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 Resumen 

 

El metabolismo glucídico está sujeto a una compleja regulación en el organismo, 

donde diversos mecanismos hormonales y enzimáticos trabajan en conjunto para 

mantener un equilibrio; dentro de las hormonas implicadas en dicha regulación 

destacamos la insulina (células β), la cual se encarga de disminuir los niveles de 

glucosa postprandrial y la somatostatina (células δ) quien inhibe su secreción. 

 

Durante el embarazo se sabe que los niveles de ciertas hormonas aumentan y entre 

todas ellas, los estrógenos juegan un papel crucial; se cree que un aumento de esta 

hormona provoca cambios en la masa de células β y en su función para hacer frente 

a la resistencia a la insulina, pero no existen estudios sobre la regulación de las 

células δ y la secreción de somatostatina durante el embarazo. 

 

En este estudio hemos encontrado una disminución en el número de células δ y un 

aumento de células δ bihormonales que expresaban tanto PDX1 como Maf-A en 

islotes pancreáticos de un modelo in vivo de gestación y tras el tratamiento con 

estradiol (E2), además de una disminución de la secreción de somatostatina, pero 

un aumento de genes tanto de célula β como de célula δ tras el tratamiento con E2 

de forma aguda. Por otro lado, encontramos que el E2 disminuye algunos de los 

activadores de la secreción de somatostatina: UCN3 y dinorfina, en ambos modelos; 

por lo que proponemos una desregulación transcriptómica debido a un efecto 

indirecto del E2 sobre las células δ vía depleción de sus activadores. 

 

En conclusión, este estudio aporta evidencia de la importancia de las células δ-

pancreáticas y su capacidad de sufrir procesos de plasticidad celular según las 

necesidades metabólicas del organismo para mantener la homeostasis del 

metabolismo intermediario. 
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 I - Introducción 

 

 

1 - Páncreas 

1.1 - Aspectos morfológicos del páncreas 

1.1.1 - Anatomía 

El páncreas es un órgano parenquimatoso ubicado a nivel retroperitoneal, que en 

humanos tiene un peso aproximado de 100-150 gr y una longitud total de 15-25 

cm(1).   

El páncreas está dividido estructuralmente en tres partes, estas son: cabeza, cuerpo 

y cola. La región de la cabeza del páncreas es relativamente plana y está situada 

en extrema relación con el duodeno. La región de la cola está muy cerca del hilio 

del bazo; y entre ambas porciones, se encuentra el cuerpo del páncreas que posee 

forma de prisma(1). 

La cabeza del páncreas está irrigada por las arterias pancreaticoduodenal superior 

y pancreaticoduodenal inferior, que son ramas del tronco celíaco y la arteria 

mesentérica superior respectivamente. El cuerpo y la cola están irrigados por ramas 

pancreáticas de la artería esplénica.  

Por su parte, el drenaje venoso se lleva a cabo por medio de las venas pancreática 

y pancreaticoduodenal, que forman parte del sistema venoso portal.  

Finalmente, la inervación del páncreas es dada por el plexo pancreático, el ganglio 

celíaco y el nervio vago(1). 
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1.1.2 - Histología y embriología 

1.1.2.1 - Páncreas exocrino 

El páncreas, casi en su totalidad, corresponde al páncreas exocrino y se reconoce 

como un órgano digestivo. La unidad funcional del páncreas exocrino son los acinos 

pancreáticos, los cuales están formados por un cúmulo de células secretoras 

dispuestas en grupos (asemejando una baya), y que convergen en conductos que 

van a recoger las secreciones pancreáticas, estos a su vez convergen en dos 

grandes conductos (Wirsung y Santorini) que vierten su contenido directamente al 

duodeno. Dentro de la composición del acino pancreático encontramos varios tipos 

celulares, estas son las células acinares secretoras, centroacinares y ductales(2).  

El páncreas exocrino se forma a partir del intestino primitivo, específicamente a 

partir de dos esbozos endodérmicos (ventral y dorsal) ubicados en el mesoduodeno, 

los cuales se desarrollan por separado y posteriormente se movilizan hasta 

fusionarse. De la misma forma, los conductos excretores primitivos de cada esbozo 

se fusionan con el objetivo de formar los conductos de Wirsung y Santorini(3) (Figura 

1). 

 

 

Figura 1.  Desarrollo embrionario normal del páncreas. Las letras indican el orden cronológico 
del desarrollo del órgano. VBC: Vía biliar común. Adaptado y modificado de Arenas et al.(4) 
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1.1.2.2 - Páncreas endocrino 

El páncreas endocrino representa un 2% del parénquima glandular y está 

compuesto por conglomerados ovoideos de células productoras de hormonas 

denominados islotes pancreáticos que, durante la embriogénesis, se forman a partir 

de un ensanchamiento distal de la pared de los conductos pancreáticos, que 

posteriormente se liberan y distribuyen por todo el órgano(4).  

Existen cinco líneas celulares endocrinas dentro del islote pancreático, estas son: 

• β-pancreáticas: Estas células sintetizan insulina, una hormona 

hipoglucemiante que es secretada después de la ingesta de alimentos y cuya 

principal función es permitir la entrada de la glucosa a los tejidos. Estas 

células representan el 75% del islote pancreático en roedores y 54% en 

humanos(5).  

 

• α-pancreáticas: Estás células sintetizan glucagón, una hormona 

hiperglucemiante que es secretada durante el ayuno y cuya función es la 

degradación del glucógeno y la liberación de glucosa al torrente sanguíneo. 

Estas células representan aproximadamente 20% del islote pancreático en 

roedores y 35% en humanos(5). 

 

• δ-pancreáticas: Estas células sintetizan somatostatina, una hormona que 

inhibe la secreción de insulina, glucagón, hormona del crecimiento y otras 

hormonas. Su principal función a nivel pancreático consiste en mantener el 

equilibrio metabólico entre la insulina y el glucagón(5). 

 

• ε-pancreáticas: Estas células secretan grelina, conocida como la hormona 

del apetito ya que se encarga de activar el centro hipotalámico del hambre, 

por lo que es una hormona orexigénica. Estas células representan 

aproximadamente 1% del islote pancreático en roedores y seres humanos(5). 
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• Ϫ-pancreáticas: Estas células sintetizan el polipéptido pancreático, una 

hormona que regula la secreción del resto de hormonas pancreáticas. Estas 

células se encuentra en pequeñas proporciones en roedores y en humanos(5). 

 

Sin embargo, además de las mencionadas líneas celulares endocrinas, un islote 

pancreático tendrá células vasculares, fibroblastos, células del sistema inmunitario 

y células del sistema nervioso.  

La organización de los componentes celulares del islote pancreático es especifica 

de cada especie y depende de los requerimientos energéticos y hormonales de cada 

una. En los ratones, las células no-β  (α-, δ-, ε-, Ϫ- pancreáticas), se encuentran 

inmediatamente adyacentes a los capilares, rodeando un núcleo central conformado 

por células β, mientras que en humanos, o en islotes de gran tamaño, los capilares 

penetran en el centro del islote y las células no-β aparecen dentro del núcleo β(5-7) 

(Figura 2). 

 

Figura 2.  Arquitectura del islote pancreático según especie. (A) islote pancreático de un ratón, 
con su característico núcleo de células β (amarillo) rodeado de células no- β (verde y rojo). (B) islote 
pancreático humano, con su característica mezcla de componentes celulares (distribución 
heterogénea de colores).  
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1.2 - Aspectos funcionales del páncreas 

El páncreas cumple un papel mixto durante la digestión, pues cumple tanto 

funciones exocrinas como endocrinas. Las funciones exocrinas del páncreas se 

llevan a cabo por medio de la secreción de enzimas digestivas, por ejemplo: amilasa, 

proteasas y lipasas; mientras que la función endocrina se lleva a cabo por medio de 

la secreción de hormonas que regulan el metabolismo de la glucosa, por ejemplo: 

insulina, glucagón y somatostatina. 

 

1.2.1 - Páncreas Exocrino 

La principal función exocrina del páncreas es secretar el jugo pancreático, un líquido 

incoloro y alcalino, que ayuda en la digestión y alcalinización del bolo alimenticio. 

De esta manera, el jugo pancreático está compuesto por dos tipos de secreciones: 

la enzimática y la hidroelectrolítica. La primera de estas secreciones está compuesta 

por enzimas proteolíticas, glucolíticas, lipolíticas y nucleolíticas, mientras que la 

segunda está compuesta por agua rica en sodio, bicarbonato y otros electrolitos. 

Así, el jugo pancreático es secretado por las células acinares y ductales en 

respuesta a ciertas señales bioquímicas (estimulantes o inhibitorias) de naturaleza 

hormonal (secretina, colecistoquinina), nerviosa (acetilcolina, péptido intestinal 

vasoactivo) o digestiva (nutrientes, sales biliares)(2). 

 

1.2.2 - Páncreas endocrino 

El islote pancreático es la unidad funcional del páncreas endocrino y su objetivo 

consiste en la secreción hormonal. Esto permite que el páncreas pueda regular de 

forma directa el metabolismo glucídico y de forma indirecta el metabolismo lipídico 

y proteico. De esta manera, los cinco tipos celulares del islote pancreático ejercen 

su actividad hormonal bajo un estricto control paracrino.  
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1.2.2.1 - Células β-pancreáticas 

Son células poligonales, tienen un diámetro promedio de 13-18 (μm y poseen 

aproximadamente 10.000 gránulos secretores por célula. Como se comentó 

previamente, las células β representan la mayor población del islote pancreático y 

su principal función radica en la secreción de insulina, lo que constituye un 5-10% 

del total del contenido proteico de la célula. Aunque la disposición de los gránulos 

de insulina en las células β del ratón suelen tener una distribución regular 

(apariencia de "huevo frito"), en humanos esta distribución es más heterogénea.  

Las células β humanas también contienen cuerpos de lipofuscina (pigmentos de 

desgaste) que pueden usarse para estimar la edad de las células β(7). Además, 

estas células también co-secretan otros péptidos que le permiten interactuar con las 

células vecinas, como por ejemplo: amilina, urocortina 3 (UCN3),  serotonina y 

ácido-γ-aminobutirico (GABA)(8-9). 

La insulina es una hormona peptídica de 5 kDa aproximadamente. Al igual que otras 

hormonas, la insulina es empaquetada dentro de las vesículas secretoras del 

aparato de Golgi como una pro-hormona y posteriormente alcanza su configuración 

molecular definitiva por medio de la acción de enzimas proteolíticas (pro-convertasa 

tipo 1 y tipo 2)(10).  La insulina es secretada por las células β-pancreáticas en 

respuesta al aumento de la glucemia ocurrido tras la ingesta de alimentos y tiene 

una acción hipoglucemiante; al ser la única hormona con esta función, es 

indispensable para la vida. Su receptor es de tipo tirosina quinasa. Esta codificado 

por un gen en el cromosoma 19 y puede sufrir splicing alternativo, generando dos 

isoformas (A y B). La función y distribución de los receptores de insulina dependerá 

de su isoforma(11) (Figura 3). 

A su vez los receptores de insulina están formados por dos subunidades: α y β, que 

se unen y dimerizan con otras subunidades idénticas para unirse a la insulina.  
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Figura 3. Distribución del receptor de insulina: Adaptado de Westermeier et al.(11). La imagen fue 
creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

Cuando la insulina es reconocida por el receptor, éste se autofosforila y 

desencadena una cascada de señalización por la vía fosfatidilinositol 3 

kinasa/Proteína kinasa B (PI3K/PKB), que desencadenará fosforilaciones seriadas 

que favorecerán la entrada de glucosa en las células para ser usadas en la 

obtención de energía, o almacenadas en forma de glucógeno en el músculo 

esquelético, tejido adiposo(12) e hígado(13).   

Así, la insulina se encarga de mantener la glucemia basal en un rango aproximado 

de 60-100 mg/dl; sin embargo, concentraciones elevadas de glucosa plasmática 

pueden sobrecargar la producción y secreción de la hormona, causando la eventual 

disfunción de la célula β-pancreática. Por el contrario, concentraciones bajas de 

glucosa plasmática normalmente desencadenan la acción de hormonas 

hiperglucemiantes como el glucagón, que, a su vez, estimula la secreción de 

insulina. Finalmente, niveles altos de insulina estimulan la secreción de 

somatostatina e inhiben la secreción de glucagón. 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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1.2.2.2 - Células α-pancreáticas 

Son células con morfología esférica, suelen medir en torno a 10 μm y poseen 7.000 

gránulos por célula aproximadamente. Constituyen la segunda línea celular más 

extensa del islote pancreático, tanto en humanos como en muchas especies 

animales, de forma que son menos frecuentes y más pequeñas que las células β. 

Secretan glucagón y el péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1). Sus gránulos 

secretores característicamente suelen estar dispuestos muy cerca de la membrana 

plasmática, lo que permite una respuesta muy rápida(14).  

El glucagón es una hormona peptídica que tiene un peso molecular 29 kDa 

aproximadamente. Al igual que otras hormonas, su estructura molecular definitiva 

se consigue tras la proteólisis de su precursor, una pro-hormona denominada pro-

glucagón, por la enzima pro-convertasa 2.  

Por otro lado, es una hormona contrarreguladora de la insulina que favorece la 

hiperglucemia y ejerce su función principalmente a nivel de hígado, donde estimula 

la gluconeogénesis y la glucogenólisis. Esta hormona se secreta cuando la glucemia 

es inferior a 70 mg/dl aproximadamente, su receptor posee siete dominios 

transmembrana y está asociado a proteínas G; estos receptores se encuentran en 

el hígado, tejido graso, cerebro, corazón, riñón y tracto gastrointestinal(15). Por su 

parte, concentraciones plasmáticas elevadas de glucagón pueden estimular la 

secreción de somatostatina. Esto ocurre como consecuencia de la acción sinérgica 

del glucagón y otros péptidos co-secretados por las células α-pancreáticas, como 

por ejemplo: GLP-1, la acetilcolina y el glutamato(8). 

Finalmente, la secreción de glucagón parece estar inhibida cuando existen 

concentraciones plasmáticas elevadas de insulina y GABA; sin embargo, los 

mecanismos exactos que permiten esta acción inhibitoria siguen siendo objeto de 

estudio en la actualidad.  
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De esta forma, algunos autores sostienen que la secreción de somatostatina, 

inducida por un estado de hiperinsulinemia posprandial, podría ser responsable de 

la acción inhibitoria que se produce sobre la secreción de glucagón inmediatamente 

después de la ingesta de alimentos; configurando un sistema regulatorio que 

permite a las células β inhibir de forma indirecta la actividad de las células α por 

medio de la activación de las células δ(16).  

 

1.2.2.3 - Células δ-pancreáticas 

Las células δ constituyen la tercera línea celular más frecuente del islote pancreático 

y secretan somatostatina, que es un potente inhibidor de la secreción de insulina y 

glucagón; su morfología como su tamaño varían según la especie.  

En ratones, las células δ-pancreáticas tienen una forma alargada y una apariencia 

similar a neuronas, pues las células δ están compuestas por un soma y por un 

proceso citoplasmático alargado denominado filopodia. Así, estas células se 

disponen de tal manera que, junto a las células α-pancreáticas, forman un sincitio 

que recubren el exterior del islote pancreático como si fuera un manto.  

Sin embargo, en humanos, estas células poseen una morfología y una distribución 

espacial distinta a la que ha sido descrita en modelos murinos, ya que las filopodias 

son más compactas y los cuerpos celares o somas se encuentran mayoritariamente 

dispersos dentro del núcleo de células β(10,17).  

La filopodia determina el tamaño de las células δ-pancreáticas (2-27 μm) y parece 

contribuir en la regulación paracrina de la somatostatina(8); por otro lado, se piensa 

que la longitud de la filopodia podría estar en relación con la localización que las 

células δ-pancreáticas tienen dentro del islote según la especie, así como con la 

capacidad que tienen para interactuar con las células vecinas(18-19). 

La somatostatina fue aislada y sintetizada por primera vez en 1973, mientras se 

buscaba identificar un factor que estimulara la secreción hipofisiaria de la hormona 
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del crecimiento, encontrando, contrario a lo que se pretendía, un poderoso inhibidor 

de la misma. De esta forma, la somatostatina es una hormona peptídica de 1,6 kDa 

aproximadamente, posee una vida media corta y su función principal es la inhibición 

de varias enzimas y hormonas peptídicas(19-21). 

El gen responsable de la síntesis de la somatostatina se encuentra ubicado en el 

cromosoma 3 y su traducción genera un precursor hormonal denominado pre-pro-

somatostatina que, a través de enzimas pro-convertasas, es convertido en pro-

somatostatina y posteriormente en somatostatina.  La forma definitiva de la hormona 

tiene dos variantes moleculares distintas, una con 14 aminoácidos (Sst-14) y otra 

con 28 (Sst-28), de manera que la Sst-14 es la forma predominante en el cerebro y 

en el páncreas, mientras que la Sst-28 es la forma predominante del intestino.  

A diferencia de otras hormonas, la somatostatina puede ser producida y liberada en 

tres estructuras distintas del organismo: 

 

• El hipotálamo y otras zonas del sistema nervioso central, que secretan la 

forma Sst-14 y su objetivo es la neurotransmisión e inhibición de la secreción 

adenohipofisiaria de la hormona del crecimiento y la tirotropina. De esta 

forma, la secreción hipotalámica de somatostatina es responsable del 25% 

de la concentración plasmática total de esta hormona.   

• Las células D del intestino, que secretan la forma Sst-28 con el fin de regular 

la secreción gastroduodenal de motilina, gastrina y péptido intestinal 

vasoactivo, entre otras enzimas digestivas. Así, la secreción intestinal de 

somatostatina es responsable del 70% de la concentración plasmática de 

esta hormona. 

• Las células δ-pancreáticas, que secretan la forma Sst-14, con fines 

autocrinos y paracrinos. Esto permite regular la función de las células 

adyacentes del islote pancreático con el objetivo de inhibir la secreción de 

insulina y glucagón. Además, la Sst-14 pancreática puede inhibir su propia 
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liberación. Finalmente, solo un 5% de la concentración plasmática de 

somatostatina tiene origen pancreático(22-26). 

La somatostatina ejerce su función mediante receptores acoplados a proteína G, los 

cuales son: tipo 1 (SstR1), tipo 2 (SstR2) que para ratones tiene dos isoformas A y 

B, tipo 3 (SstR3), tipo 4 (SstR4) y tipo 5 (SstR5). 

Estos receptores están formados por 364-418 aminoácidos aproximadamente, 

conservan un 40-60% de homología entre sí y un 42-60% de homología entre 

especies (humano/ratón). Todos los subtipos de receptores tienen puentes 

disulfuros, sitios de N-glicosilación y muchos sitios para la fosforilación 

intracelular(27). Además, los SstR1, SstR2, SstR3 y SstR4 son igualmente sensibles 

para ambas formas de la hormona (Sst-14 y Sst-28), mientras que SstR5 es más 

sensible para la Sst-28(28).  

Se ha descrito que el tejido pancreático, tanto humano como el murino, posee los 5 

tipos de receptores, pero no se ha llegado a un consenso sobre la especificidad 

celular de cada receptor, pues parece que esto depende de cada especie. De esta 

forma, estudios de inmunohistoquímica demuestran la expresión de todos estos 

receptores en todas las células del islote pancreático(29); sin embargo, estudios 

funcionales con moléculas agonistas solo han podido demostrar que la 

somatostatina actúa sobre las células β-pancreáticas por medio de los receptores 

SstR2,5 y sobre las células α-pancreáticas por medio del receptor SstR2
(30-36).   

No obstante, existen opiniones divididas a este respecto, pues Adamson et al.(37) 

han identificado receptores SstR3 en células β-pancreáticas de modelos murinos; 

Kumar et al.(38) afirmaron que en humanos las células β expresan mayoritariamente 

SstR1 y las δ poseen SstR5; Raulf et al.(39) describieron que el páncreas de rata no 

posee SstR4, y Digruccio et al.(40) informaron que las células β murinas expresan 

solo receptores SstR3, las α receptores SstR2,3 y las  δ principalmente receptores 

SstR1,3 , y en menor cantidad receptores SstR2.    
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Una vez que la somatostatina se une a su receptor, se desencadenarán una serie 

de reacciones bioquímicas en cascada que inhibirán la secreción hormonal en la 

célula diana (Figura 4), estas son: 

  

• Inhibición de la adenilato ciclasa (AC), esto a partir de la subunidad Gαi del 

SstR, lo que reduce la concentración intracelular de AMPc y 

secundariamente disminuye las concentraciones de las fosforilaciones de las 

subunidades reguladoras de la PKA. Así, se impide la traslocación de la 

enzima al núcleo y se bloquea la trascripción génica de la hormona diana(41).     

