reportado que el AMPc es capaz de estimular (495-497) o de inhibir (498, 

499) la vía de MAPK en una gran variedad de tipos celulares. En base a los estudios 

previos, nos planteamos como siguiente objetivo investigar si la vía de MAPK se encuentra 

involucrada en la estimulación de la leptina por AMPc en placenta. A tal fin, se evaluó el 

efecto de un inhibidor farmacológico de MEK, PD98059, sobre la expresión de leptina. Se 

incubaron para ello células BeWo con 1, 100 o 1000 µM de (Bu)2cAMP, en presencia o no 

de PD98059 50 µM. La expresión de leptina se determinó por Western blot. Según se 

observa en la Figura 52, el inhibidor de MEK bloqueó la inducción de leptina con 1 y 100 
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µM de (Bu)2cAMP en 1,6 y 2,4 veces respectivamente. El tratamiento con PD98059 50 µM 

también produjo una inhibición en el nivel basal de leptina. 
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FIGURA 52. El AMPc involucra la activación de la vía de MAPK en la inducción de 
leptina. Células BeWo fueron incubadas por 3 días con (Bu)2cAMP y PD98059 como se 
indica. Los extractos celulares se prepararon según lo previamente descripto y se sembraron 
en SDS-PAGE 12%. La expresión de leptina se determinó por Western blot. Los controles 
de carga se efectuaron por inmunoblot de las mismas membranas con anticuerpo anti-ȕ-
actina. Los pesos moleculares se determinaron con marcadores de peso molecular estándar. 
En el panel inferior se muestra la cuantificación de las bandas, relativa a la de las bandas de 
ȕ-actina. Los resultados son representativos de un experimento realizado en triplicado.*p< 
0.05; **p< 0.01.vs. control; #p< 0.05; ###p < 0.001 vs. tratamiento con (Bu)2cAMP.  

 

 

 A partir de este resultado, decidimos evaluar la activación de ERK por AMPc en 

células de placenta. Se trataron células BeWo durante 15 min con 0,1-1000 µM de 

(Bu)2cAMP y la fosforilación de ERK 1/2 se determinó por Western blot. Como muestra la 

Figura 53A, el AMPc indujo la fosforilación de ERK 1/2, alcanzando un máximo de 

estimulación de 2,3 veces con (Bu)2cAMP 10 µM. Se realizó el mismo experimento se 
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realizó en explantos de placenta humana a término, para confirmar en un modelo más 

fisiológico, lo observado previamente en la línea celular. Examinamos así, la fosforilación 

de ERK 1/2 en explantos de placenta tratados con diferentes dosis de (Bu)2cAMP (Figura 

53B). La fosforilación de ERK 1/2 fue significativamente incrementada con el tratamiento 

con AMPc, y el máximo efecto se obtuvo con 100 µM de (Bu)2cAMP (2,2 veces de 

inducción). Para estudiar en mayor profundidad la participación de la MAPK en el efecto 

de AMPc sobre la expresión de leptina, realizamos experimentos de transfección transitoria 

empleando la construcción reportera pL1951. Las células transfectadas se trataron con 100 

µM o 1mM de (Bu)2cAMP y/o 10 µM de PD98059. En la Figura 54, se muestra que el 

AMPc indujo la actividad del promotor de leptina y el tratamiento con PD98059 bloqueó 

dicha inducción.  

Por otro lado, cuando se realizaron experimentos de cotransfección con un vector de 

expresión que codifica la subunidad catalítica de PKA, observamos un aumento 

significativo de la actividad del promotor de leptina alcanzando las 5 veces de inducción 

respecto al control. El tratamiento con PD98059 10 µM inhibió la estimulación por PKA. 

En resumen, todos estos datos sugieren que la inducción por AMPc del gen de leptina es 

mediada no sólo por la activación de la vía de señalización de PKA sino también por la vía 

de MAPK/ERK, y probablemente un entrecruzamiento entre estas vías es responsable de 

los efectos observados. 

