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RESUMEN 
 

Introducción. La etapa final de la gestación se caracteriza por presentar una disminución 

en la sensibilidad a la insulina en los tejidos maternos, produciéndose resistencia a la 

insulina de origen fisiológico, con la finalidad de aportar mayores nutrientes para el 

desarrollo del feto. Sin embargo, los cambios en las proteínas de la vía de señalización de 

la insulina en los tejidos sensibles a esta hormona, han sido poco estudiados. La 

identificación de los mecanismos moleculares que producen resistencia a la insulina en la 

gestación son importantes para entender las alteraciones que ocurren en esta vía de 

señalización, previo al desarrollo de la diabetes gestacional.  
Objetivo: Determinar los cambios de expresión y fosforilación que se producen en las 

proteínas de la vía de señalización de la insulina en la etapa final de la gestación. 

Metodología: Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6J al día 17 gestacional y 

no gestantes. Ambos grupos fueron tratados con insulina (1 UI/Kg), vía intraperitoneal, 

antes de la inyección intraperitoneal de insulina (tiempo 0) se midieron las 

concentraciones de glucosa en sangre y previo al sacrificio del animal (30 minutos). Se 

obtuvieron muestras de  hígado (lóbulo frontal), músculo esquelético (cuádriceps femoral) 

y tejido adiposo (perigonadal). En estos tejidos, se determinó la abundancia de las 

proteínas fosforiladas de la vía de señalización de la insulina: AKT (T308) y PDK-1 

(S241), así como la proteína efectora GSK3β (S9) y la proteína inhibidora de la vía PTEN 

(S380), mediante la técnica de Western blot. También se analizó la expresión relativa de 

las proteínas totales AKT, PTEN y CPS-1, así como por RT-PCRq, la abundancia del 

mensajero de Pten y Cps-1. 
Resultados: Encontramos que, comparado con los animales no gestantes, existe una 

resistencia sistémica a la insulina en el día 17 de gestacional. Después de la estimulación 

con insulina, el grupo gestante mostró una disminución en la concentración de glucosa del 

20 %, comparado con un 50 % del grupo no gestante. Al realizar el análisis de las 

proteínas de la vía de señalización de la insulina, encontramos altos niveles de expresión 

en la proteína PTEN, así como del ARNm de Pten en el hígado y tejido adiposo al día 17 

gestacional, con respecto al control. En cambio, la fosforilación de la proteína PTEN en 

serina 380, únicamente fue menor en el hígado. Al analizar las fosforilaciones de las 

demás proteínas de la vía de señalización, demostramos que ocurre una disminución 

significativa en la fosforilación de AKT en treonina 308, en los tres tejidos evaluados, al 
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día 17 gestacional con respecto al no gestante. Sin embargo, la expresión relativa de la 

proteína total de AKT fue únicamente mayor en el músculo esquelético. Por otra parte, no 

encontramos diferencias en la fosforilación de la proteína PDK-1 en serina 241 en ninguno 

de los tejidos estudiados. También, encontramos un incremento significativo en la 

fosforilación de la proteína GSK3β en serina 9 en el hígado, en tanto que en el músculo se 

observó una disminución. En el caso del tejido adiposo no se encontraron cambios en la 

fosforilación de la GSK3β. Por último, medimos la abundancia del ARNm y la proteína 

total de la carbamoil fosfato sintasa-1, en ambos grupos. 
Conclusión: Demostramos que al final de la gestación, en los tres tejidos evaluados, se 

produjo una disminución de AKT fosforilado (T308). Este cambio se produjo por diferentes 

mecanismos dependiendo del tejido. En el hígado y en el tejido adiposo, este efecto está 

relacionado con cambios en la expresión y fosforilación en la proteína PTEN, cuya función 

inhibe actividad de la vía PI3K-AKT. En tanto que en el músculo esta proteína no se 

encontró modificada. La fosforilación de GSK3β (S9) se encuentra aumentada en el 

hígado, disminuye en el músculo y no se modifica en el tejido adiposo. El aumento en la 

fosforilación de GSK3β (S9) en el hígado, sugiere que este órgano es capaz de sintetizar 

glucógeno independientemente de la vía de señalización de la insulina. No encontramos 

diferencias en la fosforilación de la proteína PDK-1 (S241), en ninguno de los tres tejidos 

evaluados, lo que indica que esta proteína no juega un papel importante en la resistencia 

a la insulina durante la gestación. Además, demostramos que la Carbamoil fosfato 

sintasa-1 (CPS-1), enzima importante en el ciclo de la urea, sufre una disminución en su 

expresión en el hígado en la etapa final de la gestación. 
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ABSTRACT 

Introduction. Metabolic and hormonal changes in late pregnancy decrease maternal insulin 

sensitivity to facilitate nutritients supply to the fetus. There is little information about insulin 

signaling proteins in glucose homeostasis regulating tissues during this period. 

Identification of insulin resistance mechanisms during pregnancy is important given its role 

in the pathophysiology of gestational diabetes. Aim: To determine changes of insulin 

signaling proteins in late pregnancy. Methodology: Two groups of C57BL/6J mice, 

pregnant (day 17) and no pregnant, were tested for insulin sensitivity by insulin tolerance 

test and insulin induction for 30 minutes. Phosphorylation sites of insulin signaling 

proteins: AKT (T308), PDK-1 (S241) and GSK3β (S9), as well as PTEN (S380), an 

inhibitory protein of this transduction pathway, were analyzed in the liver, muscle and 

adipose tissue after 30 minutes of insulin administration (i.p: 1 UI/Kg). Also, total proteins 

of AKT and PTEN were evaluated in the three tissues, as well as CPS-1 in the liver. 

Results: We found that, compared with non-pregnant animals, insulin tolerance was 

decreased on day 17 of gestation. Protein immunoblotting analysis revealed that the 

phosphorylation forms of AKT (active) and PTEN (inactive) were decreased; however, 

GSK3-β (inactive) was increase in the liver, whereas in muscle AKT and GSK3β were 

diminished. In the adipose tissue, the response to insulin-induced was lower only in AKT, 

and showed variability between individuals in the other proteins evaluated. As well, protein 

abundance of active PTEN (total protein) was increased in the liver and adipose tissue. 

Conclusion: In the present study we demonstrated that late gestation produced 

phosphorylated AKT (T308) decrease. This effect was produced in a tissue specific 

manner. In the liver and in the adipose tissue this decrease is related to total and 

phosphorylated PTEN decreased expression. Whereas, in the muscle its expression was 

not modified. GSK3β (S9) phosphorylation is increased in the liver, decreased in the 

muscle and without changes in the adipose tissue. Increased GSK3β (S9) in the liver 

suggest that during gestation this tissue is capable to synthesize glycogen independently 

of PI3K-AKT pathway. Also, our studies revealed that PDK-1 (S241) is not involved in 

gestational insulin-resistance. Finally, we demonstrated that carbamoyl phosphate 

synthase-1 (CPS-1), an important urea cycle enzyme, decreases its expression in the 
liver.  
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ABREVIATURAS 

 

4-HNE 4-hydroxynonenal 
ABC Área bajo la curva 
ACC Acetil-CoA carboxilasa 
ADNc ADN complementario 
AGL Ácidos grasos libres 
AKT/PKB Proteína cinasa B 
AMPc Monofosfato de adenosina cíclico 
aPKC Proteína cinasa C atípicas 
ARNm ARN mensajero 
ATP Trifosfato de adenosina 
BSA Albúmina sérica bovina 
CPS-1 Carbamoil fosfato sintasa-1 
DEPC Dietil-pirocarbonato 
dNTP Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DTT Ditiotreitol  
EE Error estándar 
EDTA Ácido etilendiamino tetraacético 
EGTA Ácido etilenglicol tetraacético 
FAS Sintasa de ácidos grasos 
G-6-Pasa Glucosa-6-fosfatasa 
GABA Ácido gamma-amino butírico 
GHRH Hormona liberadora de la hormona del crecimiento 
GLUT Transportador de glucosa 
g Gramos 
GS Glucógeno sintasa 
GSK3β Glucógeno sintasa cinasa 3 beta 
HEPES N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-2 ácido etanosulfónico 
HOMA-IR Evaluación del modelo homeostático-Resistencia a la insulina 
hPGH Hormona de crecimiento placentaria humana 
hPL Lactógeno Placentario humano 
IGF Factor de crecimiento insulínico 
IR Receptor de insulina 
IRS Sustrato del receptor de insulina 
K+ Potasio 
KDa Kilodaltons 
MS-CL Espectrofotometría de masas-cromatografía liquida 
MuLV Virus de la leucemia murina 
Na+ Sodio 
nm Nanómetros 
PBS Solución Salina de Fosfatos 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PEPCK Fosfoenol piruvato carboxicinasa 
PI3K Fosfofatidilinositol 3-cinasa 
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PIP2 Fosfatidilínositol 4,5-bifosfato 
PIP3 Fosfatidilínositol 3,4,5-trifosfato 
PPAR1-γ Receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma 
PTEN Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa 
PTP1B Proteína tirosina fosfatasa 1B 
QUICKI Índice cuantitativo de control de la sensibilidad a la insulina 
rpm Revoluciones por minuto 
RT Transcriptasa Reversa 
RT-PCRq Transcriptasa Reversa-Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SE Desviación estándar 
SH2 Dominio de homología a Src 2 
SREBP-1c Proteína de unión al elemento regulador de esterol-1c 
SRP Partícula de reconocimiento de señal 
SUR1 Receptor a sulfanilurea 1 
TBS-T Amortiguador salino de Tris, suplementado con Tween-20 
TEMED Tetrametiletilendiamina 
TNF-α Factor de necrosis tumoral-alpha 
UA Unidades arbitrarias 
UI/Kg Unidad Internacional/Kilogramo 
V Voltaje 
VLDL Lipoproteínas de muy baja densidad 
ΔΔCt Doble delta Ct 
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INTRODUCCIÓN 

Insulina 

La insulina es una hormona proteica sintetizada y secretada por las células beta de los 

islotes de Langerhans del páncreas. Es liberada como proinsulina (dos cadenas de 

aminoácidos unidas por puentes disulfuro) que al ser hidrolizada libera insulina 

biológicamente activa y el péptido C. La molécula de insulina madura comprende un total 
de 51 aminoácidos, 21 en la cadena A y 30 en la cadena B (Oyer et al., 1971).  

 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos y estructura de la insulina humana. Tomado de Oyer 

1971. 

La síntesis de la insulina comienza en el núcleo, donde se transcribe el ARN mensajero 

(ARNm) de la insulina, el cual posee una secuencia líder en su extremo 5’, seguida de los 

dominios peptídicos B, C y A. El producto inicial de la traducción de este ARNm es la 

preproinsulina, la cual es una sola cadena polipeptídica que se sintetiza en los ribosomas 

del retículo endoplásmico. La preproinsulina posee un péptido señal de 24 residuos, 

característico de las proteínas secretoras de cualquier organismo (Baillyes EM, 1992). El 

péptido señal interactúa con la partícula de reconocimiento de señal (SRP), una 

ribonucleoproteína del citosol que facilita la separación de la preproinsulina naciente del 

compartimiento citosólico y la envía a la vía secretora. La preproinsulina se transloca al 

lumen del retículo endoplásmico rugoso, donde el péptido señal es cortado por una 

peptidasa especializada, quedando como proinsulina. Dentro del retículo endoplásmico 

rugoso, la proinsulina se pliega y se forman tres puentes disulfuro que le darán su 

estructura nativa. En un tiempo de 10 a 20 minutos, la proinsulina se transporta al aparato 

de Golgi para su procesamiento y empaquetamiento en gránulos secretores, proceso que 
durará de 2 a 3 horas posteriores a la traducción de la preproinsulina (Barrett, 2005) .  
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Figura 2. Síntesis y procesamiento celular de la insulina. 
Modificada de Barret 2005. 

Posteriormente en el aparato de Golgi, la proinsulina es cortada por las prohormonas 

convertasas PC2 y PC1/3 para formar la insulina y el péptido C, una proteína de 31 

aminoácidos. La insulina y el péptido C se empaquetan en gránulos que contienen un 

centro electrodenso formado por 6 moléculas de insulina ordenadas en arreglos cristalinos 

romboédricos alrededor de una molécula de zinc (Zn2+) (Engelking, 1997). Estas 

moléculas están suspendidas en un halo constituido por el péptido C, pequeñas 
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cantidades (3%-5%) de proinsulina y sus productos intermediarios de corte, polipéptido 

amiloide, iones (Zn2+ y Ca2+) y moléculas pequeñas como ATP, GABA, serotonina y 

glutamato. Cada célula beta contiene de 10000 a 13000 gránulos secretores, que 

contienen aproximadamente 10-18 moles de insulina por gránulo. Estos gránulos pueden 

almacenarse por varios días antes de ser liberados, o pueden ser degradados por 
crinofagia (destrucción por lisosomas) (Eliasson et al., 2008). 

Transcripción de la insulina y su regulación 

La insulina está codificada por un solo gen en los humanos (INS, cromosoma 11p15.5) y 
dos genes en los ratones (Ins1, 19, 49.0 cM e Ins2, 7, 69.1 cM). Existen diversos factores 

cis-activadores  y trans-activadores asociados a la activación específica en la célula beta 

del enhancer del gen de la insulina. Además, la misma insulina puede actuar de forma 

autocrina para regular esta activación mediada por enhancers, utilizando las mismas vías 
para la activación por glucosa (Artner and Stein, 2008) . 

El enhancer del gen de la insulina está constituido principalmente por los elementos A, C 

y E, cuyos motivos de unión se encuentran tanto en el gen de roedores como de humano. 

La estimulación de estos sitios está dada por factores transcripcionales, como Pdx-1, 

NeuroD1 and MafA, que actúan de manera cooperativa formando redes transcripcionales. 

Estas redes no sólo regulan la expresión de la insulina, sino también modulan la 

expresión de otros genes que participan en la producción y secreción de insulina, 

estableciendo y manteniendo así el fenotipo altamente diferenciado de la célula beta 
(Andrali et al., 2008). 

 

Figura 3. Factores en Trans que permiten la expresión del gen de la insulina. Tomada de 

Andrali 2008. 
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Secreción de insulina 

La glucosa es el nutriente más importante para la secreción de insulina. El mecanismo por 

el cual la glucosa promueve la secreción de insulina requiere sensar la cantidad de 

glucosa en sangre y el metabolismo de la glucosa dentro de la célula beta, un proceso 

conocido como secreción de insulina en respuesta a glucosa (Fernandez Mejia, 2013).  

La secreción de insulina en respuesta a glucosa es pulsátil y bifásica. Los pulsos 

secretorios de la célula beta están asociados a oscilaciones sincrónicas de calcio (Ca2+) 

en respuesta a los estímulos de glucosa y se ha sugerido que estas oscilaciones están 

acopladas a oscilaciones en la glucólisis dentro de la célula beta (Stagner et al., 1980). 

Poco después de que la célula beta recibe el estímulo de glucosa hay un primer pico de 

secreción de insulina. Una segunda fase sostenida de secreción de insulina sigue a este 

decremento, la cual puede continuar durante horas hasta que se alcance la 
normoglicemia (Henquin, 2009). 

La secreción de insulina es un proceso complejo de múltiples pasos que requiere del 

transporte y la oxidación de la glucosa, cambios electrofisiológicos y la fusión de gránulos 

secretores que contienen insulina con la membrana plasmática de la célula beta 

(Fernandez Mejia, 2013). La glucosa entra a la célula por difusión facilitada mediada por 

un grupo de proteínas transportadoras de glucosa relacionadas, caracterizadas por 12 

dominios hidrofóbicos tipo hélice. En la célula beta pancreática, la glucosa es transportada 

por la isoforma 2 del transportador de glucosa (GLUT2) en los roedores, y por la isoforma 

1 en humanos. La glucosa es fosforilada para formar glucosa-6-fosfato por la glucocinasa. 