 

• Apertura de los canales de potasio rectificadores internos acoplados a 

proteína G (GIRK) y los canales de potasio acoplados a ATP, gracias a la 

subunidad βγ del SstR, que induce un cambio conformacional en el receptor 

y permite el desplazamiento de iones de K+ desde el espacio intracelular 

hasta el extracelular, siguiendo un gradiente de concentración. Esto 

desencadena la hiperpolarización del espacio intracelular y el bloqueo 

secundario de los canales de calcio(42-44) . Por otro lado, los GIRKs también 

pueden ser activados mediante la estimulación que tiene la somatostatina 

sobre la fosfolipasa A2 (PLA2)(45-47). 

 

• Inhibición directa de los canales de Ca+2, nuevamente, mediante la 

subunidad βγ, e indirectamente por la disminución de la pPKA, lo que reduce 

la concentración intracelular del ion y desencadena los efectos descritos 

previamente(33,47-49).  

 

• Bloqueo directo de la exocitosis de vesículas secretoras en la célula diana, 

posiblemente por la activación de la calcineurina que interrumpiría la 

maquinaria de secreción de vesículas secretoras(50-53). 
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Figura 4.  Mecanismos moleculares por los que la somatostatina inhibe la secreción hormonal 
en célula β-pancreática. En cuadros de colores se muestran los iones: Cuadro verde, Ca2+; cuadro 
rosa, K+. La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

 

Además, la somatostatina posee actividad anti-proliferativa, anti-angiogénica y 

supresora de tumores(54), ya que es capaz de inhibir directamente la proliferación 

celular, deteniendo el ciclo celular en fase G1/S (SstR1,2,4,5) y G2/M (SstR3), y 

promover la apoptosis, este efecto es dependiente del tipo de SstR que es 

estimulado; sin embargo, se puede llegar al consenso de que SstR1-4 actúan por 

una vía dependiente de fosfatasas de tirosina (PTP) y que involucra diferentes 

cascadas metabólicas, como por ejemplo: la proteína MAPK, el sistema de las 

caspasas, la proteína supresora de tumores p53, la ruta de PI3K/PKB, entre otras; 

por el contrario, SstR5  estimula estos procesos por una vía independiente de PTP 

e involucra el GMPc, la fosfolipasa C (PLC) y eventualmente las MAPK(17,54-59). La 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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vía de las MAPK y la PI3K/PKB son las principales dianas farmacológicas en la 

actualidad, y explica por qué los análogos de la somatostatina (octreótido y 

lanreótido) han tenido efectos beneficiosos en el tratamiento de tumores en la 

práctica clínica(60). Finalmente, además de lo antes expuesto, la somatostatina es 

capaz de inducir apoptosis mediante la acidificación intracelular, por inhibición de la 

bomba Na+/H+  a través de los SstR1,3,4
(22,54,61). 

Dicho lo anterior, nos parece relevante mencionar que Li et al.(62)  demostraron, al 

menos en modelos murinos neonatales, como la ausencia de células δ-pancreáticas 

desencadenaba una hipersecreción anómala de insulina así como una subsecuente 

muerte.  

 

1.2.2.4 - Células ε- pancreáticas 

Las células ε constituyen una línea celular poco frecuente en el islote pancreático. 

De esta forma, aunque representan el 10% de las células de los islotes pancreáticos 

en embriones y fetos humanos, su cantidad disminuye hasta el 1% después del 

nacimiento. En muestras de páncreas humano adulto se observa que las células ε-

pancreáticas tienen forma redondeada y permanecen en la periferia del islote, tanto 

en grupos como en células individuales(63). En ratones, estas células están 

presentes en los islotes pancreáticos y en la mucosa del estómago durante la fase 

de desarrollo embrionario, pero solo es posible identificar células ε-estomacales 

después del nacimiento.  

De hecho, hasta la fecha, no se ha podido identificar células ε productoras de grelina 

en el páncreas de ningún otro modelo animal adulto. De esta forma, los humanos 

son la única especie conocida capaces de mantener células ε-pancreáticas 

funcionalmente activas después del nacimiento(63). 

La grelina es una hormona peptídica que consta de 28 aminoácidos, un peso 

molecular de 3,3 kDa aproximadamente y una N-octanoilación en la serina 3, al igual 
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que las otras hormonas, proviene de una pre-pro-hormona de 117 aminoácidos, que 

se escinde para dar la grelina y la obestatina. Comparte receptor con el secretagogo 

de la hormona del crecimiento 1a (GHSR1a), que es un receptor acoplado a 

proteína G, altamente distribuido en cerebro, hipotálamo (en las neuronas que 

poseen neuropéptido NPY) y núcleos basales, además de órganos periféricos 

endocrinos como islotes pancreáticos, tiroides y glándulas suprarrenales. Es 

importante destacar que, para cumplir su función, la hormona debe ser acilada en 

la serina 3(63).   

Es conocida como la hormona del hambre porque estimula el apetito activando el 

centro del hambre en el núcleo arcuato del hipotálamo. Está descrito que el ayuno 

aumenta la expresión de ARNm, así como la  traducción de su proteína(63-64).  

 

1.2.2.5 - Células Ϫ- pancreáticas 

En ratones, como el resto de células no-β, las células Ϫ se encuentran ubicadas en 

la periferia de los islotes pancreáticos, especialmente en aquellos islotes que están 

localizados en la región de la cabeza del páncreas(65). Secretan, principalmente el 

polipéptido pancreático; la cual es una hormona peptídica de 36 aminoácidos y un 

peso molecular de 4 kDa aproximadamente, forma parte de la familia del 

neuropéptido Y (NPY), junto al péptido tirosina-tirosina (PYY) y, en general, se cree 

que afecta la motilidad gastrointestinal, la homeostasis de la glucosa (inhibiendo  la 

somatostatina(66) y la regulación del apetito(65).  Su receptor (NPYR) forma parte de 

la familia de receptores asociados a proteína Gαi de tipo rodopsina, cuya función 

principal es la inhibición de AMPc; existen 4 receptores (NPYR1,2,4,5), de los cuales 

NPY4 parecer ser exclusivo de PP(67-68). Su gen se encuentra en el cromosoma 17 

y se traduce como un pro-hormona inusualmente corta, la cual se escinde para 

producir el PP, un icosapéptido pancreático y un oligopéptido de 5 a 7 

aminoácidos(69). 
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1.2.3 – Regulación paracrina α-β-δ del islote pancreático  

1.2.3.1 - Relación paracrina entre célula β y δ-pancreática  

Las células β- y δ-pancreáticas están acopladas tanto eléctricamente, por medio de 

uniones gap de conexina 36, como de forma química, a través de péptidos que tiene 

acción paracrina (Figura 5). De esta forma, las células β-pancreáticas pueden 

regular la actividad secretora de las células δ-pancreáticas(9-10). 

Algunos de los péptidos y vías de señalización responsables de la regulación de las 

células β sobre las δ: 

• Insulina, que se une al co-transportador de Na+ y glucosa tipo 2 (SGLT2) 

ubicado en la membrana celular de las células δ-pancreáticas(70). Esto 

favorece la entrada de Na+ y glucosa dentro del espacio intracelular, 

despolarizando la membrana celular y activando la apertura de los canales 

de Ca+2 voltaje dependiente. Así, el aumento de la concentración de calcio 

intracelular activa la secreción de somatostatina(8). A su vez, se ha descrito 

que la secreción de insulina es capaz de regular la longitud de la filopodia(18). 

 

• Urocortina 3 (UCN3), es reconocida por las células δ-pancreáticas a través 

del receptor de la hormona liberadora de corticotropina tipo 2 (CRHR2) y 

estimula la secreción de somatostatina a través de una ruta bioquímica rápida 

dependiente de AC, AMPc y apertura de canales de calcio(71). Por otro lado, 

también existe una estimulación lenta que inactiva un mecanismo represor 

transcripcional conformado por la ubiquitina ligasa Cullin4B-Ring E3 (CRL4B) 

y una histona metiltransferasa denominada polycomb repressive complex 2 

(PRC2) mediante la inhibición de una proteína llamada Cullin-4B (Cul4B). De 

esta manera, la inactivación del supercomplejo CRL4B/PRC2 favorece la 

expresión del canal de calcio dependiente del voltaje tipo L, subunidad alfa 

1C (Cav1,2) y la Adenilato ciclasa 6 (AC6), aumentando con ello la 
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concentración intracelular de calcio y AMPc respectivamente, y por tanto, 

aumentando también la secreción de somatostatina(8,42,72-73). 

 

Es importante resaltar que Digruccio et al.(40) han descrito la presencia de  

ARN del receptor CRHR2, exclusivamente en las δ-pancreáticas. 

 

• GABA, induce la secreción de somatostatina a través del receptor α, que 

despolariza la membrana mediante la salida de iones de Cl-, lo que activa la 

apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje, aumentando la 

concentración citoplasmática de este segundo mensajero y estimulando la 

secreción.  

 

• Serotonina, se co-secreta con la insulina y al contrario que todos los péptidos 

mencionados anteriormente, ésta se encarga de inhibir la secreción de 

somatostatina a través del receptor 5-hidroxitriptamina 5A (5-HT5A); al ser 

un receptor acoplado a proteína G, posee una subunidad αi por lo que actúa 

mediante la inhibición de la AC y consecuente disminución de las 

concentraciones de AMPc(74).  

 

• Dinorfina, es un opioide que se ha descrito que existe en célula β murinas y 

que se secreta tras la estimulación con altas concentraciones de glucosa. Su 

función ha sido poco estudiada, sin embargo, parece cumplir un rol en la 

regulación de la secreción de glucagón y somatostatina. Actúa a nivel de los 

receptores de opioides y aunque el receptor κ es el que posee mayor afinidad 

por el opioide, los receptores µ y δ también pueden mediar alguno de los 

efectos de la dinorfina(75-80). 
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Figura 5.  Esquema de la regulación paracrina excitatoria β-δ. En cuadros de colores se 
muestran los iones: Cuadro verde, Ca2+; cuadro azul, Na+; cuadro turquesa, Cl-. Adaptado de Gao 
et al.(9). La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

1.2.3.2 - Relación paracrina entre célula α- y δ- pancreática  

Además de la influencia que tienen las células β-pancreáticas y sus metabolitos 

sobre las células δ, las células α también juegan un papel relevante en la regulación 

del proceso secretorio de la somatostatina, aunque todavía no existen estudios 

detallados sobre este asunto (Figura 6). Así, algunas de las rutas regulatorias 

conocidas son: 

• Glucagón, se une a receptores transmembrana acoplados a proteínas G 

(GcgR) e inducen la secreción de somatostatina vía AC y AMPc. 

 

• GLP-1, se une al mismo tipo de receptor (GLP1R) que el glucagón e inducen 

la secreción de somatostatina vía AC y AMPc. 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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• Acetilcolina, se une a un receptor muscarínico tipo 1 (M1) ubicado en la 

membrana celular e inducen la secreción de somatostatina vía AC y AMPc. 

 

• Glutamato, que unido a la subunidad 4 del receptor  AMPA (GluR4), presente 

en la membrana de las  células δ-pancreáticas, favorece la despolarización 

celular vía canales de calcio voltaje dependientes(8). 

Finalmente, no se puede olvidar que la somatostatina es una hormona relacionada 

con el sistema digestivo, y por este motivo, la ingesta de nutrientes constituye otra 

vía metabólica que estimula la secreción de esta hormona. De esta forma, además 

de la glucosa, los ácidos grasos o los aminoácidos pueden afectar la secreción de 

somatostatina 

 

 

 

Figura 6.  Esquema de la regulación paracrina excitatoria α-δ. En cuadros de colores se 
muestran los iones: Cuadro verde, Ca2. Adaptado de Gao et al.(9). La imagen fue creada utilizando 
Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/ 
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2 – Diferenciación celular del islote pancreático 

2.1 – Factores de transcripción 

La diferenciación celular es el proceso mediante el cual una célula progenitora 

madura adquiere las características genotípicas y fenotípicas necesarias para 

funcionar. De esta manera, para que las células progenitoras puedan formar un 

islote pancreático funcional, estas han de sufrir tanto proliferación como 

diferenciación celular. 

Dentro de este proceso cobran mucha importancia los factores de transcripción 

(FTs), que son  proteínas nucleares capaces de unirse al ácido desoxirribonucleico 

(ADN) y que se encargan de regular la transcripción génica, ocultando o 

descubriendo secuencias de unión específicas del ADN y controlando así el 

desarrollo de tipos celulares específicos(81). Los FTs, como cualquier otra proteína, 

se transcriben en el núcleo y se traducen en el citoplasma; una vez allí, algunos FTs 

son transportados directamente de vuelta al núcleo celular, mientras que otros lo 

hacen de forma indirecta por medio de proteínas específicas. Los FTs no solo deben 

ser transportados al núcleo, también deben ser activados para poder ejercer su 

función. Esta activación puede ocurrir por unión a un ligando (receptores de 

hormonas tiroides y sexuales), por interacciones proteína-proteína (proteína de 

unión a CREB) o por fosforilación (pPKA/CREB)(82). 

Así, para que se produzca la diferenciación celular del islote pancreático es 

necesario que se expresen diferentes FTs, especialmente la proteína del homeobox 

pancreático y duodenal (PDX1); la cual favorecerá el proceso de maduración desde 

una célula del endodermo intestinal a una célula endocrina madura (Figura 7).  

PDX1 juega un papel crucial en el desarrollo del páncreas, pues es responsable de 

la expansión de los esbozos mesoduodenales emergentes83-84). A partir de aquí, 

todas las células progenitoras pancreáticas tendrán PDX1, y esto les permitirá 

seguir con la diferenciación celular; una vez el páncreas exocrino y endocrino se 
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han desarrollado y diferenciado completamente, gran parte de este FT se restringirá 

a las células β-pancreáticas maduras(84), y en menor medida en las células δ(40,85). 

Así, las células funcionalmente maduras del islote pancreático expresaran FTs 

específicos de linaje, lo que les permitirá secretar las diferentes hormonas 

pancreáticas(9,84-86) (Figura 7). Algunos de los FTs más importante son: 

 

• Célula β-pancreática:  Además de PDX1, expresan la proteína de la familia 

del oncogén A del fibrosarcoma musculoaponeurótico (Maf-A), la proteína 

homeobox NK6 (NKx6.1) y la proteína pairedbox 4 (PAX4), entre otras. 

 

• Células α-pancreáticas: Expresan la proteína homeobox relacionado al 

aristaless (ARX), la proteína de la familia del oncogén B del fibrosarcoma 

musculoaponeurótico (Maf-B) y la proteína pairedbox 6 (Pax6), entre otras. 

 

• Células δ-pancreaticas: Expresan la proteína homeobox expresado 

hematopoyéticamente (HHEX)(9,40,87-90). 

Así, los progenitores endocrinos pancreáticos dan origen a tres grandes bloques 

celulares, uno está conformado por las células ε-pancreáticas maduras y los otros 

dos por intermediaros inmaduros α/Ϫ y β/δ. Esto explicaría las diferencias 

estructurales y funcionales que existen dentro de las diferentes líneas celulares del 

islote y la estrecha relación que existe entre células con ancestros comunes(86, 91). 

 

2.2 – Desdiferenciación y transdiferenciación 

La desdiferenciación es un proceso que ocurre cuando una célula madura pierde su 

identidad celular y retrocede a estados inmaduros en la línea evolutiva. Por su parte, 

la transdiferenciación es un proceso que ocurre cuando una célula madura recibe 

señales externas que hacen que se active una reprogramación celular, expresando 

FTs de otros linajes celulares, y “transformándose” en una célula diferente (Figura 

8). 
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Figura 7. Esquema del desarrollo de las líneas celulares endocrinas en el islote pancreático. 
Adaptado de Panzer et al.(91). La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de plasticidad celular β-δ. La fila superior muestra el proceso de diferenciación 
normal de la célula δ. La fila intermedia muestra la desdiferenciación de la célula δ. La fila inferior 
muestra el proceso de transdiferenciación δ-β. 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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2.2.1 –Plasticidad del islote pancreático 

Varios estudios han demostrado que el páncreas posee plasticidad, de forma que 

las células endocrinas son capaces de adaptarse al estrés metabólico mediante 

procesos de transdiferenciación(92-97). En este sentido, los trabajos publicados por 

Chera et al.(98) sugirieron que la pérdida masiva de células β-pancreáticas 

estimulaba procesos de transdiferenciación celular α-β y δ-β en modelos murinos 

adultos y jóvenes respectivamente. Por su parte, dentro de la literatura científica 

consultada, encontramos varios estudios sobre modificaciones génicas a nivel de 

FTs que podrían confirmar la capacidad que tienen las células del islote pancreático 

de sufrir procesos de transdiferenciación; así pues, Druelle et al.(99) describieron 

como la expresión ectópica de PAX4 era capaz de estimular la expresión de un 

fenotipo β funcional en células δ, mientras inducía neogénesis β a partir de células 

δ y células ductales pancreáticas; Talchai et al.(100) quienes  mediante estudios de 

trazado de linaje revelaron que la deleción de la proteína forkhead box O1 (FOXO1), 

un FT implicado en la señalización de la insulina, inducía la desdiferenciación de las 

células β-pancreáticas, mientras que estimulaba la expresión de PDX1, Maf-A y 

NKx6.1 en las células α-pancreáticas y δ-pancreáticas.  

A su vez, Schaffer et al.(101) estudiaron que la deleción de NKx6.1 en las células β-

pancreáticas estimulaba la expresión de un fenotipo δ en estas células, sugiriendo 

que NKx6.1 suprimía ciertos genes característicos de las células δ-pancreáticas 

dentro de los núcleos de las células β-pancreáticas. De igual manera, se ha descrito 

que algunos fármacos pueden inducir procesos de transdiferenciación, tal es el caso 

del GABA, que parece inducir hiperplasia β a través una transdiferenciación α-β(102); 

de igual forma, a través de la vía de señalización del GABA, un fármaco antimalárico, 

la artemisina es capaz de inducir transdiferenciación α-β, junto con un aumento de 

la secreción de insulina en células αTC1, en larvas de zebrafish y en islotes 

humanos(103). Finalmente, estudios realizados por Piran et al.(104) mostraron que el 

tratamiento con caeruleina, un fármaco parecido a la colecistoquinina,  inducía 
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transdiferenciación α-β y posteriormente transdiferenciación β-δ en modelos 

murinos a los que previamente se les había destruido la masa celular β con alloxano. 

 

2.2.2 – Plasticidad β-δ en modelos de diabetes 

Como se ha descrito anteriormente (Figura 7) las células β- y δ-pancreáticas, 

además de tener un ancestro común, están acopladas eléctricamente, por lo que no 

es extraño pensar que exista algún tipo de relación fisiológica entre ambas(19,105). 

Esto se pone en evidencia cuando observamos que, durante la pérdida o 

disminución de FTs claves para el linaje β aparecen alteraciones en las células δ-

pancreáticas, o en la somatostatina(99-100,106-108). Aunque en estos estudios se ha 

manipulado la maquinaria transcriptómica de la célula, esta relación β-δ ha sido 

observada, además, en escenarios clínicos que cursan sin alteración de los FTs, 

por ejemplo: tras la destrucción de célula β-pancreática en la diabetes mellitus (DM) 

o cuando se altera la secreción de insulina por una mutación de activación sobre los 

canales de potasio acoplados a ATP. En ambos casos, se pueden observar 

alteraciones en la actividad de las células δ-pancreática(16).  Así también, la relación 

β-δ ha sido descrita en diferentes modelos de DM(96). Este es el caso de Plesner et 

al.(109), quienes observaron insulinitis mediada por hiperplasia β-pancreática en 

ratones diabéticos no obesos (NOD) tratados previamente con estreptozotocina. 

Esta insulinitis ocurría a las 12 semanas de edad y posteriormente era seguida de 

una disminución de la masa celular β y un aumento de la masa celular δ a las 24 

semanas. También Alán et al.(110) describieron la existencia de una hiperplasia de 

células δ-pancreáticas en las ratas Goto Kakizaki, un modelo espontaneo de DM2. 

A su vez, Gallego et al.(111) encontraron este mismo patrón en un modelo de ratas 

con diabetes durante la gestación. Finalmente, esta relación β-δ también ha sido 

descrita en humanos, tal es el caso de Yoneda et al.(112) y  Cinti et al.(113), quienes 

hallaron un aumento de células bihormonales insulina+/somatostatina+ y mayor 

cantidad de células δ-pancreáticas expresando FTs de linaje β en pacientes con 

resistencia a la insulina (RI) y DM. 
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3 – Diabetes Mellitus 

3.1 – Aspectos generales 

Según la organización mundial de la salud (OMS)(114)  se conoce como diabetes a 

todo trastorno metabólico crónico que cursa con  aumento de la glucosa en sangre, 

que puede ir desde alteraciones genéticas hasta lesiones pancreáticas; y que con 

el tiempo provoca daño a diferentes órganos. 

