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RESUMEN 

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabólico caracterizado por una 

hiperglicemia crónica. Si dicha hiperglicemia se detecta por primera vez durante el 

embarazo, hablamos de diabetes mellitus gestacional (DMG). Durante la gestación, para 

garantizar un correcto aporte de glucosa al feto, tienen lugar múltiples cambios 

metabólicos en la madre. Principalmente, se produce un aumento de la resistencia a 

insulina, cuya inadecuada compensación conduce a DMG y, en consecuencia, a un 

incremento en el riesgo de complicaciones en el embarazo y el feto. Para compensar 

esta resistencia a insulina, es necesario que el páncreas se adapte con la ayuda de 

diferentes hormonas materno-placentarias, como la prolactina (PRL), el lactógeno 

placentario (LP) o los estrógenos y la progesterona. Estas hormonas, entre las que 

destacan los estrógenos, en particular el 17β-estradiol (E2), producen un aumento en la 

supervivencia de las células beta y en la síntesis y secreción de insulina, manteniendo 

la homeostasis de la glucosa durante el embarazo sano. Sin embargo, existe un 

estrógeno, denominado estetrol (E4), que únicamente se sintetiza durante el embarazo, 

en el hígado fetal y cuya función sobre las células beta-pancreáticas se desconoce. A 

través de un ensayo de viabilidad celular (MTT) y un ensayo de secreción de insulina 

estimulada por glucosa (GSIS), mostramos el efecto de un tratamiento con distintas 

concentraciones de E4 sobre células MIN6. En conjunto, los resultados revelan que E4 

aumenta la viabilidad de estas células, así como su función, al favorecer la secreción de 

insulina en respuesta a glucosa.  

 

Palabras clave 

Diabetes mellitus gestacional, estradiol, estetrol, embarazo, células beta-pancreáticas, 

insulina.  

 

 

 

ABSTRACT 

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by chronic hyperglycemia. 

When such hyperglycemia is detected for the first time during pregnancy, it is called 

gestational diabetes mellitus (GDM). During pregnancy, multiple metabolic changes take 

place in the mother to ensure an adequate supply of glucose to the fetus. Mainly, there 

is an increase in insulin resistance, whose inadequate compensation leads to GDM and, 
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consequently, to an increased risk of complications in pregnancy and the fetus. To 

compensate for this insulin resistance, it is necessary for the pancreas to adapt helped 

by different maternal-placental hormones, such as prolactin (PRL), placental lactogen 

(PL) or estrogens and progesterone. These hormones, among which estrogens, in 

particular 17β-estradiol (E2), produce an increase in beta-cell survival and insulin 

synthesis and secretion, maintaining glucose homeostasis during healthy pregnancy. 

However, there is an estrogen, called estetrol (E4), which is only synthesized during 

pregnancy, in the fetal liver and whose function on beta-pancreatic cells is unknown. 

Through a cell viability assay (MTT) and a glucose-stimulated insulin secretion assay 

(GSIS), we show the effect of a treatment with different concentrations of E4 on MIN6 

cells. Together, the results reveal that E4 increases the viability of these cells, as well as 

their function, by promoting insulin secretion in response to glucose. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Impacto de la diabetes y la diabetes gestacional. 
 
La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabólico que se caracteriza por la presencia 

de una hiperglicemia crónica, como consecuencia principal de una secreción de insulina 

inadecuada o debido a una incapacidad de la insulina de realizar su acción. La DM 

puede llevar a comorbilidades graves como la hipertensión arterial, cardiopatías, 

ceguera o esteatohepatitis. Sin un tratamiento adecuado, la diabetes puede conducir al  

coma, e incluso la muerte en casos más graves. En 2024, la prevalencia de la diabetes 

alcanzó un 11,1% (Figura 1) y se documentaron 3,4 millones de muertes a causa de la 

misma (1). Se estima que un 43% de los adultos con diabetes no han sido 

diagnosticados (1).Existen varios tipos de DM, de entre los cuales destacan la DM tipo 

1, tipo 2 y la gestacional (2).  