La vía de señalización de la MAPK es esencial para la reproducción en general. Ha 

sido relacionada con la maduración del ovocito y en el control de la invasión y penetración 

trofoblástica (397). Más aún, está bien establecido que la vía de ERK se encuentra 

involucrada en el desarrollo de la placenta (500). Hemos demostrado previamente que la 

leptina previene de la apoptosis en células trofoblásticas a través de la vía de MAPK. Estas 

evidencias nos condujeron a investigar si la vía de transducción de señales de la MAPK se 

encuentra involucrada en la regulación positiva de la leptina por AMPc en células de 

placenta. Con el empleo de un inhibidor farmacológico de MEK (PD98059) logramos 

demostrar, por Western blot y transfecciones transitorias, que la vía de MAPK participa en 

la regulación de la expresión de leptina por AMPc. Además, el PD98059 bloqueó 

parcialmente la inducción de leptina causada por la sobreexpresión de la subunidad 
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catalítica de PKA. En este contexto, ha sido reportado que la cascada de MAPK puede 

modular la actividad de PKA por varios mecanismos (386).  
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FIGURA 53. La vía de MAPK es activada por el AMPc en placenta. A, Células BeWo 
(1x106) se incubaron en medio completo DMEM-F12 suplementado con 1% SFB y se 
trataron con diferentes dosis de (Bu)2cAMP (µM) durante 15 min. B, Explantos de placenta 

A 

B 
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se procesaron según lo descripto en Materiales y Métodos y se incubaron con (Bu)2cAMP 
como se indica, durante 15 min. Los extractos se sembraron en un gel 12 % SDS-PAGE y 
la fosforilación de ERK 1/2 se determinó por Western blot. Como control de carga se 
determinó el total de proteína ERK 1/2. Los pesos moleculares se determinaron con 
marcadores de peso molecular estándar. En el panel inferior se muestra la cuantificación de 
las bandas. Los resultados son representativos de un experimento realizado en 
triplicado.*p< 0.05; **p< 0.01.  
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FIGURA 54. El promotor de leptina es activado por AMPc a través de la vía de MAPK. 
Células BeWo fueron transfectadas transitoriamente con la construcción plasmídica 
pL1951. Según se indica las células se cotransfectaron con un plásmido de expresión para 
la subunidad catalítica de PKA, y se trataron con (Bu)2cAMP y/o PD98059. Las células se 
incubaron durante 72 h en DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midió en los 
extractos celulares y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se 
expresan relativos al control sin ningún agregado al que se consideró 1. Los resultados se 
expresan como promedio ± D.E. ***p< 0.01.vs. control; #p< 0.05; ##p< 0.01; ###p< 0.001 
vs. tratamiento con (Bu)2cAMP. 
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El efecto del AMPc sobre la expresión de leptina en células de placenta involucra un 

entrecruzamiento entre las vías de señalización de PKA y MAPK 

 

La vía de AMPc/PKA y la cascada de MAPK modulan procesos en común en la 

célula y se han descripto múltiples niveles de “crosstalk” entre dichas vías de señalización. 

(386-389). En algunos tipos celulares y bajo ciertas circunstancias la activación de PKA 

resulta en la activación de la vía de ERK; mientras que en otros tipos celulares y bajo otras 

condiciones de cultivo, PKA bloquea la señalización de ERK (390). Pese a que el 

entrecruzamiento entre PKA-ERK 1/2 ha sido ampliamente estudiado, los mecanismos 

precisos involucrados en este proceso aún no están claros. En esta parte del trabajo, 

estudiamos el posible entrecruzamiento entre las vías en cuestión en células trofoblásticas, 

a fin de establecer los mecanismos moleculares subyacentes al efecto de AMPc en la 

estimulación de la leptina. 

Tal como discutimos previamente, las vías de PKA y MAPK no operan 

independientemente una de otra sino que múltiples eventos de entrecruzamiento ocurren 

entre ambas vías. Demostramos que el tratamiento con AMPc activa la fosforilación de 

ERK en células de placenta (Figura 53) y que PD inhibe la activación ejercida por PKA 

sobre el promotor de leptina (Figura 54),  por lo tanto decidimos continuar investigando la 

presencia de dicho “cross talk” entre estas dos vías de señalización y su relación con el 

efecto del AMPc sobre la expresión de leptina en placenta. Para establecer si la inhibición 

de la vía de MAPK podría afectar la activación de la señalización del AMPc en placenta 

humana, examinamos por Western blot la fosforilación de CREB, en explantos de placenta 

tratados con (Bu)2cAMP 0,1 o 1 µM y/o PD98059 50 µM. Como se esperaba, la 

fosforilación de CREB fue estimulada con la incubación con AMPc (Figura 55). 