Se estima que un total de 537 millones de personas alrededor del mundo sufrían 

DM2 en 2021(115), 8,4 millones presentaban DM1(116) y la diabetes gestacional tenía 

una prevalencia del 14%(117). Además, 6-7 millones de personas murieron ese año 

por causa de esta enfermedad. En la actualidad se estima que existen más de 61 

millones de personas diabéticas en Europa y que los gastos económicos alcanzan 

los 170 millones de euros al año aproximadamente(115). Aunque el aumento en la 

esperanza de vida y la incorporación global de hábitos sociales poco saludables han 

ido aumentando la prevalencia de esta enfermedad, se estima que un 40% de los 

pacientes siguen sin ser diagnosticados en la actualidad, lo que tiene implicaciones 

pronósticas y terapéuticas. Finalmente, si no existen cambios en la tendencia, se 

espera que la DM alcance una prevalencia mundial de 12,2% y afecte a casi 783 

millones de personas para el año 2045 aproximadamente(115). 

 

3.2 – Fisiopatología 

Según ha sido descrito anteriormente, la regulación del metabolismo de la glucosa 

se lleva a cabo por medio de la secreción hormonal de los islotes pancreáticos, de 

forma que la hiperglucemia estimula la secreción de insulina y la hipoglucemia la 

secreción de glucagón; mientras que la somatostatina actúa como inhibidor de 

ambas hormonas.  
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Cuando este delicado equilibrio metabólico y hormonal se rompe, puede aparecer 

el trastorno clínico conocido como DM. De forma que, esta enfermedad se 

caracteriza por hiperglucemia, hiperinsulinemia, hiperglucagonemia y, tal vez, una 

hiposomatostatinemia, debido a una posible reducción y disfunción de las células  

δ-pancreáticas(8,18,118-122). Por otro lado, estudios de metabolómica han demostrado 

que no solo el metabolismo de la glucosa está alterado, al parecer también se 

encuentran alteraciones en el perfil proteico (aminoácidos aromáticos y ramificados) 

y lipídico (fosfolípidos, esfingolípidos, glicerofosfolipidos, etc), demostrando una 

asociación entre la diabetes y los trastornos proteicos y lipídicos(123-126). 

Como se ha visto, los aspectos fisiopatológicos de la DM siguen sin estar del todo 

claros en la actualidad, sin embargo, se puede afirmar que la hiperglucemia es la 

condición clínica que define la enfermedad. De esta forma, las guías de práctica 

clínica de las diferentes sociedades científicas han propuesto una serie de criterios 

diagnósticos basados en la concentración de la glucosa plasmática siendo 

requerido uno solo de estos criterios positivos para el diagnóstico(127):  

-Glucemia en ayunas de 8 horas ≥126 mg/dl  

-Glucemia 2 horas después de sobrecarga con 75 gramos de glucosa ≥200 mg/dl  

-Hemoglobina glucosilada A1C ≥6,5% 

-Glucemia aleatoria ≥200 mg/dl en paciente con síntomas clásicos. 

Algunos de los síntomas clásicos del paciente diabéticos son: polifagia, pérdida de 

peso, polidipsia, poliuria, disnea e infecciones recurrentes. Muchos de estos 

síntomas se explican porque, al no haber insulina funcional, las células son 

incapaces de captar la totalidad de la glucosa del plasma, de forma que, se produce 

una disminución en el rendimiento energético de las mismas.  

Este déficit de energía produce un aumento del apetito y explica la pérdida de peso 

descrita en estos pacientes. Por su parte, la hiperglucemia produce un aumento de 
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la osmolaridad plasmática y estimula la sed. Finalmente, el aumento del volumen 

plasmático desencadena un aumento de la frecuencia y el volumen miccional.  

Si la hiperglucemia no se controla y se mantiene en el tiempo, puede causar daños 

agudos y crónicos a la salud. Dentro de las complicaciones agudas de la DM 

encontramos la cetoacidosis diabética, el coma hiperosmolar y la hipoglucemia, 

cuadros clínicos complejos que, de no ser tratados inmediatamente, pueden poner 

en riesgo la vida del paciente. Por otro lado, la DM puede cursar con daño 

macrovascular y microvascular, estas son complicaciones crónicas que van 

deteriorando el organismo progresivamente, disminuyendo tanto la calidad como la 

expectativa de vida del paciente. Las complicaciones macrovasculares más 

frecuentes son la enfermedad arterial coronaria, la arteriopatía periférica y la 

enfermedad cerebrovascular. Finalmente, las complicaciones microvasculares más 

frecuentes son la retinopatía, la nefropatía y la neuropatía periférica(115).    

 

3.2.1 – Tipos de diabetes  

3.2.1.1 – Diabetes mellitus tipo 1 

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmune producida por una 

destrucción masiva de las células β-pancreáticas debido a la acción de linfocitos B 

y T autorreactivos. Debido a esta destrucción, el páncreas es incapaz de producir 

insulina en respuesta a la hiperglucemia.  

Actualmente se cree que en esta autoreactividad del sistema inmune, están 

implicados una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas, siendo el 50% de 

estas debido a mutaciones en los loci del antígeno leucocitario humano (HLA), 

ubicados en el cromosoma 6;  el resto de alteraciones estarían fuera de estos loci, 

como la  inactivación del alelo materno para el gen de la insulina o como el  splicing 

alternativo del ARNm del islote(128-129). 
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Dentro de la historia natural de la DM1 encontramos 3 fases, aunque de duración 

incierta: una primera fase en la que el paciente es asintomático pero tiene presencia 

de autoanticuerpos; una segunda fase en la que presenta alteraciones del 

metabolismo de la glucosa (disglucemia); y una tercera fase en la que ya hay 

presencia de síntomas(130). El diagnostico de DM1 se realiza por medio de la 

identificación de autoanticuerpos en sangre, ya que son negativos en otros tipos de 

diabetes. Entre los autoanticuerpos más frecuentes están(131-133): anti-islotes (ICA), 

anti-descarboxilasa del ácido glutámico (AntiGAD), anti-tirosina fosfatasa (IA-2A), 

anti-insulina (IAA), anti-transportador de zinc 8 (ZnT8A).  

Los pacientes con DM1 solo pueden ser tratados con insulina inyectable y tienden 

a debutar a muy corta edad, muchas veces presentando una cetoacidosis diabética; 

sin embargo, aunque la DM1 es la forma típica en la infancia, esta entidad también 

puede manifestarse en pacientes adultos(134) y se le identifica como diabetes 

autoinmune latente del adulto (LADA).  

 

3.2.1.2 – Diabetes mellitus tipo 2 

A diferencia de la DM1, en la DM2 no hay autoanticuerpos, pero, los tejidos 

periféricos se hacen resistentes a la insulina; esto quiere decir que, aunque hay 

hormona en circulación no hay receptores suficientes o los tejidos no son capaces 

de responder por fallos en la vía de señalización; por ende, son necesarias mayores 

cantidades de la hormona para que entre la glucosa a las células. Por su parte, 

como los tejidos no responden, se acumula la glucosa y se genera hiperglucemia. 

De este modo se crea un círculo vicioso en donde, a mayor resistencia, mayor 

secreción de insulina, estableciéndose una hiperinsulinemia que durante un tiempo 

contrarresta la hiperglucemia. Sin embargo, las células β-pancreáticas no son 

capaces de mantener este ciclo de forma indefinida y terminan claudicando, 

generando un déficit de insulina similar al que ha sido descrito en pacientes con 

DM1. 
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Las causas de la DM2 son todavía desconocidas. A diferencia de la DM1, donde 

gran parte de las alteraciones ocurren en los loci del HLA, en la DM2 solo sabemos 

que es una enfermedad poligénica(135-136), y que está sujeta a la influencia de varios 

factores que se conocen como exposoma  (estilos de vida, valores intrínsecos de la 

persona como la microbiota o la obesidad, influencia del ambiente externo, etc.)(137-

138), ya que diversos metaanálisis han demostrado la asociación que existe entre 

una mayor exposición a estos factores y un mayor riesgo a padecer la enfermedad. 

A diferencia de la DM1, a los pacientes con DM2 se les trata con fármacos que 

permiten mejorar la resistencia a la insulina, ya sea porque mejoran la sensibilidad 

de los tejidos, aumentan la secreción de insulina, o impiden la absorción de 

carbohidratos a nivel gástrico; a estos fármacos se les conoce como 

hipoglucemiantes orales y entre los más usados tenemos: 

 

• Sulfonilureas y meglitinidas, son fármacos que estimulan directamente a la 

célula β-pancreática, potenciando la secreción de insulina (secretagogos). 

Su mecanismo de acción radica en la inhibición del canal de potasio 

acoplado a ATP, causando una alteración en el potencial de reposo de la 

membrana, lo que permite la entrada de calcio y la subsecuente liberación 

de los gránulos secretores(139). 

Las sulfonilureas se clasifican según la generación: primera (Tolbutamida, 

Tolazamida, etc.) y segunda (Glibenclamida, Glicazida, Glimepirida, etc); 

actualmente se prescriben solo los de segunda generación debido a la gran 

cantidad de efectos secundarios obtenidos con los de la primera generación 

(hipoglicemias, ganancia de peso, problemas cardiacos, etc)(140). 

Las meglitinidas, son secretagogos con la misma función que las 

sulfonilureas pero con estructura diferente, actualmente existen dos 

fármacos para su uso clínico: Repaglinida y Nateglinida(141). 
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• Biguanidas, dentro de este grupo de fármacos, la Metformina es la única 

aprobada para el tratamiento de la diabetes, su mecanismo de acción implica 

la disminución de la gluconeogénesis hepática  al bloquear lanzaderas redox 

mitocondriales(142-143). Sin embargo, aún no se comprende del todo el 

mecanismo de acción de la Metformina y es probable que el fármaco tenga 

efectos pleiotrópicos; varios estudios han demostrado que la Metformina es 

un sensibilizador de la insulina y probablemente actúa en la luz intestinal, la 

microbiota o incluso las mitocondrias hepáticas(144). 

Actualmente la Metformina es el fármaco de primera línea para tratar la DM2, 

ya que logra disminuir la glucemia, tiene un perfil de seguridad amplio, pocos 

efectos secundarios e interacciones medicamentosas y es de bajo costo(145). 

Como segunda línea se usa combinado con cualquier otro hipoglicemiante. 

La Fenformina y la Butformina no están recomendadas debido a su 

implicación en acidosis láctica. 

 

• Agonistas del receptor del péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1), como 

su nombre indica, son fármacos que reproducen los efectos del GLP-1 

endógeno. Por ende, estimulan la secreción de insulina a través de la 

estimulación del AMPc y PKA, inhiben la secreción de glucagón y 

promueven el enlentecimiento del vaciamiento gástrico debido a su acción 

sobre el nervio vago, que induce relajación del estómago, reducción del 

antro y disminución de la motilidad del duodeno. Por otro lado, promueven 

la saciedad al actuar sobre neuronas NPY del núcleo arcuato y el núcleo 

parabraquial lateral(146-149).   

De entre los fármacos más usados encontramos la Exenatida, Lireglutida y 

Semaglutida, etc. 

 

• Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (iDPP-4), son fármacos que inhiben 

la DPP-4, la cual es una enzima que degrada GLP-1. Por ende, al actuar 

sobre estas enzimas, los niveles de GLP-1 en sangre aumentan 2 a 3 veces. 
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Sin embargo, la estimulación del receptor de GLP-1 es mayor con los 

agonistas de GLP-1 que con los iDPP4(150). 

Como representante de esta familia de fármacos encontramos la Sitagliptina, 

saxagliptina, la alogliptina y la vildagliptina. 

 

• Tiazolidinedionas, son fármacos que actúan sobre el receptor γ activador de 

la proliferación de peroxisomas (PPAR-γ); el cual es un receptor nuclear.  

La unión de PPAR-γ con estos fármacos puede causar activación o 

represión de genes diana que regulan la transcripción y traducción genética 

de una variedad de proteínas involucradas en la diferenciación celular y el 

metabolismo de la glucosa (factor de necrosis tumoral-α, resistina y 11-β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa-1) y los lípidos (lipoproteína lipasa, 

proteína transportadora de ácidos grasos y receptor 1 de LDL oxidado), 

mejorando la sensibilidad a la insulina e inhibiendo la gluconeogénesis, la 

lipolisis periférica y los niveles de ácidos grasos libres y grasa visceral(151- 

152).  La pioglitazona y la rosiglitazona son fármacos de este grupo.  Sin 

embargo, la Administración de Alimentos y medicamentos de Estados 

Unidos (FDA) y la Agencia Española de Medicamentos y Productos 

Sanitarios (AEMPS) han comunicado que la pioglitazona aumenta el riesgo 

de cáncer de vejiga(153-154) Con respecto a la rosiglitazona, al menos en 

Europa, se ha suspendido su comercialización debido a un aumentado 

riesgo cardiovascular(155). 

 

• Inhibidores del cotransportador sodio/glucosa 2 (iSGLT2), son fármacos que, 

como su nombre lo indica, inhiben el cotransportador sodio/glucosa 2 que se 

encuentra el segmento 1 del túbulo renal proximal; éste es el transportador 

de mayor importancia del riñón y transporta glucosa gracias al gradiente de 

energía electroquímica que se genera por la reabsorción de sodio en el 

filtrado tubular. Su mecanismo de acción radica en aumento de la pérdida 

de glucosa por orina (glucosuria), generando disminución de la glucemia y 



 
 

P á g i n a  49 | 162 

glucotoxicidad, además de aumentar la sensibilidad a la insulina, disminuir 

la hemoglobina glucosilada A1C y potenciar la función β.  

Por otro lado, el uso de los iSGLT2 previene la aparición de nefropatía 

diabética y mejora los parámetros cardiovasculares, al inducir pérdida de sal 

por orina (natriuresis) y disminuir la volemia y presión arterial. Ademas, 

induce pérdida de peso al someter al cuerpo a un estado de deprivación 

glucémica debido a la glucosuria(156-157). 

Entre los miembros de esta familia se encuentran: Depaglafozina, 

Canaglifozina y Empaglifozina. 

No obstante, cuando las células β-pancreáticas se agotan y terminan en un fallo de 

secreción o incluso en muerte celular, estos fármacos no tienen un efecto positivo y 

es por ello que, llegado el caso es necesario usar insulina inyectable. 

 

3.2.1.3 – Diabetes gestacional 

El término diabetes gestacional (DG) hace referencia a una mujer sana que durante 

su embarazo presenta resistencia a la insulina (RI) e hiperglucemia, lo que 

desencadena una diabetes que puede ser transitoria, o no. Por lo tanto, esta 

condición clínica no debe ser confundida con la de una paciente previamente 

diabética que resulta embarazada, pues son dos situaciones distintas desde el 

punto de vista fisiopatológico.   

El embarazo es un proceso en el cual ocurren adaptaciones fisiológicas que buscan 

establecer las condiciones óptimas para la supervivencia del feto; de entre estos 

cambios, es relevante destacar el papel que cumple el sistema endocrino. Se sabe 

que conforme va avanzando la gestación la sensibilidad a la insulina se va 

perdiendo, hasta llegar a un déficit de aproximadamente el 50%, sin que esto 

signifique la existencia de DG(158-161). Sin embargo, aunque existe una RI fisiológica 

y los niveles de glucosa aumentan, la insulina circulante es suficiente para regular 

la glucemia. En la madre, el equilibrio entre la RI y la hiperactividad de las células 
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β-pancreáticas, asegura un flujo constante de nutrientes hacia el feto hasta el final 

del embarazo; y, al menos en modelos murinos, se ha visto que comenzando un 

poco antes del parto y extendiéndose hasta el período posparto, la masa de células 

β-pancreáticas se reduce a su tamaño previo(162).  

La DG aparece cuando ocurre un fallo en esta regulación y los niveles de glucosa 

en sangre aumentan a tal nivel que la insulina circulante es incapaz de 

contrarrestarlos(163). Durante este escenario pueden ocurrir dos finales, una vez la 

madre da a luz, el equilibrio metabólico vuelve y la RI desaparece; o  estos 

mecanismos de adaptación del embarazo fallan y la RI más la hiperglucemia 

continúan tras el parto, desarrollando una DM2(158), en especial, en aquellas mujeres 

con antecedentes de riesgo de síndrome metabólico (edad, tabaco, sedentarismo, 

dieta hipercalórica, hipertensión, entre otros). La DG se diagnostica entre las 24-28 

semanas a través de una sobrecarga oral de glucosa (SOG). La American Diabetes 

Association (ADA)(164) y la Sociedad Española de Ginecología y Obstetricia 

(SEGO)(165), establecen que los criterios para diagnosticar la DG son: niveles de 

glucemia en ayunas superiores a los 105 mg/dl, glucemia a 1 hora postprandrial 

>190mg/dl y a las 2 horas postprandrial >145 mg/dl.  La DG no solo causa daño a 

la madre como preeclampsia, hipoglicemias, polihidramnios, aborto espontaneo, 

riesgo de parto pretérmino, etc., sino también al feto, ya que la constante entrada 

de altos niveles de glucosa a la circulación fetal causan que éste sufra un sinnúmero 

de patologías metabólicas que dificultaran el parto y la vida del niño; ejemplo de 

éstas son: macrosomía, comunicaciones interventriculares, retraso del crecimiento 

intrauterino (RCIU), resistencia a la insulina, hipoglicemia fetal, malformaciones 

estructurales y muerte fetal(166-167). El tratamiento de la DG debe tomar en cuenta 

las posibles consecuencias que implicaran para el feto. Por eso, actualmente el 

tratamiento se basa en cambios de estilo de vida y control de peso de la madre. En 

cuanto a fármacos, el único tratamiento aceptado para la DG es la insulina. Sin 

embargo, al tener una patogenia parecida a la DM2 se han hecho estudios sobre el 

uso de hipoglucemiantes orales, que, para la fecha, no han sido concluyentes(168). 
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3.2.1.4 – Otros tipos de diabetes 

Por otro lado, existen otros tipos de diabetes en los que las causas varían, ya sea 

por mutaciones genéticas específicas, donde encontramos la diabetes del adulto de 

inicio juvenil (MODY); la cual es una enfermedad autosómica dominante cuya 

alteración se encuentra a nivel de los genes que regulan la secreción de insulina 

como respuesta a la glucosa(169). Hasta la fecha se conocen 14 mutaciones 

diferentes que generan un MODY; de entre ellas las más comunes son: 

• MODY 1, en donde la mutación se encuentra en el gen del factor nuclear 4 

alfa del hepatocito (HNF4A); los pacientes presentan macrosomía y aumento 

de peso al nacer, además una disminución del colesterol HDL.  

 

• MODY 2, en donde la mutación se encuentra en el gen de la glucokinasa 

(GCK), los pacientes presentan una ligera hiperglucemia ya que el umbral 

para insulina se altera, sin embargo, el riesgo de complicaciones micro y 

macrovasculares es bajo. 

 

• MODY 3, en donde la mutación se encuentra en el gen del factor nuclear 1 

alfa del hepatocito (HNF1A), esta enzima juega un papel crucial en el 

transporte y metabolismo celular, así como también en el metabolismo 

mitocondrial de la célula β. Estos pacientes poseen un umbral renal para la 

glucosa disminuido. 

 

• MODY 4, en donde la mutación se encuentra en el gen de PDX1. 

 

• MODY 5, en donde la mutación se encuentra en el gen del factor nuclear 1 

beta del hepatocito (HNF1B), esta forma representa <5%. Los pacientes 

pueden presentar sintomatología variada como diabetes de edad temprana, 

así como malformaciones renales (quistes renales, displasias renales, 

Enfermedad glomeruloquística renal familiar hipoplásica).  
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• MODY 6, en donde la mutación se encuentra en el gen de la diferenciación 

neurogénica 1 (NeuroD1). 

 

De entre los anteriores, las formas más comunes son MODY 3, MODY 2, MODY 1. 

Por otro lado, existen diabetes causadas por lesiones pancreáticas que, según la 

ADA y la OMS, son definidas como DM tipo 3c. En este caso la lesión ocurre por 

daño del tejido exocrino sobre el tejido endocrino, como por ejemplo pancreatitis 

(79%), adenocarcinoma de páncreas (8%), hemocromatosis (7%) fibrosis quística 

(4%), o pancreatectomías (2%)(170-171).  De igual forma, encontramos diabetes por 

tumores endocrinos(172-173) como, por ejemplo: 

• Glucagonomas (tumores secretores de glucagón), con una incidencia de 1 

caso por 20.000.000 de habitantes. Los síntomas aparecen cuando el tumor 

tiene un tamaño de entre 4 a 5 cm y ha hecho metástasis, principalmente a 

hígado. La clínica se caracteriza por el eritema migratorio necrolítico, una 

diabetes leve, lesiones bucales (glositis, queilitis, estomatitis), trombosis 

venosa profunda, pérdida de peso y anemia normocítica, normocrómica. 

 

• Somatostatinoma (tumores secretores de somatostatina), con una incidencia 

de 1 caso por 40.000.000 de habitantes. A pesar de ser un tumor secretor de 

somatostatina, este tumor presenta hipersomatostatinemia en menos del 

10% de los casos, siendo la clínica típica la de diabetes, esteatorrea, 

colelitiasis, pérdida de peso e hipoclorhidria. 

