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1. Resumen 

Por medio de estudios de asociación del genoma completo (GWAS) se identificaron 

una gran cantidad de genes asociados con la obesidad, entre ellos GNPDA2. En 

ensayos in vivo se encontró que, al someter a ratas a una dieta alta en grasa, la 

expresión del gen GNPDA2 se reduce en el hipotálamo, sugiriéndolo como un gen 

regulador de la homeostasis de la glucosa. 

GNPDA2 es una enzima implicada en la vía de la biosíntesis de las hexosaminas y 

ejerce la reacción inversa de la enzima GFAT1. Se encontró que al sobre-expresar 

a GFAT1, se genera resistencia a la insulina. Sin embargo, aún se desconoce la 

función específica de GNPDA2 y su rol en la secreción de la insulina. 

Objetivo: Evaluar la expresión de los genes GNPDA2 Y GFAT1 en presencia de 

glucosa, así como su efecto en la secreción de insulina estimulada por glucosa en 

la línea celular INS1(832/13). 

Material y métodos: Se silenciaron los genes GNPDA2 y GFAT1 por medio de 

siRNAs en la línea celular INS-1 (832/13). Posteriormente, se sometieron las células 

transfectadas (con sus respectivos siRNAs) a ensayos de secreción de insulina 

estimulada por glucosa (GSIS). 

Resultados: Se encontró que ambos genes se expresan en las células INS1 

(832/13). El gen GNPDA2 aumentó su expresión bajo una alta concentración de 

glucosa en condiciones normales. Sin embargo, al silenciar parcialmente a GNPDA2 

y someter las células a diferentes concentraciones de glucosa, el transcrito no se 

modificó. Por otra parte, GFAT1 aumentó su transcrito al igual que GNPDA2, 

conforme se incrementa la concentración de glucosa, en condiciones normales. 
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Pero al silenciar parcialmente a GFAT1 y estimularlo con glucosa, solamente 

aumentó su expresión con una concentración baja de glucosa y no así con una alta 

concentración de glucosa.  

Así mismo, las células controles secretaron más insulina cuando se estimularon con 

una concentración alta de glucosa, como era de esperarse. Para las células donde 

se silenció parcialmente a GNPDA2, se observó el mismo efecto que las células 

controles. Sin embargo, las células donde GFAT1 fue silenciado parcialmente, se 

observó que la secreción de insulina aumentó 5.1 veces con respecto a las células 

control, al ser estimuladas con una alta concentración de glucosa. 

Conclusión: GNPDA2 y GFAT1 se expresan en las células INS-1(832/13). 

Además, se observó que GNPDA2 incrementa su expresión significativamente al 

ser estimulada por una alta concentración de glucosa y no así en una baja 

concentración. En cambio, la expresión de GFAT1 aumenta paulatinamente 

conforme se incrementa la concentración de glucosa.  

El silenciamiento de GNPDA2 demostró que no influye en la secreción de insulina. 

Por el contrario, GFAT1, enzima limitante de la vía de las hexosaminas, al ser 

silenciada aumenta la secreción insulina. 
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2. Introducción 

Actualmente, la obesidad es un grave problema de salud pública a nivel global, 

debido a su incremento de manera alarmante en las últimas décadas. En México, la 

obesidad es la enfermedad metabólica más frecuente en la población escolar, 

adolescente y adulta. La prevalencia del sobrepeso y obesidad en mayores de 20 

años es de 72.5%. Esto contribuye a desarrollar enfermedades no transmisibles o 

comorbilidades como la diabetes mellitus tipo 2, el síndrome metabólico, e incluso 

cáncer. 

En la última década, se descubrieron nuevos genes asociados a la obesidad por 

medio de estudios de asociación del genoma completo (GWAS, por sus siglas en 

inglés “Genome Wide-Association Studies”). Sin embargo, no se conoce la función 

de la mayoría de estos genes y su implicación en la obesidad y sus comorbilidades. 

Uno de estos genes es glucosamina-6-fosfato desaminasa 2 (GNPDA2), el cual es 

parte de la vía de señalización de la biosíntesis de las hexosaminas (HBP, por sus 

siglas en inglés “Hexosamine Biosynthesis Pathway”). GNPDA2 es la enzima con 

acción inversa a la glutamina fructosa-6-fosfato aminotransferasa (GFAT1), la cual 

cataliza el paso de fructosa-6 fosfato (F6P) a glucosamina 6- fosfato (GlcN6P), 

siendo una reacción de paso limitante. A pesar de que existe información sobre la 

función enzimática para GFAT1, no se conoce exactamente la función de su enzima 

inversa, GNPDA2.  

El gen GNPDA2 disminuye su expresión en el hipotálamo en presencia de una dieta 

alta en grasas. Además, al inhibir a esta enzima en el tercer ventrículo del 

hipotálamo, se observó que los animales se vuelven intolerantes a la glucosa. Sin 
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embargo, al inhibir a GFAT1, no hubo cambios en la glucosa. Por lo tanto, en este 

proyecto se estudia el impacto de GNPDA2 y GFAT1 en la secreción de insulina 

estimulada por glucosa en la línea celular INS1 (832/13). Además, se analiza la 

expresión de ambos genes en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. 
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3. Marco teórico 

3.1. Obesidad y su prevalencia 
 

La obesidad es una enfermedad multifactorial donde se involucran aspectos 

genéticos, ambientales y de estilo de vida1. Esta enfermedad representa una de las 

patologías endocrino-metabólicas más importantes para la salud pública. 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la 

obesidad están definidos como enfermedades sistémicas, que se caracterizan por 

la acumulación anormal y excesiva de tejido adiposo, y que además, conllevan a 

efectos adversos a la salud2. Esto se da por un desequilibrio entre una ingesta de 

alimentos con alta cantidad energética y/o en grandes porciones; y una deficiente 

actividad física o el sedentarismo. 

Uno de los métodos más utilizados para evaluar el estado nutricional de una 

persona, es el índice de masa corporal (IMC), el cual se obtiene al dividir el peso 

(kg) entre el cuadrado de la estatura (m2). Para poder clasificar el estado nutricional, 

la OMS estableció los puntos de corte, los cuales establecen el grado de nutrición 

respecto al IMC mostrados en la siguiente tabla: 

Tabla1. Clasificación del estado nutricional respecto al IMC2.  

 

 

 

 Grado de nutrición  IMC (kg/m2) 

Normal  18.5-24.9 

Sobrepeso  ≥ 25 

Obesidad  ≥ 30 
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De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud de Medio Camino 2016, en México 

se encontró una prevalencia combinada entre sobrepeso y obesidad del 72.5% en 

adultos mayores de 20 años, al afectar a 7 de cada 10 adultos. Por otro lado, en el 

caso de los niños entre 5-11 años la prevalencia de obesidad fue de 33.2% y en 

adolescentes de 12 a 19 años fue de 36.3%3. 

La obesidad presenta diversas comorbilidades como: la hipertensión arterial, el 

desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), dislipidemias, e incluso el cáncer, lo 

que ocasiona que disminuya  drásticamente la calidad de vida4. 

 

3.2. Genética de la obesidad 
 

Anteriormente, las variantes genéticas que se conocían asociadas al IMC eran muy 

limitadas5. Sin embargo, hoy en día es posible conocer las variantes de genes 

asociadas con la obesidad, a través de estudios de asociación de genoma completo 

(GWAS). Los GWAS son una metodología que permite investigar a miles o millones 

de polimorfismos o variantes presentes en el genoma humano, donde se compara 

la frecuencia de estas variantes entre individuos casos o controles6. Hasta el 

momento, se conocen un total de 941 variantes asociadas con el IMC7. Además de 

estar asociado con obesidad, GNPDA2 también se encontró asociado con el 

desarrollo de diabetes tipo 28. 

La mayoría de los nuevos genes asociados a la obesidad están relacionados 

funcionalmente a genes implicados en el sistema nervioso central (SNC)9.  

La mayor parte de los genes reportados por Willer et al. están involucrados en 



 
 

7 
 

aspectos funcionales y estructurales de neurotransmisión, los cuales pueden afectar 

de alguna forma los componentes del control neuronal encargados de la ingesta de 

energía y la regulación del peso corporal10. Dentro del SNC se encuentra el 

hipotálamo, el cual es capaz de integrar señales de adiposidad, para regular la 

homeostasis energética, dada por la ingesta de alimentos y el gasto energético11.  

En ensayos in vivo, se sometieron a ratas Long- Evans a una dieta alta en grasas 

por 8 semanas. Se analizó la expresión de 19 genes, los cuales fueron asociados a 

la obesidad por medio de GWAS, de los cuales se desconocía su función. Se 

comparó la expresión de estos genes en el hipotálamo, tejido adiposo, hígado y dos 

diferentes tipos de músculo de ratas alimentadas con una dieta normal y una dieta 

alta en grasas. Se observó que en el hipotálamo existe una disminución del 

transcrito de GNPDA2 en presencia de una dieta alta en grasas comparado con una 

dieta normal (Figura 1)12. Además, se observó que no existe diferencia de la 

expresión del gen GFAT1, enzima opuesta a GNPDA2, bajo una dieta alta en grasas 

o control en el hipotálamo13.  
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Figura 1. Expresión relativa de RNAm de distintos genes asociados con la 

obesidad en el hipotálamo., En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas 

respecto a la dieta control (“chow”), existe una disminución de la expresión de 

GNPDA2 en el hipotálamo. p<0.0512. 

 

También, se observó que GNPDA2 se expresa mayoritariamente en el hipotálamo 

y tejido adiposo, seguido de músculo esquelético y minoritariamente en hígado12. 