 

 

 

Figura 1. Número total estimado de adultos (20-79 años) con diabetes en 2024, en la población 
mundial. Global [Internet]. Atlas de la diabetes. Disponible en: https://diabetesatlas.org/es/data-by-

location/global/ (1) 

 

 

La diabetes mellitus gestacional (DGM) se define como una hiperglicemia detectada por 

primera vez en cualquier momento del embarazo (3). Se trata de un desorden 

https://diabetesatlas.org/es/data-by-location/global/
https://diabetesatlas.org/es/data-by-location/global/
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metabólico que resulta de la incapacidad de la madre para compensar la resistencia a 

insulina inducida durante el embarazo (4). Recientemente, la prevalencia de la DMG se 

ha visto incrementada al igual que la diabetes tipo 2 y la obesidad, en toda la población 

(5). La prevalencia global de la DMG es de hasta el 14,0% de los embarazos, sin 

embargo, varía con la edad, los criterios de diagnóstico y las características de la 

población, como la etnia o la prevalencia de diabetes tipo 2 en la población de base (6). 

Esta enfermedad se puede dividir en dos estadíos; la hiperglicemia que se detecta antes 

de la semana 20 de embarazo se denomina diabetes gestacional temprana y aquella 

que se detecta a las 24-28 semanas de gestación se conoce como diabetes gestacional 

tardía (5).  

 

La diabetes gestacional se asocia con un incremento en el riesgo de complicaciones del 

embarazo, como la muerte perinatal, hipoglicemia neonatal o parto prematuro (7), así 

como, en el riesgo de cesárea, macrosomía, parto prematuro, anomalías congénitas, 

hipertensión, muerte perinatal, preeclampsia, distocia de hombro e inducción del parto, 

entre otros. Además, se ha visto que estos riesgos son mayores en los casos de 

diabetes gestacional temprana (8). Por otra parte, el 10-31% de los casos de diabetes 

tipo 2 en mujeres que han tenido hijos se asocia con DMG previa (9).  

 

 

 

Regulación de la homeostasis de la glucosa. Adaptaciones metabólicas durante 
el embarazo. 

 

El páncreas es un órgano, con función tanto exocrina como endocrina, capaz de regular 

la homeostasis de la glucosa secretando hormonas como la insulina, el glucagón o la 

somatostatina, principalmente (10). La parte endocrina del órgano está formada por los 

Islotes de Langerhans (IL), que a su vez están compuestos por varios tipos celulares 

que segregan cada uno su propia hormona: células α (glucagón), células β (insulina), 

células δ (somatostatina), células γ (polipéptido pancreático) y células ε (ghrelina) (11). 

La principal función de los IL es controlar los niveles de glucosa en sangre; tejidos como 

el sistema nervioso o el cerebro requieren un suministro constante y estable de glucosa: 

su principal fuente de energía.  

Cuando aumentan los niveles de glucosa en sangre en la fase postprandial, se estimula 

la secreción de insulina en las células beta y se inhibe la secreción de glucagón en las 

células alfa (11). El aumento de insulina en sangre, tras la ingesta de glucosa, ejerce 

efectos en distintos tejidos, entre los que destacan el músculo esquelético (promueve la 
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utilización de glucosa), el tejido adiposo (suprime la lipolisis y aumenta la adipogénesis) 

y el hígado (aumenta la síntesis de glucógeno y disminuye la gluconeogénesis) (12) (13) 

(14). La insulina promueve la entrada de glucosa en estas células (13) y se encarga de 

dar lugar a una “respuesta anabólica integrada” según la disponibilidad de nutrientes 

(12).  

Por otra parte, el hígado se encarga de retirar un gran porcentaje de la insulina secretada 

para evitar una hiperinsulinemia que podría acarrear resistencia a la insulina en los 

tejidos periféricos (15). Se considera que un sujeto tiene resistencia a la insulina cuando 

requiere de mayor cantidad de insulina de lo normal para disminuir el nivel de glucosa 

en sangre (12).  

 

Durante el embarazo, para el correcto desarrollo del feto es necesario que haya un flujo 

de nutrientes adecuado desde la madre. La glucosa es la principal fuente de energía 

para el feto (16) y el transporte de glucosa a través de la placenta depende directamente 

del gradiente de concentración entre la circulación materna y fetal (17).  