Interesantemente, este efecto fue bloqueado con PD98059 50 µM. La fosforilación de 

CREB en la serina 133 inicialmente fue atribuida a PKA. Sin embargo, otros estudios han 

establecido que varias quinasas son capaces de fosforilar CREB en ese mismo residuo. Si 

bien ERK 1/2 no puede fosforilar directamente a CREB, puede activarla por fosforilación 

de miembros de la familia de proteínas quinasas pp90rsk, que translocan al núcleo y 

fosforilan directamente a CREB (391). Por otro lado, examinamos la fosforilación de ERK 

1/2 en células BeWo preincubadas con H89 10 µM o SQ22,536 100 µM y luego tratadas 
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con (Bu)2cAMP 1 o 1000 µM. La fosforilación de las quinasas se determinó por Western 

blot. Según se observa en la Figura 56, la fosforilación de ERK 1/2 aumentó 

significativamente cuando se utilizaron los inhibidores de PKA o de AC. Más aún, cuando 

las células se trataron con (Bu)2cAMP 1 o 1000 µM  en presencia de H89, la fosforilación 

de ERK 1/2 alcanzó 2,2 y 2,8 veces de inducción respectivamente. Esto sugiere que la 

activación de PKA podría causar la inhibición de ERK, y que el AMPc activaría la vía de 

señalización de ERK de manera independiente de PKA.  
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FIGURA 55. Un entrecruzamiento entre las vías de PKA y MAPK está involucrado en el 
efecto de AMPc sobre la expresión de leptina en placenta. Explantos de placenta humana 
se procesaron según lo previamente descripto y se trataron con (Bu)2cAMP y/o PD98059 
por 15 min. Los extractos de placenta se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y se analizó 
la fosforilación de CREB por Western blot. Como control de carga se determinó el nivel 
total de CREB sin fosforilar. Los pesos moleculares se estimaron empleando marcadores de 
peso molecular estándar. En el panel inferior se muestra la densitometría de las bandas. 
 
 



189 
 

Bu)2cAMP (M)

H89 10M

SQ22,536 100M +

+ ++

-- --

-1000- - 1

- -

0

100

200

300

400

500

R
e

la
ti

v
e

 b
a

n
d

s
 in

te
n

s
it

y
 (

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

s
)

*

**

***

P-ERK

ERK

-44
-42

-44
-42

***

 

FIGURA 56. Las vías de PKA y MAPK se entrecruzan en células de placenta. Células 
BeWo (1x106) se incubaron en medio completo DMEM-F12 suplementado con 1% de SFB 
y se trataron durante 15 min con (Bu)2cAMP, H89, o SQ22,536 como se indica. Los 
extractos celulares se sembraron en un gel 12% SDS-PAGE y la fosforilación de ERK 1/2 
se analizó por Western blot.  Se determinó el nivel total de ERK 1/2 como control de carga. 
Los pesos moleculares se estimaron utilizando marcadores de peso molecular estándar. La 
densitometría de bandas se muestra en el panel inferior. Los resultados son representativos 
de tres experimentos independientes y se expresan como promedio ± D.E. *p< 0.05; **p< 
0.01; ***p< 0.001. 
 
   

 

Está descripto que el AMPc puede activar a la MAPK a través de miembros de la 

superfamilia de proteínas Ras. En dicho mecanismo, el AMPc se une al factor 

intercambiador de guanidina (Epac) y activa Rap1a, que luego aumenta la fosforilación de 

MAPK (392, 393).  

Con el fin de evaluar el rol de esta vía en la estimulación de leptina por el AMPc, 

realizamos un ensayo de gen reportero en el cual cotransfectamos células BeWo con el 

pL1951 y plásmidos de expresión de las proteínas Epac y Rap1a. El resultado se muestra en 

la Figura 57. La sobreexpresión de las proteínas Epac y Rap1a causó una estimulación en la 

actividad del promotor de leptina, sugiriendo que esta vía alternativa de señalización del 