Sin embargo, en dicho estudio no se investigó la expresión de GNPDA2 en 

páncreas, ni su impacto en la secreción de insulina. 
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3.3. Vía de la biosíntesis de las hexosaminas (HBP) 
 

Las enzimas codificadas a partir de los genes GNPDA2 y GFAT1 pertenecen a la 

vía de biosíntesis de las hexosaminas. 

En el metabolismo de los carbohidratos, la glucosa al ingresar a la célula se fosforila 

rápidamente a glucosa-6-fosfato (G6P), por medio de la hexocinasa14. 

Posteriormente la fosfoglucosa isomerasa convierte a la G6P en fructosa-6-fosfato 

(F6P), y por medio de varios pasos más, se oxida a la glucosa para obtener ATP, 

como fuente de energía15.  

Una vez formada la F6P, un 2-5% de este sustrato se desvía hacia la ruta 

biosintética HBP (Figura 2)16. La F6P es convertida en glucosamina 6-fosfato 

(GlcN6P) por medio de la enzima glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa 

(GFAT1), donde F6P recibe en el C2 un grupo amino de L-glutamina. La reacción 

inversa de la GFAT1 es catalizada por la enzima GNPDA2, la cual convierte GlcN6P 

a F6P17.   

Una vez obtenida la GlcN6P, el grupo amino es acetilado y se forma N-

acetilglucosamina-6-fosfato (GlcNAc6P). Posteriormente, se isomeriza en N-acetil-

alfa-D-glucosamina-1-fosfato (GlcNAc1P), la cual reacciona con UTP para generar 

UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), que se utiliza en la glucosilación de 

proteínas y la formación de proteoglicanos18. 
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Figura 2. Vía de biosíntesis de las hexosaminas. A partir de la fructosa-6-fosfato, a través 

de una serie de reacciones enzimáticas, se produce UDP-GlcNAc, el cual es un sustrato 

clave para la glicosilación de proteínas. GFAT y GNPDA2 son las enzimas encargadas 

convertir F6P a glucosamina- 6- fosfato y viceversa, respectivamente, por lo que una trabaja 

a la inversa de la otra. Glucosamina-6-fosfato desaminasa 2 (GNPDA2); glutamina-fructosa-

6-fosfato transaminasas 1(GFAT1); N-acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa 2 

(AMDHD2); fosfato de glucosamina N-acetiltransferasa 1 (GNPNAT1); fosfoglucomutasa 3 

(PGM3); UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa 1(UAP1). Modificado de Oikari, S. et al 

201619. 
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3.4. GFAT1 
 

La enzima GFAT1 está codificada por 2 genes no alélicos (GFPT1 y GFPT2) y se 

expresa en el páncreas, hígado, riñón y músculo esquelético14. 

La sobreexpresión de GFAT1 se relaciona en la disminución de la función celular, 

la resistencia a la insulina y en complicaciones de la diabetes20. 

El aumento de la vía de HBP debido a condiciones de hiperglucemia, ocasiona que 

GFAT1 se sobreexprese, lo que conlleva a la resistencia a la insulina21. Estudios 

realizados en ratones transgénicos donde se sobreexpresó a GFAT1 en los 

adipocitos, ocasionó que los ratones desarrollaron hipertrofia de los adipocitos, 

aumento de la leptina plasmática y disminución de la adiponectina, así como 

resistencia a insulina22. Otro estudio de sobreexpresión de GFAT1 en músculo y 

tejido adiposo demostró que se generaba resistencia a la insulina, debido a la 

alteración de la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática muscular, lo que 

impide la captación de glucosa 23,24. 

Los cambios en el flujo de HBP, por el incremento en la expresión de GFAT1, 

ocasionan un incremento en la formación de UDP-GlcNAc. Este sustrato actúa 

como complejo para diferentes enzimas, lo que permite la incorporación del 

acetilglucosamina a la cadena de oligosacáridos de la proteína. Esta incorporación 

se hace por medio de un enlace N-glicosídico, cuando se une a una asparagina , o 

bien, enlace O-glicosídico si se une a una serina/treonina de la proteína blanco25.  

https://es.wikipedia.org/wiki/Asparagina
https://es.wikipedia.org/wiki/Serina
https://es.wikipedia.org/wiki/Treonina
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Por lo tanto, al sobreexpresarse GFAT1 provoca el aumento de la O-glicosilación, 

lo cual conlleva a la glicosilación de proteínas importantes de la vía se señalización 

de insulina como IRS1 y AKT2, lo que resulta en el desarrollo de la resistencia a la 

insulina26. 

En un estudio realizado en células aisladas de islotes beta pancreáticos, se encontró 

que al silenciar farmacológicamente a GFAT1, ocurre un aumento en la secreción 

de insulina27. 

A pesar de que se conoce la función de la enzima GFAT1, se desconoce la función 

y la regulación de la enzima inversa, la GNPDA2. Hasta el momento existen muy 

pocos estudios donde se demuestre la implicación de GNPDA2 en el metabolismo. 

 

3.5. GNPDA2 
 

GNPDA2 pertenece a la la vía de biosíntesis de hexosaminas y es una enzima que 

cataliza la conversión reversible de D-glucosamina-6-fosfato a D-fructosa-6-fosfato 

y amonio (Figura 3)17. 

 

 

 

Figura 3. Desaminación de la glucosamina -6- fosfato catalizada por GNPDA2 para 

convertir a fructosa-6-fosfato. 
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Aún son escasos los estudios reportados sobre la función de GNPDA2. Uno de 

ellos, describe las características fisicoquímicas y la conformación de la proteína de 

GNPDA2 de la bacteria E. coli. En dicho artículo, se describe la interacción entre la  

enzima GNPDA2 con su sustrato GlcNAc6P para su transformación a F6P28. 

Posteriormente, estudios genéticos demostraron que GNPDA2 está asociado a la 

obesidad y con la DMT29,29. Sin embargo, se desconoce la función de este gen y la 

forma como influye sobre el metabolismo. 

Un estudio reciente demostró que la sobreexpresión de GNPDA2 afecta la 

adipogénesis y la acumulación de gotas de lípidos en las células madre 

mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo (ADMSC) humanas. Sin 

embargo, aún no se conoce cuál es su papel para el metabolismo de los lípidos y 

de la glucosa30. 

Por otra parte, Gutiérrez-Aguilar et al. demostraron que la expresión de GNPDA2 

disminuyó en el hipotálamo en animales obesos inducidos por dieta (dieta alta en 

grasas) comparada contra animales controles12. Sin embargo, la expresión de 

GFAT no mostró diferencia entre los dos tratamientos13.  

Con el fin de entender la función de GNPDA2 en el metabolismo, se inyectó en el 

tercer ventrículo del hipotálamo los inhibidores farmacológicos, tanto de GNPDA2, 

como de GFAT1. Se observó que las ratas tratadas con el inhibidor de GNPDA2 se 

volvieron intolerantes a la glucosa. Sin embargo, al inhibir a GFAT1 en hipotálamo, 

no hubo diferencia en la prueba de tolerancia a la glucosa13.  

Esto sugiere que, estos genes pueden estar involucrados en la regulación de la 

homeostasis de la glucosa. La intolerancia a la glucosa observadas en las ratas, se 



 
 

14 
 

podría deber a una disminución en la secreción de la insulina, o bien, a una 

resistencia de la insulina. 

Por lo tanto, la importancia de este proyecto es estudiar si estos dos genes, 

GNPDA2 y GFAT1, se expresan en células pancreáticas y regulan la secreción de 

insulina. 

 

3.6. Insulina 
 

La insulina es una hormona peptídica que se sintetiza en las células pancreáticos β 

de los islotes de Langerhans31. La insulina se encarga de mantener los niveles 

normales de glucosa en sangre, al facilitar la absorción de glucosa celular. Además, 

regula el metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas, promueve la división y 

el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos32. 

 

3.7. La secreción de insulina 
 

Una adecuada secreción de insulina por parte de las células β pancreáticas es de 

vital importancia para lograr un adecuado equilibrio energético. Normalmente, estas 

células están adaptadas para detectar la glucosa en sangre y ajustar la secreción 

de insulina de acuerdo con las necesidades del organismo33. 

La secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS, por sus siglas en inglés) es 

un mecanismo metabólico que mantiene la homeostasis de la glucosa. Esta 

secreción ocurre en dos fases. La primera fase comienza a los pocos minutos (5 

min) de la estimulación y ocurre con la liberación de la insulina ya sintetizada y 
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almacenada en los gránulos secretores. La segunda fase comienza unos pocos 

minutos después de haberse llevado a cabo la primera fase (15 min)34.  

La secreción de insulina comienza cuando la glucosa ingresa a las células β , por 

difusión facilitada a través de transportadores de glucosa (GLUT 1 y 2)35. Una vez 

adentro de las células, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa, para 

llevar a cabo la glucólisis y producir piruvato como producto final (Figura 4). 

Posteriormente, el piruvato ingresa a la mitocondria donde se lleva a cabo el ciclo 

de Krebs y la fosforilación oxidativa, generando un incremento de ATP. El ATP sale 

al citoplasma, lo que provoca un aumento de la relación ATP: ADP, lo cual ocasiona 

el cierre del canal de potasio sensible al ATP (KATP). El cierre de KATP provoca la 

despolarización la membrana plasmática, lo que desencadena la apertura del canal 

de calcio dependiente de voltaje. Esto tiene como consecuencia la entrada de Ca2+ 

al interior de la célula y desencadena la exocitosis de los gránulos de insulina33. 
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Figura 4. Mecanismo de la secreción de insulina estimulada por glucosa en las 

células beta. La glucosa es transportada por un transportador de glucosa (GLUT1, 

GLUT2), para su transformación a ATP por medio de la glucólisis, ciclo de Krebs y 

fosforilación oxidativa. La obtención de ATP modifica la relación ATP:ADP, causando el 

cierre del canal de potasio (KATP). Esto provoca la despolarización de la membrana y 

consecuentemente, permite la entrada de calcio, lo que conlleva a que la insulina sea 

secretada por los gránulos de insulina36. 