Esta enzima juega un papel crítico en la secreción de insulina en respuesta a glucosa y es 

considerada el sensor de glucosa de la célula beta pancreática. Debido a sus 

características cinéticas, la glucocinasa es un factor determinante para la fosforilación de 
la glucosa y para su metabolismo a través de la glucólisis (Matschinsky, 1996).  
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Figura 4. Mecanismos que participan en la secreción de la insulina en las células β 
pancreáticas. Modificado de Fernández Mejía. Bioquímica de Laguna. 7ª Edición. 

La generación de ATP por la glucólisis y el ciclo de Krebs provoca el cierre de canales de 

potasio sensible a ATP (KATP) –  un hetero-octámero formado por cuatro subunidades de 

receptor a sulfonilurea 1 (SUR1) y cuatro unidades del canal rectificador de entrada de K+ 

Kir6.2 (Aguilar-Bryan et al., 1998). El cierre de estos canales de potasio modifica el 

potencial de membrana en reposo, lo cual conduce a una despolarización de la 

membrana y la subsecuente apertura de canales de sodio (Na+) y canales de calcio (Ca2+) 

tipo T dependientes de voltaje. La entrada de sodio y calcio a la célula despolariza aún 

más a la membrana, ocasionando que se abran los canales de calcio tipo L, liberando 

calcio de los reservorios celulares (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008). El incremento 

intracelular de calcio en el citosol, promueve la fusión de los gránulos secretores que 

contienen insulina con la membrana plasmática y la liberación de la insulina hacia la 

circulación (Rorsman and Renstrom, 2003). Una vez secretada hacia la circulación portal, 

la insulina es transportada a los tejidos periféricos, sobre los cuales ejercerá acciones 
principalmente anabólicas. 
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Acción de la insulina  

La insulina es una hormona con función hipoglucemiante y anabólica, que regula el 

metabolismo de los hidratos de carbono, lípidos y los aminoácidos. La elevación de las 

concentraciones de glucosa sanguínea es el principal estímulo para su liberación de las 

células beta del páncreas. La insulina es la hormona más importante en el control de 

glucosa en la sangre cuya acción principal se produce en músculo, tejido adiposo e 

hígado; en los dos primeros facilita la entrada de glucosa sanguínea ya que estos tejidos 

expresan transportadores membranales de glucosa GLUT4, que son regulados 

positivamente por la insulina, resultando en un aumento en la captación de glucosa a las 

células. En el hígado reduce la liberación de glucosa. Además, en el tejido adiposo 

promueve la captación de ácidos grasos, por la activación de la lipoproteínlipasas cerca 

de los depósitos de grasa, estos ácidos grasos serán empleados como sustrato para 

aumentar la esterificación de triglicéridos, en un estado postprandial (Fernandez Mejia, 

2013).  

 

 

Figura 5. Acciones de la insulina en el periodo postprandial. Modificado de Fernández-Mejía. 

Bioquímica de Laguna. 7ª Edición. 
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Mecanismos moleculares de la señalización de la insulina 

La insulina comienza su acción uniéndose al receptor de insulina (IR); esto provoca una 

cascada de eventos que involucra fosforilación de proteínas y fosfolípidos de membrana, 

proteínas de andamiaje y acoplamiento, así como  actividad del citoesqueleto. El receptor 

de insulina pertenece a una subfamilia de receptores con una actividad  cinasa de tirosina, 

el cual es una glicoproteína heterotetramérica de membrana que consiste en dos 

subunidades alfa y dos subunidades beta. La insulina se une a la subunidad alfa 

extracelular del receptor e induce un cambio conformacional que acerca a las 

subunidades beta, ocasionando una autofosforilación rápida del receptor, principalmente 

en residuos de tirosina, y catalizando la fosforilación de proteínas intracelulares como: 

miembros de la familia del sustrato del receptor de insulina (IRS-1 y 2) y Cb1. Estas 

proteínas actúan como sitios de anclaje para proteínas que contengan dominios SH2 (del 

inglés Src-homology-2), como la fosfatidilínositol 3-cinasa (PI3K), la GRB-2 y la SHP-2, lo 

cual resulta en una serie de diversas vías de señalización; la activación de la vía de PI3K, 

la activación de las MAP cinasas y la vía de Cb1 asociada a balsas lipídicas (Saltiel and 

Kahn, 2001). Estas vías actúan de manera concertada para transmitir la señal del receptor 

de insulina a blancos biológicos como el transporte de glucosa, la síntesis de proteínas, 

lípidos y glucógeno, diferenciación celular, mitogénesis y la expresión de genes (Withers 
et al., 1998). 

Vía PI3K-AKT 

La PI3K consta de cuatro clases (IA, IB, II y III). La insulina estimula la activación (por 

fosforilación) de la PI3K clase 1A, la cual está conformada por la unidad p85  y p110. 

Después de la unión de la insulina con su receptor y la fosforilación del IRS-1, se fosforila 

la subunidad p85 de la PI3K produciéndose un cambio conformacional que promueve la 

unión de la subunidad catalítica (p110) (Vara et al. 2004). 

La PI3K, a través de p110, fosforila al fosfatidilínositol 4,5-difosfato (PIP2) presente en la 

membrana plasmática, produciendo fosfatidilínositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). La generación 

del PIP3 facilita la unión a la membrana plasmática de las cinasas dependientes de 

fosfatidilinositoles PDK-1 y PDK-2, así como AKT. Los dominios PH (dominio con 

homología a la Pleckstrina) de la región N-terminal de AKT interactúan con el PIP3, lo cual 

contribuye al reclutamiento de esta proteína a la membrana. Una vez ancladas a la 

membrana, las PDKs y mTORC2, fosforilan a AKT en la treonina 308 y la serina 473 
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(Chou et al., 1998). Además, las proteínas cinasas C atípicas (aPKC  y ) son activadas 

a través de la vía de señalización de la insulina por la vía PI3K-AKT (Saltiel and Kahn, 

2001). AKT es una cinasa responsable de los efectos de la activación de la vía PI3K-AKT. 

Una vez fosforilada AKT tiene múltiples blancos tiene múltiples blancos como: GSK3-β, 

mTORC1, FOX01, SREBP-1c, entre otras. 

 
Acciones de la insulina en el metabolismo de carbohidratos 

En condiciones postprandiales el transporte de glucosa al interior de las células del 

músculo esquelético representa la principal vía de captación de glucosa (Shigematsu et 

al., 2002). El músculo esquelético y el tejido adiposo, tienen el trasportador GLUT1 el cual 

permite el transporte basal de glucosa, mientras que GLUT4 es responsable del 

transporte de glucosa dependiente de insulina. En el estado basal, GLUT4 está 

principalmente de forma intracelular, en vesículas secretorias. La insulina estimula la 

translocación de las vesículas que contienen GLUT4 hacia la membrana plasmática, 

donde facilitan el trasporte de glucosa al interior de la célula (Yin and Janmey, 2003). 

Además la insulina estimula la acumulación de glucógeno a través de un aumento 

coordinado del transporte de glucosa y la síntesis de glucógeno. La insulina activa la 

glucógeno sintasa (GS) a través de la inhibición de la GSK3β (glucógeno sintasa cinasa 3 

beta) (Foufelle and Ferre, 2002). La insulina, vía PI3K-AKT, fosforila en serina 9 e inactiva 

la GSK3β. La GSK3β, la cual es una cinasa serina/treonina, involucrada en inhibir el 

almacenamiento de glucosa en forma de glucógeno. Es importante señalar que la 

inactivación de la proteína GSK3β, ocurre por la fosforilación de serina 9 en su estructura, 

lo que promueve un aumento en la actividad de la glucógeno sintasa (GS), aumentando la 

vía de la glucogénesis (Nakada et al., 2011). 
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Figura 6. La vía de señalización PI3K-AKT promueva la síntesis de glucógeno. 
Modificado de Nakada 2011. 

 
Otra función de la insulina es inhibir la producción y la liberación de glucosa por el hígado 

bloqueando la gluconeogénesis y la glucogenólisis. Esto ocurre a través de un efecto 

directo de la insulina sobre el hígado, así como por efectos indirectos de la insulina sobre 

la disponibilidad de sustrato, como ácidos grasos libres, lactato y aminoácidos (Puigserver 

et al., 2003). La insulina inhibe la transcripción del gen que codifica para la 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), enzima que cataliza el paso limitante en la 

velocidad de la gluconeogénesis (Rena et al., 1999). También disminuye la transcripción 

de genes que codifican para la fructosa-1,6-bisfosfatasa y glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa). 

Este mecanismo se produce vía PI3K a través de la fosforilación del factor de 

transcripción FOX01. En el ayuno, FOX01 se encuentra desfosforilado y localizado en el 

núcleo, donde se une al coactivador del receptor activado de proliferación de peroxisomas 

(PGC)-1 (Anthonsen et al., 1998) y a CBP/p300 (Kitamura et al., 1999) para promover la 

transcripción de la PEPCK y la G-6-Pasa. La fosforilación dependiente de insulina vía AKT 

disocia el complejo FOX01/PGC-1 y provoca que FOX01 se transloque fuera del núcleo y 

consecuentemente se inhiba la expresión de sus genes blanco (Cnop et al., 2005).  
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Figura 7. Vías de señalización metabólicas de la insulina. 

 Modificado de Fernández-Mejía. Bioquímica de Laguna. 7ª Edición. 

 

Acciones de la insulina en el metabolismo de lípidos 

La insulina induce la transcripción de enzimas críticas para la síntesis de lípidos. El factor 

transcripcional SREBP-1c (proteína de unión al elemento regulador por esteroles 1c) 

posee un papel crucial en la expresión de genes lipogénicos (Foufelle and Ferre, 2002). 

La insulina estimula la activación del factor  de transcripción SREBP-1c por la vía de PI3K, 

a la vez ocasiona el rompimiento proteolítico del precursor de SREBP-1c y la liberación de 

la forma activa que migrará al núcleo y transactivará los promotores de los genes de la 
glicólisis y la síntesis de ácidos grasos (como FAS y ACC) (Foufelle et al., 2005). 

Además, la insulina inhibe fuertemente la lipólisis en los adipocitos, a través de la 

inhibición de la lipasa sensible a hormonas (Srikanta et al., 1983). La insulina inhibe la 
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actividad de esta lipasa a través de una reducción en los niveles de AMPc, debida a la 

activación de una fosfodiesterasa 3B específica para AMPc a través de la cinasa de 
serina/treonina AKT. 

Mecanismos de regulación (inhibición) de la señalización de la insulina 

La terminación de la señalización de la insulina es crítica para el mantenimiento del 

control metabólico. La cascada de la señalización de la insulina se inhibe por fosfatasas 

específicas. Éstas actúan a través de la activación de fosfatasas de proteínas o lípidos y a 

través de la inducción de cinasas serina/treonina que fosforilan y desacoplan varios 

elementos a lo largo de las vías de señalización de la insulina (Tordjman et al., 1989).  

Por ejemplo, la desfosforilación del receptor de la insulina y sus sustratos (IRS1-2), lo 

llevan a cabo ciertas proteínas denominas PTPasas. En el caso de la PTPasa intracelular 

PTP1B, la cual se ha demostrado que promueve la desfosforilación del receptor de la 

insulina (Goldstein, 2001). 

Existe otro sitio de regulación negativa de la vía de señalización, la cual afecta a la 

proteína PI3K. Como se menciono anteriormente, la PI3K es una proteína crítica en la 

transducción de señal de la insulina. La actividad de la ruta PI3K también está 

determinada por fosfatidilínositol 3-fosfatasas, tales como PTEN y el SHIP2. La 

sobreexpresión de estas fosfatasas de lípidos conduce a la disminución de los niveles de 

PIP3 en la célula, que podría frenar o terminar la señalización de insulina (Vinciguerra and 

Foti, 2006). 

PTEN. El gen Pten, codifica para una proteína de 403 aminoácidos. Esta proteína se 

identificó y se clonó como un gen supresor de tumores mutado en muchos de los 

animales y los cánceres humanos. En cultivo celular, la sobreexpresión de la proteína 

PTEN inhibe la formación de fosfatidilinositoles trifosfato inducida por la insulina. Así esta 

proteína desfosforila al PI(3,4,5)P3 y produce PI(4,5)P2, disminuyendo el anclaje de AKT 

y PDKs a la membrana plasmática, por lo tanto, disminuye la captación de glucosa en 

células (Bermudez Brito et al., 2015).  

También se demostró que al utilizar un oligonucleótido antisentido, inhibiendo 

específicamente la expresión de PTEN (reducción de 80% en el nivel de ARNm en el 

hígado y tejido adiposo) normaliza los niveles de glucosa en plasma en ratones db/db 

(diabéticos). Tomados en conjunto estos estudios indican que PTEN juega un papel 
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negativo en la señalización de la insulina y su inhibición mejora la sensibilidad a la insulina 
(Nakashima et al., 2000).  

En otros estudios se ha determinado modificaciones interesantes en esta proteína las 

cuales llevan a resistencia a la insulina o a una mejora en la tolerancia a la glucosa.  Por 

ejemplo, se evaluó el efecto que tiene la administración de progesterona, en ratas 

ovariectomizadas. Este tratamiento modifica los niveles de fosforilación de PTEN, 

presentándose una disminución en serina 380, en el hipotálamo y el hipocampo de la rata, 

comparado con el grupo control (Amorim et al., 2010), lo que repercute en la modulación 

de la PI3K en ciertas partes del cerebro.  

Un trabajo de investigación muy interesante utilizó como modelo a una línea celular 

HepG2 y un cultivo primario de hepatocitos de rata, que fueron tratados con 4-

hydroxynonenal (4-HNE). El resultado fue un aumento en la fosforilación de la proteína 

AKT, en serina 473 y treonina 308, promovido por un incremento en la síntesis de PIP3 

(fosfatidilínositol-3,4,5-trifosfato) en la membrana plasmática, por un aumento en la 

señalización PI3K-AKT. El mecanismo que promovió este incremento en la actividad de 

AKT, es que este compuesto promueve la inhibición de la proteína PTEN, la cual actúa 

como un regulador negativo de la vía (Shearn et al., 2011). Así una disminución en la 
fosforilación de PTEN, lleva a una disminución en la fosforilación de AKT. 

Resistencia a la insulina 

La resistencia a la insulina se define como una respuesta insuficiente de los tejidos a la 

acción de esta hormona en las concentraciones en las que usualmente produce su efecto. 

Esta condición antecede frecuentemente el desarrollo de la diabetes tipo 2 y la diabetes 

gestacional. La resistencia a la insulina tiene diferentes etiologías, que pueden deberse a 

anomalías genéticas de los receptores de insulina, patologías como la obesidad, la 

producción de anticuerpos contra los receptores de insulina, interferencia de compuestos 

con la vía de señalización, el efecto de algunas hormonas o adipocinas, entre otras 

causas (Barbour et al., 2007). 

La resistencia a la insulina se caracteriza por presentar altos niveles de insulina en sangre 

(hiperinsulinemia), un aumento en los niveles de glucosa sanguínea (hiperglucemia), altos 

niveles de leptina (hiperleptinemia) y un incremento de los niveles plasmáticos de ácidos 

grasos libres. A pesar de todas estas alteraciones, las personas que presentan resistencia 

a la insulina mantienen sus niveles de glucosa normales debido a una sobreproducción de 
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insulina por parte de las células β-pancreáticas, lo cual es un mecanismo compensatorio 

para el control normal de glucosa (Zavalza-Gomez et al., 2008). 

La resistencia a la insulina generalmente se relaciona con un estado fisiopatológico y pre-

diabético, sin embargo, existe un proceso fisiológico muy importante en el cual se 

desarrolla resistencia a la insulina: la gestación. En condiciones normales, se presenta 

resistencia a la insulina en la etapa final de la gestación, con la finalidad de aportar la 

mayor cantidad de nutrientes al feto en crecimiento (Catalano et al., 1991).  

Cambios metabólicos y fisiológicos en la gestación 

Durante la gestación, la unidad feto-placentaria secreta proteínas y hormonas esteroideas 

en la madre, alterando el estado endocrino de la misma. Estas hormonas se encargan de 

producir adaptaciones metabólicas en la gestación, las cuales están diseñadas para 

apoyar las demandas del desarrollo fetal y el subsecuente desarrollo (O'Tierney-Ginn et 

al., 2015). 