 

En las primeras etapas del embarazo, las células beta pancreáticas del feto regulan este 

gradiente al mantener bajos los niveles de glucosa en la sangre fetal. Esto se debe 

principalmente a que estas células tienen una alta secreción basal de insulina (18). En 

etapas más avanzadas del embarazo, existe un fenómeno en el que el feto debido a su 

mayor desarrollo extrae más cantidad de glucosa de la sangre materna a través de la 

placenta, reduciendo los niveles de glucosa en la circulación materna y amenazando el 

gradiente de concentración (19). Para compensar esta situación, las hormonas 

secretadas por la placenta producen un aumento en la resistencia a la insulina de la 

madre y aumenta la producción hepática de glucosa, todo esto para garantizar un aporte 

suficiente de glucosa de la madre al feto (20).  

 

Si esta resistencia a la insulina no se compensa, podría provocar una hiperglicemia e 

intolerancia a la glucosa en la madre (3) y un exceso de nutrientes para el feto, por tanto, 

es necesario que el páncreas materno se adapte. En ratones, se ha visto que la masa 

de células beta aumenta (por encima de un 50%), principalmente debido a la 

proliferación de células beta (21), así como la síntesis de insulina y su secreción 

estimulada por glucosa (22) (23). Se ha visto que en humanos al igual que en los 

ratones, el número de células beta y de islotes de Langerhans aumenta durante el 

embarazo (24) (25), además de la secreción de insulina, que aumenta de 2 a 3 veces 

en la madre para compensar esa menor sensibilidad a la misma (26) (Figura 2). Sin 

embargo, los mecanismos detrás de estas adaptaciones del páncreas se desconocen, 
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dado que los estudios en humanos son escasos debido a la dificultad de obtener 

muestras de páncreas de donantes embarazadas (27). 

 

 

Figura 2. Evolución de los requerimientos de insulina, así como de la sensibilidad a la misma 
en los tejidos periféricos maternos durante el embarazo y postparto. 

 

 
Influencia de las hormonas materno-placentarias en las adaptaciones 

metabólicas. 
 

Todos estos cambios metabólicos que ocurren durante el embarazo y permiten 

aumentar la secreción de insulina y la expansión de células beta son posibles, entre 

otras cosas, gracias a la influencia de hormonas secretadas por la madre y la placenta, 

las más importantes serían la prolactina (PRL), el lactógeno placentario (PL) (familia de 

prolactina-hormona del crecimiento) o los estrógenos y la progesterona (hormonas 

esteroideas) (4).  

 

Varios estudios in vivo e in vitro demuestran que el PL y la PRL incrementan la secreción 

de insulina, así como la proliferación y supervivencia de las células beta, a través de sus 

receptores (PRLR). Por otro lado, se ha visto que la PRL y el PL reducen el umbral de 

estimulación para la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS) en estas 

células (28) (29). Además, la pérdida de la señalización por el PRLR, se ha visto 

relacionada con la aparición de DMG en ratones (30).  
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Por otra parte, la placenta es la fuente principal de hormonas esteroideas durante el 

embarazo, dichas hormonas son importantes en la adaptación del metabolismo materno 

para producir los cambios necesarios en la sensibilidad a insulina y el metabolismo de 

la glucosa (29). Los niveles de estrógenos y progesterona aumentan de forma significa 

a medida que avanza el embarazo (31) y se ha comprobado en diferentes estudios que 

tiene impacto en la adaptación del páncreas endocrino durante el embarazo (29). Los 

estrógenos, en particular el 17β-estradiol (E2), y la progesterona previenen la apoptosis 

de células beta y aumentan la síntesis de insulina en el páncreas materno, así como su 

secreción en respuesta a glucosa, in vivo (29) (32) (33) (34) (35). Sin embargo, también 

se ha visto que, en presencia de PRL, la progesterona reduce la proliferación y 

supervivencia de células beta y la secreción de insulina, lo que indica que el efecto de 

la progesterona se opone a la estimulación provocada por los lactógenos (PL y PRL) en 

la etapa tardía del embarazo (29) (36). Con lo cual, ambas hormonas esteroideas 

también son esenciales para regular las adaptaciones metabólicas durante el embarazo 

sano y mantener la homeostasis de la glucosa.  

 

Papel de los estrógenos en la regulación de la homeostasis de la glucosa materna. 
 