 

3.8. La resistencia a la insulina 
 

La resistencia a la insulina (RI) se describe como la capacidad disminuida de la 

insulina para llevar a cabo sus funciones. La RI es ocasionada por un defecto en la 

unión de la insulina a su receptor y en su cascada de señalización15. 

La RI crónica es un rasgo común de numerosas enfermedades metabólicas como 

la DMT2 y la obesidad 37. 
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En la DMT2, la principal causa que conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina, 

ocurre por la deficiencia en la señalización de la insulina, causada por distintas 

alteraciones38. Estas alteraciones pueden ser mutaciones y/o modificaciones post-

traduccionales del receptor de insulina o de moléculas efectoras localizadas río 

abajo del mismo39. Estas alteraciones reducen la incorporación de glucosa en el 

tejido muscular y adiposo y promueven alteraciones a nivel metabólico.  

La secreción de insulina aumenta inicialmente en respuesta a la RI, con la finalidad 

de compensar y mantener la homeostasis de la glucosa36. Al principio, el defecto en 

la secreción de insulina es leve y afecta de manera selectiva la secreción de insulina 

estimulada por glucosa. Sin embargo, este defecto, conforme avanza, provoca que 

la insulina producida por el páncreas sea insuficiente para metabolizar el azúcar en 

la sangre, por lo que el nivel de glucosa se mantiene elevado incluso en ayunas 

(glucosa con niveles mayores de 100 a 125 mg/dL), lo que conlleva a la resistencia 

a la insulina y posteriormente a la DMT215. 

La mayoría de las acciones biológicas de la insulina, después de unirse a su 

receptor, se llevan a cabo mediante la activación de dos vías de señalización 

principales: 1) la vía de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt), que tiene un papel 

central en la regulación de la adipogénesis, transporte de glucosa, síntesis de 

glucógeno y proteínas; 2) la vía de las cinasas activadas por mitógeno/Ras 

(MAPK/Ras), que regula la expresión de genes relevantes a los efectos finales de 

proliferación, diferenciación celular y los efectos mitógenos asociados a la insulina40.  

Los estudios para conocer la etiología y los mecanismos moleculares de la RI se 

centran en las alteraciones de los componentes de la cascada de señalización de 

la insulina. 
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En particular para este proyecto, el gen GFAT1 afecta directamente a la vía de 

señalización de insulina PI3K/AKT, la cual se describe a continuación. 

 

3.9. Cascada de señalización de la insulina 
 

Vía de la fosfatidilinositol-3- cinasa (PI3K/Akt) 

La vía de señalización dePI3K/AKT, es estimulada fisiológicamente por la activación 

de receptores de membrana tirosina cinasa, ocasionando una fosforilación del 

sustrato del receptor de insulina (IRS)41. Este sustrato fosforila la subunidad p85 de 

la fosfatidilinositol-3- cinasa (PI3K), lo que provoca cambios en la conformación de 

la subunidad p85 y favorece la unión de la subunidad catalítica (p110). La PI3K 

activa por fosforilación al fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2), y lo convierte en 

fosfatidil inositol 3,4, trifosfato (PIP3). PIP3 es el segundo mensajero que conduce 

a la activación de la proteína Akt, mediante su fosforilación en el residuo de treonina 

308 ocasionada por la cinasa PDK-1 (Figura 5)32,42. Akt1 desempeña un papel en la 

acción de la insulina en los adipocitos y en el metabolismo de los lípidos en las 

células del músculo esquelético43. En el músculo esquelético, la activación de PI3K 

es un paso esencial para la translocación de GLUT4 inducida por insulina, que 

conduce a la absorción de glucosa40. 
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Figura 5. Vía de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt). La insulina se une a su receptor 

y causa su autofosforilación. Esto provoca que IRS se una a los sitios fosforilados por el 

receptor de insulina. Posteriormente, IRS se fosforila y se convierten en sitios de unión y 

activación de proteínas que contienen dominios SH2, como PI3K. La PI3K consta de una 

subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalítica (p110). La interacción entre 

p85/IRS-1 ocasiona la activación de p110, dándole acceso a su sustrato PI(4,5)P2. Dicho 

sustrato es fosforilado en la posición 3 del inositol, genera PI(3,4,5)P3, el cual sirve como 

sitio de unión para cinasas de Ser como PDK1 y Akt. El complejo proteico PDK2 activa a 

Akt, induce una primera fosforilación en la Ser473, seguida por una fosforilación en la 

Thr308, esta última inducida por PDK1. Akt es responsable de regular varios efectos 

metabólicos de la insulina como la translocación de GLUT4 para la internalización de la 

glucosa a la célula32. 
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En presencia de hiperglicemia, la vía de la biosíntesis de las hexosaminas se activa 

y provoca la glucosilación de IRS, que es la adición de GlcNAc a residuos de 

serina/treonina de la proteína44. IRS1 glucosilada reduce la interacción con PI3K, 

además altera la fosforilación y activación de la cinasa de Akt y provoca que la 

señalización de la insulina no se lleve a cabo. Todo esto conduce a hiperglicemia y 

posteriormente a un estado de hiperinsulinemia compensadora, que conlleva al 

agotamiento de la célula beta y al desarrollo de RI y DTM245.  

Por otra parte, se reportó que, en adipocitos primarios de rata, IRS1 y AKT2 sufren 

glucosilaciones, por medio de O-GlcNAc, reduciendo su fosforilación al ser 

estimuladas por insulina. Estos cambios post-traduccionales conllevan a una mala 

señalización de la insulina y por lo tanto, provoca la resistencia a la insulina26. 

Entonces, GFAT1 está involucrado en la vía de las HBP, como un regulador clave 

de esta vía. La sobreexpresión de esta enzima, causada por condiciones de 

hiperglucemia, conduce a la glucosilación de proteínas reguladoras de la señal de 

la insulina, lo que provoca que ocurra la resistencia a la insulina. Por el contrario, 

GNPDA2, como enzima inversa, en condiciones de hiperglucemia su actividad 

estaría baja, ya que se promovería la de GFAT. 
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3.10. Las células INS-1 (832/13) 
 

Las INS-1 (832/13) es un derivado de las células INS-1, originalmente establecido 

a partir de un insulinoma inducido por rayos X en ratas46. 

Para poder obtener estas clonas, las células INS-1 se transfectaron con un plásmido 

que contenía el gen de la insulina humana. Esta selección de clonas, permitió 

obtener células con la capacidad de sintetizar y secretar tanto insulina de rata, como 

humana37. Estas características hacen que las células INS-1 (832/13) sean un 

modelo utilizado para investigar mecanismos de secreción celular de insulina. 

Por lo tanto, esta línea celular se utilizará como modelo experimental, para ser 

sometido a ensayos de secreción de insulina estimulada por glucosa. Esto se hará 

en células control, así como en células donde los genes GNPDA2 y GFAT1 serán 

silenciados. De esta forma, se podrá conocer si estos genes influyen en la secreción 

de insulina. 
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4. Planteamiento del problema 

GNPDA2 es un gen que ha sido asociado con la obesidad y diabetes, por medio de 

estudios de asociación del genoma completo. Sin embargo, se sabe muy poco sobre 

su función e implicación en el metabolismo.  

GNPDA2 es una enzima implicada en la vía de HBP y ejerce la reacción inversa de 

la GFAT1. La sobreexpresión de GFAT1 provoca resistencia a la insulina, por medio 

de la glucosilación de proteínas involucradas en la señalización de la insulina. 

Por otra parte, la expresión de GNPDA2 se encuentra disminuida en el hipotálamo 

en ratas obesas inducidas por dieta. Sin embargo, GFAT1 no cambió su expresión. 

Esto pudiera deberse a que, la disminución de GNPDA2 pueda provocar que la vía 

HBP se encuentre activa, lo que conlleva a la glucosilación de proteínas implicadas 

en la señalización de insulina y por ende la resistencia a la insulina característica en 

las ratas obesas.  

La inhibición de GNPDA2 en tercer ventrículo ocasionó intolerancia a la glucosa; sin 

embargo, la inhibición de GFAT1 no tuvo efectos en la homeostasis a la glucosa. 

Además, se sabe que al inhibir a GFAT1 en los islotes pancreáticos, incrementa la 

secreción de la insulina. 

Por lo tanto, es importante estudiar la implicación de la vía de las hexosaminas, no 

solamente en la resistencia a la insulina, sino también en la secreción de la insulina, 

para comprender mejor los mecanismos de ambos genes en la regulación de la 

homeostasis de la glucosa. Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta:  

¿Cuál es la implicación de los genes GNPDA2 y GFAT1 en la secreción de insulina 

al ser silenciados mediante siRNAs en la línea celular INS-1 (832/13)? 
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5. Hipótesis 

Se espera que el silenciamiento de GNPDA2 disminuirá la secreción de insulina, 

mientras que al silenciar a GFAT1 aumentará la secreción de insulina, todo esto al 

ser sometidos a un estado de hiperglucemia en la línea celular INS-1 (832/13).  