 

• Acromegalia (tumores secretores de hormona de crecimiento), la hormona 

del crecimiento induce gluconeogénesis, glucogenólisis y lipólisis, causando 

RI, lo que genera un aumento en la secreción de insulina que, eventualmente 

se deteriora, y se desarrolla DM. 

Además de lo anterior, también existe DM inducida por fármacos(172) como por 

ejemplo glucocorticoides, β-bloqueantes, tiazidas, etc. 
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3.2.2 – Resistencia a la insulina (RI) 

Según ha sido descrito, la RI juega un papel clave en el desarrollo de DM2 y DG, 

por lo que es importante comprender los mecanismos responsables de la RI. Se 

sabe que la RI es un estado metabólico en el que los tejidos periféricos no son 

capaces de captar la glucosa con niveles fisiológicos de insulina, desencadenando 

una hiperglucemia y una hiperinsulinemia; la causa de este fallo en el metabolismo 

de la glucosa todavía no está claro, pero es sabido que hay algún componente 

genético involucrado, pues esto varía según el individuo.  

Uno de los aspectos fisiopatológicos más importantes de la RI es la incapacidad de 

los tejidos periféricos para reconocer la insulina, principalmente el músculo y el 

hígado. Es probable que el estrés oxidativo, la inflamación o la lipodistrofia, 

interfieran con la señalización de la insulina, suprimiendo los sustratos del receptor 

de insulina 1 y 2 (IRS-1, IRS-2) e inhibiendo, aguas abajo, la ruta PI3K/PKB(174-179). 

Esto dificultaría la entrada de glucosa, favorecería la hiperglucemia y estimularía 

tanto la lipolisis como una mayor secreción de insulina. 

Además, la célula β-pancreática responde a la RI con una hiperplasia e hipertrofia 

inicial, que genera una respuesta adaptativa caracterizada por un aumento en la 

secreción de insulina y un daño en el acoplamiento de las señales de calcio(180- 181). 

Así, el aumento de la glucemia y de los ácidos grasos en sangre incrementan el 

daño en las células β-pancreáticas. Además, se ha descrito que la acumulación de 

amilina en el páncreas, principalmente en las células β-pancreática, causa mayor 

estrés oxidativo, llevando eventualmente a la apoptosis de la célula(177-178).  

Finalmente, es importante resaltar que, debido a la hiperglucemia, en las células α-

pancreáticas parece haber alteraciones en la vía de la proteína diana del complejo 

1 de la rapamicina de mamíferos (mTORC1), causando hiperglucagonemia en 

ayunas y un retraso de la supresión del glucagón en estado postprandrial(121,182-183).           
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3.3 – Embarazo como modelo de resistencia insulina 

Como se ha descrito previamente, durante el embarazo existen una serie de 

cambios metabólicos que pueden crear un estado de RI similar al que ocurre 

durante la DM2. Es probable que esto suceda como consecuencia de un aumento 

de la concentración plasmática de hormonas placentarias como los estrogenos, la 

progesterona, la prolactina (PRL), el cortisol o el lactógeno placentario humano (LP). 

Aunque no se ha demostrado un efecto directo de éstas hormonas sobre la 

sensibilidad de los receptores a la insulina materna(162, 184), los estrógenos son 

capaces de inducir aumento de la masa celular β y de la secreción de insulina en 

modelos murinos(185-189), mientras que en humanos este aumento celular β esta  

descrito sin relación con la hiperinsulinemia(184). Por otro lado hay estudios que 

asocian el efecto de PRL y LP con un aumento de la proliferación celular β, así como 

también con un aumento en la secreción de insulina tanto en islotes murinos como 

en humanos(190-195), además de que en células Ins-1 se ha descrito como la 

expresión constitutiva de LP induce proliferación y aumento de la transcripción de 

los genes de la insulina y el receptor de la glucosa Glut-2(196). Sin embargo, Rassie 

et al.(197) en un meta-análisis de 2022, cuestionaron el efecto del PL sobre la 

glicemia en mujeres embarazadas.  

Por su parte, las concentraciones plasmáticas de estradiol (E2), de entre todos los 

estrógenos, son las que aumentan de forma más significativa durante la gestación. 

Esto sugiere que, tanto la disminución de hasta un 50% de la sensibilidad a la 

insulina durante el embarazo(158), como la disminución de IRS-1 y su fosforilación(198), 

podrían estar en relación con el aumento de los niveles plasmáticos de esta 

hormona. 

Aunque la mayoría de los estudios realizados sobre los cambios estructurales y 

funcionales que sufre el islote pancreático durante el embarazo han sido enfocados 

en las células β(199-200), también se ha descrito un aumento en la proliferación y en 
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el área de las células α-pancreáticas(201-202). Sin embargo, actualmente se sabe muy 

poco sobre los cambios que sufren las células δ-pancreáticas durante la gestación.  

De esta forma, si se toma en cuenta el papel inhibitorio que ejerce la somatostatina 

sobre la secreción de insulina y glucagón, parece lógico suponer que el estudio del 

comportamiento de las células δ-pancreáticas en un entorno de RI, como el que ha 

sido descrito en la gestación, podría ayudar a aclarar las interacciones que existen 

dentro del islote pancreático y su plasticidad para responder a distintos estímulos 

metabólicas.  
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JUSTIFICACIÓN
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 II - Justificación 

 

 

1 - ¿Por qué estudiar las células δ-pancreáticas? 

 

1.1 – La diabetes: un problema de salud pública 

Han pasado más de 100 años desde el descubrimiento de la insulina y, aun así, 

seguimos sin encontrar una cura definitiva para la DM. Todos los estudios que se 

han hecho sobre la estructura y función del islote pancreático solo han servido para 

darnos cuenta de que la DM es una enfermedad más complicada de lo que se 

pensaba, pues no implica tan solo un trastorno en la producción y funcionamiento 

de la insulina, sino que, al contrario, esta enfermedad es el resultado de una 

compleja disfunción multihormonal.    

El islote pancreático funciona gracias a una interrelación paracrina compleja que 

ocurre entre todos los tipos celulares que lo conforman. Hasta ahora la mayoría de 

los trabajos de investigación se han centrado en el estudio de las células α- y β-

pancreáticas, pues estas células son las que se encuentran en mayor proporción 

dentro del islote; siendo escasa la evidencia científica disponible en relación con el 

resto de las líneas celulares.  

En este sentido, las células δ-pancreáticas son una minoría dentro del islote 

pancreático, pero cumplen un papel importante en la regulación de la insulina y el 

glucagón, ya que secretan el principal inhibidor de estas hormonas, estamos 

hablando de la somatostatina. Aunque se desconoce el papel que juegan las células 

δ-pancreáticas en la fisiopatología de la DM, recientemente se ha demostrado que 

la función de las mismas podría estar alterada durante la enfermedad(18, 117-118).   
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Así, para poder comprender el papel que juegan las células δ-pancreáticas en 

situaciones patológicas como la RI o la DM, podría ser necesario determinar primero 

cómo se comportan estas células en situaciones fisiológicas de estrés.  

De esta forma queda justificado este proyecto de investigación, pues el estudio de 

los cambios estructurales y funcionales que sufren las células δ-pancreáticas 

durante situaciones de estrés metabólico como la gestación podría ayudarnos a 

definir mejor algunos aspectos fisiopatológicos de la DM2 y la DG. Finalmente, los 

resultados de este proyecto podrían sentar las bases para el desarrollo de futuras 

investigaciones sobre la enfermedad, como, por ejemplo: la identificación de nuevas 

dianas terapéuticas o el desarrollo de nuevas estrategias farmacológicas.   
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LIMITACIONES  

 

 



 
 

 
 

 III - Limitaciones 

 

 

1 – Limitaciones del proyecto 

Durante la realización de este trabajo se encontraron las siguientes limitaciones: 

• Modelo de trabajo:  Debido a la imposibilidad de realizar una biopsia de tejido 

pancreático humano, la obtención de islotes pancreáticos humanos se vio 

limitada a la utilización de necropsias, lo que impidió obtener una cantidad de 

muestras mayor. Es por ello que la mayoría de los resultados se obtuvieron 

en modelos murinos y solo podemos asumir que los resultados obtenidos son 

equiparables a lo que sucedería en los humanos. 

 

• Trazado de linaje: Esta técnica es la adecuada según estándares actuales 

para estudiar la transdiferenciación, sin embargo, es una herramienta 

complicada de desarrollar porque se necesitan animales específicos y 

difíciles de obtener. Estos ratones tienen que contener el promotor de 

somatostatina y un marcador (GFP, tomato, etc). De esta forma, no podemos 

hablar de transdiferenciación per se y solo podemos interpretar los resultados 

obtenidos mediante técnicas menos específicas. 

 

• Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR): 

Al no existir líneas celulares de células δ-pancreáticas, las qPCRs se 

realizaron con extractos completos de islote pancreáticos, por lo que no se 

puede discernir de forma específica la expresión correspondiente a las 

células δ. 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
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 IV – Hipótesis y objetivos 

 

 

1 - Hipótesis de trabajo 

 

1.1 – Hipótesis general 

Durante la gestación el páncreas de la madre sufre una serie de adaptaciones para 

responder a las demandas metabólicas propias de dicha situación fisiológica. Por 

ello proponemos que las células δ-pancreáticas sufren procesos de plasticidad 

celular como respuesta a los cambios hormonales propios de la gestación. 

De esta forma, las células δ estarían funcionando como una fuente de células 

endocrinas que pueden producir otras hormonas en estas condiciones especiales. 

 

1.2 – Hipótesis específica 

1. Las hormonas de la gestación inducen cambios en el páncreas 

endocrino. 

2. Las células del islote pueden sufrir procesos de transdiferenciación 

celular como consecuencia de la acción de las hormonas del 

embarazo.  

3. Las células δ-pancreáticas pueden funcionar como un reservorio de 

células endocrinas, apagando y encendiendo factores de transcripción, 

para dar lugar a secreciones hormonales requeridas en determinadas 

circunstancias metabólicas. 
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2 - Objetivos del proyecto 

 

2.1 – Objetivo general 

Describir los cambios estructurales y funcionales que sufren las células 

del islote pancreático en modelos experimentales de gestación. 

 

2.1 – Objetivos específicos 

1. Determinar la expresión proteica de insulina, glucagón, somatostatina y 

UCN3 en páncreas de roedores gestantes y controles. 

2. Determinar la población de células bihormonales (insulina/somatostatina, 

insulina/glucagón, glucagón/somatostatina) en páncreas de roedores 

gestantes y controles. 

3. Determinar la población de células δ-pancreáticas que expresan 

marcadores nucleares de linaje β (Pdx1, Maf-A) en páncreas de roedores 

gestantes y controles. 

4. Evaluar el efecto del estradiol y el lactógeno placentario sobre la 

expresión proteica de somatostatina en islotes pancreáticos murinos. 

5. Determinar la expresión proteica de insulina, glucagón y somatostatina en 

islotes pancreáticos murinos y humanos tratados con hormonas de la 

gestación y controles. 

6. Determinar la población de células bihormonales (insulina/somatostatina, 

insulina/glucagón, glucagón/somatostatina) en islotes pancreáticos 

murinos y humanos tratados con hormonas de la gestación y controles. 
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7. Cuantificar las células δ-pancreáticas con marcadores nucleares de linaje 

β (somatostatina/Pdx1, somatostatina/Maf-A) en islotes pancreáticos 

murinos y humanos tratados con hormonas de la gestación y controles. 

8. Cuantificar la secreción de somatostatina en islotes pancreáticos murinos 

y humanos tratados con hormonas de la gestación y comparar los 

resultados obtenidos con respecto a controles. 

9. Cuantificar la expresión relativa de genes de célula β y δ en islotes 

pancreáticos murinos tratados con hormonas de la gestación y comparar 

los resultados obtenidos con respecto a controles. 

10. Cuantificar la expresión proteica de UCN3 y dinorfina en islotes 

pancreáticos murinos tratados con hormonas de la gestación y comparar 

los resultados obtenidos con respecto a controles. 
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 V – Materiales y métodos 

 

 

1 - Diseño metodológico 

 

1.1 - Diseño del estudio 

Se trata de un estudio preclínico de investigación básica, que utilizó modelos 

experimentales animales y humanos para desarrollar análisis descriptivos in vivo y 

ex vivo. 

 

2 - Modelos experimentales 

2.1 - Aspectos éticos 

En este proyecto se utilizaron muestras biológicas de origen animal y humano.  

Los modelos experimentales animales fueron criados en condiciones de cautiverio 

por el Servicio de Investigación y Bienestar Animal (SIBA) de la Universidad de 

Valladolid (UVa), utilizando jaulas ventiladas con un ciclo de luz-oscuridad de 12 

horas cada uno y un suministro de agua ad libitum.   

El personal responsable de la manipulación de los animales de experimentación fue 

debidamente formado y acreditado para este fin por la Dirección General de 

Agricultura, Ganadería y Alimentación, Consejería de Medio Ambiente, Agricultura 

e Interior de la Comunidad de Madrid, España.  
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Finalmente, todos los experimentos llevados a cabo con modelos animales fueron 

aprobados por el Comité de Ética de Experimentación y Bienestar Animal de la Uva 

y por la consejería de Agricultura, Ganadería y Pesca de la junta de Castilla y León, 

con número de proyecto 8608731.  

Por su parte, las muestras biológicas de origen humano fueron obtenidas a partir de 

necropsias en el Hospital de Montpellier, en el laboratorio de terapia celular para 

diabetes (LCTD). Este procedimiento se llevó a cabo de acuerdo con el comité de 

ética local (Centro de Recursos Biológicos, Colección IRB 5 'Human Islets of 

Langerhans', BiobanK no. BB-0033-00031, CHU, Montpellier), el comité de ética de 

la Agence de la Biomédecine francesa (ABM no. PFS 13-008) y del Ministerio de 

Investigación francés (DC-2011-1401 y AC-2017-3039).  

La donación de órganos y la extracción post mortem para trasplantes se llevó a cabo 

de acuerdo con los estatutos de la legislación francesa de bioética y la Agencia 

Francesa de Biomedicina.  

De esta forma, el primer paso consistió en la verificación del consentimiento 

presunto mediante la consulta del Registro Nacional de Negativas. Así, se pudo 

confirmar que el donante, en vida, no se negaba a la donación de órganos con fines 

terapéuticos o de investigación.   

Finalmente, el equipo médico responsable de la extracción solicitó a los familiares 

y allegados del donante la firma de un consentimiento informado sobre el 

procedimiento. De esta manera, las muestras solo fueron extraídas del cadáver 

después de haberse confirmado la disposición del fallecido y su entorno familiar a 

la extracción y donación de órganos.  
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2.2 - Modelos de gestación 

2.2.1 - Descripción del material biológico 

En este proyecto de investigación se extrajeron, procesaron y analizaron muestras 

de tejido pancreático de origen murino y humano.  

Las muestras biológicas obtenidas de los modelos murinos procedían de roedores 

de 8 semanas de vida. Para los experimentos in vivo se usaron ratonas gestantes y 

para los experimentos ex vivo solo se utilizaron roedores macho puesto que estas 

muestras iban a ser estimuladas con estrógenos y se tenía que evitar los efectos de 

las hormonas del ciclo estral. De esta forma, las características basales de los 

roedores empleados se describen en el Apéndice: Tabla 1. 

Por su parte, las muestras de tejido pancreático humano fueron extraídas de 

donantes no diabéticos que habían muerto por una causa ajena a la estructura o 

función del páncreas. Las características biométricas básicas de los donantes se 

describen en el Apéndice: Tabla 2. 

 

2.2.2 – Definición de los modelos de experimentación 

En este proyecto se utilizaron dos modelos de experimentación diferentes: un 

modelo de gestación in vivo y un modelo de hormonas gestacionales ex vivo. Ambos 

modelos fueron diseñados con el objetivo de evaluar el comportamiento de las 

células δ-pancreáticas en respuesta a condiciones de estrés fisiológico como las 

que suceden durante el embarazo.   

De esta manera, en el modelo de gestación se usaron cortes histológicos de tejido 

pancreático procedentes de ratones hembra C57BL/6J. Los ejemplares fueron 

divididos en dos grupos, uno experimental y otro control. El grupo experimental 

estuvo conformado por hembras preñadas con 14,5 días post coitum (dpc) 
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hiperinsulinemicas pero normoglucemicas; mientras que el grupo control estuvo 

formado por hembras no preñadas: Las características metabólicas de estas 

ratonas es la siguiente: Glucosa preñadas 126 ± 4 mg/dl vs control 125 ± 3 mg/dl; 

insulina preñadas 1,219 ± 0,337 ng/ml vs control 0,218 ± 0,014 ng/ml. 

Por su parte, en el modelo de hormonas gestacionales se utilizaron islotes 

pancreáticos de origen murino: ratones C57BL/6J y ratas Wistar; además de islotes 

humanos. Como la cantidad de islotes pancreáticos disponibles en las muestras 

biológicas procedentes de ratones, ratas y humanos era significativamente diferente, 

se tuvieron que usar protocolos de extracción específicos para cada especie.  

Las muestras obtenidas fueron depositadas en un medio de cultivo específico para 

islotes pancreáticos y posteriormente fueron utilizadas para generar un modelo de 

tratamiento hormonal con diferentes combinaciones de hormonas gestacionales. 

 

2.3 - Medios de cultivo y de extracción 

Durante la extracción y manipulación de los islotes pancreáticos fue necesario 

utilizar una serie de medios de extracción y de cultivo con el objetivo de garantizar 

la correcta realización de la técnica y la viabilidad del tejido biológico. De modo que, 

las características de cada uno de estos medios se describen en el apartado 

correspondiente.   

 

2.3.1 - Medios de cultivo 

• Medio de islotes sin rojo fenol: 

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, sin glucosa, sin rojo fenol, 

(Gibco, EE. UU.); Suero fetal bovino (SFB), sin carbón, 10% v/v (Gibco, EE. UU.); 

Glucosa 5 mM y Streptomicina/Penicilina 10 µg/ml. 
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• Medio de islotes: 

RPMI 1640, sin glucosa; SFB  10% v/v; Glucosa 5 mM y Streptomicina/Penicilina 10 

µg/ml. 

 

2.3.2 - Medios de extracción 

• Medio de aislamiento pH 7,4: 

NaCl 115 mM; NaHCO3 10 mM; KCl 5 mM; MgCl2 1,1 mM; HEPES 25 mM; NaH2PO4 

1,2 mM; CaCl2 2,5 mM; Glucosa 5,5 mM; BSA sin ácidos grasos (Sigma-Aldrich, EE. 

UU.)  1% m/v en H2O Mili-Q. 

 

• Medio de Hanks: 

Medio Hanks (Gibco, EE. UU.) y NaHCO3 4 mM. 

 

• Medio de Hanks - SFB: 

Medio Hanks y SFB 10% v/v. 

 

2.4 – Protocolos de extracción 

2.4.1 - Protocolo de extracción para modelo gestacional 

Tras cruzar hembras y machos se confirmó la fecundación por la presencia del 

tapón vaginal a primera hora de la mañana, a partir de aquí se esperaron 14 días 

para el sacrificio. Las ratonas fueron sacrificadas para la extracción del páncreas y 

posterior procesamiento de este para la obtención de bloques de parafina. 
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2.4.2 - Protocolo de extracción para modelo hormonal 

2.4.2.1- Extracción de islotes pancreáticos en ratas   

Las ratas fueron sacrificadas usando inhalación de isoflurano. Seguidamente, se 

realizó un corte en la línea media del abdomen, se realizó una disección por planos 

y se localizó el páncreas. Posteriormente se realizó una ligadura del colédoco y se 

perfundió a través del ducto pancreático 10 ml de solución de colagenasa (Roche, 

EE. UU.) al 0,017% m/v con el objetivo de preparar la digestión del páncreas.  Acto 

seguido, se seccionaron las conexiones anatómicas, se extrajeron los páncreas de 

todas las ratas y se depositaron en tubos de 50 ml. De esta forma, cada uno de los 

tubos fue incubado en un baño térmico a 37ºC durante 17 minutos con el fin de 

activar la acción digestiva de la colagenasa. 

Posteriormente, los tubos fueron depositados en hielo para detener la reacción 

digestiva. Entonces, se vertió solución Hanks-SFB hasta completar 15 ml, a 

continuación, se agitaron los tubos con un vórtex y finalmente se centrifugaron a 

temperatura ambiente, durante 2 minutos y a 200 xG. Una vez acabado, se desechó 

el sobrenadante y se repitió este paso dos veces más. Tras completar los tres ciclos 

de centrifugado, se desecharon los sobrenadantes, se volvió a verter solución 

Hanks-SFB hasta llegar a los 10 ml, se usó de nuevo el agitador vórtex y se filtró el 

tejido pancreático con ayuda de un colador. De esta forma, el tejido pancreático 

recuperado fue introducido en nuevos tubos y estos fueron centrifugados a 200 xG, 

a temperatura ambiente durante 2 minutos. Tras desechar de nuevo los 

sobrenadantes, se añadió 10 ml de Histopaque® 10771 (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y 

se resuspendieron los sedimentos usando vórtex.  