En los islotes pancreáticos, el 17β-estradiol (E2) juega un papel fundamental en la 

regulación de la síntesis y secreción de insulina, así como de la supervivencia de las 

células beta (37). E2 actúa a través del receptor de estrógenos α (ERα, por sus siglas 

en inglés) y de receptor de estrógenos acoplado a proteína G (GPER, por sus siglas en 

inglés) aumentando la síntesis y secreción de insulina (32) (38). Además, junto con el 

receptor de estrógenos β (ERβ, por sus siglas en inglés), también promueve la 

supervivencia de células beta y su proliferación (32) (38). Estos efectos permiten la 

adaptación del páncreas a estados de resistencia a insulina, como es el caso del 

embarazo (39).  

 

Aunque el E2 es el estrógeno más activo durante el embarazo, existen otros estrógenos 

circulantes entre la madre y el feto que difieren en su función y origen, como son la 

estrona (E1), el estriol (E3) y el estetrol (E4). La estructura química de cada uno de estos 

estrógenos se puede observar en la Figura 3. La E1 es el estrógeno menos abundante 

en las mujeres en edad fértil, sin embargo, es predominante en las mujeres 

postmenopáusicas. Se produce principalmente en el tejido graso y en menor medida en 

el ovario y la placenta (40). Durante el embarazo, la E1 sirve como reservorio/precursor 

de otros estrógenos más activos como el E2 y ayuda a preparar al organismo para los 

cambios hormonales que tienen lugar (41). El E3 es el principal estrógeno que produce 
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la placenta y puede alcanzar una concentración hasta mil veces mayor que fuera del 

embarazo, donde los niveles son prácticamente indetectables (42) (43). El E3 es 

necesario para el correcto desarrollo fetal, concretamente, se ha visto que tiene crucial 

importancia en el desarrollo de los órganos reproductivos y del encéfalo (44). Además, 

el E3 tiene un papel esencial en la preparación del útero para el parto (45). De todos 

estos estrógenos, el único que solo está presente durante el embarazo es el E4 (46) y 

su función sobre los receptores de estrógenos y las células beta-pancreáticas es una 

incógnita.  

 

 

Figura 3. Estructura química de los 4 estrógenos naturales principales producidos en la mujer 
(E1, E2, E3 y E4). Physiopedia [Internet]. Estrogen. Disponible en: https://www.physio-

pedia.com/Estrogen (47)  

 

Nuevos factores de origen fetal. El estetrol. 

 

El E4 es una hormona exclusiva del embarazo, ya que tiene su origen en el hígado fetal.  

Se trata de una molécula estrogénica que se sintetiza desde la semana 9 de embarazo, 

y alcanza la circulación materna a través de la placenta (Figura 4) (46). Al contrario que 

otras hormonas esteroideas, el efecto del E4 sobre las células beta-pancreáticas 

durante el embarazo se desconoce. El hecho de que el E4 sea una hormona esteroidea 

nos lleva a pensar que podría tener un papel en las adaptaciones de las células beta 

pancreáticas durante la gestación. 

https://www.physio-pedia.com/Estrogen
https://www.physio-pedia.com/Estrogen
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Figura 4. Síntesis de E4 durante el embarazo. (DHEA = dehydroepiandrosterone; DHEAS= DHEA 
sulfate; 3β-HSD=3β-hydroxyesteroid deshydrogenase; AKR = aldo-keto reductase) 
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HIPÓTESIS 

E4 es un factor gestacional que regula la adaptación de las células beta pancreáticas 

durante el embarazo.  

 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar el impacto de E4 in vitro sobre el metabolismo de células beta pancreáticas. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1. Evaluar la viabilidad de células beta pancreáticas (MIN6) en respuesta a un 

tratamiento con E4.  

2. Analizar la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS) de las células 

beta pancreáticas (MIN6) tratadas con E4.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Cultivo celular - Células MIN6 

Para estos experimentos se usó la línea celular inmortalizada derivada de un insulinoma 

de ratón MIN6. Dichas células sintetizan y secretan insulina en respuesta a la glucosa 

y, por tanto, son un modelo muy utilizado en el estudio de la Diabetes por la comunidad 

científica y adecuado para la realización del presente estudio.  

Las células utilizadas se mantuvieron en medio completo de crecimiento con la siguiente 

composición: Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), al que se añadió D-Glucosa (25 

mM) y L-Glutamina (0,75 mM), además de, Suero Fetal Bovino (FBS) al 15%, Piruvato 

Sódico (1 mM), antibióticos (100 µI/mL de Estreptomicina y y 100 µI/mL de Penicilina) y 

2-Mercaptoetanol (0,05mM).  