190 
 

AMPc podría estar involucrada en la acción que el nucleótido ejerce sobre la leptina. En 

este sentido, ha sido reportado que Epac se expresa en los diferentes estadíos de la placenta 

humana. Epac1 y Epac2 son expresadas en los trofoblastos placentarios del villi coriónico y 

tendrían funciones en la diferenciación y en la formación del sincicio (392). En placentas 

de primer y segundo trimestre, tanto la expresión de Epac1 como la de Epac2 fueron 

halladas en el STB, en los CTB, en el estroma, los vasos sanguíneos y los EVT. En placenta 

a término, Epac1 y Epac2 se localizaron en el STB, EVT y vasos sanguíneos. En células 

BeWo, Epac1 y Epac2 fueron localizados en la membrana plasmática y el citoplasma 

respectivamente (501). Epac1 se transloca rápida y reversiblemente a la membrana 

plásmatica y activa a Rap en respuesta al AMPc (502, 503). Se ha demostrado que la acción 

sinérgica de PKA y Epac en la señalización de AMPc se requiere para la diferenciación de 

fibroblastos de ratón 3T3-L1 en adipocitos. En contraste, la estimulación persistente de 

PKA inhibe la diferenciación a adipocitos (504). Estos resultados indicarían que se requiere 

una regulación estricta de PKA y Epac en la señalización mediada por AMPc para las 

respuestas celulares adecuadas. En neuronas de cerebelo de ratón se ha hallado que la 

señalización dependiente de AMPc/Epac, pero independiente de PKA, es la que controla la 

excitabilidad celular (505). Así, los resultados obtenidos sugieren que en nuestro sistema, 

estarían involucradas tanto las vías de PKA como la de Epac en la acción del AMPc sobre 

la expresión de leptina.  
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FIGURA 57. El promotor de leptina es activado por Epac/Rap-1A.Células BeWo fueron 
cotransfectadas transitoriamente con la construcción plasmídica pL1951 y plásmidos que 
codifican para las proteínas Epac o Rap1a, como se indica. Las células se incubaron durante 
72 h en DMEM-F12 1% SFB. La actividad de luciferasa se midió en los extractos celulares 
y se normalizó a la actividad de ȕ-galactosidasa. Los resultados se expresan como 
promedio ± D.E. *p< 0.05. 

 

Las posibles interrelaciones que ocurren en las células trofoblásticas cuando 

aumenta el AMPc intracelular, están descriptas en el modelo mostrado en la Figura 58, 

elaborado en base a reportes previos (386, 506) y a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo. No obstante, se requieren más estudios que permitan verificar el modelo y explicar 

los mecanismos moleculares responsables de la acción del AMPc sobre la leptina. Los 

resultados obtenidos indican que tanto las vías de señalización de PKA como la de MAPK 

están involucradas en la estimulación de la expresión de leptina por AMPc en placenta y 

este efecto podría ocurrir probablemente como consecuencia de un entrecruzamiento entre 

las dos vías.    
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FIGURA 58. Cross talk entre las vías de PKA y MAPK y su acción sobre la expresión de 
leptina en placenta. Modelo propuesto de las vías de señalización involucradas en la 
estimulación de leptina por AMPc en placenta, basado en datos actuales. Las flechas 
terminadas en punta indican estimulación; las flechas cortadas, inhibición. RAP, pequeña 
proteína GTPasa Rap1 similar a Ras. 
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CONCLUSIONES 
 
 La infertilidad es un aspecto central de la salud reproductiva mundial. El proceso de 

desarrollo del embrión en la etapa de preimplantación y la preparación del útero para la 

implantación representan los dos principales determinantes para el éxito del proceso 

reproductivo. La investigación básica y clínica que permita comprender mejor estos eventos 

ayudará a aliviar los problemas reproductivos postfertilización. Así, explorando y 

definiendo los eventos moleculares durante el tiempo crítico de la implantación, tanto en el 

lado embrionario como en el uterino, se podrá formular un escenario más claro de dicho 

proceso. El objetivo no es sencillo pues investigar en humanos conlleva dificultades 

experimentales, consideraciones éticas y ciertas restricciones en los estudios. En este 

contexto, en el presente trabajo, hemos decidido centrarnos en el estudio de la acción y 

expresión de una proteína placentaria, importante no sólo en la implantación sino también 

durante todo período gestacional: la leptina. La comprensión de la biología de la leptina en 

placenta es un requisito fundamental para determinar la relevancia fisiológica de la 

hormona durante el embarazo. Por ello, hemos desarrollado una serie de experimentos 

destinados a ampliar los conocimientos respecto, a las funciones de la leptina por un lado, y 

a los factores responsables de su expresión en la placenta humana, por otro. 