Posteriormente, se añadieron 10 ml de solución Hanks 1X de forma lenta y continua, 

generando un gradiente de densidades. Entonces, se centrifugó a 1.580 xG y 10ºC 

durante 20 minutos y sin freno, para no romper el gradiente. Una vez cumplido el 

tiempo, se retiraron los islotes de la interfase entre el Histopaque® y el medio Hanks 
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con una pipeta y se depositaron en nuevos tubos, a los que se les añadió solución 

Hanks 1X hasta completar 30 ml y se centrifugó a 200 xG, a temperatura ambiente, 

durante 2 minutos. Posteriormente se lavaron 3 veces con Hanks 1X, con el fin de 

extraer los restos de Histopaque® que pudiesen quedar en los islotes.  Tras realizar 

los lavados, se desecharon los sobrenadantes con pipeta y se añadieron 10 ml de 

medio para islotes a 37ºC. Entonces, se resuspendieron los islotes y se pasaron a 

placas de Petri sin tratar para cultivo, para evitar adherencias, de 90x15 mm, que 

posteriormente fueron incubadas a 37ºC durante 2 horas para que se recuperasen 

del estrés sufrido. Cumplido el tiempo, se pasaron los islotes a medio de islotes sin 

rojo fenol y se dejaron las placas en el incubador durante 24 horas, quedando de 

esta manera listas para ser utilizadas al siguiente día (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Protocolo de extracción de islotes de rata. Esta composición de imágenes muestra de 
forma simplificada los pasos que fueron necesario realizar con el fin de extraer los islotes 
pancreáticos de ratas. Los asteriscos indican aquellos pasos que deben ser repetidos varias veces.  
Las imágenes fueron creadas por medio de Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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2.4.2.2- Extracción de islotes pancreáticos en ratones   

La extracción comenzó con el sacrificio de los ratones, usando para ello inhalación 

de isoflurano. Seguidamente, se realizó un corte en la línea media del abdomen, se 

realizó una disección por planos y se localizó el páncreas. Posteriormente se realizó 

una ligadura del colédoco y se perfundió a través del ducto pancreático 3 ml de 

solución colagenasa (Sigma-Aldrich Aldrich, EE. UU.) al 0,07% m/v con el fin de 

preparar la digestión del páncreas. Acto seguido, se seccionaron las conexiones 

anatómicas, se extrajeron los páncreas de todos los ratones y se depositó en tubos 

de 50 ml. De esta forma, cada uno de los tubos fue incubado en un baño térmico a 

37ºC durante 15 minutos con el fin de activar la acción digestiva de la colagenasa. 

Posteriormente, los tubos fueron agitados con vórtex hasta que el tejido pancreático 

quedó disgregado por completo. Entonces, las muestras se mezclaron con medio 

de aislamiento hasta completar 25 ml de solución y se enfriaron con hielo para 

detener la reacción. A continuación, se vertió el sobrenadante en una placa de Petri 

sin tratar y se extrajeron los islotes pancreáticos con ayuda de una micropipeta, una 

lupa y un microscopio. Por su parte, el sedimento remanente de los tubos fue 

mezclado con un medio de aislamiento 1X hasta completar de nuevo 25 ml de 

solución. De modo que, el vertido de sobrenadante en las placas y la posterior 

adición del medio de aislamiento al sedimento fue un proceso que se realizó un total 

de cuatro veces.  

Así pues, los islotes pancreáticos extraídos fueron incubados a 37ºC durante 2 

horas con el fin de aliviar el estrés sufrido por los mismos durante la extracción. 

Finalmente, los islotes se pasaron a un medio sin rojo fenol y se incubaron durante 

24 horas a 37ºC antes de ser utilizados (Figura 10). 
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Figura 10: Protocolo de extracción de islotes de ratón. Esta composición de imágenes muestra 
de forma simplificada los pasos que fueron necesario realizar con el fin de extraer los islotes 
pancreáticos de ratones. Las imágenes fueron creadas por medio de Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

2.4.2.3- Extracción de islotes pancreáticos en humanos   

Los islotes pancreáticos de origen humano fueron extraídos a partir de necropsias. 

Según ha sido descrito en el apartado de modelos experimentales, los aislamientos 

fueron realizados por el equipo de trabajo del LTCD siguiendo un protocolo de 

extracción específico del centro y de acuerdo con la legislación vigente. Para más 

información, consultar la página web: https://www.chu-montpellier.fr. 

Una vez que los islotes pancreáticos fueron adquiridos por nuestro laboratorio, estos 

fueron depositados en medio de islotes y se dejaron en el incubador durante un total 

de 24 horas. Posteriormente, los islotes fueron trasladados al medio sin rojo fenol 

durante 2 horas. Finalmente, cumplido este tiempo, las muestras quedaron listas 

para ser utilizadas (Figura 11). 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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Figura 11: Islotes pancreáticos vistos por microscopio óptico 10X. (A) Islotes pancreáticos 
murinos, (B) Islotes pancreáticos humanos. La diferencia de color es debido a la intensidad de luz 
del microscopio. 

 

2.5 - Generación de modelo hormonal 

2.5.1 - Prueba con hormonas gestacionales  

Se separaron los islotes en placas sin tratar, de 35 x 10 mm, y se hicieron cuatro 

grupos de experimentación:  Grupo control, medio de islotes sin rojo fenol con 

DMSO 10-5% v/v (Sigma-Aldrich, EE. UU.); Grupo tratado con lactógeno placentario 

(LP), 2 µM (Prospec, EE. UU.) diluido en medio sin rojo fenol en DMSO 10-5% v/v; 

Grupo tratado con estradiol (E2), 17β-estradiol 10 nM (Sigma-Aldrich, EE. UU.) 

resuspendido en DMSO al 10-5% v/v; Grupo tratado con E2 y LP: LP 2 µM diluido en 

disolución E2 10 nM. Una vez que el tratamiento fue aplicado, las placas se dejaron 

en el incubador a 37ºC durante 24 horas. 
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3 - Técnicas de estudio 

3.1 - Histología e inmunofluorescencia 

3.1.1 - Fijación 

Cumplido el protocolo de extracción de los islotes pancreáticos, se realizó la fijación 

de los mismos de acuerdo con el procedimiento que se señala a continuación: 

Se depositaron las muestras en tubos de 1,7 ml y se centrifugaron a 100 xG durante 

2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se descartó el sobrenadante y 

el PBS, y se repitió la centrifugación a 100 xG durante 2 minutos a temperatura 

ambiente. Luego, se descartó nuevamente el sobrenadante y se añadió 1 ml de 

formalina al 10%, se dejó incubando durante 2 horas y después se realizó otra 

centrifugación a 100 xG durante 2 minutos a temperatura ambiente; se descartó la 

formalina y se añadió PBS. Se repitió nuevamente la centrifugación a 100 xG 

durante 2 minutos, se descartó el sobrenadante y se añadió PBS. Finalmente, se 

almacenaron los tubos a 4ºC. 

 

3.1.2 - Bloques de HistoGelTM 

Cumplido el protocolo de fijación de los islotes pancreáticos, se prepararon los 

bloques de HistoGelTM de acuerdo con el siguiente procedimiento (Figura 12): 

Se añadieron 20 µl de AffiGEL®, (Bio-RadTM, EE. UU) a la suspensión de islotes y 

se mezclaron con los mismos (este paso es necesario para la posterior identificación 

de la localización de los islotes); Se añadieron 300 µl de HistoGelTM, (Lab Stroage 

System®, EE. UU.) y se centrifugaron a 850 xG, durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se enfriaron a 4ºC durante 1 hora para inducir 

solidificación del HistoGelTM. Se cortaron los extremos del cono de gel para facilitar 

la manipulación y se almacenaron los islotes contenidos en HistoGelTM dentro de 

PBS hasta el procesamiento para los bloques de parafina. 
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Figura 12: Procesamiento de los Islotes pancreáticos. (A)Tubo con islotes pancreáticos 
fijados en formalina al 10%. La sombra naranja que aparece dentro del tubo es un artefacto 
creado por el reflejo de un objeto cercano de ese color. (B) Tubo con los islotes pancreáticos 
embebidos en el bloque de HistoGelTM. en presencia de las bolitas azules de AffiGELTM 
utilizadas para detectar los islotes. 

 
 

3.1.3 - Bloques de parafina 

Una vez que los islotes pancreáticos fueron embebidos dentro del gel, se prepararon 

los bloques de parafina de acuerdo con el siguiente procedimiento:  

Los conos de HistoGelTM que contenían los islotes se deshidrataron aplicando 

primero concentraciones crecientes de alcoholes (70%-100%) y posteriormente 

xileno 100% durante 20 minutos cada uno, repitiendo este procedimiento un total de 

dos veces, se incluyeron en parafina de medio punto de fusión y se dejaron enfriar.   
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3.1.4 - Cortes histológicos 

Los bloques fueron conservados a temperatura ambiente hasta que llegó el 

momento de cortarlos. Los cortes fueron realizados con microtomo a un grosor de 

5 µm y fueron almacenados a temperatura ambiente hasta su utilización. 

 

3.1.5 - Inmunofluorescencia 

Los páncreas se deshidrataron con xileno al 100% durante 15 minutos y 

posteriormente con etanol 100% durante 10 minutos. El resto de los alcoholes con 

concentraciones decrecientes (95%-70%) se usaron durante 10 minutos para los 

páncreas y durante 3 minutos para los islotes murinos y humanos. Para las 

diferentes tinciones se usaron diversos desenmascaramientos y soluciones de 

bloqueo (Apéndice: Tablas 3-5), según fuera conveniente. Finalmente, la lista de 

anticuerpos y diluciones usadas para la inmunofluorescencia se describen en el 

Apéndice: Tabla 6. 

 

3.1.6 - Microscopía 

Se utilizó microscopio de epifluorescencia Nikon 90I con filtros para longitudes de 

onda de 594 nm, 488 nm y 470 nm, correspondientes a los colores rojo, verde y azul 

respectivamente. Se observaron los tejidos a 20x y 40x.  

Se utilizó microscopio confocal LEICA SP5X con filtros para longitudes de ondas 

respectivas para los colores rojo, verde, azul (ultravioleta) y rojo lejano (647 nm). Se 

observaron los tejidos a 40X. 
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3.1.7 - Análisis de imagen 

Se utilizó el software NIS-elements  (Laboratory Imaging s.r.o, CZ) para fotografiar 

los islotes pancreáticos teñidos.  Para la cuantificación de área, el número de células 

e intensidad, se utilizó el software ImageJ  (NIH, EE. UU.) y se analizó cada hormona 

teñida con respecto al total de células en el islote. A su vez, también se analizó la 

presencia de células bihormonales (se consideró positivo los núcleos que tuvieran 

un citoplasma rodeándolo con más de dos colores) con respecto al total de células 

del islote y el total de células de la población celular estudiada (α-β-δ). La intensidad 

se normalizó por el total de intensidades de los controles. Por otro lado, la 

colocalización de somatostatina con FTs se cuantificó tomando como positivo las 

células de somatostatina con núcleos PDX1+ o Maf-A+ en los diferentes modelos 

usados.  

 

3.2 - Secreciones y ELISA 

3.2.1 - Medios de secreción 

• Medio KRB pH 7,4:  

NaCl 139 mM; KCl 3,5 mM; MgSO47H2O 0,49 mM; NaH2PO4 0,049 mM; NaHCO3 

1,99 mM; HEPES 4,99 mM; CaCl2 2,59 mM en H2O MiliQ.  

Para los medios de baja y alta glucosa, se usaron las concentraciones de 1 mM y 

20 mM de glucosa respectivamente, además se añadir BSA 0,1%. 

 

3.2.2 - Protocolo de secreción de somatostatina  

Tras el tratamiento hormonal, los islotes se prepararon para la realización del 

ensayo de ELISA de la siguiente manera: 
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Se transfirieron los islotes a insertos para cultivos y se incubaron a 37ºC en el medio 

de tratamiento correspondiente para que se adaptaran. Luego, se descartó el medio 

y se preincubaron durante 1 hora a 37ºC añadiendo 600 µl de medio KREBS-Ringer 

(KRB) con 1 mM de glucosa en cada inserto. Tras esto, se descartó el sobrenadante 

y se añadió nuevamente 600 µl de medio KRB con 1 mM de glucosa en cada inserto, 

incubándose a 37ºC durante 1 hora y se recogió el sobrenadante. El procedimiento 

se repitió con medio KRB a 20 mM de glucosa en cada inserto, incubándose 

nuevamente a 37ºC durante 1 hora y el sobrenadante se recogió según la condición 

y se almacenó a -80ºC. 

 

3.2.2 - Ensayo ELISA 

La determinación de los niveles hormonales de somatostatina se realizó mediante 

un ensayo ELISA (Phoenix pharmaceutics, DE) de tipo competitivo.  Para la 

realización de este ELISA se usa el fundamento de competitividad, en el que el 

antígeno de estudio compite con un antígeno marcado con biotina (biotinilado) para 

unirse al anticuerpo primario. La unión de los inmunocomplejos formados por el 

antígeno marcado y el anticuerpo primario serán los que, al unirse al anticuerpo 

secundario, crearán la reacción colorimétrica, de modo que, en una muestra con 

gran cantidad de antígeno de estudio, la reacción colorimétrica será menor (Figura 

13). En este tipo de ELISA la placa está recubierta previamente con el anticuerpo 

secundario y los sitios de unión no específicos están bloqueados.  

Se siguió el protocolo indicado por el fabricante, el cual se detalla a continuación: 

Se agregó un péptido estándar suministrado por el kit, con concentraciones 

conocidas, para establecer la curva patrón. Luego, se depositaron las muestras de 

control, E2 y controles positivos en los pocillos designados de la placa. A 

continuación, se añadió el anticuerpo primario y el antígeno biotinilado en cada uno 

de los pocillos. La placa se agitó durante 2 horas a 300 revoluciones por minuto 
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(rpm) a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó con tampón de lavado cuatro 

veces consecutivas, se añadió la peroxidasa de rábano picante en cada pocillo y se 

agitó la placa a 300 rpm durante 1 hora. Después, se realizó otro lavado con tampón 

de lavado cuatro veces seguidas y se añadió el sustrato de la enzima, 3,3'-5,5'-

tetrametilbencidina (TMB), durante 1 hora a 300 rpm, protegido de la luz. Finalmente, 

se añadió HCl 2N para detener la reacción y se realizó la lectura de la placa. 

Para la lectura del ELISA se empleó el lector de placas Versamax® (Bionova 

Científica S.L., ES) con una longitud de onda de 450 nm para determinar la 

absorbancia de cada muestra. Los resultados se normalizaron según el número de 

islotes por condición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: ELISA competitivo. A mayor cantidad de antígeno en la muestra de estudio, menor 
cantidad de inmunocomplejos “péptido biotinilado / anticuerpo primario”. De esta forma, la cantidad 
de inmunocomplejos “péptido biotinilado / anticuerpo primario” disponibles para unirse al anticuerpo 
secundario será menor, y por tanto, la reacción colorimétrica será también menor. La imagen fue 
creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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3.3 - ADN complementario (ADNc) y qPCR 

3.3.1 - Procesamiento de las muestras 

Se realizaron tratamientos de 4 horas en islotes pancreáticos de ratón y 24 horas 

en islotes pancreáticos de rata y ratón; cumplido el tiempo correspondiente, los 

islotes se procesaron de acuerdo con el protocolo que se señala a continuación:  

Se centrifugaron a 100 xG, a 4ºC durante 2 minutos, se descartó del sobrenadante, 

y se añadió 150 ml de tampón RLT frío (RNeasy micro kit®, Qiagen, DE). Las 

muestras se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 

 

3.3.2 - Extracción de ARN 

El ARN de los islotes se extrajo usando el RNeasy micro kit ®; el cual permite la 

purificación de la muestra a través de columnas de centrifugado, estas columnas 

poseen membranas de sílice que permitirán al ARN unirse iónicamente a ellas.  

El protocolo usado fue el indicado por el fabricante, el cual se detalla a continuación: 

Se descongelaron las muestras y se lisaron con la ayuda de un vórtex. 

Posteriormente, se añadió etanol al 70% al lisado y se homogenizó. Las muestras 

se traspasaron a columnas de centrifugado y se centrifugaron a 9.500 xG durante 

30 segundos. Se descartó el sobrenadante y se mezcló con tampón RW1, 

(suministrado por el kit), para luego centrifugar nuevamente a 9.500 xG durante 30 

segundos. A continuación, se realizó un tratamiento para eliminar DNAsas. Se 

mezcló con tampón RPE (también suministrado por el kit), y se centrifugó a 9.500xG 

durante 30 segundos y se descartó el sobrenadante. Luego, se añadió etanol al 

80% y se centrifugó a 9.500 xG durante 2 minutos, descartando nuevamente el 

sobrenadante. Se centrifugaron las columnas abiertas a 15.900 xG durante 5 

minutos y se eluyó el ARN con agua libre de RNAsas. Finalmente, se centrifugó a 

15.900 xG durante 1 minuto, obteniendo aproximadamente 100 ng de ARN. 
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Figura 14.  Esquema del procedimiento de extracción de ARN. La imagen fue creada utilizando 
Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

3.3.3 - Síntesis del ADNc 

Tras culminar el proceso de extracción del ARN, comenzó el proceso de síntesis del 

ADNc, utilizando para ello el iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-Rad™,EE. UU.) 

según indicaciones del fabricante. Los niveles de ARNm del gen de interés se 

determinaron mediante qPCR con ensayos TaqMan™ o SYBR™ Green en un 

sistema LightCycler® 480. Las qPCR se realizaron en cantidades iguales de ADNc 

por duplicado, triplicado o cuadruplicado, utilizando la Maxima Probe qPCR Master 

Mix (Thermo Scientific™, EE. UU.) para los ensayos TaqMan™ y Maxima SYBR™ 

Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific™, EE. UU.) para los ensayos SYBR™ 

Green. Además de los genes estudiados, se cuantificaron los niveles de la proteína 

ribosomal L18 (Rpl18) como control interno, ya que su expresión no se ve alterada 

por las condiciones experimentales. La cuantificación relativa de los genes se 

realizó mediante el uso de la técnica 2-∆∆CT que permite calcular las variaciones del 

gen a estudiar con respecto a Rpl18. Los ensayos TaqMan™ y primers usados se 

describen en el Apéndice: Tablas 7 y 8. 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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3.4 - Proteínas y Western blot  

La técnica del western blot permite cuantificar la cantidad de proteínas específicas 

en una muestra. El primer paso consiste en la realización de una electroforesis en 

gel con el objetivo de separar las proteínas según su peso, posteriormente se 

transfieren las proteínas a la superficie de una membrana y finalmente son 

incubadas con anticuerpos específicos para su detección.  

 

3.4.1 - Tampones y disoluciones 

Para la realización del Western blot se usaron los siguientes tampones y 

disoluciones. 

• Tampón de lisado celular:   

Tris HCL pH 6,8 125 mM; SDS 2% (m/v); DTT 1mM en H2O miliQ. 

 

• Tampón de carga (LSB) 4X:  

Tris-HCL pH 6,8 60 mM; Glicerol 10% (v/v); SDS 2% (v/v); Azul de bromofenol (BPB) 

0,01% (v/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v) en H2O miliQ. 

 

• Disolución de bloqueo 5%:  

5% de leche desnatada en PBS 0,1% Tween 20. 

 

3.4.2 - Procesamiento de muestras 

Tras el tratamiento hormonal, los islotes pancreáticos fueron recogidos y lavados 

según el siguiente protocolo:  
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Los islotes se centrifugaron a 100 xG a 4ºC durante 2 minutos. Luego, se descartó 

el sobrenadante y se añadió 1 ml de PBS 1X (repitiendo este paso dos veces más). 

Tras desechar el sobrenadante, se añadió 30 µl de tampón de lisado y se 

homogenizó utilizando un sonicador ultrasónico (Bioblock Scientific, Vibra-Cell™, 

EE. UU.). Posteriormente, se cuantificaron las proteínas utilizando el Micro BCA™ 

kit (Thermo-Fisher, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente, 

se mezcló con 10 µl de LSB 4X y se hirvió a 100ºC en un termobloque durante 5 

minutos. 