Las células se mantuvieron en un incubador a 37ºC, con 5% de CO2 y 95% de humedad 

y fueron cultivadas en Flasks ventilados de 75 cm2.  

Los pases celulares se realizaron una vez la confluencia de las células alcanzaba el 70-

80%, siguiendo una dilución 1:3. Para resuspender las células, primero se eliminó el 

medio de cultivo del Flask, para, a continuación, lavar con 5mL de Tampón Fosfato 

Salino 1X (PBS). Tras retirar el PBS, se añadieron 2 mL de Tripsina al Flask. Se dejó 

actuar la tripsina durante 5 minutos, dentro del incubador. Tras la incubación, las células 

se levantaron mecánicamente y posteriormente la acción de la tripsina se neutralizó con 

10 mL de medio completo. El nuevo pasé se sembró siguiendo la proporción de dilución 

1:3. 

 

Siembra de células MIN6  

Para realizar la siembra de células para llevar a cabo los ensayos de viabilidad celular 

(MTT) se utilizaron placas tratadas de 96 pocillos. En cada pocillo se sembró un total de 

100.000 células en un volumen de 100 µL.  

Para contar las células se utilizó una cámara de Neubauer (Figura 5). Se diluyó una 

muestra de células en medio de cultivo (dilución 1:3). En la cámara, se cargó el volumen 

indicado (10 µL) y se observaron las cuatro cuadrículas al microscopio. Se contaron 

todas las células de los 4 cuadrantes, teniendo en cuenta las células que tocaban 

únicamente los bordes externos de la cuadricula. Una vez contadas las células, se 

dividió el resultado entre 4 para obtener la media y, puesto que el volumen de cada 

cuadrante es de 0,1 mm3, se multiplicó la media por 10.000 para obtener el número de 

células por mililitro. Por último, se multiplicó por el factor de dilución correspondiente (3 

en este caso).  
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Figura 5. Cámara de Neubauer. Miró MRR. Recuento de LEUCOCITOS en HEMOCITÓMETRO 
[Internet]. El Laboratorio de Marrodmir. 2024. Disponible en: https://marrodmir.com/recuento-de-

leucocitos-en-hemocitometro/  

 
 
Tratamientos celulares con E2 y E4: 

Una vez sembradas las células en la placa, se llevó a cabo el tratamiento de las 

células con las diferentes condiciones del estudio. Primero se quitó el medio de 

crecimiento con rojo fenol, se lavó con 100 μL de PBS y, por último, se añadieron los 

tratamientos correspondientes. Las células se trataron durante 24 o 48 horas con las 

siguientes condiciones experimentales: DMSO (1*10-4%), E2 10 nM, E4 10 nM y E4 

100 nM y E4 1uM. 

 

Ensayo de viabilidad celular (MTT) 

Una vez realizados los tratamientos se realizó el ensayo de viabilidad celular mediante 

la técnica MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro). En primer lugar, 

se retiró el medio de cada pocillo y después, se añadieron 100 μL de MTT al 10% (v/v) 

en cada uno de ellos. La placa se incubó a 37º y 5% C02 durante 3 horas. 

Una vez transcurridas las 3 horas, se retiró el medio y se disolvieron los cristales de 

formazán en 100 μL de DMSO. Una vez realizada la resuspensión de forma homogénea, 

se leyó la placa a 562 nM en un lector de absorbancia. 

Para calcular la viabilidad celular se tomó como el 100% la media de los controles de 

cada experimento y se realizó una cuantificación relativa de las distintas condiciones. 

 

 

https://marrodmir.com/recuento-de-leucocitos-en-hemocitometro/
https://marrodmir.com/recuento-de-leucocitos-en-hemocitometro/
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Glucose stimulated insulin secretion (GSIS) – Secreción de insulina estimulada 

por glucosa 

Se midió la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS, por sus siglas en inglés) 

en las células MIN-6 (200.000 células por pocillo) pretratadas durante 24 horas con las 

siguientes condiciones: Control (DMSO), E2 10nM, E4 10nM y E4 100nM. Se realizaron 

los experimentos en dos pases celulares diferentes con 3-6 réplicas experimentales por 

cada condición.  