Se ha demostrado que los cambios hormonales en la gestación inducen un cambio 

adaptativo en el hipotálamo, estimulando una mayor ingesta de alimento, como resultado 

un incremento en los depósitos de grasa, los cuales servirán de reserva para las 

necesidades metabólicas que el cuerpo tendrá al final de la gestación y en el periodo de la 

lactancia (Augustine et al., 2008). También existe un aumento del metabolismo oxidativo 

principalmente de las tasas de consumo de energía (metabolismo basal y  el metabolismo 

durante el sueño), además del uso preferencial de carbohidratos, los cuales son evidentes 

al inicio de la gestación (Butte et al., 1999). Por lo tanto, la sensibilidad a la insulina al 

inicio de la gestación en los tejidos es normal o se encuentra aumentada, pero el 

consumo de glucosa por la placenta y el crecimiento fetal, hace que la madre se 

encuentre predispuesta a la hipoglucemia en el ayuno. Además, los niveles de lípidos y 

del factor de crecimiento insulínico-1 (IGF-1) se ven reducidos al inicio de la gestación 

(Rojas-Rodriguez et al., 2015). 

A la mitad de la gestación, el metabolismo materno se dirige todavía más hacia el 

almacenamiento de energía y al desarrollo útero-placentario. Existe un aumento en la fase 

1 de la secreción de insulina (hiperinsulinemia), mientras la sensibilidad a la insulina y las 

concentraciones de glucosa en el ayuno no sufren modificaciones importantes (Sonagra 

et al., 2014). Sin embargo, la hiperinsulinemia que surge promueve un estado de 

lipogénesis constante y se limita la oxidación de ácidos grasos, facilitando las reservas de 
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grasa en la madre (Butte, 2000). Además, existen altas concentraciones de leptina 

(hiperleptinemia), provenientes del tejido adiposo y la placenta, promoviendo el 

almacenamiento de tejido adiposo (Augustine et al., 2008) 

Por otra parte, en el intestino la absorción de calcio aumenta en el segundo trimestre del 

gestación, promoviendo el reservorio de calcio para la demanda fetal que se presentará 

para el desarrollo de los huesos (Freemark, 2006). También se conoce que la 

gluconeogénesis hepática durante esta etapa del gestación incrementa de manera 

significativa, 16 al 30%, cuando el suministro de nutrientes por parte de la madre no es 

suficiente o en un estado de ayuno, además la utilización de glucosa por parte del 

músculo y el tejido adiposo decrece (Bell and Bauman, 1997). 

En un estado de ayuno, la madre tiene sistemas compensatorios para suministrar al feto 

de energía, por ejemplo, el sistema simpático-adrenal promueve la gluconeogénesis 

hepática y la movilización de los reservas de grasa de la madre, provocando una 

cetogenésis y un aumento de ácidos grasos libres (Butte et al., 2004). Además, los niveles 

de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) se encuentras aumentadas al final de la 

gestación, debido a una baja en la actividad de la lipasa hepática (LH) y de la lipoproteín-

lipasa en el tejido adiposo. Sin embargo, las lipasas que se encuentran en la placenta 

están activas y promueven la degradación de triglicéridos hacia el feto, así la captación 

rápida y eficiente es facilitada por el tamaño de la placenta (Sivan and Boden, 2003).  

En la gestación normal, la glucosa y los nutrientes son suministrados al feto de una 

manera bien regulada. La transferencia de glucosa al feto se realiza por difusión facilitada, 

principalmente por el transportador GLUT1, determinada por el gradiente materno fetal de 

la misma; el nivel de glucemia fetal suele ser 10 a 20 miligramos menor que el materno 

(Reyna and Torres, 2005). Estos cambios que sufre la madre en su metabolismo debido al 

desarrollo del feto y sus anexos, principalmente afectan al metabolismo de los hidratos de 

carbono, ya que se le ha dedicado una especial atención dado que es considerado un 

factor diabetogénico en potencia en la gestación. 

Al final de la gestación, el metabolismo de los lípidos también se encuentra modificado; 

diversos estudios demuestran que las concentraciones de triglicéridos, ácidos grasos 

libres, colesterol y fosfolípidos se ven aumentados en el gestación, promoviendo un 

estado de hipertrigliceridemia (Ryckman et al., 2015). Este cambio de un estado anabólico 

a catabólico, promueve el uso de lípidos como fuente de energía para la madre 

preservando la glucosa y aminoácidos para el feto. En el tercer trimestre, una de las 
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adaptaciones metabólicas que sufre la madre, es una disminución en la captación de  

glucosa, por lo tanto, se desarrolla un estado de insulinorresistencia donde la sensibilidad 

decrece más del 40% (Catalano et al., 2003). Las acciones que acontecen en esta etapa 

se describen más adelante. 

Metabolismo nitrogenado en la gestación 
 

Además de las alteraciones en el metabolismo de los lípidos y de carbohidratos en la 

gestación, existen modificaciones importantes en el metabolismo de proteínas donde la  

síntesis de éstas es esencial para el crecimiento del feto. Por lo tanto, la retención de 

nitrógeno se aumenta en la gestación, tanto en la madre como en el feto, así los 

aminoácidos son otros de los nutrientes que pasan por la placenta. Se estima que hay un 

aumento de 500 gramos en la acumulación de proteínas a las 30 semanas de gestación y 

existe una diferencia significativa en la mayoría de las concentraciones de aminoácidos en 

estado de ayuno, esto comparado entre mujeres gestantes y no gestantes (Metzger, 

1997). 

En un estudio durante la gestación, demostró que la síntesis de proteínas es similar entre 

mujeres embarazadas y no embarazadas en el primer trimestre. Sin embargo, un 

aumento del 15% se produce en el segundo trimestre y un aumento adicional de 

aproximadamente 25% se produce en el tercer trimestre. En este mismo estudio se 

determinó que las madres que habían aumentado la ingesta de proteínas a la mitad de la 

gestación, tenían bebés con un aumento en la masa corporal magra (Duggleby and 

Jackson, 2002). 

Los aminoácidos se pueden utilizar ya sea para la acumulación de proteína o como fuente 

oxidativa de energía en la gestación. En un estudio, demostró que era necesario que se 

produjeran las modificaciones metabólicas en la madre al inicio de la gestación para 

observar el incremento en la acumulación de proteínas por parte del feto en su etapa de 

desarrollo. A través de isótopos estables demostraron que había una disminución en la 

síntesis de urea en el segundo y tercer trimestre de la gestación. Además encontraron un 

decremento en la tasa de transaminación de la leucina al final de la gestación y 

especularon que los bajos niveles de transaminación de aminoácidos de cadena 

ramificada eran por la poca disponibilidad de aceptores de nitrógeno, como el α-

cetoglutarato, debido al estado de resistencia a insulina evidente en la gestación (Kalhan 

et al., 1998). Por otra parte, también se determinó que la disminución en la sensibilidad a 
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la insulina al final del gestación, correlaciona con bajo recambio (síntesis y degradación) 

de la leucina (Catalano et al., 2003). Con estos antecedentes podemos pensar que el ciclo 

de la urea sufre modificaciones, posiblemente en algunas  de las enzimas de este ciclo, 

con la finalidad de aumentar las reservas de moléculas nitrogenadas, las cuales sirven de 

sustrato para la síntesis de proteínas en el feto. 

 
Insulinorresistencia: tercer trimestre de la gestación 
 

Durante el tercer trimestre de la gestación, la sensibilidad de los tejidos maternos a la 

insulina disminuye, produciéndose una resistencia a la insulina de origen fisiológico, que 

genera hiperglucemia. Ésta hiperglucemia promueve un aumento de la producción y la 

secreción de insulina en el páncreas. La resistencia a la insulina causa un aumento de la 

lipólisis en el tejido adiposo y como consecuencia cetonemia en un estado de ayuno. 

Todo lo anterior produce mayor disponibilidad de nutrientes para el feto.  
Uno de los primeros estudios que demostró  que la acción de la insulina se ve disminuida 

entre un 50 y 70%, al final del gestación con respecto a mujeres no embarazadas, a 

través de la técnica de fijación (en inglés clamp) hiperinsulinémico y la prueba de 

tolerancia a la glucosa (vía intravenosa) (Ryan et al., 1985). También se demostró que al 

final del gestación, las reservas de tejido adiposo en ciertas regiones empiezan a 

decrecer, así los niveles de ácidos grasos libres incrementan en un estado postprandial y 

la captación de glucosa estimulada por la insulina decrece (Catalano et al., 1999).  

Un estudio reciente en humanos, evaluó el grado de resistencia a la insulina durante cada 

uno de los 3 trimestres del gestación en mujeres, comparándolo  con un grupo de no 

gestación. Ellos demostraron a través de diversas técnicas y modelos matemáticos para 

determinar resistencia a la insulina, como el índice HOMA-IR (Evaluación del modelo 

homeostático-Resistencia a la insulina) y el índice QUICKI (Índice cuantitativo de 

control de la sensibilidad a la insulina), así como los niveles de insulina en ayuno se ven 

alterados tanto en el segundo como en el tercer trimestre de la gestación, con respecto al 

primer trimestre y el grupo control (no gestante). Esto demuestra que en humanos, desde 

el segundo trimestre comienza a bajar la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, la 

relación glucosa/insulina en el ayuno únicamente es menor en el tercer trimestre del 

gestación, donde el grado de resistencia incrementa significativamente (Sonagra et al., 

2014). Por otra parte, en un estudio en mujeres embarazadas, determinó que el espesor 

del tejido adiposo subcutáneo correlaciona con marcadores de inflamación y hemoglobina 
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glucosilada alta. Por lo tanto, pudieron relacionar los altos niveles de tejido adiposo 

subcutáneo con el desarrollo de enfermedades metabólicas en la gestación (Kosus et al., 

2014).  

La mayoría de las gestantes responden a estos cambios produciendo la debida cantidad 

de insulina. Sin embargo, aquellas que no logran realizar esta compensación, entre el 3 y 

7%, se transforman en intolerantes a la glucosa en grados variables, haciéndolo evidente 

entre las 26 y 30 semanas de gestación, lo cual puede desencadenar una patología, 

denominada como diabetes gestacional. 

La diabetes gestacional es una de las más comunes complicaciones médicas en la 

gestación, la cual puede tener repercusiones muy importantes en la salud de la madre y 

del feto. Esta patología es definida como una intolerancia a la glucosa con inicio o etología 

durante la gestación (Catalano et al., 2003).  

Por otra parte, se conoce que la resistencia a la insulina presente al final de la gestación, 

es mediada por una serie de factores tales como el incremento en los niveles de 

estrógeno, progesterona, el lactógeno placentario humano (hPL), entre otras hormonas. 

Por lo tanto, los cambios en los niveles de hormonas al tercer trimestre de la gestación, 

son correlacionados con el decremento en la sensibilidad a la insulina, tanto en humanos 

como en animales. 
 

Hormonas de la gestación y su relación con resistencia a insulina 

La aparición de la resistencia a insulina en la gestación es multifactorial, pero como ya se 

dijo anteriormente los altos niveles de hormonas características del gestación, han sido 

objeto de estudio para el entendimiento de este fenómeno al final de la gestación 

(Freemark, 2006; Vejrazkova et al., 2014).  

 
Hormona de crecimiento placentaria. La hormona de crecimiento placentaria humana 

(hPGH) es producida por el sincitiotrofoblasto, incrementando su concentración de 

manera considerable al inicio de la vigésima semana de gestación. Esta hormona, es el 

producto de la variante del  gen de la hormona de crecimiento humana, la cual no está 

regulada por la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH).  

La sobreexpresión de esta hormona placentaria en ratones transgénicos, estimula un 

aumento en el peso corporal (84%) y en las concentraciones de IGF-1 (56%), pero reduce 

grasa en el individuo (Barbour et al., 2002). Además, la sensibilidad a la insulina es 
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marcadamente reducida, a consecuencia de un decremento en IRS-1 y reduce la 

translocación de GLUT-4 a la membrana plasmática en las células de músculo 

esquelético (Barbour et al., 2004). Por lo tanto, la hormona de crecimiento placentario 

humana (hPGH), puede tener efectos diabetogénicos, tales como producir 

hiperinsulinemia y la disminución de la síntesis de glucógeno, así como el deterioro de la 

capacidad de la insulina para suprimir la gluconeogénesis hepática. Un estudio en 

humanos, demostró la capacidad que tiene esta hormona para producir resistencia a la 

insulina, aumentando la expresión de la subunidad p85α de la PI3K, esto promueve que 

p85α actué como dominio competitivo negativo para la formación del heterodimero con la 

subunidad p110, provocando la inhibición de la actividad de la PI3K e interrumpiendo la 

vía de señalización en el músculo esquelético (Barbour et al., 2005). 

 
Lactógeno Placentario. Otra hormona relacionada con la resistencia a insulina en la 

gestación, es el Lactógeno Placentario humano (hPL), la cual tiene concentraciones que 
se detectan en suero a las 4 o 5 semanas de gestación. Se demostró en modelos in vitro 

que el lactógeno placentario humano (hPL), aumenta la lipólisis y los ácidos grasos libres 

en los adipocitos (Handwerger and Freemark, 2000). Además aumenta alrededor de 30 

veces su concentración a través de la gestación. Esta hormona promueve de manera muy 

importante el crecimiento del islote pancreático, la producción de insulina y su  liberación 

aumentando de esta manera los niveles séricos de  esta hormona (Brelje et al., 1993). 

 
Progesterona. La progesterona es otra de las hormonas relacionadas con la aparición de 

resistencia a la insulina. Estudios iníciales en adipocitos de rata demostraron que esta 

hormona produce una disminución de la fosforilación de la glucosa a través de la 

hexocinasa (Sutter-Dub, 1986). Un estudio más reciente, identificó que la  progesterona 

inhibe la captación de la glucosa, afectando varios pasos de la vía de la señalización de la 

glucosa en una línea celular de adipocito 3T3-L1. Una concentración de progesterona 10-4 

M, disminuye la expresión de la proteína IRS-1, así como la translocación de GLUT4, lo 

cual fue comprobado a través de un ensayo de incorporación de 2-[3H]-desoxiglucosa 

estimulada con insulina (Wada et al., 2010). 

 
Cortisol. También las concentraciones de cortisol libres han sido vinculadas con la 

resistencia a la insulina, debido a que sus niveles en el tercer trimestre de la gestación 
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son casi del doble con respecto al no gestante. Éste proceso es estimulado por la 

hormona de liberación placentaria de corticotropina y por un aumento en la actividad del 

eje hipotalámico-adrenocortical. El cortisol estimula la gluconeogénesis hepática 

(Mastorakos and Ilias, 2003) y aumenta la fosforilación de AKT y de GSK3β en el hígado 

de ratones al final del gestación (Vaughan et al., 2015).  

 

Otras hormonas que han sido relacionadas con el fenómeno de resistencia a insulina en 

la gestación son: la hormona gonadotropina coriónica humana, la cual disminuye la 

sensibilidad a la insulina y promueven  inflamación en una línea celular de adipocitos (Ma 

et al., 2015); la prolactina, que reduce la actividad de las lipoproteinlipasas en tejido 

adiposo y modifica la sensibilidad a la insulina en la gestación (Ramos-Roman, 2011); así  

como las altas  concentraciones de estrógenos al final del gestación, especialmente del 

17β-estradiol, el cual se ha determinado que disminuye la sensibilidad a la insulina 

(Vejrazkova et al., 2014). 

 

 
Figura 8. Principales cambios en hormonas y adipocinas durante la gestación. Tomado de 

Freemark 2006. 
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Adipocinas en la gestación 

Algunos estudios han demostrado el rol que pudieran tener las adipocinas, producidas por 

el tejido adiposo, en la aparición de resistencia a la insulina en la etapa final de la 

gestación, así como la subsecuente aparición de diabetes gestacional. (Fasshauer et al., 

2014). Entre ellas se encuentran involucradas la leptina, el TNF-α, resistina, adiponectina  

solo por mencionar las más relevantes y estudiadas (Noureldeen et al., 2014).  