 

3.4.3 - Electroforesis, transferencia y revelado  

Se cargaron 20 µg de proteína en geles de 15% de poliacrilamida, posteriormente 

se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P, 

MilliporeTM, EE. UU.) durante 3 horas a 100 voltios y 4ºC.  Al día siguiente las 

membranas fueron bloqueadas con disolución de bloqueo 5% (m/v) durante 1 hora 

y posteriormente se incubaron los anticuerpos respectivos (Apéndice: Tabla 9) en 

solución de bloqueo 0,5% (m/v) durante 1 hora. Una vez terminado, las membranas 

se lavaron 3 veces con PBS 1X + Tween 0,2% (PBST) durante 10 minutos y se 

incubaron los anticuerpos secundarios correspondientes diluidos en disolución de 

bloqueo 0,5% (m/v) durante 30 minutos; al finalizar, las membranas se volvieron a 

lavar (como en el paso anterior).  Las proteínas se detectaron mediante 

luminiscencia (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad™, EE. UU.) y exposición a 

una película de rayos X. Además de las proteínas estudiadas, se utilizó la 

cuantificación de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control 

interno de carga. Las películas reveladas se escanearon a 600 píxeles por pulgada 

con HP Scanjet G4010 (Hewlett-Packard, ES) usando el software HP Photosmart 

Premier 6,5. Para analizar la intensidad de cada banda por separado se usó el 

software ImageJ y se normalizó con GAPDH. Los datos se presentaron en unidades 

arbitrarias.  
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4 – Análisis estadístico 

4.1 - Método de análisis estadístico 

Se utilizó el programa Microsoft Excel como base de datos y el programa Graphpad 

Prism 8 para la realización de gráficos y pruebas estadísticas. Para estudiar las 

distribuciones poblacionales se usó la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos 

se expresaron con la media ± y el error estándar de la media (SEM). Se usó la 

prueba T de Student (paramétrica) o Mann-Whitney (no paramétrica) para comparar 

dos muestras; el One way Anova para la comparación de más de dos muestras y el 

Two Way Anova se usó para comparar las diferencias entre las condiciones de 

glucosa durante las secreciones hormonales. Se consideró como significancia 

estadística una P <0,05. 
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 VI – Resultados 

 

 

1 – Adaptaciones de las células del islote pancreático 

durante la gestación 

1.1. – Histomorfometría del islote pancreático  

1.1.1 – Distribución de las células hormonales dentro del islote 

pancreático en ratonas preñadas 

Con el objetivo de estudiar las adaptaciones de la población δ-pancreática y su 

relación con el resto de las células del islote pancreático durante la gestación, lo 

primero que hicimos fue identificar las poblaciones de células β, α y δ mediante 

tinción de las hormonas insulina, glucagón y somatostatina (Figura 15A-B), 

respectivamente, para así poder describir la distribución de cada población celular 

correspondiente. Se encontró un aumento de la insulina (~15% para el número de 

células y ~25% para el área) (Figura 15C-D). Sin embargo, para nuestra sorpresa 

encontramos que la somatostatina disminuía significativamente (~20% para el 

número de células y 40% para el área) (Figura 15E-F); de igual forma se encontró 

que el glucagón disminuía significativamente (~15% para el número de células y 

~26% para el área) (Figura 15G-H).  Estos resultados nos hacen pensar que, 

durante la gestación, el islote sufre una redistribución celular adaptativa para 

enfrentar el estrés metabólico característico de esta etapa y en respuesta a las 

hormonas propias de este estado fisiológico. 

 

 



 
 

P á g i n a  89 | 162 

 

 

Figura 15.  Inmunofluorescencia del islote pancreático en ratonas preñadas. (A) Foto 
representativa de un islote pancreático aislado de una ratona no preñada. (B) Foto representativa de 
un islote pancreático aislado de una ratona preñada. Barra de escala= 30 µm (C) Porcentaje del 
número de células y (D) área de insulina+ con respecto al total del islote.  (E) Porcentaje del número 
de células y (F) área de somatostatina+ con respecto al total del islote. (G) Porcentaje del número 
de células y (H) área de glucagón+ con respecto al total del islote. Los datos están expresados como 
la media ± SEM. N=5 ratones por condición. *p<0,05 vs control por t-Student. 
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1.1.2 – Presencia de células bihormonales en los islotes de ratonas 

preñadas 

Ya que los resultados anteriores demostraban disminución del área y número de 

células δ-pancreáticas, nos preguntamos cuál podría ser la razón de tal suceso. Es 

por ello que, nos planteamos si algún proceso de desdiferenciación o plasticidad 

celular podría estar ocurriendo; de este modo, decidimos cuantificar las células que 

presentaban doble tinción hormonal, en todas las combinaciones posibles 

(insulina+/somatostatina+, glucagón+/somatostatina+, insulina+/glucagón+), 

(Figura 16A-C). Al calcular la cantidad de células bihormonales 

glucagón+/somatostatina+ e insulina+/glucagón+ con respecto al total del islote, no 

se halló significancia estadística frente al grupo control, sin embargo, se encontró 

una tendencia de aumento en las células insulina+/somatostatina+ (~150%) (Figura 

16D). El siguiente paso fue estudiar estos valores con respecto las poblaciones α-, 

β- o δ-pancreática. Se encontró un aumento significativo de células expresando 

tanto insulina como somatostatina con respecto a la población δ-pancreática de 

aproximadamente un 180% respecto al control. Por otro lado, al cuantificar estas 

células insulina+/somatostatina+ con respecto a la población β-pancreática, no 

encontramos diferencias (Figura 16G y 16J). Con respecto al resto de 

combinaciones, no encontramos diferencias destacables, a excepción de una 

tendencia no significativa de aumento en las células doble positivas 

glucagón+/somatostatina+ con respecto a la población de células δ-pancreática de 

un 40%, (Figura 16H). Estos resultados sugieren que, durante la gestación, ocurren 

cambios en el islote, induciendo a las células δ-pancreáticas a producir otras 

hormonas. 
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Figura 16.  Presencia de células bihormonales en islotes de ratonas preñadas. (A) Imagen 
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+, (B) Foto representativa de células doble 
positivas para Gcg+Sst+, (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha 
indica la célula que expresa doble tinción. (D-F) Porcentaje de células doble positivas con respecto 
al total de células del islote.  (G-L) Porcentaje de células doble positivas con respecto a las 
poblaciones β/δ/α. Los datos están expresados como la media ± SEM. N=5 ratones por condición. 
*p<0,05 vs control por t-Student.  

 

 

 

1.1.3 – El estradiol (E2) induce cambios en la composición del islote 

pancreático. 

Al ver los resultados obtenidos, nos planteamos que los estrógenos podrían ser los 

causantes de tales sucesos; ya que, durante la gestación, estas hormonas 

aumentan hasta 10 veces. De entre los estrógenos, E2 es el que aumenta en mayor 

cantidad; sin embargo, no podemos olvidar que también aumentan los niveles de 

LP. De este modo, para determinar la relación causa-efecto del E2 y/o el LP, se 

aislaron islotes pancreáticos de ratas y fueron incubados con E2 10 nM, PL 2 µM, y 

E2 + LP durante 24 horas, seguido de un análisis histomorfométrico de las células 
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delta-pancreáticas (Figura 17A-D). El grupo tratado con E2 presentó una 

disminución significativa tanto del número de células δ-pancreáticas (37%), como 

del área de somatostatina (30%) con respecto al control y al grupo tratado con LP. 

De igual forma, el tratamiento combinado también presentó disminución tanto de 

área (40%) como en el número de células δ-pancreáticas (40%), sin embargo, al 

comparar el grupo tratado con E2 y el grupo tratado con la mezcla de hormonas, no 

hubo diferencias significativas (Figura 17E-F). Estos resultados nos indican que es 

el E2, y no LP, el causante de los cambios observados en la población δ-

pancreáticas en el modelo de ratones preñadas. Así pues, a partir de aquí todos los 

experimentos siguientes se realizaron solo con el tratamiento de E2 10 nM durante 

24 horas. 

 

Figura 17.  Islotes pancreáticos de rata tratados hormonalmente. Imágenes representativas islotes 

pancreáticos tratados y no tratados con estrógenos. (A)Control. (B) E2. (C) LP. (D)E2+LP. Escala= 
30 µm (E). Porcentaje del número de células y (F) área de células somatostatina+ tras los diferentes 
tratamientos durante 24 horas. Los datos están expresados como la media ± SEM. N=4 ratas por 
condición. *p<0,05 vs control por ANOVA.  
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1.1.4 – Distribución de las células hormonales dentro del islote tras 

el tratamiento con E2 

1.1.4.1 – Islotes de rata 

Una vez observado que el E2 desencadenaba cambios en las células δ-pancreáticas, 

quisimos estudiar el resto de poblaciones celulares del islote pancreático (α, β) para 

determinar si E2 era un agente causal en el fenotipo observado en dichas 

poblaciones celulares en el modelo animal de gestación (Figura 18A-B). Al 

cuantificar las células β-pancreáticas, observamos el aumento tanto del número de 

células (20%) y una tendencia de aumentar el área total de la hormona (25%) en el 

grupo tratado con E2 (Figura 18C-D); una disminución del número de células δ-

pancreáticas (15%) y de su área (20%) tras el tratamiento con E2 (Figura 18E-F), y, 

por último, al estudiar las células α-pancreáticas, encontramos la disminución 

esperada en cuanto al número de células (20%) y el área hormonal (~30%) (Figura 

18G-H). 

 

1.1.4.2 – Islotes Humanos 

Lo siguiente que hicimos fue tratar islotes pancreáticos de 3 donantes diferentes 

con E2, para confirmar que los resultados obtenidos en modelos murinos podían 

extrapolarse al ser humano. De este modo, lo primero que observamos fue la gran 

cantidad de necrosis que presentaban los islotes, presentando un mejor estado 

aquellos que recibieron el tratamiento con E2; no obstante, debido a que solo 

pudimos teñir las muestras de solo 3 donantes, la cantidad de islotes conseguidos 

no fue suficiente para encontrar diferencias significativas.  

Debido a que las muestras de tejido provenían de donantes muy diferentes entre sí, 

el estudio de la distribución celular se hizo analizando cada donante por separado. 

Encontramos que el donante Hm97, después del tratamiento estrogénico, presentó 

un fenotipo similar a lo encontrado en nuestros modelos previos: un aumento del 
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número de células β (25%) y una disminución tanto del número de célula δ (50%) 

como α (20%). Sin embargo, la donante Hm98 no presentó cambios en ninguna de 

las poblaciones celulares estudiadas y el donante Hm102, aunque presentó 

disminución de las células α (30%), no presentó diferencias con respecto al número 

de células β y aumento de células δ (20%) (Figura 19).  

Los resultados obtenidos en los islotes tratados, tanto en ratas como en humanos, 

podrían sugerir que los efectos obtenidos con el E2 no son dependientes de especie 

ya que fueron reproducibles en ambos modelos de estudio, sin embargo, puede que 

el sexo y la edad influya en dichos efectos. 

 

 

Figura 18. Inmunofluorescencia de islotes pancreáticos de ratas tratados y no tratados con 
estrógenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado 
con E2. Escala= 30µm. (C) Porcentaje del número de células y (D) área de células insulina+ tras el 
tratamiento durante 24 horas. (E) Porcentaje del número de células y (F) área de células 
somatostatina+ tras el tratamiento durante 24 horas. (G) Porcentaje del número de células y (H) área 
de células glucagón+ tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos están expresados como la 
media ± SEM. N=3 ratas por condición. *p<0,05 vs control según la prueba T de Student.  
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Figura 19.  Inmunofluorescencia de islotes pancreáticos de humanos tratados y no tratados 
con estrógenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote 
tratado con E2 de Hm97. (C) Foto representativa de un islote tratado con E2 de Hm98. (D) Foto 
representativa de un islote tratado con E2 de Hm102.  Escala= 30µm. (E-G) Porcentaje del número 
de células β-, δ- y α-pancreáticas del donante Hm97 tras el tratamiento durante 24 horas. (H-J) 
Porcentaje del número de células β-, δ- y α-pancreáticas del donante Hm98 tras el tratamiento 
durante 24 horas. (K-M) Porcentaje del número de células β-, δ-y α-pancreáticas del donante Hm102 
tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos están expresados como la media ± SEM. N=3 
donantes por condición. *p<0,05 vs control según la prueba T de Student.  
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1.1.5 – E2 causa un aumento en las células bihormonales del islote 
pancreático 

 

1.1.5.1 – Islotes de rata 

Una vez demostrado que el tratamiento con E2 causa las mismas alteraciones, en 

el número y área de las células α, β y δ, que en el modelo de gestación, quisimos 

estudiar si dichas adaptaciones eran debido a un aumento en el número de células 

bihormonales.  

Al cuantificar las células bihormonales insulina+/somatostatina+, 

glucagón+/somatostatina+ e insulina+/glucagón+ en relación al total de células del 

islote, no encontramos diferencias, sugiriendo una discrepancia con lo observado 

en el modelo de gestación (Figura 20). Al pasar a las cuantificaciones de las 

poblaciones celulares, a pesar de no haber significancias estadísticas debido al 

número de islotes estudiados, nos parece importante destacar que encontramos un 

aumento no significativo del doble de células insulina+/somatostatina+ con respecto 

a células δ-pancreáticas.  

El resto de células bihormonales no presentaron diferencias, a excepción de las 

células insulina+/glucagón+ que parecían disminuir. Así pues, podemos concluir 

que, en ratas, las células δ-pancreáticas en presencia de E2, adquieren 

características que les permiten producir insulina. 

 

 

 



 
 

P á g i n a  97 | 162 

 

 

Figura 20.  Presencia de células bihormonales en islotes de rata tratados y no tratados con 
estrógenos. (A) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Sst+, (B) Foto 
representativa de células doble positivas para Gcg+Sst+, (C) Foto representativa de células doble 
positivas para Ins+Gcg+. La flecha indica la célula que expresa doble tinción. Barra de escala: 10 
µm. (D-F) Porcentaje de células doble positivas con respecto al total de células del islote.  (G-L) 
Porcentaje de células doble positivas con respecto a las poblaciones β/δ/α. Los datos están 
expresados como la media ± SEM. N=4 ratas por condición. *p<0,05 vs control por t-Student.  

 

 

1.1.5.2 – Islotes Humanos 

Ya que los resultados en el modelo de tratamiento hormonal de rata coincidía con 

los resultados encontrados en el modelo de gestación (en cuanto a células 

bihormonales insulina+/somatostatina+), quisimos confirmar si los islotes humanos 

se comportaban de igual manera que en los modelos anteriores. Al analizar las 

muestras de los tres donantes, encontramos un aumento no significativo de células 

bihormonales en las tres poblaciones estudiadas tras el tratamiento con E2, sin 

embargo hay que destacar que Hm97 no presentó células 

glucagón+/somatostatina+ ni en el grupo control ni en el tratado (Figura 21) y Hm98 

no presentó células insulina+/glucagón+ en el grupo control (Figura 22), pero sí en 
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el grupo tratado con E2. Hm102 presentó células bihormonales tanto en el grupo 

control como en el tratado (Figura 23). Estos resultados nos demuestran la gran 

variabilidad que existe entre los donantes estudiados y nos plantea que en humanos 

el tratamiento con E2 puede inducir procesos de plasticidad celular en células β, α y 

δ.  

 

Figura 21.  Presencia de células bihormonales en islotes del donante Hm97. (A) Foto 
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+. (B) Foto representativa de células doble 
positivas para Ins+Gcg+. La flecha indica la célula que expresa doble tinción. Barra de escala: 10 
µm. (C-D) Porcentaje de células doble positivas con respecto al total de células del islote.  (E-H) 
Porcentaje de células doble positivas con respecto a las poblaciones β/δ/α  
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Figura 22.  Presencia de células bihormonales en islotes de la donante Hm98. (A) Foto 
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+.(B) Foto representativa de células doble 
positivas para Gcg+Sst+. (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha 
indica la célula que expresa doble tinción. Barra de escala: 10 µm. (D-F) Porcentaje de células doble 
positivas con respecto al total de células del islote.  (G-L) Porcentaje de células doble positivas con 
respecto a las poblaciones β/δ/α.  
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Figura 23.  Presencia de células bihormonales en islotes del donante Hm102. (A) Foto 
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+. (B) Foto representativa de células doble 
positivas para Gcg+Sst+. (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha 
indica la célula que expresa doble tinción. Barra de escala: 10 µm. (D-F) Porcentaje de células doble 
positivas con respecto al total de células del islote.  (G-L) Porcentaje de células doble positivas con 
respecto a las poblaciones β/δ/α.  
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1.1.6 – Expresión de factores de transcripción 

1.1.6.1 – Las células δ-pancreáticas expresan factores de transcripción 

de linaje β en un modelo murino de gestación 

Se sabe que los FTs son importantes para determinar la identidad celular, y, por 

ende, el tipo de hormona que cada célula secretará en el islote pancreático. 

Analizando los resultados obtenidos previamente, nos llamó la atención que, en los 

tres modelos, las células δ-pancreáticas disminuían y las células β-pancreáticas 

aumentaban. Dado que ambas células comparten un ancestro común (Figura 5), 

nos planteamos la posibilidad de que las células δ-pancreáticas estuviesen 

sufriendo algún proceso celular de remodelado o de plasticidad en el cual las células 

δ estuviesen actuando como células β-pancreáticas. Es por eso que decidimos 

estudiar FTs importantes para el linaje β. 

Con objeto de identificar posibles células δ expresando marcadores de linaje β, se 

realizaron tinciones para el factor transcripcional PDX1 en los islotes de las ratonas 

preñadas (Figura 24A-D). Al cuantificar el PDX1 total encontramos un aumento 

significativo en las ratonas preñadas (15%) (Figura 24E); que, para nuestra 

sorpresa, coincidía con un aumento de células δ/PDX1+ con respecto al total de 

células δ-pancreáticas (100%) (Figura 24F), aunque al compararla con respecto al 

total del islote, el aumento no llegaba a la significancia estadística (100%). (Figura 

24G). Durante la cuantificación de estas células, encontramos que de forma basal 

existían células δ que expresaban PDX1 y células δ que no. De modo que, para 

confirmar si el aumento observado de células δ/PDX1+ era correcto, pensamos que 

aquellas células que no presentaba el FT, debían de disminuir en el grupo tratado; 

lo que, en efecto, encontramos de forma significativa (20%) (Figura 24H). 
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Figura 24.  Expresión de PDX1 en islotes de ratonas preñadas. (A) Foto representativa de un 
islote pancreático aislado de una ratona no preñada. (B) Foto representativa de un islote pancreático 
aislado de una ratona preñada. (C) Imagen representativa de células doble positivas para 
PDX1+/Sst+ (D) Imagen representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 µm. La flecha 
indica la célula que expresa doble tinción. (E) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del 
islote. (F) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la población δ (G) 
Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto al total del islote (H) Porcentaje de 
células PDX1-/Sst+ con respecto al total del islote. Los datos están expresados ± SEM. N=5 ratones 
por condición. p<0,05 vs control por t-Student.  
 

Una vez descrita la distribución de PDX1 en las células β y δ de nuestro modelo de 

gestación, estudiamos la expresión de Maf-A, porque es un FT de linaje β más 

específico que PDX1, debido a que este último puede aparecer, aunque en menor 

cantidad en célula δ (Figura 25A-D).  Al igual que en el caso anterior, lo primero 

que hicimos fue estudiar la cantidad de Maf-A total expresado en las ratonas 

preñadas, encontrando un aumento significativo (15%) (Figura 25E), seguidamente 

cuantificamos la cantidad de células δ/Maf-A+ en este modelo, encontrando 

tendencias de aumento casi significativas con respecto al total de células δ-

pancreáticas (100%) (Figura 25F) y al total del islote (130%) (Figura 25G).  De igual 

forma que con PDX1, encontramos que de forma basal existían una mínima porción 

de células δ que expresaban Maf-A de forma basal, de modo que cuantificamos la 
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disminución de aquellas células δ/Maf-A- y aunque encontramos una tendencia a 

disminuir, no fue significativa (10%) (Figura 25H).   

 

Figura 25.  Expresión de Maf-A en islotes de ratonas preñadas. (A) Foto representativa de un 
islote pancreático aislado de una ratona no preñada. (B) Foto representativa de un islote pancreático 
aislado de una ratona preñada. (C) Imagen representativa de células doble positivas para Maf-
A+/Sst+ (D) Imagen representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 µm. La flecha indica 
la célula que expresa doble tinción. (E) Porcentaje total de Maf-A con respecto al total del islote. (F) 
Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto a la población δ (G) Porcentaje de 
células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto al total del islote (H) Porcentaje de células Maf-A-
/Sst+ con respecto al total del islote. Los datos están expresados ± SEM. N=5 ratones por condición. 
p<0,05 vs control por t-Student.  

 

PDX1 es un FT importante para la correcta formación del páncreas que, una vez el 

órgano madura, se expresará de forma mayoritaria en las células β-pancreáticas. 

Por otro lado, MAf-A es necesaria para la correcta transcripción del gen de la 

insulina.   De modo que, considerando los resultados obtenidos, se puede 

hipotetizar que las células δ-pancreáticas están sufriendo procesos en los que 

parecen adquirir características propias de células β, probablemente desarrollando 

características propias de este tipo celular, para hacer frente al estrés metabólico 

de la gestación.  
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1.1.6.2 – El E2 es el responsable de que las células δ-pancreáticas 

expresen FTs de linaje β  

 

Una vez establecida la presencia de células δ-PDX1+ y δ-Maf-A+ en los islotes de 

ratonas preñadas, quisimos estudiar los modelos de estudio ex vivo. 