Para realizar este ensayo se preincubaron las células durante 30 minutos en medio 

HBSS (composición: 500 mL de H2O miliQ; NaCl 125 mM; KCl 5,9 mM; CaCl2·2H2O 1,28 

mM; MgCl2·6H2O 1,2 mM; pH ajustado a 7,4; complementado con 0,1% de BSA libre de 

ácidos grasos.) sin glucosa, y posteriormente se sometieron a dos concentraciones 

distintas de glucosa durante 30 minutos de forma seriada: baja glucosa (3 mM) y alta 

glucosa (16 mM), en medio HBSS) y se recogieron los sobrenadantes para 

posteriormente medir la concentración de insulina de los mismos mediante ELISA 

siguiendo las instrucciones del kit comercial (mouse ultra sensitive Crystal Chem). Las 

células fueron lisadas con 100 ul de Etanol ácido (composición: 70% de CH₃CH₂OH; 

10% de HCl en H2O) para obtener el contenido intracelular, que se almacenó a -20ºC. 

Para la normalización de los experimentos se midió el DNA procedente de los pocillos 

lisados con etanol ácido. Se realizaron al menos dos mediciones utilizando un Nanodrop 

de alta sensibilidad.  

 

Ensayo immunoenzimático tipo ELISA: 

Para determinar los niveles de insulina en los sobrenadantes de los cultivos celulares 

obtenidos tras el ensayo GSIS, se utilizó un ensayo inmunoenzimático tipo ELISA 

(Figura 6). En este estudio se emplearon kits ELISA de tipo "sándwich", lo que implica 

el uso de dos anticuerpos altamente específicos que reconocen epítopos distintos de la 

misma proteína, lo que confiere al ensayo una alta eficacia y sensibilidad en la detección 

de la insulina. 

En nuestro procedimiento, las placas ya vienen recubiertas con un primer anticuerpo 

específico contra el antígeno. Sobre estos pocillos se deposita la muestra que contiene 

la insulina (antígeno), junto con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa, y se 

incuba durante 2 horas. De este modo, cada molécula de insulina queda unida por un 

anticuerpo que la fija a la base del pocillo y por otro que la marca. 

Tras la incubación, los pocillos se lavan seis veces para eliminar el material no unido, 

incluyendo el anticuerpo marcado sobrante. A continuación, se añade el sustrato 3,3'-

5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y se incuba durante 30 minutos, lo que genera una 
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reacción enzimática detectable. Finalmente, se añade una solución ácida que detiene la 

reacción, permitiendo obtener una señal colorimétrica. Esta se mide mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 450 nm, utilizando un lector de 

microplacas (HEALES, China). 

 

Figura 6. Esquema de ELISA tipo sándwich. Molecular devices. 

https://es.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa (48) 

 

 

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el paquete de software Graphpad 9 

comprobando inicialmente la normalidad de las muestras, tras lo que se aplicó un 

ANOVA one way para comparar los diferentes grupos experimentales con la condición 

control. En el caso de los ensayos en los que consideramos dos variables, se realizó 

un análisis ANOVA two way. La potencia estadística se consideró: *p<0,05; **p<0,01. 
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RESULTADOS 
 

1. E4 aumenta la viabilidad celular en células beta pancreáticas tras 24 horas 

de tratamiento. 

Se comprobó la viabilidad de las células beta pancreáticas tras 24 horas de tratamiento 

in vitro con E2 10 nM, E4 10 nM y E4 100 nM. En la Figura 7, se observa como la 

viabilidad de las células MIN6 aumenta de manera significativa con E2 y E4 a 

concentraciones de 10 nM y 100 nM. No se vieron efectos significativos para la 

concentración 1µM.   
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Figura 7.  Viabilidad de las células MIN 6 tras 24 horas con E2 (10 nM)  y E4 (10 nM, 100 nM y 

1 µM) y DMSO como control. Dos ensayos experimentales independientes (4 réplicas por 
ensayo). ANOVA 2 WAY. *p<0.05; **p< 0,01; ***p<0,001. 

 
Para ver si el efecto de los estrógenos se limitaba a las 24 horas o podía ser mayor, 

aumentamos el tiempo de tratamiento a 48 horas y realizamos otro ensayo de viabilidad 

(Figura 8). En este caso, no se ve ninguna diferencia significativa en cuanto al 

metabolismo de las células con respecto al control.  
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Figura 8.  Viabilidad de las células MIN6 tras 48 horas con E2 (10 nM) y E4 (10 nM, 100 nM y 1 

µM) y DMSO como control. Dos ensayos experimentales independientes (4 réplicas por 
ensayo). ANOVA 2 WAY. *p<0.05; **p< 0,01; ***p<0,001. 