El aumento del tejido adiposo puede estar dado por un aumento en el contenido de 

triglicéridos en el adipocito o por un aumento en el número de éstos. Los adipocitos de 

gran tamaño poseen una mayor síntesis y liberación de productos de secreción del tejido 

adiposo (adipocinas) que pueden interferir en la cascada de señalización de la insulina, 

provocando resistencia a esta hormona, entre las que destacan la leptina, resistina, TNF-
α, entre otras (Korkmazer and Solak, 2015). 

Un estudio pone de manifiesto, que después de las 30 semanas de gestación, las 

concentraciones en plasma del factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) se ven aumentadas. 

Tanto el tejido adiposo como la placenta contribuyen al aumento de esta citocina, la cual 

inhibe la captación de glucosa estimulada por insulina en músculo esquelético y estimula 

la lipólisis en el tejido adiposo blanco (Al-Badri et al., 2015). Estos efectos son mediados, 

por una reducción en la fosforilación del receptor a la insulina y los sustratos IRS-1, IRS-2. 

Los efectos de TNF-α, promueven un decremento en adiponectina, lo cual exacerba un 

estado postprandial hiperinsulinémico (Kirwan et al., 2002). Otras de las adipocinas que 

más se les ha relacionado y caracterizado en la gestación son la adiponectina y la leptina, 

sintetizadas principalmente por el tejido adiposo. En la gestación los niveles de leptina se 

ven aumentados (hiperleptinemia), la cual es una característica de la resistencia a la 

insulina. En cambio, las concentraciones de adiponectina se ven disminuidas (Lihn et al., 

2005). En un estudio realizado en el 2013, evaluó la relación adiponectina/leptina y la 

resistencia a insulina en la gestación a través del índice HOMA-IR. Ellos reportan una 

correlación positiva entre los niveles de leptina con este índice. En cambio esta relación 

no se encontró entre el índice HOMA-IR y las concentraciones de adiponectina; al 

contrario, la relación era inversamente proporcional: a mayor concentración de 

adiponectina, menor grado de resistencia a insulina (Skvarca et al., 2013). Durante varios 

años se buscó aumentar las concentraciones de adiponectina en personas con diabetes 
tipo II y en diabetes gestacional como posible tratamiento para estas patologías. 
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Alteraciones en las proteínas de señalización de la insulina en el gestación 

Algunos estudios han determinado alteraciones en la vía de señalización de la insulina, en 

la etapa final de la gestación en humanos, principalmente en biopsias de músculo 

esquelético y tejido adiposo, en el hígado no se tienen reportes. Sin embargo, estos 

estudios principalmente se realizaron en pacientes embarazadas con obesidad o diabetes 

gestacional. Además, ante lo complicado de obtener biopsias de tejidos en humano 

durante el periodo gestacional, para entender las modificaciones en la vía de señalización 

de la insulina, se han utilizado preferentemente modelos animales, principalmente rata y 

ratón, entre otras especies. Es importante entender que las diferentes concentraciones de 

hormonas y adipocinas en la gestación, hacen que cada tejido responda de manera 

diferente, por lo tanto, los mecanismos de resistencia a insulina al final de la gestación 

son diversos en los principales tejidos sensibilidad a la insulina: hígado, tejido adiposo y 
músculo esquelético (Gonzalez et al., 2002). 

 
Músculo 

Algunos estudios trataron de determinar las alteraciones en la vía de señalización de la 

insulina en el músculo esquelético, en pacientes con diabetes gestacional. Por ejemplo, 

se analizaron los niveles de IRS-1 en biopsias de músculo en mujeres obesas en 

gestación y en mujeres con diabetes gestacional, en las cuales se encontraron una 

disminución en la abundancia de la proteína total en ambos grupos, entre 30 y 50% 

respectivamente, comparado contra obesas no gestantes (Friedman et al., 1999).  

Un año después, estudios en humanos en la etapa final de la gestación, obtuvieron 

muestras de músculo esquelético con el objetivo de medir los sitios de fosforilación en 

residuos de tirosina en el receptor de insulina. Las pacientes con diabetes gestacional 

tienen una reducción significativa en la fosforilación de estos residuos a diferencia de 

personas obesas en gestación (Shao et al., 2000). Posteriormente, se demostró que los 

niveles de p85α en el músculo recto del abdomen se encontraron elevados de 1.5 hasta 2 

veces más en pacientes obesas embarazadas con respecto a mujeres obesas no 

embarazadas (Catalano et al., 2002). 

Un mecanismo que trata de explicar la resistencia a insulina en el músculo, es la 

fosforilación de IRS-1 en residuos de serina. Esto se debe a que la fosforilación en estos 

sitios disminuye la fosforilación de residuos de tirosina en IRS-1, y por lo tanto, disminuye 
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la actividad de la PI3K (Stuart et al., 2014). De hecho, se detectó que la fosforilación de 

serina 307/312 (ratón/humano) ocurren principalmente en gestantes con diabetes 

gestacional a diferencia de una gestante normal (Moeschel et al., 2004).  

Dos estudios realizados en población asiática, analizaron los cambios en las proteínas de 

señalización de la insulina en la etapa final de la gestación. En el primero, midieron los 

niveles de expresión del ARNm y de las proteínas: PI3K, AKT y GSK3β, en biopsias de 

músculo esquelético (fectus abdominus) en pacientes con diabetes gestacional y 

gestación normal. Sus resultados mostraron un incremento significativo en la expresión de 

la unidad p85, de la PI3K, mientras que reportan bajos niveles de fosforilación en residuos 

de serina en AKT y la GSK3β, en el grupo de pacientes con esta patología con respecto al 

grupo control (Zhang et al., 2014). En el segundo estudio, se demostró una disminución 

en los niveles de fosforilación en residuos de tirosina en el receptor a la insulina en 

pacientes con diabetes gestacional, comparados con un grupo control de gestación, 

además de mostrar una correlación positiva con el índice HOMA-IR (Chu et al., 2014). 
 

Tejido Adiposo 

Con respecto al tejido adiposo, se conocen que existen cambios moleculares durante la 

etapa final de la gestación entre los que se incluyen una reducción en el factor 

transcripcional PPAR1-γ (Zeghari et al., 2000), el cual es responsable de activar genes 

adipogénicos. Por lo tanto,  disminuye la adipogénesis y se favorece la lipólisis, como ya 

se dijo previamente. 

En un estudio se analizaron biopsias de tejido adiposo de la pared abdominal en 

pacientes al final de la gestación, con diabetes y sin diabetes, en el cual se confirmó que 

solo IRS-1 se ve disminuido en un estado de diabetes gestacional (Catalano et al., 2002). 

Interesantemente, las embarazadas sanas (grupo control), con resistencia a la insulina 

fisiológica, no muestran ningún efecto adverso en esta proteína (IRS-1). Esto nos habla 

de la diferencia de padecer una patología como es la diabetes gestacional, al compararla 

con una gestación normal. 

Uno de los estudios más recientes usando un modelo animal, trató de caracterizar el 

mecanismo molecular de la insulinorresistencia en el tejido adiposo al final de la gestación 

en ratas. Tomaron tejido adiposo localizado en la región lumbar en gestantes (día 20) y no 

gestantes, tras una estimulación con insulina por 90 segundos vía portal. Los resultados 

no muestran cambios significativos en la proteína total del receptor a insulina (IR), IRS-1, 
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PI3K y PTEN. Sin embargo, encontraron un decremento en los niveles de  la fosforilación 

de residuos de tirosina en receptor a insulina (IR) y IRS-1, así como de AKT en serina 

473. Esta alteración en el IRS-1, ocurre en conjunto con un incremento en la fosforilación 

del IRS-1 en serina 307 (Sevillano et al., 2007). 
 

Hígado 

En el caso del hígado, a pesar de ser uno de los órganos más importantes en el 

almacenamiento de la glucosa a través de glucógeno (glucogénesis) y de la síntesis de la 

glucosa (gluconeogénesis) existen pocos trabajos que hayan estudiado este órgano en la 

gestación. Un estudio realizado en perros sugirió el papel del hígado al final de la 

gestación, donde reportan un “retardo” en la respuesta de este órgano tras un estado 

postprandial, ya que la síntesis de glucógeno hepático se ve ligeramente disminuida. 

Además, demuestran un aumento en la intolerancia a la glucosa que correlaciona con 

resultados perinatales adversos, resaltando la importancia de la normoglicemia en el 

gestación (Coate et al., 2013). Sin embargo, no exploran la vía de señalización de la 

insulina. 
 
PTEN y su relación con resistencia a la insulina en el gestación 

Recientemente se publicó que las pacientes con diabetes gestacional tienen un mayor 

grado de resistencia a insulina que un grupo de embarazadas sin esta patología, entre las 

24-28 semanas de gestación. Además, encontraron una correlación positiva entre los 

niveles de resistencia a la insulina y las concentraciones de la proteína PTEN en plasma, 

en pacientes con diabetes gestacional (Li et al., 2015). Por lo tanto, se volvió de nuestro 

interés saber el papel de la proteína PTEN, en la resistencia a la insulina en la gestación.  

 
GSK3 y su relación con resistencia a la insulina en el gestación 

Algunos estudios determinaron un incremento en la actividad de GSK3 en el tejido 

adiposo y en el músculo esquelético, en animales con susceptibilidad a la obesidad y 

alimentados con una dieta alta en grasa (Eldar-Finkelman et al., 1999) y en pacientes con 

resistencia a la insulina (Nikoulina et al., 2000). Sin embargo, se desconocía el papel de 

esta proteína en la gestación. 
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En 2010, se determinó en pacientes con diabetes gestacional, un cambio importante en la 

abundancia del ARNm de GSK3: aumenta en el tejido adiposo, pero disminuye en el 

músculo. A pesar de esto, no se evaluaron cambios a nivel proteico (Colomiere et al., 

2010). Posteriormente este mismo grupo, encontró que la fosforilación de GSK3β en 

serina 9, es menor en pacientes con diabetes gestacional, en muestras de tejido adiposo 

visceral y músculo esquelético. Ellos llegan a la conclusión, que la actividad exacerbada 

de GSK3-β, en estos tejidos es crucial para el desarrollo de diabetes gestacional, 

promovido por un aumento en el estado inflamatorio de estos pacientes (Lappas, 2014). 

Sin embargo, se carece de estudios donde se determine qué sucede con esta proteína en 

la etapa final de la gestación. 

 

Antecedentes específicos 

En el laboratorio se efectuaron curvas de tolerancia a la insulina en ratones gestantes y 

no gestantes de la cepa C57BL/6J, con el objetivo de evaluar el grado de resistencia a 

insulina en la etapa final del gestación. Para lo cual, se utilizaron ratones hembra al día 14 

y 17 de gestación, más un grupo de ratones no gestantes. A todos los grupos 

experimentales se les administró insulina regular humana, a una concentración de 1 UI/Kg 

(Datos no publicados, Canul-Medina 2014). Los resultados encontraron un cambio 

significativo en la curva de tolerancia a la insulina entre el día 17 gestación con respecto 

al día 14 gestacional y no gestante (Figura 9). Con base en estos estudios, se propuso 

analizar la vía de señalización de la insulina al día 17 gestacional en la cepa de ratones 
C57BL/6J en los tres principales tejidos sensibles a esta hormona. 
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Figura 9. A. Curvas de tolerancia a la insulina (1 UI/Kg) en el periodo gestacional y no 
gestante en ratones de la cepa C57BL/6J. Vía de administración intraperitoneal, grupo de 
gestación al día 14 (n=5), gestación al día 17 (n=9), grupo  no gestante (n=11). B. Representación 
grafica del  área bajo la curva (ABC) para cada grupo experimental. Prueba estadística t-student 
(No gestante contra Gestación 17), p<0.05. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La resistencia a la insulina se caracteriza por una disminución en la capacidad de la 

insulina de llevar a cabo sus funciones fisiológicas. Esta afecta de manera específica a los 

órganos participantes en la homeostasis metabólica. Las causas moleculares de la 

resistencia a la insulina están dadas por cambios en la expresión de proteínas que 

participan en la señalización de la insulina.  

 

La resistencia a la insulina es una condición que se presenta de manera normal en la 

etapa final de la gestación en los mamíferos. Diversos estudios han determinado el efecto 

que tienen las hormonas y las adipocinas en la producción de la resistencia a insulina al 

final de la gestación. Sin embargo, las alteraciones en la vía de señalización de la insulina 

en los tejidos sensibles a esta hormona, han sido poco estudiadas. La gran mayoría de 

los estudios se han realizado en condiciones no fisiológicas, principalmente, en gestantes 

obesas o con diabetes gestacional. Existen pocos estudios analizando los mecanismos 

moleculares que acontecen en la resistencia a la insulina en la gestación en condiciones 

fisiológicas. Los estudios existentes analizan de manera parcial sólo algunas proteínas de 

la vía de señalización enfocándose en un solo tejido. En este trabajo, proponemos 

determinar las modificaciones en proteínas de la vía de señalización de la insulina en la 

etapa final de la gestación en hígado, músculo esquelético y tejido adiposo, tejidos 

sensibles a esta hormona que regulan la homeostasis de la glucosa.  

 

 

 

HIPÓTESIS 

Existe una expresión y fosforilación diferencial en las proteínas de la vía de señalización 

de la insulina en los tejidos sensibles a esta hormona, en la etapa final de la gestación. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar los cambios de expresión y fosforilación que se producen sobre las proteínas 

de la vía de señalización de la insulina en la etapa final de la gestación, en ratones de la 
cepa C57BL/6J, comparado con no gestantes. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar el efecto de la gestación (día 17) sobre los niveles de glucosa en 

sangre.  

 Medir los cambios en las concentraciones de glucosa sanguínea en respuesta a la 

insulina (1 UI/Kg) en el día 17 de gestación y en ratones no gestantes.  

 Evaluar si la resistencia al a insulina en la gestación se encuentra correlacionada 

con el peso corporal. 

 Determinar los cambios que produce el embarazo en el peso de diferentes 

depósitos de grasa (tejido adiposo perigonadal y subcutáneo), al día 17 

gestacional con respecto al grupo no gestante. 

 Analizar los cambios que se producen al final del embarazo en la expresión del 

ARNm de PTEN, los niveles de expresión de proteínas totales de AKT y PTEN, así 

como los niveles de fosforilación de la proteína AKT (T308), PDK-1 (S241), GSK-
3β (S9) y PTEN (S380) en el hígado, músculo y tejido adiposo. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

 
 

 
 
 

 

 
 

 

 



 

34 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Modelo animal 

Para este estudio se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa C57BL/6J de siete 

semanas de edad, los cuales fueron comprados a la empresa Harlan Laboratories S.A. 

DE C.V. Estos ratones se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la UNAM bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 horas, con libre acceso de 

agua y alimento durante todo el periodo experimental. Los ratones que se utilizaron para 

este estudio, fueron las hembras que resultaron preñadas y no preñadas de cruzas entre 

machos y hembras de ocho semanas de edad.  

Experimento de sensibilidad a la insulina  

Al día 17 de gestación a las 10 a.m. (en estado postprandial), tanto a ratones gestantes y 

no gestantes (control) se les administró insulina regular humana (Humulin, Laboratorios 

Eli Lily) a una concentración de 1 UI/Kg, vía intraperitoneal. Después de 30 minutos, cada 

animal fue anestesiado con Sevorane (Sevofluorano, Abbott México) y sacrificada para la 

obtención de tejidos de interés; hígado (lóbulo frontal), músculo esquelético (cuádriceps 

femoral) y tejido adiposo inguinal subcutáneo y perigonadal. Los tejidos obtenidos se 

guardaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y se conservaron en nitrógeno liquido. Al 

finalizar el sacrificio todas las muestras se guardaron a -70 °C. Estos tejidos fueron 

utilizados para la extracción de proteína total y para evaluar los niveles de fosforilación de 

proteínas de la vía de señalización de la insulina. Durante este experimento se midieron 

las concentraciones de glucosa en sangre,  mediante un pequeño corte en la cola a cada 

ratón, antes de la inyección intraperitoneal de insulina (tiempo 0) y previo al sacrificio del 

animal (30 minutos). Las concentraciones de glucosa se determinaron usando un 

glucómetro (Precision QID, MediSense, Abbott Laboratories) y tiras reactivas de glucosa 

en sangre (FreeStyle,Optium, Abbott). 