 En la Sección I de la presente Tesis, estudiamos las vías de señalización 

activadas por la leptina en placenta, así como la acción antiapoptótica de la proteína y las 

vías de señalización involucradas en dicho efecto. Como modelo de trabajo hemos utilizado 

la línea celular de coriocarcinoma humano, JEG-3, y explantos de placenta humana a 

término. La línea JEG-3 mantiene muchas de las características de las células trofoblásticas 

humanas y ha sido ampliamente empleada en los estudios de señalización de células 

placentarias (120, 221). Asimismo, estas células expresan tanto leptina como su receptor 

(361). El uso de explantos de placenta humana permitió dar relevancia fisiológica a los 

resultados obtenidos en la línea celular.    

 La concentración de leptina fisiológica durante el embarazo normal en humanos 

oscila entre 7,4-35 ng/ml (0,4-2nM) (288); sin embargo, se estima que las concentraciones 

locales de la proteína son mayores a estos valores. Por ello, hemos elegido trabajar en 

nuestros experimentos con concentraciones de leptina entre 0-10 nM.   
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 La estimulación del LEPR por la leptina desencadena una serie de transducción 

de señales, que abarcan varias vías de señalización. Ello ocurre en la familia de receptores 

de las citoquinas de clase I y en la del receptor de insulina, entre otras. Nuestros resultados 

se centran fundamentalmente en las vías de JAK/STAT, MAPK y PI3K, de las cuales se ha 

demostrado que pueden activarse en respuesta a leptina en otros sistemas y que son capaces 

de mediar los efectos proliferativos de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento. 

 Inicialmente, determinamos la activación por fosforilación en tirosina del 

LEPR. Hemos demostrado que el LEPR es activado en respuesta a leptina en células 

trofoblásticas JEG-3. Este resultado refleja la regulación parácrina y/o endócrina de la 

leptina en placenta. Existen estudios previos que describen la regulación del crecimiento 

celular por leptina en células BeWo. No obstante, debemos considerar que las diferentes 

isoformas del LEPR poseen distintas capacidades de señalización y aún, resta por estudiar 

las isoformas del LEPR que median la acción de leptina en placenta. Sin embargo, en el 

modelo de células JEG-3, sólo hemos detectado la isoforma larga del receptor, lo que 

sugiere que la leptina en estas células actuaría principalmente a través de la isoforma 

mencionada. 

 El receptor de leptina pertenece a la familia de receptores de citoquinas de clase 

I, que estimulan la fosforilación en tirosina de proteínas STATs por activación de quinasas 

JAK (asociadas a la región intracelular del receptor). La unión del ligando con el receptor 

promueve su dimerización y la fosforilación de quinasas JAK. En nuestro caso, hemos 

demostrado que la leptina activa la vía de JAK-STAT en células trofoblásticas JEG-3. La 

estimulación con leptina en estas células provocó un aumentó en la fosforilación de las 

proteínas JAK2 y STAT3. En células BeWo, JAK2 ya se encuentra fosforilada en el estado 

basal y no puede ser activada por la leptina (221) y se ha sugerido que este estado puede ser 

específico de células de placenta. Sin embargo, nosotros hallamos que la leptina induce de 

forma dependiente de la dosis la activación de JAK2 en células JEG-3. Aún no hemos 

estudiado la activación de otras formas de STATs ni de JAKs, de manera de comprobar 

cuáles son las isoformas que median la señalización de la leptina.  

 Luego determinamos la activación por leptina de las vías de PI3K y MAPK. En 

primer lugar demostramos que la leptina induce en células trofoblásticas la fosforilación de 

intermediarios de la vía de PI3K, como Akt/PKB, GSK-3 y p70S6K. La actividad de la 
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PI3K ha sido implicada en la activación del metabolismo celular estimulado por la insulina 

y en la proliferación (400, 507). Por otro lado, observamos que la leptina fue capaz de 

inducir la fosforilación de ERK 1/2, MEK y p38, demostrando que hormona estimula las 

vías de MAPK en placenta. Ha sido reportado que la leptina activa la vía de MAPK en 

diferentes sistemas, mediando una respuesta proliferativa (225), y que la leptina posee una 

función antiapoptótica en monocitos circulantes, mediada por la vía de MAPK (148). 