 

6. Objetivos 

6.1. Objetivo general 
 

Evaluar la implicación de GNPDA2 y GFAT1 en la secreción de insulina en la línea 

celular INS1(832/13). 

6.2. Objetivos particulares 
 

 Medir la expresión de GNPDA2 y GFAT1 en la línea celular INS1 (832/13). 

 Transfectar las células con siRNA contra GNPDA2 y GFAT1. 

 Verificar la expresión de GNPDA2 y GFAT1 después de 72 horas de 

transfección. 

 Someter las células transfectadas a ensayos de GSIS.  

 Medir la expresión de los genes en presencia y ausencia de glucosa. 

 Medir la secreción de insulina mediante la técnica de ELISA en ausencia o 

presencia de los genes GNPDA2 y GFAT1. 
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7. Material y métodos 

7.1. Tipo de estudio 
 

Se llevó a cabo un estudio experimental transversal. 

7.2. Criterios de inclusión 
 

 Línea celular INS-1 (832/13), entre el pasaje 22 al 30, con una confluencia 

del 80%. 

 Genes GNPDA2 y GFAT1. 

7.3. Criterios de exclusión 
 

 Cualquier otra línea celular. 

 Células viejas. 

 Células que sobrepasen o no alcancen la confluencia adecuada. 

7.4. Variables 
 

Dependiente: secreción de insulina y expresión de los genes GNPDA2 y GFAT1 en 

las células INS1 (83213). 

Independiente: tratamiento de las células con siC vs siGFAT o siGNPDA2 y 

tratamiento con glucosa a 0 mM, 3 mM y de 15 mM. 
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7.5. Metodología 
 

7.5.1. Cultivo celular 
 

Se utilizó la línea celular INS-1 (832/13), derivada de células β  pancreáticas de rata, 

caracterizadas por ser secretoras de insulina 37.  

Estas células se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma R8758), suplementado con 

(FBS) suero bovino fetal inactivado por calor al 10% (Gibco, 10082), buffer HEPES 

10 mM (Gibco, 15630-080), L-glutamina 2 mM (Gibco, 25030-081), piruvato sódico 

1mM (Sigma, S8636), 2-mercaptoetanol 0.05 mM (Gibco, 21985023) y antibióticos 

penicilina-estreptomicina a 100 U/mL-10mg/mL (HyClone™ SV30010). Se 

mantuvieron en un ambiente húmedo a 37°C y con 5% de CO2, hasta obtener una 

confluencia adecuada (80%).  

Cuando se obtuvo la confluencia ideal, se retiró el medio y se lavó con 2 mL de PBS 

(pH= 7.4), se agregó por los bordes para no desprender las células. Posteriormente, 

se aspiró el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur. Se agregó1 mL de 

tripsina (HyClone™, SH30042.02) y se incubó a 37°C por 2 min, para desprender 

las células vivas de la base de la placa. Las células se colectaron en tubos falcón 

de 15mL y fueron centrifugadas por 3 min a 2000 rpm. Se desechó el sobrenadante 

y las células se resuspendieron en 1 mL de medio completo con antibiótico.  
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7.5.2. Conteo celular 
 

De las células resuspendidas se tomaron 10 µL y se adicionaron a un tubo 

Eppendorf con 90 µL de PBS, se realizó así una dilución 1:10. A partir de este tubo, 

se tomaron 10 µL más 90 µL de PBS, para obtener una dilución final de 1:100. De 

esta última dilución, se colectaron 10 µL para cargar en la cámara de Neubauer 

(MARIENFELD® 0610010) y se realizó el conteo celular. 

El conteo de células se realizó en 3 campos distintos delos cuadrantes con un área 

de 1 mm2. Se sumaron las células contadas para aplicar la siguiente formula: 

 

 

∑(# de células)

(# Campos ∗ Área de conteo(mm2) × Profundidad(mm) × factor dilución
= Cél./μL 

 

Donde: 

Profundidad = 0.1 mm 

#Campos = 3 

Área de conteo = 1mm2 

Factor dilución = 1/100
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7.5.3. Transfección de siRNAs GNPDA2 y GFAT1 
 

Para realizar la transfección, se colocaron 6x105 células/ pozo, en cajas de 6 pozos 

con 2 mL de medio completo. Se incubaron en un ambiente húmedo a 37°C y con 

5% de CO2. Al siguiente día del plaqueo, se realizó la transfección con los siRNAs 

contra GNPDA2 (siGNPDA2), GFAT1 (siGFAT1) y un siRNA control (siC). Los 

siRNAs son segmentos de 20 a 30 nucleótidos, que al internalizarse en la célula, 

tienen por objetivo silenciar un gen específico47. Este silenciamiento ocurre cuando 

los siRNAs son introducidos en las células con ayuda de agentes de transfección, 

que son compuestos de lípidos catiónicos o polímeros48. Estos lípidos catiónicos 

poseen una cabeza cargada positivamente unida a dos cadenas alifáticas, por lo 

que se favorece la interacción entre el lípido y los fosfatos de los ácidos nucleicos, 

lo que resulta en la formación de un complejo RNA-liposomas. Una vez unido este 

complejo a la membrana, es ingresado a la célula por endocitosis mediante la 

formación de vesículas 49. 

A 99 µL de medio sin suplementos, se le agregó 1 µL de agente de transfección 

(Thermo Scientific T-2001-02) y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos 

(reactivo A). Por otra parte, se preparó la cantidad de siRNA control y de los siRNAs 

contra GNPDA2 y GFAT1, a una concentración final de 40 nM, se agregó 99 µL de 

medio sin suplementos y un 2 µL de siRNA del stock (reactivos B). Dado que se 

tienen 3 siRNAs diferentes (control, GNPDA2 y GFAT1) se prepararon 3 tubos con 

sus respectivo siRNA.  
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Posteriormente, se agregó 100 µL del reactivo “A” a cada tubo con el reactivo “B,” 

para obtener un volumen final de 200 µL para cada pozo por transfectar. Esto se 

incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Durante dicha incubación, se retiró el medio de las cajas plaqueadas y se añadieron 

1800 µL de medio completo. Transcurridos los 20 minutos de incubación, se 

tomaron 200 µL de la mezcla A + B y se agregaron a los respectivos pozos. Se 

incubaron en un ambiente húmedo a 37°C y con 5% de CO2. Al cabo de 24 horas 

de la transfección, se cambió el medio de cultivo por medio completo y se incubaron 

nuevamente hasta las 72h después de la transfección.  

 

7.5.4. Extracción de RNA 
 

Este ensayo se realizó por medio del kit de purificación total de RNA, de acuerdo 

con las instrucciones del inserto (Jena Bioscience, PP-210S).  

Se retiró el medio de los pozos que contenían las células transfectadas. Se 

colocaron las cajas sobre hielo para evitar que se degrade el RNA y se agregaron 

500 µL de buffer de lisis a cada pozo. Con ayuda de unas espátulas planas, se 

desprendieron las células manualmente y se tomó este homogenizado, colocándolo 

en un tubo Eppendorf. Se agregaron 300 µL de isopropanol a los tubos y se 

homogenizó nuevamente. 

A continuación, se prepararon las columnas de extracción, se colocaron 90 µL de 

buffer de activación y se centrifugan a 10,000 g durante 30 s. Al término de este 

procedimiento, se desechó el filtrado. 
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Con las columnas activadas, se colocó el homogenizado de las muestras a su 

columna correspondiente. Se centrifugó a 10,000 g durante 30 segundos y se 

descarto el eluído. En este paso, el RNA queda retenido en la membrana de sílica 

de la columna y con ayuda de los lavados posteriores, se purificó de contaminantes 

que pudiera tener.  

Se realizaron 2 lavados uno con 700 µL de buffer de lavado primario, centrifugando 

nuevamente a 10 000 g por 30 s y se desechó el eluído. Se repitió este paso, pero 

ahora se agregó el buffer de lavado secundario. Al término de este procedimiento, 

se centrifugó nuevamente durante 2 min, para eliminar todo el excedente de buffer 

que se encuentra en la columna. 

Para eluir el RNA de la columna, se colocaron las columnas en tubos Eppendorf 

nuevos y se agregaron 30 µL de agua libre de RNAsas y se centrifugó a 10000 g 

por 1 min. 

Para poder conocer la pureza y concentración de RNA extraído, se midió la 

absorbancia a 260 y 280 nm con ayuda del espectrofotómetro (Thermo Scientific, 

Multiskan GO). 
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7.5.5. Síntesis de cDNA por transcripción reversa (RT) 
 

La retrotranscripción es una técnica, que permite sintetizar DNA complementario 

(cDNA) a partir de moléculas de RNA, por medio de la enzima transcriptasa 

reversa50.   

Este procedimiento se realizó de acuerdo con el inserto del kit de síntesis de cDNA 

(Jena Bioscience, PCR-511S), se ajustaron los reactivos para un volumen final de 

20µL por reacción y a una concentración final de 1000 ng de RNA por reacción 

(Tabla 2). 

Tabla 2. Reactivos para la reacción de transcripción reversa (RT) 

Reactivo Volumen (µL) 

Hexámeros aleatorios 0.5 

Buffer completo para la Script RT 4.0 

Mezcla de NTPs 1.0 

Ditiotreitol (DTT) 1.0 

Inhibidor de RNAsas 1.0 

Transcriptasa reversa Script 0.5 

RNA 1000 ng c.b.p 

Agua libre de RNAsas c.b.p. 20 Ul 

 

Las reacciones fueron incubadas en un termociclador (Axygen Maxygene II, PCR 

convencional). Se utilizaron las siguientes condiciones: 10 min a 42°C, seguido de 

60 min a 50 °C; finalmente, se inactiva la transcriptasa reversa a 70°C por 10 min. 
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7.5.6. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR). 
 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para 

amplificar o hacer muchas copias de un gen o una región de ADN en específico. En 

la qPCR en tiempo real, la acumulación de ADN amplificado es detectado y 

cuantificado a medida que la reacción va transcurre, es decir, la detección sucede 

en cada ciclo de la reacción 51. De esta forma, se detecta la cantidad de transcrito 

existente en la muestra. 