 

2. E4 aumenta la función de las células beta pancreáticas in vitro tras 24 horas 

de tratamiento.  

El siguiente paso de nuestro estudio fue comprobar si el aumento en la viabilidad celular 

tras 24 horas de tratamiento se debía a un aumento de la función de las células beta, 

es decir, en su capacidad de secretar insulina en repuesta a glucosa (Figura 9a). En 

este caso, se trataron las células con E2 10 nM, E4 10 nM y E4 100 nM, además del 

control con DMSO. Se excluyó el tratamiento con E4 1 µM, ya que no se detectaron 

efectos sobre la viabilidad celular.  

Los resultados muestran la respuesta fisiológica esperada en las células control, 

secretando más del doble de insulina en respuesta a alta glucosa. En cuanto a los 

tratamientos, se observó un incremento en la secreción de insulina en respuesta a 

glucosa aumentado de forma muy significativa tras el tratamiento con E2 y el tratamiento 

con E4 100nM. Además, se observó un aumento también significativo en el incremento 

de secreción de insulina provocado tras el tratamiento con E4 100 nM comparado con 

E2 10 nM. Constatando que E4 es capaz de mejorar la función de las células beta como 
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ya se había comprobado en otros estudios con E2 10 nM. 

Vemos que la secreción de insulina llega a triplicarse con E4 100 nM en condiciones de 

alta glucosa con respecto a baja glucosa (Figura 9b). Esto lo convierte en el grupo con 

el mayor aumento relativo en la secreción de insulina, por delante de E2, donde dicha 

secreción se duplica.  
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Figura 9.  Secreción de insulina en respuesta a glucosa de células beta pancreáticas tratadas 
con E2 10 nM, E4 10 nM y E4 100 nM durante 24 horas. Los datos se presentan en la gráfica 

(A) como cantidad de insulina (ng/mL) normalizada por la cantidad de ADN (ng/mL). 2 ensayos 
experimentales independientes (3-6 réplicas por ensayo). ANOVA 2 WAY. *p<0.05; **p< 0,01; 

***p<0,001 
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DISCUSIÓN 
 

El E2 es considerado el estrógeno más activo e importante en la mujer. Durante el 

embarazo, su concentración aumenta considerablemente ayudando, entre otras cosas, 

a mantener la homeostasis de la glucosa. Esta hormona fomenta la supervivencia de 

células beta y aumenta la síntesis de insulina en las mismas (32). E4 es un estrógeno 

de estructura muy parecida al E2, que se sintetiza por el hígado fetal, lo que hace que 

sólo esté presente durante la gestación. Los estudios sobre la función fisiológica de este 

estrógeno son limitados y se desconoce el efecto sobre las células beta del páncreas 

endocrino. Además, se sabe que este E4 es un estrógeno más débil en su acción que 

E2, motivo por el cual, en el presente estudio, hemos considerado evaluar 

concentraciones más altas de esta hormona que las descritas para estudios in vitro de 

E2 en la regulación de las células beta pancreáticas (34) (47) (48). Con el fin de 

esclarecer los posibles efectos del E4 sobre las células beta, en este estudio, se realizó 

un ensayo de viabilidad celular, además de un ensayo específico de función (GSIS), en 

un modelo de células beta-pancreáticas de insulinoma de ratón (MIN6), tratadas con 

diferentes concentraciones de estos estrógenos.   

Los resultados revelaron que E4 tiene acción regulatoria sobre las células beta 

pancreáticas MIN6. En primer lugar, Este estrógeno aumenta la viabilidad celular tras 

24 horas de tratamiento in vitro. Hemos observado que E4 a 100 nM consigue efectos 

incluso más significativos que E2 a 10 nM. Este efecto podría deberse a un aumento en 

la proliferación o supervivencia de las células o a un aumento en su función. También 

hemos observado que los efectos se pierden tras 48 horas de tratamiento lo que podría 

indicar que la acción de E4 sobre las células beta alcanza su pico máximo a las 24 horas 

in vitro, más allá de las cuales las células no son capaces de responder al compuesto.  