 

1.1.6.2.1 – Islotes de rata 

Cuando estudiamos los islotes de rata (Figura 26A-D), a diferencia de lo visto en 

las ratonas preñadas, no conseguimos diferencias significativas en cuanto al PDX1 

total en el grupo tratado con E2 (Figura 26E); no obstante, al cuantificar las células 

δ-PDX1+, encontramos un aumento significativo tanto si se calculaba con respecto 

al total de células δ-pancreáticas (190%) como si era el total del islote (120%) en el 

grupo tratado (Figura 26F-G). Al cuantificar el número de células δ-PDX1-, 

encontramos que, en el grupo tratado, ocurría una disminución significativa de un 

25% (Figura 26H).  

Con respecto a la expresión de Maf-A (Figura 27A-D), encontramos un aumento, 

casi significativo, de este TF en el grupo tratado (10%) (Figura 27E). En cuanto a 

las células δ-Maf-A+, encontramos aumentos significativos con respecto a la 

población δ-pancreáticas (300%) y al total del islote (200%) (Figura 27F-G); y una 

disminución del 30% de células δ-Maf-A- (Figura 27H). 
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Figura 26.  Expresión de PDX1 en islotes de ratas tratados y no tratados con estrógenos. 
(A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado con E2. Barra 
de escala= 30 µm (C) Imagen representativa de células doble positivas para PDX1+/Sst+ (D) Imagen 
representativa de células positivas para Sst+. Barra de escala= 10 µm. La flecha indica la célula que 
expresa doble tinción. (E) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del islote tras el tratamiento 
durante 24 horas. (F) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la población 
δ tras el tratamiento durante 24 horas (G) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con 
respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas (H) Porcentaje de células PDX1-/Sst+ 
con respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos están expresados ± 
SEM. N= 4 ratas por condición. p<0,05 vs control por t-Student. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Expresión de Maf-A en islotes de ratas tratados y no tratados con estrógenos. 
(A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado con E2. Barra 
de escala= 30 µm (C) Imagen representativa de células doble positivas para MAf-A+/Sst+ (D) Imagen 
representativa de células positivas para Sst+. Barra de escala= 10 µm. La flecha indica la célula que 
expresa doble tinción. (E) Porcentaje total de MAf-A con respecto al total del islote tras el tratamiento 
durante 24 horas. (F) Porcentaje de células doble positivas MAf-A+/Sst+ con respecto a la población 
δ tras el tratamiento durante 24 horas (G) Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con 
respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas (H) Porcentaje de células MAf-A-/Sst+ 
con respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos están expresados ± 
SEM. N= 4 ratas por condición. p<0,05 vs control por t-Student.  
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1.1.6.2.2 – Islotes Humanos 

Para estudiar el paralelismo con las células humanas, procedimos a estudiar la 

presencia de las células δ/PDX1+ y Maf-A+ en los islotes humanos. Debido a 

problemas en la técnica de inmunofluorescencia, la donante Hm98 fue descartada 

de los siguientes estudios, de tal modo que los resultados de los donantes Hm97 y 

Hm102 se explicarán de forma separada (Figuras 28-29). En cuanto a PDX1, el 

donante Hm97 no presentó cambios con respecto al PDX1 total después del 

tratamiento con E2; sin embargo, al cuantificar las células bihormonales, 

encontramos un aumento de células δ-PDX1+ con respecto a la población δ (100%) 

y total del islote (50%). Al estudiar las células δ-PDX1- encontramos una tendencia 

de disminución del 10%.  Para Hm102 encontramos que PDX1 total aumentaba un 

40% después del tratamiento con E2, las células δ-PDX1+ con respecto a la 

población δ aumentaban un 75% y al total del islote un 80%. Al estudiar las células 

δ-PDX1- encontramos una tendencia de disminución del 6%.  

En cuanto a Maf-A, el donante Hm97 presentó un aumento del 23% del Maf-A total 

después del tratamiento con E2; un aumento del 80% de células δ-Maf-A+ con 

respecto a la población δ y de un 70% con respecto al total del islote. Al estudiar las 

células δ-Maf-A- encontramos una disminución del 20%. Para Hm102 encontramos 

que Maf-A total aumentaba un 30% después del tratamiento con E2, las células δ-

Maf-A+ con respecto a la población δ aumentaban un 320% y al total del islote un 

180%. Al estudiar las células δ-PDX1- encontramos una disminución del 15%.  

Nuestros resultados indican que, en los modelos de rata y humanos, concuerdan 

con los resultados obtenidos previamente; por lo que podemos concluir que los 

estrógenos son capaces de inducir la aparición de células δ-pancreáticas 

bihormonales, independientemente de la especie. Además, estos efectos parecen 

estar implicados en la activación de procesos de plasticidad celular como respuesta 

a las hormonas del embarazo para intentar compensar los cambios metabólicos. 
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Figura 28.  Expresión de PDX1 en islotes de humanos tratados y no tratados con estrógenos. 
(A) Foto representativa de un islote pancreático aislado del donante HM97 sin E2. (B) Foto 
representativa de un islote pancreático aislado del donante HM97 con E2 durante 24 horas (C) 
Imagen representativa de células doble positivas para PDX1+/Sst+ (D) Imagen representativa de 
células positivas para Sst+. Escala= 30 µm. La flecha indica la célula que expresa doble tinción. (E-
F) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del islote en tras el tratamiento con E2 durante 24 
horas. (G-H) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la población δ tras el 
tratamiento con E2 durante 24 horas (I-J) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con 
respecto al total del islote tras el tratamiento con E2 durante 24 horas (J-K) Porcentaje de células 
PDX1-/Sst+ con respecto al total del islote tras el tratamiento con E2 durante 24 horas 
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Figura 29. Expresión de Maf-A en islotes pancreáticos de humanos tratados y no tratados con 
estrógenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado 
con E2. (C) Imagen representativa de células doble positivas para MAf-A+/Sst+ (D) Imagen 
representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 µm. La flecha indica la célula que expresa 
doble tinción. (E-F) Porcentaje total de Maf-A con respecto al total del islote en tras el tratamiento 
con E2 durante 24 horas. (G-H) Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto a la 
población δ tras el tratamiento con E2 durante 24 horas (I-J) Porcentaje de células doble positivas 
Maf-A+/Sst+ con respecto al total del islote tras el tratamiento con E2 durante 24 horas (J-K) 
Porcentaje de células Maf-A-/Sst+ con respecto al total del islote tras el tratamiento con E2 durante 
24 horas.  
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1.2. – Cambios en la función de las células δ-pancreáticas 

tras el tratamiento con E2 

Como se ha explicado en el apartado 1.2.2.3 sobre el páncreas endocrino, una de 

las principales funciones de las células δ-pancreáticas es la secreción de la 

somatostatina, de modo que, las observaciones realizadas de que el número de 

células δ-pancreáticas en los islotes sometidos al tratamiento estrogénico, 

disminuía; sumado a células δ positivas para FTs de linaje β, nos llevó a 

preguntarnos si la funcionalidad celular estaría alterada también. Por ello, se realizó 

un ensayo de secreción de somatostatina en islotes de rata (Figura 30), en el que 

se confirmó el aumento de secreción hormonal de somatostatina tras la estimulación 

con altas concentraciones de glucosa en el grupo control y un impedimento en dicha 

secreción durante la estimulación en los islotes tratados con E2 (Figura 30A-B). 

También se realizó la cuantificación del contenido intracelular de dichas secreciones, 

normalizado según la cantidad de proteína, pero a pesar de que existía una 

tendencia de aumento, no encontramos diferencias significativas. 

Subsecuentemente se realizó el mismo ensayo en islotes humanos, encontrando, 

nuevamente, secreción de somatostatina ante la estimulación con alta glucosa en 

el grupo control y un impedimento significativo de la secreción con alta glucosa en 

los islotes tratados con E2 (Figura 30C-D).  

Estos resultados sugieren que el E2 también genera una alteración funcional en las 

células δ-pancreáticas, porque las células no son capaces de responder 

adecuadamente a los altos niveles de glucosa ex vivo.  
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Figura 30.  Secreción de somatostatina en islotes tratados con estrógenos. Islotes pancreáticos 
humanos y murinos fueron preincubados con E2 a una concentración de 10 nM durante 24 horas. 
Seguidamente, se cuantificó la secreción de somatostatina baja glucosa (1 mM) y alta (20 mM), y se 
normalizó según el número de islotes, según lo descrito en la sección 3.2.1.2 de Materiales y 
Métodos. (A) Secreción de somatostatina en baja y alta glucosa en islotes de rata (N= 3) (B) Fold 
change de la secreción de somatostatina en islotes de ratas (C) Secreción de somatostatina en baja 
y alta glucosa en islotes humanos (N= 2). (D) Fold change de la secreción de somatostatina en islotes 
de humanos. Los datos están expresados como la media ± SEM *p<0,05 vs control por ANOVA 
(paneles A y C) o T de student (paneles B y D).  

 

 

1.3. – Adaptaciones de la expresión génica de marcadores 

β y δ tras el tratamiento con E2 

Debido a que la secreción de somatostatina se encontraba disminuida en los 

modelos in vitro, y sabiendo que los estrógenos parecen aumentar el gen de la 

insulina(185), nos cuestionamos si estos estarían actuando de alguna forma sobre el 

gen de la somatostatina; es por ello que se trataron islotes de ratón y de rata con E2 

10 nM durante 4 y 24 horas, se obtuvo el ARNm y se realizaron ensayos de qPCR. 

(Figura 31). Lo primero que hicimos fue ver el comportamiento del gen de la 

somatostatina tras el tratamiento con E2 y nos llamó la atención que, de forma 
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tiempo dependiente, el E2 aumentó en 100% la expresión del gen de somatostatina 

(4 horas), mientras que a las 24 horas este efecto se perdió (Figura 31A-C). 

Siguiendo con los genes de las células δ-pancreáticas, decidimos estudiar Hhex ya 

que se ha descrito que es un activador directo del gen de la somatostatina(87, 90). El 

tratamiento con E2 durante 4 horas, aumentó en 80% dicho gen y se mantuvo 

durante 24 horas de tratamiento, tanto en ratones (30%) como en ratas (30%), 

aunque en menor medida (Figura 31D-F).  

 

 

 

Figura 31.  Expresión génica de marcadores de célula δ tras el tratamiento con estrógenos. 

ARNm de Islotes pancreáticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E2.  
(A-C) Sst. (D-F) Hhex. Los datos están expresados como la media ±SEM. N=2-7 x triplicado por 
condición. * p<0,05 vs. Control según la prueba T de Student.  

 



 
 

P á g i n a  112 | 162 

 

Lo siguiente que estudiamos fueron los genes de la célula β, empezando con los 

dos genes de insulina (Ins1 e Ins2) que se expresan en roedores. El tratamiento con 

E2, durante 4 horas, aumentó en 400% la expresión del gen Ins1. Este efecto no se 

observó a las 24 horas de tratamiento, tanto en islotes aislados de rata como de 

ratón, (Figura 32A-C). En cuanto a Ins2, el E2 durante 4 horas aumentó de forma 

no significativa la expresión del gen (200%); este efecto se perdió tras 24 horas de 

tratamiento tanto en islotes aislados de ratones como en ratas (Figura 32D-F).   

 

 

 

Figura 32.  Expresión génica de marcadores de célula β tras el tratamiento con E2. ARNm de 
Islotes pancreáticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E2. (A-C) Ins1. 
(D-F) Ins2. Los datos están expresados como la media ±SEM. N=3-7 x triplicado por genotipo y 
condición. * p<0,05 vs. Control según la prueba T de Student. 
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Posteriormente estudiamos los FTs de célula β, donde Pdx1 no presentó cambios 

en ninguno de los tiempos de tratamiento con E2, ni en los modelos murinos usados 

(Figura 33A-C). Por último, estudiamos Maf-A, y al igual que en casos anteriores, 

su comportamiento era tiempo dependiente. El tratamiento con E2 durante 4 horas 

causó un aumento en 180%, el cual se perdió después de 24 horas de tratamiento 

tanto en islotes aislados de ratones (30%,) como de ratas (20%) (Figura 33D-F). 

Estos resultados demuestran que los cambios observados hasta ahora en las 

diferentes poblaciones celulares del islote pancreático, tras el tratamiento con E2, 

son resultado de cambios a nivel transcriptómico que suceden a partir de las 4 horas, 

y los cuales se pierden tras las 24 horas de tratamiento probablemente por 

mecanismos de adaptación. 

 

 

Figura 33.  Expresión génica de marcadores de FTs de célula β tras el tratamiento con E2. 

ARNm de Islotes pancreáticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E2. (A-
C) Pdx1. (D-F) Maf-A. Los datos están expresados como la media ±SEM. N=2-7 x triplicado por 
genotipo y condición. * p<0,05 vs. Control según la prueba T de Student.  
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1.4. – Adaptaciones en los agonistas de la secreción de 
somatostatina durante la gestación. 

1.4.1 – Urocortina 3 (UCN3) 

En la búsqueda por encontrar mecanismos moleculares que subyacen al defecto 

secretor de somatostatina en los islotes tratados con E2 y debido a que nuestros 

resultados demostraban que dicho tratamiento durante 24 horas disminuía la 

secreción de somatostatina en islotes murinos y humanos (Figura 30) pero, que 

tras 4 horas de tratamiento, aumentaba la expresión de los genes de somatostatina 

y de Hhex (Figura 31), decidimos identificar otros mecanismos de regulación que 

explicaran el fallo de la secreción. Elegimos como posible diana a UCN3; ya que, 

como se explicó en el apartado 1.2.2.3 de páncreas endocrino, es importante para 

la correcta secreción de somatostatina. Por lo que nos preguntamos si el tratamiento 

con E2 estaba ejerciendo algún efecto sobre la expresión de UCN3, pudiendo ser la 

causante de las alteraciones encontradas en la secreción de somatostatina. 

Por ello, detectamos la expresión de UCN3 e insulina mediante una co-tinción con 

anticuerpos contra ambas hormonas, en los páncreas de las ratonas preñadas. Se 

cuantificó la intensidad de fluorescencia como medida de la expresión de dichas 

proteínas (Figura 34A-D); de este modo, encontramos una disminución significativa 

de la intensidad de UCN3 en el grupo de preñadas (20%) (Figura 34E) y ningún 

cambio en la intensidad de la insulina (Figura 34F), esto sugiere una disminución 

de la cantidad de UCN3 en las vesículas de secreción.  

Una vez establecido lo que ocurría en el modelo de estudio in vivo, pasamos al 

modelo ex vivo. Debido a problemas de reconocimiento antigénico por parte del 

anticuerpo en otra especie que no fuera ratón, y a que no hay otros anticuerpos anti-

UCN3 comerciales de buena calidad, decidimos realizar los estudios solo con islotes 

de ratón, los cuales fueron tratados con E2 10 nM durante 24 horas para analizar la 

cantidad de UCN3 mediante western blot.  Al cuantificar los resultados, encontramos 

que, al igual que los resultados del modelo in vivo de gestación, en los islotes 
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murinos existía una disminución significativa de 20% de UCN3 tras el tratamiento 

estrogénico (Figura 34G-H). Visto lo anterior, nos preguntamos si el efecto del E2 

podría estar ocurriendo no solo a nivel proteico sino también a nivel transcripcional; 

por lo que, se trataron los islotes con E2 durante 4 y 24 horas, se obtuvo su ARNm 

y se realizaron ensayos de qPCR para estudiar las variaciones del gen de UCN3. A 

diferencia de los genes anteriormente estudiados, cuyo comportamiento variaba 

según el tiempo de tratamiento, la expresión del gen Ucn3 disminuyó 50% (4 horas) 

y 20% (24 horas) debido al tratamiento con E2 (Figura 34I-J). Estos resultados 

sugieren que los estrógenos inhiben la expresión de UCN3 a nivel transcripcional y 

esto deriva en una disminución de la proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 34.  Cuantificación de UCN3 en islotes pancreático. (A-B) Foto representativa de un islote 
pancreático aislado de una ratona no preñada. (C-D) Foto representativa de un islote pancreático 
aislado de una ratona preñada. Escala= 30 µm. (E-F) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia 
de UCN3 e insulina, normalizada según los controles. N=3-4 ratones por condición. (G-H) Foto 
representativa y cuantificación de un western blot para UCN3 en islotes de ratón tratados o no con 
E2, normalizado según valores de GAPDH. N=7 ratones por condición. Expresión relativa del gen de 
UCN3 en islotes de ratón después de (I) 4 horas y (J) 24 horas de tratamiento con E2. N=2-4 ratones 
por condición (por triplicado y cuatriplicado). Los datos de cada experimento están expresados ± 
SEM. p<0,05 vs control por t-Student.  
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1.4.2 – Dinorfina 

La dinorfina es un opioide que mayoritariamente se encuentra en el sistema 

nervioso central y que regula las vías sensoriales del dolor, estrés y adicción, 

aunque también puede mediar la retroalimentación negativa sobre las neuronas 

productoras de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para inhibir la 

liberación de  hormona luteinizante (LH)(203-208). Blandino et al. determinaron la 

existencia de dinorfina en las células β-pancreáticas(75) y describieron que este 

opioide desencadenaba una inhibición indirecta sobre la secreción de insulina, 

mediante la estimulación de la secreción de somatostatina(76); comportamiento muy 

parecido al de UCN3. Por tal motivo, y recordando que la expresión de UCN3 está 

disminuida en nuestros modelos experimentales en respuesta a estrógenos, 

quisimos estudiar el comportamiento de dinorfina en nuestros modelos. Debido a la 

poca disponibilidad comercial de anticuerpos anti-dinorfina, los resultados obtenidos 

durante esta tesis se hicieron en base a la pro-proteína (proencefalina B), la cual, 

una vez procesada resulta en dos formas bioactivas: dinorfina A y dinorfina B. Se 

estudió la expresión de proencefalina B en islotes de ratonas preñadas mediante 

inmunofluorescencia (Figura 35A-B) y cuantificación de la misma, encontrándose 

una disminución de la intensidad no significativa (~10%) que coincidía con una 

disminución del número de células proencefalina B+ con respecto al total del islote 

(~15%) (Figura 35C-D). Cuando pasamos al modelo ex vivo de islotes de ratón 

tratados con E2 durante 24 horas, y detección mediante western blot, confirmamos 

una disminución de proencefalina B en el grupo tratado con E2 (40%) (Figura 35E-

F). A continuación, comprobamos el comportamiento del gen de dinorfina a 

diferentes tiempos tras el tratamiento con E2, de modo que, tras el tratamiento de 4 

horas, encontramos una disminución significativa del 50% (Figura 35G). Estos 

resultados, junto a los resultados obtenidos con la UCN3, nos hacen pensar que el 

déficit de secreción de somatostatina es debido a un efecto del E2 sobre la 

maquinaria transcriptómica de las células β, donde se pierde la expresión de 

algunos de los agonistas de la secreción. 
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Figura 35.  Cuantificación de proencefalina B en islotes pancreático. (A) Foto representativa de 
un islote pancreático aislado de una ratona no preñada. (B) Foto representativa de un islote 
pancreático aislado de una ratona preñada. Escala= 30 µm. (C) Cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia de proencefalina B, normalizada según los controles. (D) Porcentaje del número de 
células Proencefalina B+ con respecto al total del islote. N=5 ratones por condición. (E-F) Foto 
representativa y cuantificación de un western blot para proencefalina B en islotes de ratón tratados 
o no con E2 24 horas, normalizado según valores de GAPDH. N= 4 ratones por condición. (G) 
Expresión relativa del gen de proencefalina B en islotes de ratón después de 4 horas de tratamiento 
con E2. N=2-4 ratones por condición (por triplicado y cuatriplicado). Los datos de cada experimento 
están expresados ± SEM. p<0,05 vs control por t-Student.  
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VII – Discusión 

 

1 – Adaptaciones morfológicas del páncreas endocrino 

durante la gestación 

1.1. – Plasticidad de las células δ-pancreáticas 

1.1.2 – Modelo de gestación 

La gestación es un estado metabólico de estrés fisiológico en el que aumenta la 

producción y secreción de hormonas como los estrógenos o el lactógeno placentario, 

con el propósito de preparar al cuerpo materno y llevar a término al nuevo individuo. 

De entre las adaptaciones que ocurren durante esta etapa, nos parece importante 

resaltar la aparición de RI debido a cambios en el metabolismo glucídico: aumento 

de la secreción de insulina en roedores y humanos; y aumento del tamaño de los 

islotes pancreáticos y aumento de la masa β y α pancreáticas en roedores(192-196). 

Todos estos cambios son necesarios para asegurar el flujo de nutrientes hacia el 

feto, sin embargo, una alteración en este equilibrio puede desencadenar una DG.  

Los mecanismos implicados en las adaptaciones del páncreas endocrino durante la 

gestación siguen estudiándose, centrándose mayoritariamente en las células β y α 

pancreáticas.  