 Finalmente, y en coincidencia con los resultados en células JEG-3, 

determinamos que la leptina es capaz de activar las vías de JAK/STAT, PI3K y MAPK en 

explantos de placentas humanas normales, lo cual valida con un modelo más fisiológico los 

efectos observados.  

 Como paso siguiente, luego de establecer las vías de señalización, investigamos 

si la leptina es capaz de ejercer un efecto antiapoptótico en células trofoblásticas. 

Demostramos que la leptina inhibe de la muerte celular inducida por deprivación de suero, 

y que dicha inhibición es ejercida tanto en los eventos tempranos como en los tardíos de la 

apoptosis.  

 Al investigar las vías de señalización involucradas en la acción antiapoptótica 

de leptina, empleando inhibidores farmacológicos de distintas vías, demostramos que la 

activación de la vía de la MAPK es necesaria para que la leptina ejerza sus efectos 

antiapoptóticos en células JEG-3. Al bloquear la vía de MAPK, con el inhibidor de MEK, 

PD98059, la leptina no logró revertir la apoptosis inducida con medio sin suero. En cambio, 

con el inhibidor de PI3K, wortmanina, la leptina continuó inhibiendo la apoptosis. Esto 

sugiere que la leptina previene la apoptosis en placenta a través de la vía de MAPK, y la vía 

de PI3K parece no estar involucrada en este efecto. Sin embargo, no hemos descartado la 

participación de otras vías no estudiadas, en la acción antiapoptótica de leptina. 

  En resumen, los resultados obtenidos hasta aquí aumentan el conocimiento de 

los mecanismos de acción de leptina en placenta, y aportan evidencias del efecto inhibitorio 

de leptina sobre la apoptosis, sugiriendo un papel trófico de la proteína en células 

trofoblásticas. Este hecho presenta relevancia en condiciones patológicas, donde la 

expresión de leptina por la placenta se encuentra incrementada por condiciones de estrés 

por hipoxia, como ocurre en la preeclampsia. También, en las GTDs existe una 

sobrerregulación de la expresión de leptina y todas las isoformas de su receptor (120) y los 
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niveles plasmáticos disminuyen después del tratamiento del tumor (340). El rol de la leptina 

en placentas de embarazos patológicos es ampliamente desconocido y requerirá de futuros 

estudios. 

 En la Sección II del presente trabajo, nos propusimos investigar la regulación 

de la expresión de leptina por dos moléculas que cumplen funciones esenciales durante el 

embarazo: la hCG y el AMPc. Más aún, decidimos investigar las vías de señalización 

involucradas en los efectos de hCG y AMPc sobre la leptina en placenta. 

 En esta parte del trabajo incluimos como modelo de estudio, la línea celular 

trofoblástica BeWo.  

 En primer lugar, demostramos que la hCG estimula la expresión endógena de 

leptina en células trofoblásticas de manera dosis dependiente, y que a concentraciones altas 

de hCG (>250 IU/ml) dicha estimulación desaparece. El efecto de regulación positiva se 

observa ya a las 24 horas de tratamiento y se mantiene al menos hasta las 72 horas. La hCG 

también es capaz de inducir la expresión del ARNm de leptina y de estimular la actividad 

del promotor de la hormona. Cuando evaluamos las distintas zonas del promotor que 

podrían ser responsables del efecto de hCG sobre leptina, observamos que la hormona 

estimula la actividad del promotor de leptina en toda su extensión, incluso en una porción 

mínima de 218 pb.  

 En explantos de placenta humana a término, la hCG incrementó la expresión de 

leptina así como su ARNm, de manera dosis dependiente, en coincidencia con los 

resultados obtenidos en células BeWo.  