Para poder llevar a cabo esta reacción, se requiere de una serie de componentes 

como: 1) las sondas TaqMan, las cuales son sondas fluorescentes de 

oligonucleótidos etiquetados con un reportero fluorescente y un «quencher» 

(apagador), los cuales se encuentran en estrecha unión mientras la sonda no se 

hibride a su secuencia blanco. Cuando la sonda específica se hibrida al cDNA del 

gen de interés, la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa ocasiona que se 

rompa la unión de la sonda, lo que provoca que la fluorescencia emitida por el 

reportero sea liberada y capturada por el equipo52. 2) El material genético de la 

muestra de interés que se desea amplificar (cDNA). 3) Se requiere también de la 

Taq polimerasa, primers, dNTPs, magnesio, buffer y agua, los cuales se encuentran 

en mezcla para la reacción. 

Para la amplificación se utilizó la mezcla de reacción fast qPCR Probes Master high 

ROX (Tabla 3, Jena Biocence, cat. PCR-384L). Además, las sondas utilizadas 

fueron para GNPDA2 (RN01413703_M3), GFAT1 (Rn01765495_m3) y L32 

(Rn00820748_g1). 
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Tabla 3. Reactivos para la reacción de reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real (qPCR) 

 

Este experimento se llevó a cabo en el termociclador (Agilent AriaMX, PCR en 

tiempo real) con los siguientes parámetros de incubación: 2 min a 50°C, seguido de 

2 min a 95°C, posteriormente 40 ciclos de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. Los datos 

obtenidos fueron analizados por el método ΔΔCt, con la finalidad de obtener valores 

de expresión relativa, que son normalizados por los valores obtenidos del gen de 

referencia L32. 

 

7.5.7. Ensayo de secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS, 

“glucose stimulated insulin secretion”) 
 

La secreción de la insulina es muy sensible a los cambios de concentración de 

glucosa. Esto se logra, ya que el metabolismo de la glucosa se acopla a la secreción 

de la insulina, a través de los cambios en los niveles intracelulares de ATP y la 

actividad eléctrica de las células β-pancreáticas. 

Reactivo Volumen (µL) 

Mezcla para qPCR ProbesMaster UNG  

(Jena Bioscience ®) 

5.0 

Agua libre de RNAsas/DNAsas 3.5 

Muestra (cDNA) 1.0 

Sonda para el gen específico 0.5 
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Para el ensayo de GSIS, primero se realizó la transfección de las células con los 

respectivos siRNAs (siRNA contra GNPDA2, GFAT1 o siControl). A las 72 horas 

posteriores a la transfección, se eliminó el medio y se enjuagó con solución salina 

balanceada de Hanks (HBSS). Se dejaron las células en incubación con HBSS por 

2 horas. 

Transcurrida esa incubación, se quitó esa solución y se añadieron a los pozos la 

glucosa a una concentración de 3 mM o de 15 mM, ya sea para los tratamientos con 

el siC o siRNAs para cada gen. Se dejó incubar por 1 hora. Se recolectaron 500 µL 

del sobrenadante de cada pozo para realizar la medición de la secreción de insulina 

por ELISA. 

Se eliminó es resto del medio y se extrajo RNA de las células para la cuantificación 

de los transcritos de ambos genes estimuladas por diferentes concentraciones de 

glucosa. 

 

7.5.8. Determinación de la concentración de insulina por ELISA 
 

A partir de la recolección del medio de las células sometidas al ensayo de GSIS, se 

realizó la medición de la concentración de insulina secretada mediante el kit para 

ELISA (ALPCO 80-INSRT-E01). 

Las muestras se diluyeron para correrlas en el ELISA. Las diluciones fueron: 1:3 

para los medios estimulados con 3 mM de glucosa y 1:7 para los medios 

estimulados con 15 mM de glucosa. 
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De las diluciones anteriores, se pipetearon 10 µL de cada muestra y se colocaron 

en las placas de ELISA que contiene el kit. Se agregaron 75 µL de la solución con 

anticuerpo conjugado a HRP (peroxidasa de rábano) a cada pozo. Se incubó 

durante 2 horas a temperatura ambiente y se mantuvo la placa en agitación. 

Trascurrido el tiempo, se decantó el contenido de los pozos y se lavó 6 veces con 

350 µL de buffer de lavado. Después, se colocaron 100 µL de TMB (3,3’,5,5´-

tetrametilbencidina) a cada pozo y se incubó durante 15 minutos en agitación a 

temperatura ambiente. Finalmente, se agregaron 100 µL de la solución de paro y se 

midió la absorbancia a 450 nm. Cabe mencionar que, en la placa también se 

colocaron los estándares de concentraciones de insulina para obtener la curva 

estándar. Los resultados obtenidos, se interpolaron en la curva estándar, para 

conocer la concentración de insulina secretada por las células bajo los diferentes 

tratamientos de glucosa y de presencia o ausencia de los genes GNPDA2 y GFAT1. 
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El resumen de la logística de todos los experimentos se muestra en la Figura 6. 

 

Figura 6. Esquema de los experimentos realizados durante el desarrollo de este 

proyecto. 
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8. Resultados 

 

8.1. Optimización de las sondas GNPDA2 y GFAT1 
 

Al ser la primera vez que se estudian los genes GNPDA2 y GFAT1 en la línea celular 

INS1 (832/13), se necesitaba saber si estos genes se expresan en esta línea celular.  

Para poder medir la expresión de los genes GNPDA2 y GFAT1, fue necesario 

optimizar la reacción de qPCR, tanto la cantidad de sonda y como la concentración 

de cDNA utilizadas por cada reacción.  

Las condiciones que se probaron fueron: a) diferentes concentraciones de las 

sondas de GNPDA2 y GFAT1. Se utilizaron sondas concentradas o diluidas 1:5 y 

0.5 µL de cada concentración. b) Diferentes concentraciones del cDNA, donde se 

utilizó 2 µl o 1 µl del cDNA concentrado o 1 µl cDNA diluido 1:5.  

En la Figura 7, se muestra la optimización de la reacción para medir el transcrito de 

GNPDA2. Se observó que al utilizar la sonda concentrada (1, 2 y 3), las curvas son 

mayores comparadas con la sonda diluida (4, 5, 6), ya que emiten una fluorescencia 

mayor. Sin embargo, para las sondas diluidas se obtiene señal suficiente para 

obtener buenas lecturas. Las condiciones y los resultados de los CTs obtenidos se 

muestran en la Tabla 4. 

En cuanto a la optimización de la cantidad de cDNA, se observó que para la 

condición de la sonda concentrada (curvas 1, 2 y 3) y cuando se agregó 2 µl, 1 µl 

de cDNA concentrado o 1 µl de cDNA diluido 1:5, se obtienen CTs de 26.44, 28.86 
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y 30.64, respectivamente. Mientras que con la sonda diluida 1:5 (curvas 4, 5 y 6) y 

al colocar 2 µl, 1µl de cDNA concentrado o 1 µl de cDNA diluido 1:5, se obtienen 

CTs 24.75, 25.73 y 29.66, respectivamente. 

Al comparar las gráficas de las sondas concentradas con las sondas diluidas, se 

observa que los CTs son mayores, pero se obtuvo la misma tendencia en cada 

tratamiento. Es por esto que podemos concluir que la sonda diluida se puede utilizar 

para detectar este gen y de esta forma ahorrar en reactivos.  

Por lo tanto, las condiciones óptimas para la detección de GNPDA2 son: 0.5 µl de 

sonda para GNPDA2 diluida (1:5) y 1 µl cDNA concentrado. 
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Figura 7. Curvas de amplificación del gen GNPDA2 en las células INS-1 

(832/13). (1) Sonda concentrada con 2 µl cDNA, (2) Sonda concentrada con 1 µl 

cDNA, (3) Sonda concentrada con 1 µl cDNA diluido 1:5, (4) Sonda diluida 1:5 con 

1 µl cDNA, (5) Sonda diluida 1:5 con 2 µl cDNA, (6) Sonda diluida 1:5 con 1 µl cDNA 

diluido 1:5, línea azul como control negativo. 

 

Tabla 4. Valores de CTs y condiciones para la optimización de la sonda GNPDA2 

 

 

 

 

 

 

Símbolo Muestra con Sonda Concentrada Cq (ΔR) 

1 cDNA diluido 1:5, 1 µL 30.64 

2 cDNA concentrado, 1 µL 28.86 

3 cDNA concentrado, 2 µL 26.66 

Símbolo Muestra con Sonda Diluida 1:5 Cq (ΔR) 

4 cDNA diluido 1:5, 1 µL 29.66 

5 cDNA concentrado, 1 µL 25.73 

6 cDNA concentrado, 2 µL 24.75 
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Para optimizar la sonda de GFAT1, se utilizaron las mismas condiciones que para 

el gen GNPDA2. De igual forma, se observó que existe una mayor fluorescencia de 

las curvas cuando la sonda está concentrada (Figura 8). En la Tabla 5, se muestran 

los valores de CTs obtenidos y las condiciones que se emplearon. En estos 

tratamientos se utilizó la sonda concentrada (curvas 1, 2 y 3) y el cDNA concentrado 

se agregó 2 µl, 1 µl o 1 µl del cDNA diluido 1:5. Se obtuvieron CTs de 27.86, 28.93 

y 32.66, respectivamente. Mientras que con la sonda diluida 1:5 (curvas 4, 5 y 6) y 

con 2 µl, 1µl de cDNA concentrado o 1 µl de cDNA diluido 1:5, los CTs fueron de 

20.39, 25.44 y 26.87, respectivamente. Estos resultados muestran un 

comportamiento muy similar a GNPDA2, por lo que se decidió emplear para GFAT1 

la condición de 0.5 µl de sonda para GFAT1 diluida 1:5 y 1 µl cDNA concentrado. 
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Figura 8. Gráficas de amplificación del gen GFAT1 en células INS-1 (832/13). 