Animales en ayuno 

Adicionalmente, se manejó un lote para la medir la abundancia del ARNm de proteínas 

implicadas en la vía de señalización a la insulina en un estado de ayuno. Para lo cual se 

realizaron las cruzas correspondientes y después fueron separadas las hembras 

preñadas y no preñadas. Al día 17 gestacional, ambos grupos experimentales fueron 
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sometidos a restricción de alimento por 8 horas, iniciado a las 7:00 a.m. y finalizado a las 

3:00 p.m. Después de ese tiempo, se procedió al sacrificio de cada animal. Se extrajeron 

los tejidos de interés ya mencionados los cuales fueron guardados en tubos eppendorf de 

1.5 mL que contenían 1 mL de Trizol Reagent (Ambion/RNA, Life Technologies). Al 

terminar el experimento, todas las muestras se congelaron a -70 °C. Estas muestras 

fueron destinadas para la extracción de ARN total y para medir la abundancia del ARNm, 

por la técnica de RT-PCR en tiempo real (RT-PCRq). 

Previo al sacrificio, también fueron determinadas las concentraciones de glucosa después 

de las 8 horas de ayuno, en muestras de sangre obtenidas mediante un pequeño corte en 

la cola, como se describió previamente. 

Homogenización de tejidos para la extracción de RNA total 

Se realizó la extracción de RNA total de las muestras previamente almacenadas con 1 mL 

del reactivo trizol, únicamente las biopsias de hígado y tejido adiposo perigonadal fueron 

procesadas. Las muestras a -70 °C, se colocaron en hielo y se dejaron descongelar 

durante 10 minutos. Para el proceso de homogenización se utilizaron tubos cilíndricos 

donde fueron colocadas y homogenizadas con ayuda del polytron (PT-1035, 

POLYTRON); 12 segundos para el caso del tejido hepático y 30 segundos para el tejido 

adiposo. Entre cada muestra se realizaron lavados para limpiar la punta del equipo con 

agua desionizada estéril que contenía DEPC (dietil-pirocarbonato, Sigma-aldrich) al 0.1%. 

Una vez disgregado cada uno de los tejidos de los 2 grupos experimentales (control y 

gestación), se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL. Se adicionó 200μL de cloroformo 

(Sigma-aldrich), y se dejaron en reposo por 5 minutos. Después las muestras se 

centrifugaron (Centirfuge 5804R, Eppendorf) a 12500 rpm por 15 minutos (4 °C). Tras 

este paso, se obtuvieron 3 fases y se recuperó el sobrenadante sin tocar la fase media. 

Posteriormente, agregamos 700 μL de Isopropanol grado biología molecular (Sigma-

aldrich) para cada muestra y se dejaron reposar por 10 minutos en hielo, después se 

centrifugaron a 12500 rpm por 10 minutos a 4 C°. 

En el siguiente paso se decantó cada uno de los sobrenadantes, quedándonos con el 

pellet o pastilla. Después lavamos cada uno de estos pellets con 1 mL de etanol de grado 

biología molecular (Millipore Corporation) al 75%, previamente refrigerado a -20 °C, e 

inmediatamente se centrifugó a 8500 rpm por 5 minutos. Este paso se repitió 5 veces para 
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el caso del tejido hepático y 3 veces para el tejido adiposo perigonadal, se utilizaron 800 

μL de etanol frio al 75% para cada lavado. 

En el último lavado, se retiró por completo el exceso de etanol y se dejó secar el pellet por 

45 minutos a temperatura ambiente, en campana de flujo laminar. Una vez pasado este 

tiempo, se resuspendió cada pellet en 200 μL de agua desionizada con 0.1% de DEPC 

para el tejido hepático, y 50 μL para las muestras del tejido adiposo. Las muestras se 

congelaron a menos -70 °C. 

Cuantificación de RNA total 

La cantidad y pureza del RNA se determinó por espectrofotometría a través del equipo 

Take3 (BioTeck Instruments) y se utilizó el programa Gen 5 (BioTeck Instruments). Se 

evaluaron las muestras por duplicado y se midieron a una absorbancia de 280 nm y 260 

nm. Únicamente se consideraron muestras con un cociente mayor a 1.8 hasta 2, en la 
relación 280/260, así como una concentración de ARN mayor a 100 μg/uL. 

RT-PCR en tiempo real 

Posteriormente, se evaluó la expresión relativa de ARNm para los genes de interés por 

medio de RT-PCR en tiempo real. La RT (Reverse Transcription) se llevó a cabo 

empleando el kit Reverse Transcription (Invitrogen) para lo cual se realizó el 

procedimiento sugerido por el fabricante. A partir de los datos obtenidos de la 

concentración del ARN purificado, se prepararon tubos de reacción de 20 µL. Se utilizaron 
los siguientes reactivos para cada unas de las reacciones de RT (Tabla 1). 

Tabla 1. Reactivos utilizados en la RT 
Reactivo Cantidad 

Buffer RT 5X (Invitrogen) 4 µl 

10 mM dNTP Mix (Invitrogen) 1 µl 

Oligo dT (Invitrogen) 1 µl 

Transcriptasa reversa MuLV (Invitrogen) 1 µl 

0.1 M de DTT (Invitrogen) 1 μl 

ARN (1000 ng) + Agua DEPC 0.1%  13µl 

Volumen final de reacción 20µl 
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Los tubos de reacción se colocaron en el termociclador (GeneAmp PCR System 2400, 

AppliedBiosystems) y se aplicó el siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 90 minutos a 

37°C, 10 minutos a 85° y 30 minutos a 4°C. Cada tubo de reacción tuvo una 

concentración final de 50 ng/μL de ADN complementario (ADNc). 

Finalizada la RT, se procedió a realizar la PCR en tiempo real. La Tabla 2, muestra las 

características de los oligonucleótidos que se emplearon en el presente trabajo. Los 

oligonucleótidos se mandaron a sintetizar a la unidad de síntesis y secuenciación de ADN 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Las reacciones de PCR, con un volumen final de 10 µl, se prepararon de la siguiente 

manera: 5 µL del SYBR Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems), 0.5 µL del 

oligonucleótido sentido (5μM), 0.5 µL del oligonucleótiodo anti-sentido (5µM), 3 µL de 

agua desionizada estéril  con DEPC 0.1% y 1 µl de ADNc de cada condición experimental.  

Tabla 2. Características de los iniciadores utilizados para la RT-PCRq. 

ARNm 

GenBank 
Iniciadores Secuencia (5'->3') 

Tm 
(°C) 

Amplicon 
(pb) 

Pten 

NM_008960 

Sentido GTTAGCCTCTTGATGTGTGCAT 58.99 
101 

Anti-sentido GGTAGCCAAACGGAACTTCA 58.11 

Akt 

NM_009652 

Sentido TACGAGATGATGTGTGGCCG 59.90 
70 

Anti-sentido TGAGGATCAGCTCGAACAGC 59.83 

Cps-1 

NM_001080809 

Sentido CATTGTGGGCGAATGCAACA 60.04 
83 

Anti-sentido ACAGCCTGGCATTCACTTCA 59.89 

β-Actina 

NM_007393 

Sentido CCA CCA TGT ACC CAG GCA TT 62.00 
92 

Anti-sentido AGG GTG TAA AAC GCA GCT CA 60.02 

 

El número de ciclos que se utilizó fue de 40, con la finalidad de obtener millones de copias 

del fragmento de nuestro interés. Para esto, se utilizó el equipo 7300 Real-Time PCR 

(AppliedBiosystems) y se determinó el ciclo umbral para cada gen de manera automática 

con ayuda del software. Las muestras se analizaron por triplicado para cada condición 

experimental y la expresión relativa de los genes de interés se analizó con el método 
ΔΔCt (doble delta Ct), usando la abundancia de la proteína β-Actina como control interno. 
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Homogenización de tejidos para extracción de proteína 

Los tejidos obtenidos se homogenizaron con ayuda del Polytron (PT-1035, POLYTRON) y 

la solución o buffer de lisis, la cual contenía los siguientes compuestos: HEPES 50 mM, 

KCl 50 mM, EDTA 1mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sodio 2 mM, dithiothreitol (DTT) 1 

mM, fluoruro de sodio 25 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, Tritón X-100 0.1% e inhibidores 

de proteasas y fosfatasas (MiniComplete, Roche Diagnostics), se utilizó una tableta de 

este inhibidor por cada 10 mL. 

Cada tejido se homogenizó por 30 segundos a potencia #2 del Polytron, en hielo (4°C). 

Después cada homogenizado se centrifugó (Centirfuge 5804R, Eppendorf) a 12,500 rpm 

durante 45 minutos y se recuperó el sobrenadante (almacenado a -70˚C). 

La cantidad de solución de lisis dependió de cada tejido; para el lóbulo frontal del hígado 

se utilizaron 900 µL, el músculo esquelético (unilateral) 300 µL y para el tejido adiposo 

perigonadal 250 µL. Para este último tejido, a la solución de lisis se le adicionó 

desoxicolato 0.1 % (Sigma-Aldrich). Este compuesto se utilizó para emulsificar la grasa de 

este tejido y obtener una mayor cantidad de proteína. 

Determinación de la concentración de proteínas por el método de Bradford 

La determinación de la concentración de proteína para cada tejido se realizó por el 

método de Bradford. Para lo cual se utilizo el kit Protein assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizó una curva estándar a partir de una 

solución de albúmina bovina sérica (BSA, Sigma-Aldrich) en un rango de 0-20 μg/mL.  

Después, 1 μL de cada muestra se diluyó en 799 μL de agua desionizada, a cada tubo se 

agregó 200 μL del reactivo de Bradford y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Después, se midieron las absorbancias a una longitud de onda de 595 nm, 

utilizando un lector de microplacas Sinergy HT (BioTeck Instruments, Inc). Se realizó una 

regresión lineal para calcular la concentración de proteína de cada una de las muestras, 

en relación a los puntos de la curva estándar de albúmina (BSA). 
 
Electroforesis en geles de poliacrilamida e Inmunotransferencia (Western Blot). 

Para determinar los niveles de expresión relativa y fosforilación de las proteínas 

involucradas en la señalización de la insulina; AKT (T308), PDK1 (S241), GSK3β (S9), 
PTEN (S380), AKT y PTEN (totales), se utilizó la técnica de Western-Blot para cada uno 

de los tejidos de interés. Primero, se prepararon geles de poliacrilamida al 10% (solución 
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de bis-acrilamida 30%, SDS 10%, Tris 1.5M pH 8.8, persulfato de amonio 10%, TEMED), 

en los cuales se cargaron 50 μg de proteína previamente cuantificados por el método de 

Bradford para cada  tejido y condición experimental. Las muestras se resuspendieron en 

buffer LEAMLI 4X (62.5 mM de Tris-HCl, pH 6.8; 10% glicerol, 1%SDS y 0.005 de Azul de 

Bromefenol) y agua desionizada, con un volumen final de 30 μL. Como marcador de peso 

molecular se utilizó Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad Laboratories, Inc.), usando 

3 µL en el primer carril de cada gel. Se realizó el corrimiento electroforético a 60 V durante 

30 minutos y después se dejó a 100 V durante tres horas y media, usando la solución de 

corrida 1X (Tris -base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 10%) en el sistema de electroforesis 

Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories, Inc.). 

Posteriormente, se realizó la electrotransferencia de las proteínas a membranas de 

nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de 8X6 centímetros, se aplicó una corriente 

constante de 100 V durante 1 hora y media usando la solución de transferencia 1X (Tris-

base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 10%, metanol 20%) en el sistema de 

electrotransferencia Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Al terminar las 

membranas se lavaron con TBS-Tween (Tris-base 50 mM, NaCl, Tween 0.1%, pH 7.4) 

durante 5 minutos y después se incubaron con solución de tinción rojo de Ponceau 

(Sigma-Aldrich), de esta  manera se confirmó la transferencia de proteínas a la 

membrana. 

Después las membranas se lavaron con solución TBS-Tween 0.1% hasta que 

desaparecieron las bandas teñidas. Las membranas se bloquearon con solución de 

bloqueo (Tris-base 50 mM, Tween 0.1% pH 7.4, leche Svelty baja en grasa 5%) durante 2 

horas a temperatura ambiente. Después se incubaron los siguientes anticuerpos primarios 

para cada una de las membranas: anti-fosfo AKT (T308), anti-fosfo PDK-1 (S241), anti-

fosfo GSK3β (S9), anti-fosfo PTEN (S380), anti-AKT y anti-PTEN (Cell signaling, 

Technology), anti-α-Tubulina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-CPS1 (Abcam). La 

incubación fue a 4˚C durante toda la noche. Al día siguiente las membranas se lavaron 

con solución TBS-Tween 0.1% durante 10 minutos dos veces y se incubaron con el 

anticuerpo secundario correspondiente: anti-conejo IgG-HRP (Cell signaling, Technology), 

anti-mouse IgG-HRP 0.02 µg/mL (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durante 1 hora 

a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con solución TBS-Tween 0.1% 

durante 10 minutos dos veces. La detección de las bandas se realizó con el kit Immobilon 
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Western (Millipore Corporation) por reacción de quimioluminiscencia y se empleó el 

equipo Fusion FX (Vilber Lourmat). 

 
Tabla 3. Anticuerpos utilizados en la técnica de Western blot 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La densitometría de las bandas se realizó por medio del software Image J, el cual es 

proporcionado los Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América (NIH). 

Anticuerpos primarios 

Nombre del 
Anticuerpo Marca Dilución Peso 

molecular 

Phospho-Akt (T 308) 

Cell Signaling, 
Technology 

1:1000 60 kDa 

Akt (pan) (C67E7) 1:2000 60 kDa 

Phospho-GSK3β (Ser 
9) 1:750 46 kDa 

Phospho-PTEN (Ser 
380) 1:1000 54 kDa 

Phospho-PDK1 
(Ser241) 1:1000 64 kDa 

PTEN antibody 1:500 54 kDa 

Anti-CPS1 antibody Abcam 1:10000 165 kDa 

α-Tubulin (B-7) 
Santa Cruz 

Biotechnology, 
Inc. 

1:5000 55 kDa 

Anticuerpos secundarios 

Anti-rabbit IgG, HRP Cell signaling, 
Technology 1:4000  

Anti-mouse IgG, HRP 
Santa Cruz 

Biotechnology, 
Inc. 

1:5000 
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Inmunoprecipitación de proteína 

Con el objetivo de identificar una proteína detectada por  la inespecificidad del anticuerpo 

PTEN (S380) mediante la técnica de Western Blot, se realizó una inmunoprecipitación de 

proteína para aislar y concentrar una banda de interés con un peso aproximado de 170 

kDa, usando el anticuerpo mencionado. 

Se realizó esta técnica en 2 días consecutivos, en el primer día se cuantificó la cantidad 

de proteína por el método de Bradford (descrito previamente), 500 µg de proteína de un 

extracto de hígado en una muestra control. Después se utilizo Proteína G acoplada a 

agarosa de alta afinidad (Abcam), la cual fue homogenizada con ayuda de un vortex. 

Adicionamos 20 µL de la proteína G en tubos eppendorf, se realizó por triplicado. 

Después se adicionó el anticuerpo de PTEN (S380), dilución 1:100, y dejamos incubar por 

2 horas en hielo. Después de este tiempo, se adicionó 500 µg de extracto proteico de 

hígado previamente cuantificado y se llevó a un volumen final de 250 µL con PBS 1X 

(previamente filtrado) para cada reacción, todas las reacciones se mantuvieron en hielo 

durante todo el ensayo. Finalmente, se colocaron cada uno de los tubos eppendorf en los 

orificios de la esponja del equipo vortex (Fisher Vortex). Se llevó el equipo vortex con las 

muestras al cuarto frio (4°C) y se dejó en agitación constante por 16 horas a una 

velocidad intermedia. 