A través del ensayo de secreción de insulina en respuesta a glucosa (GSIS), 

constatamos que este efecto de E4 sobre las células beta se debe, al menos en parte, 

a un aumento de función. En presencia de E4 (100 nM), las células secretan mayor 

cantidad de insulina que en condiciones control. Este efecto es incluso mayor que el 

observado con E2 (10 nM), que ya está descrito en literatura anterior (49). Sin embargo, 

no observamos diferencias en la concentración 10 nM, en la que sí habíamos constatado 

un efecto positivo en la viabilidad celular. Este hecho pone de manifiesto que quizá el 

efecto de E4 sobre las células beta pancreáticas no se restrinja únicamente a la 

capacidad de secretar insulina. Sería necesario ampliar el estudio para comprobarlo.  

Por otra parte, la concentración de E4 en la circulación materna en las semanas 20-27 

de embarazo es de 1-2 ng/mL (3,3,-6,6 nM) y de 2,2-5 ng/mL (7,2-16,4 nM) a término 

(50). Asimismo, la concentración de E4 en el plasma fetal es de hasta 12 veces mayor 
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que en la sangre materna (50), lo cual podría significar que E4 actúa principalmente 

sobre los tejidos fetales y no tanto sobre los maternos. De hecho, se ha planteado en 

estudios previos que E4 puede ser un mecanismo de protección del feto frente a E2, de 

tal manera que estaría uniéndose a algunos de los receptores de estrógenos disponibles 

en las células evitando la unión de E2 y de esta forma minimizando su efecto. E2 es el 

estrógeno más activo y algunos autores han planteado que podría ser perjudicial en el 

desarrollo fetal si no se modula su señalización (51) (52) (53) (54) (55) (56). 

Como se puede ver en el ensayo de GSIS, la potencia de E4 para aumentar la secreción 

de insulina en respuesta a glucosa es menor que la de E2 (ya que a la misma 

concentración solo vemos efecto en células tratadas con E2). Teniendo en cuenta que 

los niveles circulantes de E4 en el feto son mayores que en la madre, la acción de E4 

podría ser importante en la regulación de la homeostasis de la glucosa intra-fetal. Esto 

se ve respaldado por el aumento significativo de secreción de insulina en respuesta a 

glucosa observado tras el tratamiento con E4 100 nM.   

Este estudio revela nuevos aspectos muy interesantes respecto al papel del ambiente 

hormonal gestacional sobre células beta-pancreáticas, abriendo la puerta a nuevas 

hipótesis, E4 estaría involucrado en la regulación del páncreas endocrino fetal, siendo 

un nuevo factor importante a estudiar en el contexto de la maduración del páncreas 

prenatal. 

Aunque nuestros hallazgos son consistentes, tienen limitaciones y sería conveniente, 

realizar más experimentos para aumentar el tamaño muestral y con ello la potencia 

estadística. Además, no debemos olvidar que estamos trabajando con células en cultivo 

que no siempre imitan con precisión la fisiología, por lo que podría ser interesante 

analizar los efectos de E4 en un tejido pancreático real en próximos estudios.   

En definitiva, E4 es un estrógeno que sólo está presente durante el embarazo y hemos 

demostrado por primera vez, que puede tener impacto en la viabilidad y función de las 

células beta-pancreáticas. Ahora bien, dicho impacto puede ser diferente según la 

concentración de E4, que a su vez también se encuentra en distintas concentraciones 

en la circulación materna y fetal. Se requieren altas concentraciones de E4 para que su 

impacto sobre la secreción de insulina de las células beta-pancreáticas se asemeje o 

incluso supere el de E2.  

Por tanto, E4 podría estar involucrado en la regulación de la viabilidad y la función de 

las células beta pancreáticas en el páncreas fetal.  

Nuestras observaciones abren una nueva vía para estudiar el impacto del estetrol en 

el desarrollo del páncreas endocrino fetal durante la gestación, una etapa crucial para 

el establecimiento de su correcta función tras el nacimiento. 
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CONCLUSIONES 

1. E4 aumenta la viabilidad de las células beta pancreáticas in vitro.  

2. E4 regula la función de las células beta pancreáticas in vitro, 

mejorando la secreción de insulina en respuesta a glucosa. 

 

CONCLUSIONS 

1. E4 increases pancreatic beta-cell viability in vitro.  

2. E4 increases pancreatic beta-cell function in vitro, enhancing insulin 

secretion in response to glucose.  
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