(A)(1) Sonda concentrada/ 1 µl cDNA, (2) Sonda concentrada/ 2 µl cDNA, (3) Sonda 

concentrada/ 1 µl cDNA diluido 1:5, (4) Sonda diluida 1:5 / 1 µl cDNA diluido 1:5, (5) 

Sonda diluida 1:5 / 1 µl cDNA, (6) Sonda diluida 1:5 / 2 µl cDNA. 

 

Tabla 5. Valores de los CTs y las condiciones para la optimización de la sonda 

GFAT1 

 

 

 

 

 

 

Símbolo Muestra con Sonda Concentrada Cq (ΔR) 

1 cDNA diluido 1:5, 1 µL 32.66 

2 cDNA concentrado, 1 µL 27.86 

3 cDNA concentrado, 2 µL 28.93 

Símbolo Muestra con Sonda Diluida 1:5 Cq (ΔR) 

4 cDNA diluido 1:5, 1 µL 26.87 

5 cDNA concentrado, 1 µL 25.44  

6 cDNA concentrado, 2 µL 20.39 
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Por lo tanto, las condiciones óptimas para detectar al gen GNPDA2 es 0.5 µl de 

sonda diluida 1:5 y 1 µl cDNA concentrado y para el gen GFAT1 es 0.5 µl de sonda 

para GFAT1 diluida 1:5 y 1 µl cDNA concentrado, en un volumen final de 10 µl de 

reacción. 

Estos resultados muestran que los genes GNPDA2 y GFAT1 se expresan en la línea 

celular INS1 (832/13). 

 

8.2. Optimización de la transfección con siRNA contra GNPDA2 y siRNA 

contra GFAT1 en la línea celular INS-1 (832/13) 
 

Una vez comprobado que los genes GNPDA2 y GFAT1 se expresan en las células 

INS1 (832/13), lo siguiente era silenciar a los genes, con el fin de estudiar su función. 

Para las optimizaciones, se probaron diferentes concentraciones de los siRNAs 

contra GNPDA2 (siGN) o contra GFAT1 (siGF): 10 nM, 20 nM y 40 nM y se agregó 

1 µL de agente de transfección. Adicionalmente, en otros pozos se probaron 20 nM 

de siRNA contra cada uno de los genes de interés en pozos diferentes y con 2 µL 

de agente de transfección. Así mismo, para el control, se transfectó el siRNA control 

(siC) a una concentración de 20 nM y 1 µL de agente de transfección. Además, se 

colocaron células sin tratamiento como referencia de células intactas. 

A las 72 horas después de la transfección, se cuantificó la expresión relativa de los 

genes. En el caso de GNPDA2, se observó que el transcrito disminuyó en todas las 

condiciones donde se utilizó el agente de transfección, comparadas con las células 

sin tratamiento. Esto indica que el agente de transfección modifica a las células. Por 



 
 

42 
 

dicha razón, las condiciones de silenciamiento de GNPDA2 se compararon contra 

las células tratadas con el siC. Se observó que en la concentración de 10 nM del 

siGN existió una disminución del 50 % del transcrito, seguido por una disminución 

del 54% con una concentración de 20 nM y del 65% con 40 nM del siRNA contra 

GNPDA2. Al utilizar 2 µL de agente de transfección y una concentración de 20 nM, 

el transcrito se silenció en un porcentaje igual que con 1 µL de agente de 

transfección (Figura 9). 
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Figura 9. Optimización de la transfección con diferentes concentraciones de 

siRNA contra GNPDA2 en la línea celular INS-1 (832/13). Expresión relativa del 

gen GNPDA2 posterior a las 72h de la transfección, con concentraciones de 10, 20 

y 40 nM de siRNA GNPDA2(siGN), comparado con 20 nM de siRNA control(siC) y 

células sin tratamiento(ST) como referencia de células intactas. 
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Para GFAT1, se observó de igual forma una disminución del transcrito en todas las 

condiciones donde se utilizó el agente de transfección, comparado contra las células 

sin tratamiento (Figura 10). Por lo tanto, se compararon las diferentes 

concentraciones del siGF contra las células transfectadas con el siC. El tratamiento 

con 10 nM de siRNA contra GFAT1, produjo una disminución del 20% del transcrito, 

seguido de un silenciamiento del 47% con 20 nM de siRNA y del 64% con una 

concentración 40 nM de siRNA GFAT1.Al agregar una mayor cantidad del agente 

de transfección, la expresión del GFAT disminuye en un 30%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Optimización de la transfección con diferentes concentraciones de 

siRNA contra GFAT1 en la línea celular INS-1 (832/13). Expresión relativa del gen 

GFAT1 posterior a las 72h de la transfección con concentraciones de: 10, 20 y 40 

nM de siRNA GFAT1(siGF), comparado con 20 nM de siRNA control (siC) y células 

sin tratamiento (ST) como control negativo. 
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Por lo tanto, las condiciones óptimas de transfección para silenciar a los genes 

GNPDA2 y GFAT2 son: 40 nM de siRNAs con 1 µL de agente de transfección. 

Una vez optimizado la concentración adecuada de los siRNAs GFAT1 y siRNAs 

GNPDA2 para silenciar parcialmente a dichos genes, lo siguiente fue optimizar el 

tiempo en el que se logra una mayor disminución de la expresión de los genes. Se 

utilizaron las condiciones anteriores de 40 nM de siRNAs con 1 µL de agente de 

transfección y se recolectaron las células a diferentes tiempos de transfección (24h, 

48h y 72h). También, se utilizaron células sin tratamiento como referencia de células 

intactas y cada tratamiento con los siGN y siGF se analizó respecto al siC. 

Se observó que GNPDA2 redujo su expresión en un 19% a las 24 horas, a las 48 

horas existe una disminución del 57% y a las 72 horas, el transcrito descendió un 

62% (Figura 11-A). Para GFAT1, a las 24 horas de transfección, la disminución del 

trascrito fue del 23%, a las 48 horas del 55% y finalmente, a las 72 horas del 63% 

(Figura 11-B). Por lo tanto, para para ambos genes a las 72 horas post-transfección 

fue cuando se logró la mayor disminución del transcrito. 
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Figura 11. Optimización de la transfección de los siRNAs contra GNPDA2 y 

GFAT1 a diferentes tiempos en la línea celular INS-1 (832/13). (A) Gráficas de la 

expresión relativa del gen GNPDA2 a las 24, 48 y 72 horas de la transfección con 

40 nM de siRNA GNPDA2 (siGNPDA2) y 1 µM de agente de transfección, 

comparado contra 40 nM de siRNA control (siC). (B) Gráficas de la expresión 

relativa del gen GFAT1 a las 24, 48 y 72 horas de la transfección con 40 nM de 

siRNA GFAT1 (siGFAT1) y 1 µM de agente de transfección, comparado contra 40 

nM de siC siRNA control (siC). Se analizaron las células sin tratamiento (ST) como 

referencia de células intactas. 
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8.3. Expresión de GNPDA2 y GFAT1 en la línea celular INS-1 (832/13) 

posterior al silenciamiento. 
 

Una vez optimizadas las condiciones de transfección, se cuantificaron los transcritos 

de ambos genes en tres diferentes experimentos. Se observó que, a las 72 h 

posteriores a la transfección, GNPDA2 disminuyó su expresión un 65% comparado 

con el siC (Figura 12-A). Mientras que, para GFAT1 se logró disminuir la expresión 

hasta un 54 % (figura 12-B).  
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Figura 12. Porcentaje de la expresión relativa de GNPDA2 y GFAT1, posterior 

a las 72h de transfección. (A) Porcentaje de la expresión relativa de siRNA 

GNPDA2 (siGN), respecto al siRNA Control (siC). (B) Porcentaje de la expresión 

relativa de siRNA GFAT1 (siGF), respecto al siRNA Control (siC). T-Student, ****p< 

0.0001, n = 3. 

 

Además, se estudió el cambio en el fenotipo o la confluencia de las células después 

del silenciamiento de estos genes a las 72 horas después de la transfección. Como 

se muestra en la Figura 13, no se notó ningún cambio entre las células controles 

(siC) y las silenciadas (siGN o siGF). 
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Figura 13. Microscopía de las células silenciadas de los genes GNPDA2 o 

GFAT1 en la línea celular INS-1 (832/13). Imágenes capturadas a través de 

microscopio óptico invertido, con objetivo 10X. Células transfectadas con el siRNA 

Control (siC), siRNA contra GNPDA2 (siN) o contra GFAT1 (siGF), después de 72 

horas de transfección. 

 

8.4. Expresión relativa de los genes GNPDA2 y GFAT1en respuesta a 

diferentes concentraciones de glucosa. 
 