 Tal como describimos previamente, la unión de hCG a su receptor LH/hCG, 

activa clásicamente la vía de señalización del AMPc/PKA. Sin embargo, al tratar a las 

células con hCG en combinación con AMPc, observamos un efecto inhibitorio del 

nucleótido sobre la estimulación de la hormona sobre leptina, ya sea tratando directamente 

con (Bu)2cAMP o con un inhibidor de las fosfodiesterasas (IBMX). El AMPc bloquea la 

estimulación del hCG sobre la leptina, no sólo a nivel de la expresión de la proteína sino 

también a nivel del ARNm. Ha sido reportado que altas concentraciones de hCG (mayores 

a 100UI/ml) causan un aumento en los niveles de AMPc y esto llevaría a la inhibición de la 

respuesta de los receptores LH/hCG a la hormona, ya sea por desensibilización o por 

desaparición de los receptores de la superficie (368, 463). Esto podría explicar que un 
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incremento en el AMPc conduzca a una supresión de los efectos de hCG sobre la expresión 

de leptina. Por otro lado, hemos observado que la inhibición de la PKA no afecta la 

estimulación de la leptina por hCG; más aún, tiende a incrementar dicho efecto. Esto 

sugeriría que la hCG actuaría sobre la leptina por una vía independiente de la PKA. Sin 

embargo, varios experimentos permanecen pendientes de manera de elucidar los 

mecanismos involucrados en el fenómeno observado. 

Previamente, ha sido demostrado que en el endometrio de primates (475) y en 

células de la granulosa porcina (476, 477) el receptor LH/hCG posee la habilidad de 

señalizar a través de la vía de MAPK/ERK. Estas evidencias nos llevaron a suponer que 

también en placenta humana, la hCG podría activar vías de señalización alternativas, no 

excluyente de la vía clásica. En efecto, al investigar la estimulación de leptina por hCG en 

presencia de PD98059, dicha estimulación fue significativamente inhibida. La acción del 

PD98059 se observó no sólo en células BeWo sino también en explantos de placenta, y a 

nivel de la síntesis y de la transcripción de la proteína. Demostramos así, que la vía de 

MAPK se encuentra involucrada en el efecto de hCG sobre la expresión de leptina en 

placenta. Más aún, determinamos que la hCG induce la fosforilación de ERK 1/2 y de 

MEK, siendo capaz por lo tanto de activar la vía de la MAPK en explantos de placenta, tal 

como había sido reportado en otros sistemas. 

Si bien, la inducción de leptina por hCG no resultó significativamente afectada 

cuando se incluyó un inhibidor de la vía de PI3K (wortmanina), se observó una cierta 

disminución en dicha inducción. Asimismo, la hCG indujo la fosforilación de Akt en 

explantos de placenta. Esto nos condujo a pensar que la vía de la PI3K podría estar 

involucrada también en los efectos de hCG sobre la expresión de leptina. En efecto, se ha 

reportado la activación de la vía de PI3K por hCG (478).  

Otros estudios serán necesarios para clarificar la participación de las vías del AMPc 

y de MAPK en la acción del hCG sobre la expresión de leptina, y para determinar en qué 

medida contribuyen ambas en el efecto estimulatorio observado. Asimismo, deberá 

determinarse si existen otras vías de señalización involucradas.  

Los resultados obtenidos nos condujeron al estudio del efecto del AMPc sobre la 

expresión de leptina en placenta. Utilizando estrategias experimentales similares y los 

mismos modelos de trabajo, demostramos, en primer lugar que el AMPc estimula la 
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expresión de leptina en placenta y que dicho efecto es dosis dependiente. Demostramos 

también que el AMPc incrementa la expresión del ARNm de leptina así como la actividad 

de su promotor. Estos resultados se encuentran en concordancia con el hecho de que el 

AMPc es un importante mediador de la acción y expresión de varias hormonas en placenta 

(376). Para profundizar en el estudio, decidimos analizar las vías de señalización 

responsables del efecto del AMPc sobre la leptina. Como primera estrategia, evaluamos si 

el AMPc era capaz de activar la vía de PKA en placenta. Comprobamos que el AMPc 

estimula la fosforilación de CREB de manera dosis dependiente en células BeWo y en 

explantos de placenta. Por otro lado, la sobreexpresión de PKA y de CREB produjo un 

aumento en la actividad del promotor de leptina, de forma proporcional a la cantidad de 

proteína sobreexpresada. En este sentido, la inhibición de la actividad de PKA generó una 

disminución tanto en la expresión de leptina como en la activación de su promotor. Así, 

demostramos que la vía de PKA es responsable, al menos en parte, de la estimulación de 

leptina por AMPc. Sin embargo, ha sido reportado que el AMPc es capaz, dependiendo del 

tipo celular, de inducir o de inhibir la vía de MAPK. A partir de estas evidencias, nos 

planteamos la posibilidad de que el AMPc pudiera estar actuando a través de distintas vías. 