Durante el segundo día y después de las 16 horas, se colocaron cada uno de los tubos en 

hielo y se centrifugaron a 12500 rpm por 15 minutos a 4° C. Después, se retiró el 

sobrenadante y se adicionó 200 µL de PBS 1X filtrado y se centrifugó cada muestra a 

12500 rpm, por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se volvió a retirar el sobrenadante, sin 

tocar el pellet con la punta de la pipeta y se repitió este procedimiento 2 veces más. 

Terminando estos lavados, se conservó el pellet en hielo y  se resuspendió cada muestra 

en 20 µL del amortiguador Leammli 2X. Después, se calentó cada muestra, a 94 °C, por 5 

minutos y se cargaron de manera inmediata en geles de poliacrilamida al 10%. En el carril 

1, se utilizó el marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.). Se corrió la electroforesis a 100 Volts por 3 horas y media.  

Por último, se tiñeron los geles de acrilamida con azul de Coomasie 250 (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.), por 10 minutos y se dejó toda la noche destiñendo con una solución de 

acido acético, metanol y agua desionizada (4:1:5). 
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Al otro día, se observaron las bandas de interés, con un peso molecular aproximado de 

160 kDa, estas bandas se recortaron con ayuda de un bisturí y se coloraron en tubos 

eppendorf de 1.5 mL. 

Identificación de la proteína aislada 
 
Las muestras se trasladaron a la unidad de Proteómica del Instituto de Biotecnología de la 

UNAM, en la ciudad de Cuernavaca, Morelos, México. En ese laboratorio se realizó la 

identificación de la proteína de interés siguiendo el protocolo para la identificación de 

proteína que a continuación se describen. 

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (Sigma-Aldrich), alquiladas con 

iodoacetamido (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel” con Tripsina (Promega Sequencing 

Grade Modified Trypsin) Grade (Roche). 

Los péptidos producidos por clivaje enzimático fueron desalados con Zip Tip C18 

(Millipore) y aplicados en un sistema LC-MS (Espectrofotometría de masas-cromatografía 

liquida) compuesto de una bomba de nanoflujo EASY-nLC II (Thermo-Fisher Co. San 

Jose, CA) acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher 

Co., San Jose, CA) con fuente de ionización tipo nano-electrospray (ESI).  

La calibración del espectrómetro fue realizada con una solución Calmix (N-butilamina, 

cafeína, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes se utilizan para 

calibrar el módulo LTQ Velos con trampa de iones y el módulo Orbitrap con detector de 

masas FT (Fourier Transform) en modo de ionización positiva ESI. La N-butilamina se 

incluye para extender la calibración de masas a menores valores de m/z. Este tipo de 

calibración permite determinaciones de masas moleculares con exactitudes menores a 5 

ppm (partes/millón).  

En la cromatografía de líquidos de nano flujo “en línea” se utilizó un sistema gradiente de 

10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de ácido fórmico) en 110 minutos 

utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 µm y 10cm largo RP-C18). El flujo 

del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.  

La fragmentación de los péptidos se realizó aplicando los métodos de CID (Collision-

Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos los espectros 

fueron adquiridos en modo de detección positivo. La ejecución y captura de los datos de 

fragmentación fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones según 

las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energía de 
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colisión normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, tiempo de 

activación de 10 milisegundos y tiempo máximo de inyección de 10 milisegundos por 

micro-escaneo. Durante la captura automática de los datos fue utilizado la exclusión 

dinámica de iones: (i) lista de exclusión de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusión de 30 

segundos y (iii) tiempo de exclusión de 300 segundos.  

El análisis para la identificación automática de proteínas se realizó a través el software 

Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific) y los parámetros utilizados para la búsqueda 

fueron: 

Motor de búsqueda: Sequest HT 

Base de datos: uniprot-mus+muscululus 

Modificación constante: Carbamidomethyl (Cisteinas) 

Modificaciones variables: Oxidation (M) y Deamidated (NQ) 

Enzima proteolítica: Trypsin  

 

Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prim Version 6.0 (GraphPad 

Software, Inc. USA). Los datos de las graficas se presentaron como la media ± error 

estándar (EE) y se analizaron mediante una Prueba t-Student (datos paramétricos) o la 

prueba U de Mann-Whitney (datos no paramétricos). Además, se utilizó el coeficiente de 

correlación de Pearson. Se consideró una significancia estadística con un valor de p 

menor o igual a 0.05 (p≤ 0.05). 

 
 
 
 
 
 

 

 



 

44 

 

RESULTADOS 

Basándonos en los antecedentes específicos de nuestro grupo de investigación, en los 

cuales se determinó una disminución en la sensibilidad a la insulina al día 17 gestacional, 

a través de curvas de tolerancia a la insulina (1 UI/Kg) en la cepa C57BL/6J, con respecto 

al grupo no gestante. Decidimos evaluar qué ocurría en el día 17 gestacional, en las 

proteínas de la vía de señalización de la insulina en los tres principales tejidos sensibles a 
la insulina, con respecto a una condición de no gestación. 

Niveles de glucosa en ayuno 

Como primer objetivo nos planteamos determinar los niveles de glucosa en sangre, 

después de 8 horas de ayuno al día 17 gestacional y no gestante (control). Encontramos 

que el promedio de los niveles de glucosa en ambos grupos fueron similares; grupo no 
gestante 115 ±13, grupo gestacional 117 ±12 mg/dL (Figura 10). 
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Figura 10. En la etapa final de la gestación no se modifican los niveles de glucosa en sangre, 
después de 8 horas de ayuno. Concentraciones de glucosa en sangre (mg/dL) ±EE. Grupo 
gestante (día 17) (n=9). Grupo no gestante (n=7). Prueba estadística t-student, p< 0.69. 
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Sensibilidad a la insulina en el día 17 de gestación 

Para evaluar los cambios en la sensibilidad de insulina durante en la gestación, se 

determinó el efecto de la administración de la hormona sobre la disminución de la glucosa 

sanguínea. Para lo cual se administró insulina (1 UI/Kg), vía intraperitoneal y después de 

30 minutos se midieron las concentraciones de glucosa sanguíneas. En la tabla 4, 

podemos observar los valores de las concentraciones de glucosa a dichos tiempos para 

cada animal. Para el grupo control (no gestante) el promedio al tiempo 0 fue de 151 ±4 

mg/dL, después de 30 minutos el nivel de glucosa bajó en promedio a 83 ± 2 mg/dL. En el 

grupo gestante, el promedio al tiempo 0 fue de 148 ±5 mg/dL y después de 30 minutos  el 

promedio fue 118 ±7 mg/dL. Para las hembras que se les administró solución fisiológica 

no se modificaron los niveles de glucosa, lo cual era esperado.  

Estos resultados también se expresan de manera porcentual en la Figura 11. Como 

puede observarse, en el grupo no gestante (barras de color negro) los niveles de glucosa 

en sangre pasaron de un 100% a un 55% ±2, lo que representa un disminución del 45% 

en promedio. En cambio, el grupo gestante (barras de color rojo) los niveles de glucosa 

pasaron del 100% a un promedio de 81% ±3, lo cual resulta únicamente una disminución 
promedio del 20%. Al aplicar la prueba estadística t-student, para comparar estos dos 

grupos, muestra un valor de p<0.001. Esto nos demuestra la presencia de resistencia a la 
insulina en la etapa final de la gestación en ratones de la cepa C57BL/6J. 
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Tabla 4. Valores absolutos obtenidos para cada ratón de las concentraciones de 
glucosa en sangre (mg/dL) para cada grupo experimental 

N° 
No Gestante Gestante  No Gestante 

Insulina (1 UI/Kg) Insulina (1 UI/Kg) 
Peso (gr) 

Disminución  
glucosa % 

Sol. Fisiológica 

0 min 30 min 0 min 30 min 0 min 30 min 

#1 158 66 134 119 35 12 114 109 

#2 152 77 165 143 31.7 14 118 115 

#3 146 83 142 102 34.1 29 174 184 

#4 149 84 146 85 33.5 42 

  

#5 181 78 167 149 32.1 11 

#6 155 82 184 167 32.2 10 

#7 159 78 150 85 33.3 44 

#8 130 82 168 128 35.9 24 

#9 137 90 166 145 33.1 11 

#10 166 97 119 95 33.6 20 

#11 145 91 155 139 36.8 10 

#12 152 89 151 132 35.6 13 

#13 140 86 116 82 31.1 29 

#14 

 

126 108 37.8 14 

#15 148 136 38.3 8 

#16 136 72 37.9 47 

= 
151 ±4 

 
83 ±2 

 
148 ±5 118 ±7 

 
34.5± 0.5 

 
21.1 ±3.3 

 
135± 19 

 
136 ±24 

 

Se muestran las concentraciones de glucosa al tiempo 0 y a los 30 minutos ± EE. Además, se muestra el 
peso corporal (gr) y la disminución porcentual de glucosa en sangre después de los 30 minutos, 
únicamente para el grupo de gestación al día 17. 
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Figura 11. Disminución de la concentración de glucosa sanguínea representada de manera 
porcentual (%) en los 3 grupos de experimentación. Los datos de la gráfica representan el 
promedio porcentual, ± EE, No Gestante con insulina (n=13), Gestante día 17 con insulina (n=16), 
No gestante con solución fisiológica (n=3), Prueba t-student, p< 0.001. 
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Relación del peso corporal contra la disminución de glucosa en sangre al día 17 
gestacional 

Debido a que, como se observa en la Tabla 4, tres de las hembras gestantes mostraron 

una sensibilidad a la insulina similar al grupo no gestante, lo que indica que no todos los 

animales desarrollan resistencia a la insulina en esta etapa. Con base en ello nos 

planteamos que este efecto estuviese dado por el peso corporal de los animales. Para 

probar esta hipótesis realizamos una prueba estadística denominada coeficiente de 

correlación de Pearson, la cual es una medida de la relación lineal entre dos variables 

cuantitativas. En la Figura 12, no se observa una correlación entre las dos variables, 

obteniéndose un valor de correlación r= -0.05. Así descartarnos que el aumento de peso, 
característico de la  gestación, sea un factor para la aparición de resistencia a la insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. En la etapa final de la gestación no existe relación entre el peso corporal y la 
disminución de glucosa en sangre estimulada por insulina. Se realizó un diagrama de 
dispersión de 2 variables cuantitativas, peso corporal (gr) de cada individuo contra la disminución 
de glucosa (%), después de la administración de insulina (1 UI/Kg). Se evaluó ambas variables a 
través del Coeficiente de correlación de Pearson, r=-0.05, p< 0.84. 
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Distribución del tejido adiposo durante la etapa final de la gestación 
 
Se determinó la cantidad de tejido adiposo presente en la región perigonadal (cercano al 

útero y ovarios), así como el tejido adiposo subcutáneo inguinal, con el objetivo de  

determinar si existe una diferencia en la acumulación de tejido adiposo en estas regiones. 

Como se observa en la Figura 13, no encontramos una diferencia en la acumulación del 

tejido adiposo en región perigonadal, al comparar ambos grupos, ya que los promedios de 

peso son muy similares. Sin embargo, encontramos diferencias significativas (p<0.001) en 

el tejido subcutáneo de la región inguinal, (Figura 14A) con un promedio de 138 ±13 mg 

en la gestación, contra un promedio de 47 ±5 mg del grupo control. Además, en la Figura 

14B podemos observar la acumulación del tejido adiposo subcutáneo al día 17 
gestacional, con respecto al presente en no gestantes. 
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Figura 13. El día 17 gestacional no existe una acumulación de tejido adiposo perigonadal. 
Los datos en la gráfica representan el promedio en miligramos (mg), ± EE. No gestante= 11, 
Gestante= 16, para cada grupo. Prueba t-student, p<0.98. 
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Figura 14. Acumulación de tejido adiposo subcutáneo en la región inguinal al final de la 
gestación. A. Los datos de la gráfica representan el promedio en miligramos (mg), ± EE. No 
Gestante=7 y Gestante=9. Prueba t-student, p<0.001. B. Imagen representativa de la acumulación 
de tejido adiposo subcutáneo en ambos grupos experimentales. 
 

Niveles de proteínas totales y fosforilación de proteínas involucradas en la vía de 
señalización de la insulina; AKT, PDK1, GSK3β y PTEN 

Evaluamos los niveles de fosforilación de proteínas involucradas en la vía de señalización 

de la insulina al día 17 gestacional en tres importantes tejidos sensibles a esta hormona, 

en las siguientes proteínas: AKT (T308), PDK-1 (S241), GSK3β (S9) y PTEN (S380) con 

respecto al grupo control a través de la técnica de Western blot. Además de los niveles de 

proteinas totales de AKT y PTEN en cada uno de los tejidos. 
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Hígado 

En la Figura 15A, se muestra una imagen representativa de los niveles de fosforilación de 

proteínas después de un estímulo con insulina (1 UI/Kg), en los animales gestantes y no 

gestantes. Como podemos observar la fosforilación de las proteínas AKT (T308) y PTEN 

(S380) son menores al día 17 gestacional y estadísticamente significativos, con respecto 

al control (Figura 15B). No se encontraron diferencias entre los grupos en el nivel de 

fosforilación de la proteína PDK-1 (S241) (Figura 15). En tanto que la proteína GSK3β en 

serina 9 se encuentra aumentada significativamente al día 17 gestacional (Figura 15B). El 

análisis densitométrico revelo que el grupo no gestante los niveles de fosforilación para 

GSK3β fueron de 0.40 ±0.02 UA y en el grupo gestante fue de 0.53 ±0.04 UA. Es 

importante destacar que esta fosforilación en serina 9 es inhibitoria para la GSK3β, por lo 

tanto, este aumento en la fosforilación sugiere que la actividad de la glucógeno sintasa 
(GS) pudiera estar elevada, promoviendo la formación de glucógeno en el hígado. 

 
 
 

 
No Gestante Gestante (día 17) 
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Figura 15. Alteraciones en la fosforilación de proteínas implicadas en la señalización de la 
insulina en el hígado de embarazadas. A. Western blot representativo de los niveles de 
fosforilación de proteínas involucradas en la vía de señalización de la insulina; AKT (T-308), PDK-1 
(S-241), GSK-3β (S-9) y PTEN (S-380), después de la administración de insulina en muestras de 
hígado en gestación y no gestante. B. Análisis densitométrico para cada una de las proteínas 
analizadas, en extracto de hígado de ratón. Los niveles de fosforilación fueron normalizados con 
respecto a Tubulina. No gestante=12 y Gestante=15. Prueba estadística t-student, p-AKT p< 0.001, 
p-PDK1 p< 0.557, p-PTEN< 0.001 y p-GSK3β p< 0.040. 

 

Con estos resultados podemos determinar que el hígado es resistente a la acción de la 

insulina en el día 17 de gestación en la cepa C57BL/6J. Probablemente la participación de 

la proteína PTEN sea crucial para este fenómeno de resistencia a insulina en el hígado. 

Igualmente determinamos los cambios en la expresión relativa de la proteína total de  AKT 

y PTEN. En la Figura 16A, encontramos un incremento en la expresión de la proteína 

PTEN al día 17 gestacional, con respecto al grupo control no gestante. El análisis 

densitométrico y estadístico, en el grupo de no gestación muestra un valor de 42.16 ±3.81 

UA, en cambio, el valor para el grupo de gestación fue de 66.70 ±6.17 UA. Además el 

análisis estadístico, a través de prueba t-student, reveló un valor de p< 0.009 (Figura 

16C). Por otra parte, al realizar este misma evaluación para la proteína AKT total, no 

encontramos cambios en la expresión relativa de esta proteína entre los 2 grupos (Figura 

16B), el análisis densitométrico indicó que los valores son similares 50.59 ±3.94 UA para 
el grupo gestante y de 50.40 ±3.72 UA para el grupo control (Figura 16C).  
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Figura 16. Expresión relativa de las proteínas PTEN y AKT en muestras de hígado al final 
gestación. A. Western blot representativo de la abundancia de la proteína PTEN, en muestras de 
hígado al día 17 gestacional y no gestante. B. Western blot representativo de los niveles de 
expresión de la proteína AKT, en muestras de hígado en ambos grupos experimentales. C. Análisis 
densitométrico de la proteína PTEN y AKT. No gestante=12 y Gestante=15. Se realizó la Prueba 
estadística t-student para PTEN p< 0.009 y AKT p< 0.973. 