Otro de los objetivos de este proyecto es ver la expresión de los genes GNPDA2 y 

GFAT1, en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa. Este experimento 

se hizo por medio del ensayo de GSIS, el cual consiste en estimular a las células 

con 0 mM, 3 mM o 15 mM de glucosa por una hora. Posteriormente, se recolecta el 

sobrenadante para medir la concentración de insulina secretada mediante ELISA 

(resultados mostrados en la sección 8.5) y, por otra parte, se midió el transcrito de 

las células. 

Las células fueron transfectadas con los siGN, siGF o siC y al cabo de las 72 horas 

de la transfección, se estimularon con las diferentes concentraciones de glucosa. 
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En el caso de GNPDA2, se encontró que en las células controles (siC), la expresión 

basal del transcrito con 0 mM de glucosa fue del 100%. Al ser estimuladas con             

3 mM de glucosa, la expresión no aumentó; sin embargo, hubo un aumento hasta 

del 100% veces más con una concentración de 15 mM de glucosa. Por otra parte, 

cuando GNPDA2 es silenciado, se observó que su expresión residual es del 49% y 

al ser estimulada con diferentes concentraciones de glucosa su expresión es similar 

a las células tratadas con 0 mM de glucosa (Figura 14).  

Al comparar las células control contra las células silenciadas de GNPDA2, se 

observó que, para la concentración basal de glucosa, el transcrito de GNPDA2 

disminuyó en un 51% su expresión respecto al siC (p <0.05). En el tratamiento con 

3 mM de glucosa, la disminución de la expresión no fue significativa.  Sin embargo, 

para el tratamiento con 15 mM de glucosa, se obtuvo una disminución de hasta el 

166% respecto al siC vs siGN (Figura 14, ***p <0.001). 
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Figura 14. Expresión relativa de GNPDA2 en células controles o silenciadas 

de dicho gen y estimuladas con glucosa. Células INS1 (832/13) transfectadas 

con siRNA control (siC) y siRNA GNPDA2 (siGNPDA2), tratadas con 0 nM, 3 mM, 

y 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vías, análisis Post-Hoc Tukey's. *p < 0.05, ***p 

<0.001, n= 3. 

 

Con respecto a GFAT1, se observó en las células controles (siC), la expresión basal 

del transcrito con 0mM de glucosa al 100%. Al estimular las células con 3mM de 

glucosa, la expresión no aumentó; pero, cuando se estimularon con una 

concentración de 15 mM de glucosa se produjo un aumento al 100% en el transcrito 

del gen. Por otra parte, cuando GFAT1 es silenciado, se observó que su expresión 

disminuye hasta un 48% a 0mM de glucosa. Esta expresión aumentó a 76.8% a una 

concentración de 3 mM de glucosa, pero cuando se incrementa la concentración a 

15 mM de glucosa, disminuye su expresión a 64.6%.  
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Al comparar las células control contra las células silenciadas de GFAT1, se observó 

que, para la concentración basal de glucosa, el transcrito de GFAT1 disminuyó en 

un 48% su expresión respecto al siC (p <0.05). En el tratamiento con 3 mM de 

glucosa, no se presentó ningún cambio en la expresión.  Sin embargo, para el 

tratamiento con 15 mM de glucosa, se obtuvo una disminución del 105% respecto 

al siC vs siGF (Figura 15, *p <0.001). 
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Figura 15. Expresión relativa de GFAT1en células controles o silenciadas de dicho 

gen y estimuladas con glucosa. Células INS1 (832/13) transfectadas con siRNA control 

(siC) y siRNA GFAT1 (siGFAT1), tratadas con 0 nM, 3 mM, y 15 mM de glucosa. ANOVA 

de dos vías, análisis Post-Hoc Tukey's. *p < 0.05, ***p <0.001, n= 3. 
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8.5. Medición de la secreción de insulina estimulada por glucosa en las 

células INS1 (832/13) en presencia o ausencia parcial de GNPDA2 o 

GFAT1 
 

Como se mencionó anteriormente, después de 72 horas de silenciamiento de los 

genes GNPDA2 o GFAT1, se realizó el experimento de GSIS, esto mediante la 

recolección del sobrenadante de cada tratamiento. Se midió la concentración de la 

insulina secretada de las células estimuladas con 3 o 15 mM de glucosa, mediante 

un ensayo de ELISA.  

En la Figura 16, se muestra que las células controles responden al estímulo de 15 

mM de glucosa, ya que secretan 2.1 veces más insulina, con respecto a las 

estimuladas con 3 mM de glucosa. Cuando se compara el siC contra el tratamiento 

de siGN, se observa una tendencia a disminuir la secreción de insulina con 

concentraciones de 3 mM y 15 mM de glucosa, pero esta disminución no resulta 

significativa (Figura 16-A). Para corroborar que al silenciar parcialmente a GNPDA2, 

este gen no influyera en la secreción de insulina, se analizaron los datos en 

porcentaje de insulina secretada respecto al tratamiento de 3 mM de glucosa. Se 

observó que tanto para las células controles como las células ausentes de GNPDA2, 

el incremento de la secreción entre 3 mM y 15 mM de glucosa fue de 2.2 veces para 

ambos (Figura 16 B). 

Por lo tanto, al silenciar parcialmente a GNPDA2, la secreción de insulina no se ve 

afectada. 
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Figura 16. Participación de GNPDA2 en la secreción de insulina estimulada por 

glucosa. (A) Cuantificación de insulina secretada en las células INS-1(832/13) posterior a 

la transfección con siGNPDA2 durante 72h. (B) Porcentaje de insulina secretada con 

respecto a 3 mM de glucosa. Las barras en negro representan estimulación con 3 mM de 

glucosa y en gris estimulación con 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vías. Análisis Post-

Hoc Tukey's. *p <0,05, **p <0.002, n = 3. 
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En la Figura 17, se muestran los resultados de las células silenciadas parcialmente 

de GFAT1 y sometidas a ensayos de GSIS. Las células controles (siC) responden 

al estímulo de 15 mM de glucosa, donde se secretó 2 veces más insulina con 

respecto a las estimuladas con 3 mM de glucosa. Sin embargo, en las células donde 

GFAT1 está parcialmente silenciado, se observó un incremento de hasta 4.9 veces 

en la secreción de insulina, entre el tratamiento de 3 mM y 15 mM de glucosa. Por 

otra parte, cuando se comparan las células control con las células con GFAT1 

parcialmente silenciado, se observa una disminución de 0.64 veces en la secreción 

de insulina entre el siC y siGF estimulada con 3 mM de glucosa (Figura 17-A). Sin 

embargo, al comparar el porcentaje de insulina secretada respecto al tratamiento 

de 3 mM de glucosa para cada tratamiento, se observó que para células controles 

hubo un aumento de 2 veces en la secreción de insulina entre 3 y 15 mM de glucosa. 

Para las células en ausencia de GFAT1, se observó un aumento de 5.1 veces entre 

3 y 15 mM de glucosa (Figura 17-B). Por lo tanto, las células con silenciamiento 

parcial de GFAT1 secretan más insulina que las controles al ser estimuladas con  

15 mM de glucosa. 

 

 

 

 

 



 
 

54 
 

s iC o n tr o l s iG F A T 1  

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

* * *

* *

* * *

3  m M 3  m M1 5m M 1 5m M

1 0 0 % 1 0 0 %

%
 I

n
s

u
li

n
a

 s
e

c
r
e

ta
d

a

(%
3

m
M

)

B

3  m M  D -G lu c o s a

1 5  m M  D -G lu c o s a

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

  

 

 

 

 

 

Figura 17. Participación de GFAT1 en la secreción de insulina estimulada por 

glucosa. (A) Cuantificación de insulina secretada en las células INS-1(832/13) posterior a 

la transfección con siGFAT1 durante 72h. (B) Porcentaje de insulina secretada con respecto 

a 3 mM de glucosa. Las barras en negro representan estimulación con 3mM de glucosa y 

en gris estimulación con 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vías. Análisis Post-Hoc Tukey's. 

*p <0,05, **p <0.002, n = 3. 
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9. Discusión 

La vía de las hexosaminas es considerada como una vía importante en la detección 

de nutrientes53. Los productos de los genes GNPDA2 y GFAT1 tienen participación 

en esta vía. 

Anteriormente, se reportó que la sobreexpresión de GFAT1 está relacionada con el 

desarrollo de resistencia a la insulina 54. Además, al inhibir farmacológicamente a 

GFAT1, se observó un incremento en la secreción de insulina de islotes de rata27. 

Sin embargo, la función de GNPDA2, enzima inversa de GFAT1, es desconocida 

en la homeostasis de la glucosa y específicamente en la secreción de la insulina. 

Es por esto, que se quiso estudiar si GNPDA2 y GFAT1 se encuentran presentes 

en las células INS1 (832/13), para ser utilizado como modelo de estudio para la 

secreción de insulina.  

Se encontró que ambos genes son expresados en las células INS1 (832/13) 

(Figuras 7 y 8). Esto era de esperarse, ya que anteriormente estaba reportado que 

GFAT1 se expresa en islotes de Langherhans aislados de ratas27 se sabe que la 

línea celular INS1 (832/13) fue aislada de islotes de Langherhans de rata46. 

Después de validar que estos genes se expresan en el modelo propuesto de 

estudio, se utilizaron los siRNAs como herramienta molecular para silenciar la 

expresión de los genes GNPDA2 y GFAT1. Se observó que en las células INS1 

(832/13), se logró silenciar parcialmente a GNPDA2 (65%, Figura 12-A) y a GFAT1 

(54%, Figura 12-B) después de 72 horas de transfección. Con estas condiciones, lo 

siguiente era ver la expresión de estos genes a diferentes concentraciones de 
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glucosa y el efecto de estos genes en la secreción de insulina. A pesar de que el 

silenciamiento de GNPDA2 y GFAT1 no fue total, hay estudios que demuestran que 

un silenciamiento parcial de genes (mayor al 50% de silenciamiento), puede tener 

un efecto significativo en la secreción de insulina55. 