En efecto, observamos que la inhibición de la vía de MAPK, causó un bloqueo de la 

inducción de leptina por AMPc. Más aún, demostramos que el AMPc estimula la 

fosforilación de ERK 1/2 en células BeWo y en explantos de placenta.  

Varios estudios han descripto el entrecruzamiento existente entre las vías de 

señalización de AMPc/PKA y la de MAPK. Múltiples eventos de “cross talk” ocurren a 

distintos niveles en ambas vías y de manera diferente según el tipo celular. En placenta, 

hemos hallado que la inhibición de la vía de MAPK suprime el efecto estimulador del 

AMPc sobre CREB. Por otro lado, la inhibición de la vía de PKA causó un incremento en 

la activación de ERK por AMPc, sugiriendo que el AMPc induciría la fosforilación de ERK 

de manera independiente a PKA. En este sentido, se sabe que el AMPc puede activar a la 

MAPK a través de miembros de la superfamilia de proteínas Ras. En dicho mecanismo, el 

AMPc se une al factor intercambiador de guanidina, Epac y activa Rap1a, que luego 

aumenta la fosforilación de MAPK (392, 393). Al analizar estos intermediarios, 

observamos que la sobreexpresión de las proteínas Epac y Rap1a aumenta la expresión de 
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leptina, lo que nos sugiere que esta vía alternativa de señalización del AMPc podría estar 

involucrada en la acción del nucleótido sobre la hormona. 

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, propusimos un modelo de 

señalización, responsable de la inducción de leptina por el AMPc. En dicho modelo, el 

AMPc sería capaz de activar las vías de PKA y de MAPK de manera paralela, lo cual 

llevaría a la estimulación de la leptina, tal como lo observamos en nuestros resultados. Sin 

embargo, la sobreactivación de la PKA conduciría a la inhibición de ERK, dado que 

observamos que con el tratamiento con un inhibidor específico de la PKA aumenta la 

fosforilación de ERK1/2. Así, la señalización del AMPc por la vía de MAPK sería 

independiente de PKA, involucrando a la vía alternativa de Epac/RAP. 

Finalmente, integrando todos los resultados obtenidos en la Sección II, los 

experimentos realizados nos sugieren que el AMPc se encuentra involucrado en la 

estimulación de la leptina por hCG. No obstante, en este caso, el rol del AMPc como 

segundo mensajero de la hCG sería a través de la vía alternativa de Epac. Asimismo, la 

hCG podría actuar de forma independiente del AMPc y estimular la expresión de leptina en 

placenta por medio de la vía de la MAPK. El AMPc por su parte, generado por la acción de 

diversos efectores, a través de la activación de la PKA, estimularía a la leptina. En síntesis, 

aún cuando múltiples vías se requieren para la estimulación de la leptina por AMPc sólo 

algunas de ellas son dependientes de PKA, mientras que otras, a las que estaría activando la 

hCG, serian independientes de PKA.         

Hasta el momento, con los resultados obtenidos, los modelos son sólo especulativos. 

No obstante se requerirán más experimentos que demuestren con mayor profundidad los 

mecanismos involucrados no sólo en la acción del AMPc sobre la expresión de leptina sino 

también en la acción del AMPc sobre la acción de hCG en la expresión de leptina.  

Es evidente que la leptina cumple un rol fundamental en la biología reproductiva. 

La versatilidad y la cada vez más amplia lista de actividades y cascadas de señalización en 

las que está involucrada, implican que aún, resta mucho por investigar al respecto.  

Los resultados obtenidos en la presente Tesis amplian los conocimientos relativos a 

la acción de leptina en placenta humana y a los mecanismos regulatorios de su expresión. 

Esto revistiría también importancia en los casos de patologías del embarazo o en casos de 

abortos espontáneos, en donde la expresión de leptina se encuentra alterada o desregulada. 
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No cabe duda que actualmente la leptina se posiciona como un nexo comunicante 

entre el embrión y el endometrio y como una molécula clave en la regulación de la 

implantación.  
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