 

Una vez determinado el aumento significativo en los niveles de expresión de la proteína 

PTEN, en el hígado al dia 17 del gestación, decidimos evaluar por la técnica de RT-PCR 

en tiempo real (RT-PCRq), si existe un aumento en el ARNm de Pten, en concordancia 

con el aumento observado en la proteína, se encontro que existe un incremento 
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significativo para el ARNm de Pten, el cual podemos observar en la Figura 17 (grupo 

control: 1.08 ±0.17 UA; grupo gestante 3.91 ±0.34 UA). Esto representó 4 veces lo 
determinado en el control. 
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Figura 17. Aumento en la abundancia del ARNm de Pten en el higado, al dia 17 gestacional. 
Se determinno la abundancia del RNAm para Pten, por PCR en tiempo real, en muestras de 
hígado al día 17 gestacional (n=9) y no gestante (n=7). Los niveles de expresión se muestran en 
unidades arbitrarias. Los datos representan la media ± EE. Prueba estadística t-student, p< 0.001. 
 

Músculo esquelético 

Otro de los órganos mas importantes y sensibles a la acción de la insulina es el músculo 

esquelético. Por lo tanto, nuestro siguiente objetivo fue determinar las alteraciones en las 

proteinas de señalizacion de la insulina. Encontramos una disminución significativa de los 

niveles de fosforilación en las proteínas AKT y GSK3β, con respecto al grupo no gestante 

(Figura 18A). Para el caso de  AKT (T308), el análisis densitométrico revela un valor 

promedio de 0.54 ±0.11 UA en los niveles de fosforilación de esta proteína en el grupo 

control, en cambio, el grupo gestante el promedio fue 0.15 ±0.06 UA, lo cual representó 

tres veces menos (Figura 18B).  

Para la fosforilación de la proteína GSK3β (S9), encontramos un resultado diferente al 

observado en el hígado, ya que se observó un decremento de la fosforilación en serina 9, 

con un valor promedio para el grupo gestante de 0.70 ±0.06 UA y el grupo no gestante el 

valor fue de 0.45 ±0.03 UA. Esto nos lleva a pensar que la actividad de la glucógeno 

sintasa es inhibida por la GSK3β permanentemente en el músculo en la etapa final de la 
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gestación, lo cual lleva a un bajo almacenamiento de glucógeno en el músculo esquelético 

y tener mayor cantidad de nutrientes en circulación para el feto. Por otra parte, no 

encontramos diferencias significativas en la fosforilación de PDK-1 (S241) y PTEN (S380), 

entre ambos grupos (Figura 18B).  
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Figura 18. Alteraciones en la fosforilación de AKT y GSK3β en el musculo esquelético al 
final de la gestación. A. Western blot representativo de los niveles de fosforilación de proteínas 
involucradas en la vía de señalización de la insulina en muestras de musculo esquelético; AKT (T-
308), PDK-1 (S-241), GSK-3β (S-9) y PTEN (S-380), después de 30 minutos previos a la 
administración de insulina en ambos grupos experimentales. B. Análisis densitométrico para cada 
una de las proteínas evaluadas, en músculo esquelético de ratón. Los niveles de fosforilación 
fueron normalizados con respecto a tubulina. No gestante=10 y Gestante=12. Prueba estadística t-
student, p-AKT p< 0.003, p-PDK1 p< 0.101, p-PTEN< 0.179 y p-GSK3β p< 0.001. 

No Gestante Gestante (día 17) 
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El análisis de los niveles de expresión de las  proteínas AKT total reveló un incremento en 

la abundancia de esta proteína al día 17 gestacional. Para el grupo no gestante; 58.91 

±4.18 UA y gestante 73.69 ±3.90 UA (Figura  19C). En la evaluación de la abundancia de 

la proteína total para PTEN (Figura 19B), no se encontraron cambios significativos de esta 
proteína entre los 2 grupos experimentales (p< 0.553), Figura 19C.  
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Figura 19. Expresión relativa de las proteínas PTEN y AKT en músculo esquelético al final de 
la gestación. A. Western blot representativo de la abundancia de la proteína PTEN en músculo, al 
día 17 gestacional y no gestante. B. Western blot representativo de los niveles de expresión de la 
proteína AKT, en muestras de músculo esquelético en ambos grupos experimentales. C. Análisis 
densitométrico de la proteína evaluadas. No gestante=10 y Gestante=15. Se realizó la Prueba 
estadística t-student, PTEN p< 0.553 y AKT p< 0.019. 
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Tejido adiposo 

Por último, medimos los niveles de fosforilación en las proteínas previamente evaluadas 

en hígado y músculo, con el objetivo de comparar lo que sucedía en el tejido adiposo. En 

la Figura 20A, se muestran los Western blot representativos para cada una de las 

proteínas fosforiladas de la vía de señalización de la insulina, las cuales fueron evaluadas 

en el tejido adiposo.  

El resultado después de hacer el análisis densitométrico y estadístico, muestra que la 

única proteína que disminuye significativamente en su fosforilación es AKT en treonina 

308 al día 17 gestacional, con respecto al grupo no gestante (Figura 20B). Los datos 

obtenidos de los niveles de fosforilación relativa fueron de 0.61 ±0.07 UA para el grupo no 

gestante y de 0.33 ±0.11 UA en el gestante, lo que represento la mitad con respeto al 

control. 

Esto nos refleja que la principal proteína efectora de la vía de señalización de la insulina 

también se encuentra afectada en este tejido. Además, es de resaltar que la fosforilación 

de AKT en treonina 308, es la única que se ve afectada en los 3 tejidos evaluados en este 

proyecto. 

Por otra parte, las demás proteínas evaluadas; GSK-3β (S9), PDK1 (S241) y PTEN 

(S380), no mostraron cambios significativos en la fosforilación de las proteínas (Figura 

20B). Es importante señalar que la proteína GSK3β, muestra una tendencia a estar 

disminuida en algunos animales gestantes, a pesar de la proteína AKT (T308) se 

encuentra disminuida de manera en la mayoría (Figura 20A). 
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Figura 20. Disminución de la fosforilación de AKT en treonina 308 en el tejido adiposo, al día 
17 gestacional. A. Western blot representativo de los niveles de fosforilación de proteínas 
involucradas en la vía de señalización de la insulina, AKT (T308), PDK-1 (S241), GSK3β (S9) y 
PTEN (S380), previo a una estimulación de insulina. En muestras de tejido adiposo perigonadal al 
día 17 gestacional y no gestante. B. Análisis densitométrico para cada una de las proteínas 
analizadas, en tejido adiposo perigonadal de ratón. No Gestante=10 y Gestante=15. Prueba 
estadística U de Mann Whitney, p-AKT p<0.025 y p-PTEN p<0.108. Prueba estadística t-student, p-
PDK-1 p< 0.956 y p-GSK3β p< 0.289. 

 

No Gestante Gestante (día 17) 
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En el tejido adiposo perigonadal también determinamos los cambios en los niveles de 

abundancia de las proteínas AKT y PTEN, como previamente evaluamos en músculo e 

hígado. Realizamos el Western blot correspondiente para cada una de las proteínas, 

como se observa en la Figura 21 A y B, un incremento significativo en la expresión tanto 

de la proteína total de AKT, como de la proteína total para PTEN (Figura 21C) al día 17 

gestacional, con respecto al grupo no gestante. 
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Figura 21. Determinación de los niveles de expresión de las proteínas PTEN y AKT, en 
muestras de tejido adiposo perigonadal en la gestación. A. Western blot representativo de la 
abundancia de la proteína PTEN, al día 17 gestacional y no gestante. B. Imagen representativa de 
los niveles de expresión de la proteína AKT, en ambos grupos experimentales. C. Análisis 
densitométrico de ambas proteínas. No gestante=10 y Gestante=12. Prueba estadística U de Mann 
Whitney, PTEN p< 0.046. Prueba estadística t-student, AKT p< 0.004. 
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Analizamos por la técnica de RT-PCR en tiempo real, la abundancia del ARNm de Pten al 

final del gestación en muestras de tejido adiposo perigonadal. Se encontró un promedio 

de 1.04 ±0.11 UA en el grupo control y un promedio de 1.51 ±0.13 UA, en el grupo 

gestante. El análisis estadístico reveló que este aumento fue significativo (p<0.040) 

(Figura 22). El cambio que existe a nivel de mensajero y de proteína, para PTEN, sugiere 

que en el gestación se aumenta la expresión de PTEN, como un probable mecanismo 

para interferir con la vía de señalización de la insulina. 
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Figura 22. En la etapa final del gestación se presenta un incremento en la abundancia del 
ARNm de Pten en el tejido adiposo. Se determinó la abundancia del ARNm de Pten, a través de 
PCR en tiempo real, en muestras de tejido adiposo perigonadal al día 17 gestacional y no gestante. 
Los niveles de abundancia se presentan en unidades arbitrarias. Los datos representan la media ± 
EE. Prueba estadística U de Mann Whitney p< 0.040. 
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Carbamoil fosfato sintasa (CPS-1); una proteína del metabolismo nitrogenado 
alterada en gestación 

Al momento de realizar Western blot para identificar la fosforilación de PTEN en Serina 

380, en muestras de hígado de ratón de ambos grupos experimentales, encontramos que 

el anticuerpo utilizado se unía a 2 proteínas de distinto peso molecular, las cuales 

observamos por quimioluminiscencia; la primera correspondía a nuestra  proteína de 

interés PTEN con un peso molecular de 54 kDa, en cambio, la segunda proteína tenía un 

peso mayor a 150 kDa. La importancia de esta última, es porque mostraba un patrón de 

expresión bajo en el grupo gestante, con respecto al no gestante. Este hallazgo se repitió 

en los diferentes lotes analizados al revelar con el anticuerpo mencionado. Por lo tanto, 

decidimos determinar la identidad de esta proteína detectada por Western Blot. Para lo 

cual realizamos una inmunoprecipitación de proteína en extracto de hígado utilizando el 

anticuerpo para PTEN (S380) (Figura 23). El objetivo de la inmunoprecipitación fue aislar 

y concentrar esta proteína de interés, entre las miles de proteínas presentes en el hígado. 

Una vez que se realizó la inmunoprecipitación de esta proteína, se procedió a su 

identificación, la cual fue realizada por la unidad de Proteómica del IBT/UNAM.  
De acuerdo con los resultados proporcionados por la unidad de Proteómica, la proteína 

fue identificada a través de la técnica de MS-CL (espectrofotometría de masas-

cromatografía liquida) y con ayuda de la base de datos “FASTA”. 

 

Figura 23. Inmunoprecipitación de la proteína de interés, la cual mostraba una disminución 
en su expresión en el gestación. A. Imagen representativa de la inmunoprecipitación de la 
proteína, empleando el anticuerpo primario fosfo-anti-PTEN (S380) B. Separación electroforética y 
tinción con azul de Coomassie 250. Se observan las bandas de interés que se mandaron para la 
identificación de la proteína (rectángulo en rojo). 
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El resultado proporcionado por la unidad de Proteómica, reveló que la proteína 

correspondía a la proteína Carbamoil-Fosfato sintasa [amonio], de localización 

mitocondrial. También denominada como Carbamoil-fosfato sintasa-1 (CPS-1).  

En el reporte, se describe que la calificación de la proteína fue de 609.19, lo que 

representa la suma de las puntuaciones de los péptidos individuales plenamente 

identificados. Además se muestra que la identificación de la proteína de manera 

porcentual fue del 71.67% y el peso molecular de esta proteína es de 164.5 kDa (Tabla 5). 

 
Tabla 5. Resultados proporcionados por la Unidad de Proteómica del IBT, sobre las 
características determinadas en la identificación de de la CPS-1. 

Acceso Descripción Calificación Cobertura 
# 

Péptidos 

Peso 
Molecular 

[kDa] 

Q8C196 

Carbamoyl-phosphate synthase 
[ammonia], mitochondrial OS=Mus 
musculus GN=Cps1 PE=1 SV=2 – 
[CPSM_MOUSE] 

609.19 71.67 82 164.5 

 
 

Además en el reporte se muestran la secuencia de aminoácidos completa de la proteína. 

En la cual fueron marcados con color verde, los aminoácidos que fueron determinados 

con una alta identidad, así como en color rojo los residuos de aminoácidos con baja 

identidad (Figura 24). 

MTRILTACKV VKTLKSGFGF ANVTTKRQWD FSRPGIRLLS VKAKTAHIVL EDGTKMKGYS FGHPSSVAGE VVFNTGLGGY PEALTDPAYK GQILTMANPI IGNGGAPDTT 

                                                                                                                         

ARDELGLNKY MESDGIKVAG LLVLNYSNDY NHWLATKSLG QWLQEEKVPA IYGVDTRMLT KIIRDKGTML GKIEFEGQSV DFVDPNKQNL IAEVSTKDVK VFGKGNPTKV 

                                                                                                                         

VAVDCGIKNN VIRLLVKRGA EVHLVPWNHD FTQMEYDGLL IAGGPGNPAL AQPLIQNVKK ILESDRKEPL FGISTGNIIT GLAAGAKSYK MSMANRGQNQ PVLNITNRQA 

                                                                                                                         

FITAQNHGYA LDNTLPAGWK PLFVNVNDQT NEGIMHESKP FFAVQFHPEV SPGPTDTEYL FDSFFSLIKK GKGTTITSVL PKPALVASRV EVSKVLILGS GGLSIGQAGE 

                                                                                                                         

FDYSGSQAVK AMKEENVKTV LMNPNIASVQ TNEVGLKQAD AVYFLPITPQ FVTEVIKAER PDGLILGMGG QTALNCGVEL FKRGVLKEYG VKVLGTSVES IMATEDRQLF 

                                                                                                                         

SDKLNEINEK IAPSFAVESM EDALKAADTI GYPVMIRSAY ALGGLGSGIC PNKETLIDLG TKAFAMTNQI LVERSVTGWK EIEYEVVRDA DDNCVTVCNM ENVDAMGVHT 

                                                                                                                         

GDSVVVAPAQ TLSNAEFQML RRTSVNVVRH LGIVGECNIQ FALHPTSMEY CIIEVNARLS RSSALASKAT GYPLAFIAAK IALGIPLPEI KNVVSGKTSA CFEPSLDYMV 

                                                                                                                         

TKIPRWDLDR FHGTSSRIGS SMKSVGEVMA IGRTFEESFQ KALRMCHPSV DGFTPRLPMN KEWPANLDLK KELSEPSSTR IYAIAKALEN NMSLDEIVRL TSIDKWFLYK 

                                                                                                                         

MRDILNMDKT LKGLNSDSVT EETLRKAKEI GFSDKQISKC LGLTEAQTRE LRLKKNIHPW VKQIDTLAAE YPSVTNYLYV TYNGQEHDIK FDEHGIMVLG CGPYHIGSSV 

                                                                                                                         

EFDWCAVSSI RTLRQLGKKT VVVNCNPETV STDFDECDKL YFEELSLERI LDIYHQEACN GCIISVGGQI PNNLAVPLYK NGVKIMGTSP LQIDRAEDRS IFSAVLDELK 

                                                                                                                         

VAQAPWKAVN TLNEALEFAN SVGYPCLLRP SYVLSGSAMN VVFSEDEMKR FLEEATRVSQ EHPVVLTKFV EGAREVEMDA VGKEGRVISH AISEHVEDAG VHSGDATLML 

                                                                                                                         

PTQTISQGAI EKVKDATRKI AKAFAISGPF NVQFLVKGND VLVIECNLRA SRSFPFVSKT LGVDFIDVAT KVMIGESIDE KRLPTLEQPI IPSDYVAIKA PMFSWPRLRD 

                                                                                                                         

ADPILRCEMA STGEVACFGE GIHTAFLKAM LSTGFKIPQK GILIGIQQSF RPRFLGVAEQ LHNEGFKLFA TEATSDWLNA NNVPATPVAW PSQEGQNPSL SSIRKLIRDG 

                                                                                                                         

SIDLVINLPN NNTKFVHDNY VIRRTAVDSG IALLTNFQVT KLFAEAVQKS RTVDSKSLFH YRQYSAGKAA 

 

Figura 24. Secuencia completa de aminoácidos de la CPS-1. Los aminoácidos en verde, fueron 
los que se determinaron con una alta identidad y en color rojo mostraron baja identidad durante la 
identificación de la proteína (datos proporcionados por UP-IBT/UNAM). 
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La CPS-1, es una enzima mitocondrial de 1500 aminoácidos, que se encarga de producir 

carbamoil fosfato a partir de dióxido de carbono (CO2) y amonio (NH4). La cual se le 

conoce como la primera reacción del ciclo de la urea y es importante para el metabolismo 

nitrogenado. 