 

9.1. Expresión de GNPDA2 y de GFAT1 en condiciones de hiperglucemia y 

después de ser silenciado en las células INS-1(832/13) 
 

La vía de las hexosaminas depende directamente de la cantidad de glucosa que se 

transforma en F6P para entrar a esta vía. GFAT1, es la enzima limitante de la vía, 

además, en condiciones de hiperglucemia ocurre una sobreexpresión de este gen56. 

Es por esto, que uno de los objetivos era estudiar la expresión de GFAT1 y su 

enzima opuesta GNPDA2, en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa.  

Los resultados obtenidos mostraron que en células control, se presentaba un 

incremento en la expresión de GFAT1, conforme aumenta la concentración de 

glucosa, después de 1 hora de estimulación (Figura 15). Únicamente un 5% de la 

glucosa ingresada se va a la vía de las hexosaminas, donde GFAT1 es la primera 

enzima que regula el paso hacia esta vía 25; por lo que, al detectar niveles elevados 

de glucosa debe de aumentar su expresión. Por el contrario, con GNPDA2, existe 

un incremento del transcrito solamente con la concentración de 15 mM de glucosa 

y no con 3 mM (Figura 14). Esto sugiere que GNPDA2 no es el sensor más sensible 

e importante de esta vía, ya que no se modifica con una concentración baja de 

glucosa, a diferencia de GFAT1. 
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Al silenciar parcialmente a GNPDA2, la expresión no se modificó al aumentar la 

concentración de glucosa (Figura 14). Esto pude ser porque su transcripción no se 

activa y no alcanza a responder a la concentración alta de glucosa. También, se 

evaluó la expresión de GFAT1 silenciado parcialmente en un 54%, y estimulado con 

glucosa. Se observó un incremento al ser estimulado con 3 mM de glucosa, y una 

tendencia a aumentar con 15 mM. Esto se podría explicar, debido a que, en un 

estado de hiperglucemia, es la enzima GFAT1 la que se activa, lo que provoca que 

el exceso de glucosa entre a la vía de las hexosaminas, a diferencia de GNPDA2. 

Cuando se presenta una exposición crónica a estados de hiperglucemia, ocasiona 

la sobreexpresión de GFAT153, provocando que se acumulen proteínas glicosiladas 

como IRS1 y AKT2, lo que conlleva a la desregulación de la señalización de la 

insulina, derivando en el desarrollo de la resistencia a la insulina26. A pesar de que 

la contribución de la HBP pareciera ser muy poca, su alteración resulta en uno de 

tantos factores que repercuten en el desarrollo de DMT2. En estos experimentos, la 

exposición a la glucosa sólo ocurrió durante 1 hora de manera aguda. Sin embargo, 

fue posible observar la modificación de la expresión de GFAT1 en presencia de 

glucosa. 

Anteriormente, se encontró que en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, 

la expresión de GNPDA2 disminuía en el hipotálamo12. Sin embargo, la expresión 

de GFAT no se modificó13. Esto sugiere que en ratas que presentan obesidad 

inducida por dieta, la disminución de la expresión de GNPDA2 provocaría que la vía 

de HBP se encuentre más activa, a pesar de que GFAT no modificó su expresión. 
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Entonces GFAT1 permitiría la entrada del exceso de F6P a la vía de las HBP, lo que 

conlleva a la resistencia de la insulina, característica estos modelos57. 

 

9.2. Implicación de GNPDA2 y GFAT1 en la secreción de insulina 
 

Como se vio anteriormente, aunque GNPDA2 y GFAT1 participan en el mismo punto 

de regulación en la HBP, es principalmente GFAT1, la responsable en regular el 

flujo de nutrientes por esta vía. Además, al inhibir farmacológicamente a GFAT1 in 

vitro, se observó que está implicado en el aumento de la secreción de insulina de 

islotes de rata27. 

Por otra parte, al inhibir farmacológicamente a GFAT1 en el hipotálamo, no tuvo 

repercusiones en la homeostasis a la glucosa. Sin embargo, la inhibición 

farmacológica de GNPDA2 en el hipotálamo, provoca intolerancia a la glucosa13.Por 

lo que, el siguiente objetivo era, ver si GNPDA2 está implicado en la secreción de 

insulina y corroborar el rol de GFAT1 en la secreción de la insulina en un modelo in 

vitro. 

Los resultados obtenidos muestran que hubo un aumento en la secreción de insulina 

en las células controles, al ser sometidas a una alta concentración de glucosa. Este 

resultado era lo que se esperaba, como respuesta normal a la detección de glucosa 

por parte de las células. 

Sin embargo, en la ausencia parcial de GNPDA2, se observó que no hay un cambio 

significativo en la secreción, por lo que GNPDA2 no tiene implicación en la secreción 

de insulina.  



 
 

59 
 

Lo anterior se podría explicar, debido a que al estar silenciado parcialmente el gen 

GNPDA2, el flujo hacia la vía de las hexosaminas continúa normalmente, con el 

ingreso de la F6P por la acción de GFAT1. Esto no se reflejaría en una mayor 

producción de ATP, señal necesaria para la secreción de insulina, razón por la cual 

no se observa diferencia de la secreción de insulina.  

Esta reportado que GNPDA2 está asociado con la obesidad y con la DMT29,29, pero 

no afecta la secreción de insulina. Esto sugiere a que este gen podría tener una 

contribución en el desarrollo de resistencia a la insulina, ya que al estar suprimido y 

no permitir el retorno de nutrientes hacia la vía glucolítica, se acumularían las 

proteínas glucosiladas involucradas en la respuesta a la glucosa58. Esta 

glucosilación podría conducir a la alteración de proteínas de la vía de señalización 

de la insulina, lo que resulta así en la resistencia a la insulina26.  

Por otra parte, al silenciar parcialmente a GFAT1 se presentó un incremento en la 

secreción de insulina de 5.1 veces mayor que en el siC en el tratamiento con 15 mM 

de glucosa. (Figura 17-B). Entonces, al silenciar a GFAT1, el paso de entrada hacia 

HBP no se permitiría, lo que obliga a F6P a continuar en la vía de la glucólisis, dando 

como resultado una mayor formación de ATP y por consecuencia, la apertura de los 

canales de calcio, para desencadenar una mayor secreción de insulina59. 

Se sabe que la inhibición farmacológica de GFAT1, mediante el uso de inhibidores 

O-diazoacetil-L-serina (azaserina) en islotes pancreático aislados de ratas, 

ocasionó un aumento en la secreción de insulina27. Por lo que se puede concluir 

que la inhibición de GFAT1 con fármacos como genéticamente (siRNA), conducen 
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a una mayor secreción de insulina. Por lo tanto, GFAT1 está involucrado en la 

secreción de insulina.  

Los resultados mostrados en este proyecto dan un panorama sobre la importancia 

de GNPDA2 y GFAT1 en la secreción de insulina. Sin embargo, aún queda mucho 

por explorar sobre su participación y su efecto en muchos otros mecanismos, 

incluyendo su implicación en el desarrollo de la RI. 

 

Figura 18. Posible mecanismo de la implicación de GNPDA2 y GFAT1 en la secreción 

de insulina en condiciones de hiperglucemia. (A) En condiciones de hiperglucemia, se 

muestra un incremento en la expresión de GFAT1, lo que provoca un aumento en la 

glucosilación de proteínas y desencadenando la resistencia a la insulina. (B) Al silenciar 

parcialmente a GFAT1, la vía de biosíntesis de las hexosaminas quedó bloqueada, 

entonces se presenta un aumeto en el flujo de F6P hacia la glucólisis e incrementa así la 

secreción de insulina. Por lo tanto, GFAT1 influye en la secrecion de insulina; sin embargo  

GNPDA2 no esta implicado en este proceso.  
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10. Conclusiones 

GNPDA2 y GFAT1 se expresan en las células INS-1(832/13). Además, se observó 

que GNPDA2 incrementa su expresión al ser expuestas las células a una 

concentración de glucosa alta. Sin embargo, GFAT1 es más sensible a 

concentraciones más bajas de glucosa, aumentando su expresión 

proporcionalmente al aumento la concentración de glucosa.  

El silenciamiento de GNPDA2 demostró que no influye en la secreción de insulina. 

Por el contrario, GFAT1, enzima limitante de la vía de las hexosaminas, demostró 

que, al ser silenciada, aumenta la secreción insulina, lo que sugiere que esta enzima 

sirve como sensor de glucosa. 

 

11. Perspectivas 

  En este proyecto se comprobó que GNPDA2 no está implicado en la 

secreción de insulina, pero el silenciamiento de GFAT1 provoca un aumento 

de la secreción a 15 Mm de glucosa. Sin embargo, quedaría por investigar si 

GNPDA2 juega entonces un rol en el desarrollo de la resistencia a la insulina, 

al igual que GFAT1.  

 Realizar ensayos de glucosilación de proteínas involucradas en la 

señalización de la insulina en presencia y ausencia de GNPDA2 y GFAT1.  

 Con el fin de conocer mejor la función de GNPDA2 y GFAT1 y su 

implicación en el metabolismo, se buscará estudiar a estos genes en otros 

modelos celulares como: hígado, hipotálamo y células adiposas.  
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