Posteriormente, decidimos validar este resultado a través de dos técnicas; RT-PCR en 

tiempo real, con el objetivo de medir la abundancia del ARNm de la Cps-1, y  por la 

técnica de Western blot, para analizar la expresión de esta proteína, en ambos grupos 

experimentales. En la Figura 25, demostramos por RT-PCRq, una disminución 

significativa en la abundancia del ARNm para la carbamoil-fosfato sintasa-1 (Cps-1), en el 

grupo gestante con respecto al grupo control. 
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Figura 25. Disminución en la abundancia del ARNm del gen de Cps-1 al día 17 gestacional. 
La abundancia relativa del mensajero de Cps-1 fue normalizada con el ARNm de β-actina (control 
endógeno). No Gestante=7 y Gestante=9. Prueba U de Mann-Whitney, p<0.001. 

 

Por último, determinamos la expresión relativa de la CPS-1, en muestras de hígado de 

ratón en ambos grupos experimentales. Al realizar la inmunodetección y el análisis 

estadístico, hallamos una disminución significativa al día 17 gestacional de la CPS-1, con 
respecto al no gestante (Figura 26). 
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Figura 26. Expresión relativa de la proteína CPS-1 en muestras de hígado. A. Western blot 
representativo de la abundancia de la proteína CPS-1, en ambos grupos experimentales. B. 
Grafica representativa de los niveles de expresión relativa de CPS-1. No Gestante= 4 y Gestante= 
5. Prueba t-student p< 0.042. 
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DISCUSIÓN 
 
En este proyecto determinamos que existe una disminución en la sensibilidad a la insulina 

al día 17 gestacional en la cepa de ratones C57BJL6, con respecto a hembras de la 

misma cepa no gestantes. Los resultados mostraron que la aplicación de 1UI/Kg de 

insulina produjo una ligera disminución (20%) en el grupo de embarazadas en 

comparación con el grupo de ratones no gestantes (50%), después de 30 minutos. 

Estudios recientes también han encontrado en ratones gestantes diminución en la 

sensibilidad a la insulina a través de curvas de tolerancia a la insulina (0.75 UI/Kg) (Bowe 

et al., 2014) y por clamp hiperinsulinémico-euglucémico (Musial et al., 2016). Estos 

últimos lo evaluaron al día 16 de gestación en tanto que nuestros estudios se realizaron al 

día 17. En el estudio de Musial y colaboradores también demostró que hay un incremento 

en características de la resistencia a la insulina como hiperinsulinemia en estado 

postprandial, altos niveles de leptina, además de un incremento en el IGF-1, y que el uso 

de glucosa en el músculo disminuye (Musial et al., 2016). 

Nuestros resultados muestran que los niveles de glucosa en sangre tras un ayuno de 8 

horas no se ven modificados al día 17 gestacional con respecto al grupo no gestante. Lo 

que demuestra que el ratón gestante mantiene los niveles de glucosa en ayuno a pesar 

de las demandas metabólicas de la gestación. Este mismo resultado fue observado en 

ratones al día 16 gestacional, pero con solo 6 horas de ayuno (Musial et al., 2016).  

La evaluación de los niveles de proteína total y fosforilaciones en las proteínas de la vía 

de señalización de la insulina como: PTEN, PDK-1, AKT y GSK3β, después de una 

estimulación con insulina, reveló que los tres tejidos disminuyen la expresión de AKT 

fosforilada, proteína transductora maestra en los cambios que produce la insulina en las 

diferentes vías metabólicas reguladas por esta hormona. Este efecto apoya el papel 

central de AKT en la vía de señalización. En contraste, se observaron diferencias entre los 

tejidos en la expresión de la proteína total de AKT, no observándose cambios en la 

proteína total en el hígado, en tanto que hubo un aumento en el músculo y el tejido 

adiposo perigonadal. Resulta interesante señalar que, si bien la disminución de la 

fosforilación de AKT se dio en los tres tejidos, en el tejido adiposo se observó mayor 

variación entre los individuos, este efecto puede estar dado por la heterogeneidad del 

tejido adiposo y su estrecha relación con otros tejidos celulares en la región perigonadal; 

como el epidídimo, el tejido vascular y linfoide. 
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A diferencia de la similitud que existe con respecto a la fosforilación de AKT, la expresión 

de proteínas río arriba de AKT difirió entre los tejidos, lo que indica que el mecanismo 

molecular mediante el cual se produce resistencia a la insulina en el gestación se realiza a 

través de diferentes proteínas de la vía de señalización y que es específica de cada tejido. 

En el hígado hubo un notorio efecto tanto en los niveles de fosforilación de PTEN (S380) 

en donde se encontró una disminución del 43%, así como un aumento del 58% en la 

expresión de la proteína total y de casi 300% en la abundancia del ARNm de Pten. En 

divergencia con estos resultados, la fosforilación de PTEN y la proteína total no se vio 

modificada en el músculo, en tanto que en el tejido adiposo no se observó en la proteína 

fosforilada, pero sí en la proteína total y en el ARNm, que  se incrementaron 35% y 50%, 

respectivamente. PTEN es una proteína de acción inhibitoria en la vía de señalización de 

la insulina, cuando esta proteína se encuentra fosforilada en serina 380 se produce una 

disminución en su actividad (Cho et al., 2004; Vinciguerra and Foti, 2006). El aumento 

observado en la proteína total y en el mensajero de PTEN en el hígado y en el tejido 

adiposo sugiere fuertemente que el apagamiento de la vía PI3K-AKT en la gestación se 

encuentra ligado a un aumento en esta proteína. Sin embargo, la intensidad del 

porcentaje de cambio sugiere que en el hígado este mecanismo es más pronunciado que 

en el tejido adiposo. 

Además, el hecho de que en el hígado la forma activa se encuentre fuertemente 

aumentada sustenta el papel de esta proteína en la resistencia a la insulina hepática. 

Resulta interesante señalar que en ratas ovariectomizadas y tratadas con progesterona 

los niveles de fosforilación de la proteína PTEN se encuentran disminuidos en serina 380, 

en el  hipotálamo y el hipocampo, con respecto al control (Amorim et al., 2010). Dado que 

al final de la gestación se caracteriza por altos niveles de progesterona, es posible que 

esta acción hormonal sobre PTEN participe en la resistencia a la insulina en el tejido 

adiposo y en hígado. Este es el primer estudio donde se determinaron cambios 

importantes en la proteína PTEN en el hígado y el tejido adiposo al final de la gestación, 

acompañado de una disminución en la fosforilación de AKT en treonina 308 en el hígado.  

Otra diferencia importante entre los tres tejidos la encontramos en la proteína río debajo 

de AKT, la GSK3β. Esta proteína en su forma desfosforilada tiene un efecto inhibitorio en 

la síntesis de glucógeno, en tanto que la enzima fosforilada en serina 9 representa la 

forma inactiva. En el hígado encontramos un incremento significativo en la fosforilación de 

la proteína GSK3β (S9), en tanto que en el músculo se observó una disminución. Este 
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resultado indica que esta proteína inhibe la activación de la glucógeno sintasa en el 

músculo, y por ende, disminuye el almacenamiento de glucógeno en este tejido.  En tanto 

que, dado que el hígado tiene un papel crítico en el mantenimiento de la glucemia en 

ayuno, no se afecta esta función, permitiendo de esta manera la síntesis de glucógeno 

para su posterior liberación de glucosa para cubrir las necesidades del feto en caso de un 

estado energético bajo, y evitar episodios hipoglucémicos en la madre. Estos resultados 

apoyan estudios por Davidson y colaboradores (1984), que encuentran que la 

incorporación de glucosa al glucógeno hepático se mantiene durante la gestación. Dado 

que en el tejido adiposo el metabolismo del glucógeno es de poca importancia fisiológica, 

resulta igualmente congruente, que no se encontrasen cambios en GSK3β. Estos 

resultados son un excelente ejemplo de la regulación molecular en la homeostasis de la 

glucosa en la gestación.  

Por otra parte, nuestros resultados no se muestran diferencias en la fosforilación de la 

proteína PDK-1 en serina 241 en ninguno de los tejidos estudiados, estos datos indican 

que esta proteína no está jugando un papel en la resistencia a la insulina en la gestación. 

Una pregunta que queda por contestar es por cuál mecanismo se produce la disminución 

de AKT-fosforilada en el músculo. Un estudio en ratas encontró que la autofosforilación 

del receptor en respuesta a la insulina disminuyó 30% en el músculo en el día 20 de 

gestación (Saad et al., 1997). En la gestación en ratas, se determinó que existe una 

disminución significativa en la fosforilación del IRS-1 en residuos de tirosina en el músculo 

(Gonzalez et al., 2003). En pacientes con diabetes gestacional el receptor a insulina 

muestra una reducción en la fosforilación en residuos de tirosina en el músculo 

esquelético (Chu et al., 2014; Shao et al., 2000). Sin embargo, estudios piloto en el 

laboratorio no han encontrado cambios en la fosforilación del IRS-1 en tirosina 632 

promovida por la insulina.  

La fosforilación del IRS-1 en residuos de serina han sido implicados como un mecanismo 

que atenúa o altera la vía de señalización de la insulina, (Moeschel et al., 2004; Qiao et 

al., 2002; Stuart et al., 2014). En el periodo gestacional se identificaron fosforilaciones del 

IRS-1 en residuos de serina o bajos niveles del IRS-1, en pacientes obesas durante la 

gestación, así como en pacientes con diabetes gestacional en músculo esquelético 

(Barbour et al., 2007; Friedman et al., 1999). Por lo tanto, sería interesante determinar los 

niveles de fosforilación del IRS-1, en residuos de serina, utilizando un anticuerpo anti-

serina contra el IRS-1. Es difícil establecer qué residuo de serina pudiese estar modificado 
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en la gestación ya que existen más de 30 sitios de fosforilación de serina en el IRS-1 en 

ratón (Copps and White, 2012), además de que las cinasas responsables de estas 

fosforilaciones son diferentes. Sin embargo, en el tejido adiposo se encontró al final de la 

gestación una disminución en la fosforilación del IRS-1, en residuos de tirosina, 

acompañado de un incremento especifico de la fosforilación de serina 307 (Sevillano et 

al., 2007). Esto nos lleva a proponer como perspectiva de nuestro trabajo, medir 

específicamente esta fosforilación.  

Por otra parte, se conoce que la acumulación de tejido adiposo es normal en la gestación, 

pero nosotros demostramos que difiere dependiendo de la región. Nuestros resultados 

muestran que en la región perigonadal no existe una acumulación de tejido adiposo, en 

cambio, se presenta un incremento significativo de la acumulación de tejido adiposo 

subcutáneo en la región inguinal, sugiriendo que esta zona podría cumplir una función 

fisiológica importante. Otros estudios han determinado que la acumulación de grasa 

subcutánea está asociada con la aparición de resistencia a la insulina, debido a que este 

tipo de tejido produce mayor secreción de adipocinas (Tritos and Mantzoros, 1997). 

Además, se demostró una correlación entre el grosor del tejido adiposo subcutáneo de la 

región abdominal con un aumento de marcadores de inflamación, lo cual promueve la 

aparición de complicaciones metabólicas durante el gestación (Kosus et al., 2014) y nos 

lleva a plantearnos si la sensibilidad a la insulina es igual en estas dos regiones del tejido 

adiposo durante el gestación.  

Por último, demostramos que la proteína Carbamil-fostato sintasa-1 (CPS-1) presenta 

bajos niveles de expresión al final de la gestación. Lo cual refleja que el metabolismo 

nitrogenado también sufre modificaciones importantes en la gestación. Se conoce que el 

balance nitrogenado es positivo, lo que indica que el organismo retiene nitrógeno, 

disminuyen la pérdida de moléculas nitrogenadas con la finalidad de apartarlas como 

nutrientes al feto (Metzger, 1997). Estas reservas de nitrógeno son utilizadas para el 

desarrollo del embrión, el incremento de los eritrocitos, el tamaño del útero, las glándulas 

mamarias, etc., (Duggleby and Jackson, 2002). Esto ha sido demostrado en humanos, 

donde se sabe que existen cambios en la transaminación de aminoácidos y el ciclo de la 

urea en el periodo gestacional (Kalhan et al., 1998). Por lo tanto, la maquinaria que se 

utiliza para la degradación de residuos nitrogenados debe estar regulada para mantener 

aumentada la cantidad de aminoácidos y elementos nitrogenados para ser absorbidos por 

la placenta. Este es el primer trabajo donde se demuestra que la CPS-1, enzima 
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importante para iniciar el ciclo de la urea, tienen disminución en la su expresión en el 

hígado al final del gestación.  

 

 

 

En resumen: 
Tabla 6. Cambios en las proteínas de señalización de la insulina por tejido, al día 17 
gestacional comparado contra no gestante. 
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 CONCLUSIONES  
 

1. Mediante curvas de tolerancia a la insulina se demostró que al día 17 de gestación en 

la cepa de ratones C57BL/6J se presenta resistencia a la insulina  

 

2. No existe una relación entre el peso corporal y la resistencia a la insulina observada al 

final de la gestación. 
 

3. En la gestación, el peso de tejido adiposo perigonadal no se modifica en tanto que hay 

un aumento en el tejido adiposo subcutáneo en la región inguinal.  
 
4.  De acuerdo con nuestra hipótesis, la expresión y fosforilación de las proteínas de la 

vía de señalización de la insulina, en la vía  PI3K-AKT difiere entre tejidos. 
 

5. En los tres tejidos evaluados se encontró una disminución significativa en la 

fosforilación de AKT (T308).  
 

6. Los cambios en la proteína PTEN, tanto la disminución de su fosforilación en serina 

380 y el incremento de la proteína total (activa), participan como un mecanismo de 

resistencia a la insulina en el hígado y el tejido adiposo al final de la gestación, pero no 

en el músculo esquelético. 
 

 7. La fosforilación de GSK3β (S9) se encuentra aumentada en el hígado, disminuye en el 

músculo y no se modifica en el tejido adiposo. El aumento en la fosforilación de GSK3β 

(S9) en el hígado, sugiere que este órgano es capaz de sintetizar glucógeno 

independientemente de la vía de señalización de la insulina.  

 

8. No encontramos diferencias en la fosforilación de la proteína PDK-1 (S241), en ninguno 

de los tres tejidos evaluados al día 17 gestacional. Por lo tanto, esta proteína no juega 

un papel importante en la resistencia a la insulina gestacional. 
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7. Por último, demostramos que la Carbamoil fosfato sintasa-1 (CPS-1), enzima 

importante en el ciclo de la urea, sufre una disminución en la expresión de su ARNm y 

proteína total. Lo cual lleva a pensar que la maquinara de síntesis y degradación de 

aminoácidos es modificada en la etapa final de la gestación. 
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