Las células δ-pancreáticas secretan somatostatina, principal hormona inhibidora de 

la secreción de insulina y glucagón, sin embargo, no hay suficientes estudios sobre 

el papel que juegan estas células durante el embarazo, es por ello que, con esta 

tesis intentamos dilucidar las adaptaciones que sufren las mismas durante la 

gestación. 
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Nuestras observaciones en un modelo in vivo de gestación resaltan la capacidad 

adaptativa del páncreas endocrino en respuesta a cambios en el microambiente 

hormonal. De esta manera,  nuestros resultados van en concordancia con lo descrito 

en la literatura sobre el aumento de las células β como posible respuesta adaptativa 

ante la disminución de células δ(62) y con lo descrito en la literatura sobre el aumento 

de las células β(185,189,199-200) durante la gestación, sin embargo, se opone a lo 

encontrado por Quesada-Candela et al.(201) y Sharma et al.(188) quienes encontraron 

un aumento de la población α en esta etapa, a diferencia de nuestros resultados 

que apuntan a una disminución; esta discrepancia puede ser debido a diferencias 

en los tiempos de gestación de los modelos usados, puesto que en dichos estudios 

se usaron ratonas preñadas de 18,5 dpc, mientras que nosotros usamos ratonas 

con una gestación más temprana (14,5 dpc).  

Por otro lado, nuestros hallazgos difieren de lo encontrado por Gallego et al.(111) que 

describieron una disminución de células β y un aumento de células δ en ratas Wistar 

de 18 dpc con DG, estos resultados podrían explicarse debido a la presencia de 

DG; sin embargo, podemos observar que, en este modelo de gestación, al igual que 

lo que sugieren nuestros datos, existe una regulación entre las células β y δ. Otra 

diferencia con su modelo y el nuestro es la especie (rata vs ratón) y el tiempo de 

gestación. 

La presencia de células bihormonales insulina+/somatostatina+ en nuestro modelo 

nos hace hipotetizar que dicha regulación β/δ depende de las necesidades 

metabólicas del organismo. Estos resultados concuerdan con lo visto por Yoneda et 

al.(112) y Cinti et al.(113) quienes encontraron en pacientes con DM2 un aumento de 

dichas células bihormonales. 

La transdiferenciación celular es un proceso que ha sido estudiado previamente en 

el islote pancreático, y se ha encontrado que ante situaciones de estrés metabólico 

las células β y α son capaces de activar este proceso(92-94,98). Aunque en las células 

δ este mecanismo se ha logrado estudiar solo mediante la sobreexpresión o la 
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ablación de FTs(89-92, 99-101), nosotros hemos observado un  aumento de células que 

expresan factores de transcripción específicos de célula β (δ/PDX1+ y δ/Maf-A+) en 

nuestro modelo in vivo; aunque para confirmar que estos resultados implican un 

proceso de transdiferenciación necesitaríamos llevar a cabo un trazado de linaje in 

vivo, nuestros datos muestran que las células δ-pancreáticas están sufriendo 

procesos de plasticidad celular que les permite adquirir un fenotipo β para 

sobrellevar los cambios metabólicos de la gestación.  

 

1.1.2 – Modelo de tratamiento hormonal 

Durante la gestación existe una alteración en la secreción de hormonas maternas y 

muchas de las cuales que antes eran sintetizadas por los órganos maternos, pasan 

a ser sintetizadas por la placenta(199,209-211). 

Los estrógenos representan una de las hormonas más importantes durante esta 

etapa; en el primer trimestre de embarazo son sintetizados por los ovarios maternos, 

pero al entrar al segundo trimestre, con el desarrollo definitivo de la placenta, su 

producción pasa a depender de ésta. 

Dentro de la familia de los estrógenos encontramos tres integrantes: la estrona (E1), 

el estradiol (E2) y el estriol (E3), los cuales aumentan significativamente durante la 

gestación, de entre ellos, el E2 es el que aumenta en mayor proporción (normal: 0,1-

0,4 ng/ml, término: 6-30 ng-ml) y se le atribuyen varios de los cambios ocurridos 

durante esta etapa(197-198), destacando los cambios del metabolismo glucídico: 

aumento de la masa β funcional, hiperinsulinemia, aumento del gen de la insulina(178-

183,187, 199).  

No obstante, los estrógenos no son las únicas hormonas que se producen en la 

placenta, tal es el caso del LP una hormona peptídica que aumenta sus 

concentraciones progresivamente hasta llegar a ser la hormona placentaria 

mayoritaria al final del embarazo (inicio: 3,5µg/ml; término:25 µg/ml). De entre sus 
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funciones resaltamos la influencia en el metabolismo de la glucosa, ya que actúa 

como una hormona antagónica a la insulina, activando la lipolisis y proteólisis, 

además de inducir resistencia a la insulina por hiperinsulinemia. El objeto de los 

efectos de LP sería aumentar la cantidad de nutrientes en sangre para ser 

transportados a la circulación fetal(194-196,200). 

De modo que, usando un modelo ex vivo de rata, observamos como E2, y no LP, 

parece ser responsable, de los cambios en la composición del islote pancreático. 

Nuestros hallazgos van en concordancia con lo descrito en otros estudios sobre la 

capacidad de E2 de aumentar la masa β(183, 185, 187).   

Nuestro estudio es el primero en demostrar que el tratamiento con E2 es capaz de 

inducir cambios en la célula δ-pancreática e inducir un posible fenotipo β en estas 

células a través de la expresión de FTs específicos.  

Además, nos parece importante destacar que, aunque E2 induce cambios sobre la 

célula δ, no encontramos un aumento en la cuantificación de PDX1 y Maf-A total del 

islote pancreático en el modelo ex vivo, esto difiere del modelo in vivo muy 

probablemente debido a la interacción de otras hormonas en circulación que podrían 

estar potenciando o inhibiendo el efecto de E2, mientras que en el modelo ex vivo 

estamos limitando el comportamiento celular solo al estímulo hiperestrogénico.  

Para comprobar esta hipótesis se podrían realizar tratamientos con distintas 

combinaciones de hormonas gestacionales para descartar alguna sinergia o 

antagonismo, no vista durante la realización de los experimentos ex vivo.  

También es importante señalar que en el modelo ex vivo de humanos, debido a la 

gran variabilidad entre los donantes y la poca disponibilidad de islotes humanos, los 

resultados obtenidos en cuanto a la distribución celular no fueron lo suficientemente 

concluyentes como para asegurar que el fenotipo observado en los modelos 

murinos es reproducible. Aunque, nuestros hallazgos difieren entre los donantes, el 

donante Hm97 presentó un fenotipo similar al de los modelos de roedores: aumento 
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de células β y disminución de α y δ; esto nos sugiere que los efectos de E2 pueden 

ser dependientes de la edad, puesto que dicho donante era joven, al igual que los 

animales estudiados. En este mismo orden de ideas, los islotes de Hm102 que 

proceden de un donante de 70 años presentó un aumento de células δ en 

contraposición a los roedores y al donante Hm97 joven, indicando que E2 está 

actuando por otro mecanismo en células envejecidas.  

Respecto a las diferencias encontradas de Hm98 y Hm102 que compartían edades 

similares, es muy probable que la diferencia de resultados sea debido al sexo, y que 

las dosis usadas en Hm98 (mujer) no fueran las suficientes como para 

desencadenar algún efecto. Para comprobar las hipótesis sugeridas, se podría 

estudiar en el futuro, la distribución hormonal en islotes pancreáticos de mujeres y 

hombres jóvenes y mayores en necropsias de páncreas. 

Nuestros hallazgos en islotes humanos sugieren que el efecto de E2 sobre la 

expresión de FTs de linaje β en célula δ podrían considerarse ciertos, ya que 

reproducen el fenotipo observado en los modelos previos. De igual forma, este 

estudio se beneficiaría de un aumento en el número de donantes para futuros 

experimentos. 

Un resumen gráfico de los resultados obtenidos en cuanto a las adaptaciones 

morfológicas del páncreas endocrino durante la gestación se puede encontrar en 

las Figuras 36 a 38. 
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Figura 36.  Cambios en la distribución celular δ, β y α durante la gestación y el tratamiento 
con E2.  La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/. 

 

 

 

 

Figura 37.  Cambios en las células bihormonales durante la gestación y el tratamiento con E2.  

La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.  
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Figura 38.  Presencia de células δ/PDX1+ y δ/Maf-A+ durante la gestación y el tratamiento con 
E2.  La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.  

 

 

2 – Adaptaciones Funcionales del páncreas endocrino tras 
el tratamiento con E2. 

2.1. –Cambios en la maquinaria δ-pancreática 

La somatostatina tiene como función principal en el páncreas endocrino la inhibición 

de la secreción de insulina y glucagón, y se ha observado que en DM2 está 

disminuida por disfunción de las células δ(18, 112, 118-119), sin embargo, su papel 

durante la gestación no ha sido estudiada. 

Nuestros resultados, tanto en el modelo ex vivo de ratas como el de humanos, 

demostraron que el E2 desencadena un déficit en la secreción de somatostatina muy 

similar a lo encontrado en los estudios de DM2(119-120, 212-213,122), no obstante, dichos 

cambios no se lograron explicar por cambios a nivel transcriptómico; ya que 

encontramos un aumento del gen de la somatostatina junto al gen de Hhex, lo que 

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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tendría sentido pues algunos autores proponen que este FT es necesario para 

activar la transcripción del gen que codifica dicha hormona(82, 204). Llama la atención 

que, pasadas 24 horas, Hhex se mantuvo aumentado mientras que el gen de la 

somatostatina disminuyó hasta valores semejantes al control. Esto difiere de lo 

publicado previamente(79-80,106), aunque se podrían explicar si tenemos en cuenta 

que, los modelos usados en los estudios publicados previamente presentaban DM2 

o estaban genéticamente modificados (se hace deleción total de Hhex o de Ucn3), 

mientras que en nuestro estudio se usaron islotes sanos de roedores de cepas 

silvestre, sin modificaciones génicas. 

Otros genes estudiados fueron aquellos implicados en la producción de insulina y 

diferenciación β; observando un aumento de Ins1, Ins2 y Maf-A a tiempos cortos, lo 

que concuerda con lo descrito por Alonso-Magdalena et al.(187) y Sekido et al.(214). 

Así pues, nuestro estudio aporta una nueva visión a lo ya descrito sobre la 

regulación génica que ejerce el E2 sobre la célula β, puesto que después de 24 horas 

todos estos genes disminuyeron drásticamente, muy probablemente debido a un 

mecanismo de retroalimentación negativa sobre la transcripción génica.  

Por otro lado, nuestros resultados se oponen a lo encontrado por Song et al. (215), ya 

que la transcripción del gen de Pdx1 no cambió en ninguna de las condiciones de 

tratamiento ni modelos estudiados. Esto puede que sea debido a que se cultivaron 

los islotes pancreáticos en un medio con una concentración de glucosa mayor (11 

mM) al que fue usado durante la realización de nuestro estudio (5 mM), por lo que, 

es muy factible que lo reportado por Song et al.  sea un efecto del E2 debido las 

condiciones experimentales de hiperglucemia.  

Es interesante que, durante tiempos cortos de tratamiento, el E2 aumentara la 

mayoría de genes estudiados, pero pasadas las 24 horas los genes de las células 

β disminuían y los de las células δ no cambiaban o seguían aumentados. En este 

sentido, Schaffer et al.(101) y Taylor et al.(108) describieron como las células β al 

perder NKx6.1 adquirían un fenotipo pro-δ, de modo que, nuestros hallazgos 
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podrían explicarse si asumimos que un mecanismo similar está ocurriendo. Así pues, 

E2 desencadenaría desdiferenciación δ, provocando la aparición de dos eventos 

simultáneos: por un lado, un grupo de células δ adquirirían un fenotipo pro-β 

(aumento de células insulina+/somatostatina+, δ/PDX1+ y δ/Maf-A+); mientras que, 

por el otro, dicha desdiferenciación activaría mecanismos de protección del linaje 

celular (aumento de los genes Hhex y somatostatina). Después de 24 horas, el 

número de células δ-pancreáticas monohormonales habría disminuido a tal punto 

que, a pesar de seguir transcribiéndose el gen de Hhex, la estimulación de este 

sobre el gen de la somatostatina no sería suficiente para producir un aumento en la 

transcripción de la hormona (Figura 39).  

Esta hipótesis se podría confirmar si, al realizar co-tinciones de HHEX, 

somatostatina y Maf-A encontráramos células δ/Maf-A+ o PDX1+/HHEX+; otra 

forma de estudiar estos eventos sería a través de la técnica de secuenciación de 

ARN seq para célula única, en la que, tras el tratamiento con E2, se buscarían genes 

de célula β en las células δ-pancreáticas. 

 

 

Figura 39. Hipótesis del efecto del E2 sobre los genes de célula δ. Las células rojo/amarillo son 
células bihormonales. Los puntos rojos representan la secreción de somatostatina, que en el caso 
de las células bihormonales esta disminuida. Los cuadros representan: PDX1 (morado); Maf-A 
(dorado). La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, 
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.  
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2.2. – Cambio en las concentraciones de UCN3 y dinorfina  

2.3.1–Urocortina 3 (UCN3) 

La UCN3 es una hormona peptídica de la célula β que se co-secreta con la insulina 

y cuya principal función es estimular la secreción de somatostatina, potenciando así 

la inhibición de la secreción de insulina. Los resultados de esta tesis muestran que 

E2 es capaz de disminuir hasta un 20% la expresión proteica de esta hormona en el 

modelo in vivo, y hasta un 50% de la expresión génica en el modelo ex vivo. Esto 

va en concordancia con lo encontrado con Van der Muelen et al.(9) quienes tras 

delecionar el gen de UCN3 en un modelo de ratón, encontraron un fenotipo de 

disfunción δ, muy parecido al fenotipo encontrado en nuestros modelos tras el 

tratamiento con E2.  

Aunque no se han encontrado estudios que relacionen E2 con UCN3, nuestros 

hallazgos se suman a lo descrito por Owens et al.(216), Haeger et al.(217) y Watanabe 

et al.(218) quienes estudiaron el efecto del E2 sobre la UCN1 y UCN2. En dichos 

estudios, las uricortinas disminuían tras el tratamiento con E2 y explicaban tal efecto 

por la presencia de elementos de unión a estrógenos (EREs) parciales en los 

promotores de UCN1 y UCN2. Debido a que UCN1 y UCN2 guardan una homología 

de aproximadamente del 40% con UCN3(219-220), pensamos que los efectos de E2 

sobre UCN3 son a través de EREs parciales. 

 

2.3.1–Dinorfina 

Nuestros resultados muestran que tanto en un modelo in vivo, como en un modelo 

ex vivo, E2 disminuye la expresión proteica y génica de este opioide. Esto va en 

concordancia con lo encontrado por Yang et al.(221-222)   y Gottsch et al.(223) quienes 

observaron un efecto inhibitorio de E2 sobre neuronas del núcleo arcuato, y que 

parece ser dependiente de EREs. 
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Así pues, parece que los opioides cumplen un papel sobre la secreción de 

somatostatina, ya que nuestro fenotipo de disminución de dinorfina y disfunción δ 

concuerda con lo encontrado por Blandino et al.(76), quienes encontraron que al 

delecionar el receptor de opioides de las células δ ocurría una disminución en la 

secreción de somatostatina; y por Hermansen et al.(224) quienes usando met-

encefalina y leu-encefalina también encontraron inhibición de la secreción de 

somatostatina. No obstante, recientemente Blandino et al.(75) también ha descrito 

como un aumento en la transcripción y secreción de la insulina va en paralelo con 

un aumento de la transcripción y secreción de dinorfina, de forma opuesta a lo 

observado en nuestros modelos, donde a pesar de tener aumento de la 

transcripción, número de células e intensidad de la insulina, la dinorfina se 

encontraba disminuida en todos los parámetros estudiados. Esto tal vez sea debido 

a que sus experimentos fueron hechos bajo condiciones de hiperglucemia, mientras 

que nosotros trabajamos en condiciones de normoglucemia y bajo tratamiento con 

E2. 

Basándonos en la información previa que disponemos y ante los hallazgos 

obtenidos durante la realización de esta tesis, creemos que E2 actúa de forma rápida 

y directa sobre la célula β-pancreática, aumentando la transcripción de los genes 

de insulina (Ins1 e Ins2) y Maf-A pero inhibiendo los genes de Ucn3 y dinorfina; 

como consecuencia de esto, existiría una disminución proteica de dichas hormonas 

y, por ende, una disminución en la funcionalidad δ-pancreática. La célula δ, al no 

ser capaz de secretar somatostatina correctamente, causaría un acumulo de 

vesículas de secreción en el citosol que generaría un proceso de desregulación 

transcripcional en donde se activarían genes que normalmente estarían apagados, 

como lo son Ins1 y Maf-A. 

Por otro lado, Quesada-Candela et al.(201) mostraron que el tratamiento con E2 no 

solo disminuía la proliferación celular α-pancreática, sino también la secreción de 

glucagón. Aunque en nuestro estudio no pudimos medir la secreción de glucagón 
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debido a que las concentraciones de glucosa usadas fueron optimizadas para la 

secreción de somatostatina; como también encontramos una disminución 

significativa del número de células α, podemos asumir que su secreción está 

disminuida. De este modo, y recordando la bioquímica de la célula δ, donde el 

glucagón funciona como un activador de la secreción de somatostatina, como 

consecuencia de la pérdida de glucagón, se perdería el estímulo paracrino sobre la 

secreción de somatostatina. 

La nueva célula intermedia δ/β actuaría como una célula bihormonal, explicando el 

aumento de células insulina+/somatostatina+, δ /PDX1+ y δ/Maf-A+ encontradas. 

Así mismo, los aumentos en los genes Ins1 y Maf-A serían atribuibles al efecto 

directo del E2 sobre la célula β-pancreática pero también a la transcripción de los 

mismos genes en estas células δ/β. 

No hallamos diferencias en el gen de PDX1 a pesar de encontrar un aumento en su 

proteína (células δ/PDX1+), quizá porque el efecto de E2 ocurre a nivel de su 

traducción proteica y no sobre la transcripción génica, de este modo la célula δ 

tendría ARNm de PDX1 que no se traduciría sin los estímulos apropiados.  

Lo más probable es que durante la gestación existan tanto células δ-pancreáticas 

funcionales, que son capaces de responder a los niveles secretados de UCN3, 

dinorfina y glucagón, así como también células δ/β incapaces de secretar 

correctamente. De este modo, a pesar de que Hhex está aumentado, 

probablemente como mecanismo de respuesta a la desregulación transcripcional δ, 

no es suficiente para mantener la correcta secreción de somatostatina y el control 

de la insulinemia (Figura 40). 

Nuestra hipótesis se ve respaldada ante el hecho de que las células δ-pancreáticas 

humanas parecen poseer splicing alternativo del gen de la insulina(225), lo que nos 

confirmaría la presencia de genes de célula β en dichas células;  además, un estudio 

de ARN seq. en célula única demostró el enriquecimiento de vías de señalización 

de estrógenos(226) en células δ-pancreáticas de ratonas preñadas.  
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Por todo lo anterior, creemos que los hallazgos obtenidos en el presente estudio 

ofrecen información novedosa sobre la importancia de las células δ-pancreáticas en 

la regulación paracrina del islote pancreático durante la gestación. Al ser la 

gestación un estado fisiológico de RI, nuestros resultados podrían aportar una 

nueva visión sobre la capacidad que tienen estas células de sufrir procesos de 

plasticidad para adecuarse a cambios en el microambiente hormonal y ante 

demandas metabólicas en las que se necesite dicha plasticidad para mantener la 

homeostasis del metabolismo intermediario. 

 

 

 
Figura 40. Modelo propuesto. E2 inhibe la secreción de glucagón, UCN3 y dinorfina, lo que causa 
desdiferenciación δ hacia un fenotipo pro-β.. Las células rojo/amarillo son células bihormonales. Los 
puntos rojos representan la secreción de somatostatina, que en el caso de las células bihormonales 
esta disminuida y por eso el símbolo x. Los cuadros representan: PDX1 (morado);Maf-A (dorado). 
La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.  

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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VIII – Conclusión 

 

 

1. Durante la gestación hay una redistribución celular en el páncreas endocrino 

como respuesta a las necesidades metabólicas que se traduce en: un 

aumento de células β; una disminución de las células no-β; y un aumento de 

células δ que expresan PDX1 y Maf-A, factores de transcripción propios de 

célula β. 

 

2. El estradiol, y no el lactógeno placentario, es el desencadenante de las 

modificaciones observadas en el páncreas endocrino durante la gestación. 

 

3. El estradiol inhibe la secreción de somatostatina en islotes pancreáticos de 

roedores y humanos. 

 

4. La disfunción de las células δ-pancreáticas bajo el efecto del estradiol, es 

secundaria a un efecto de la hormona sobre las células β-pancreáticas, en 

las que inhibe la transcripción de los genes que codifican UCN3 y dinorfina, 

que tienen efectos paracrinos estimuladores sobre las células δ. 

 

5. La disfunción de las células δ-pancreáticas bajo el efecto del estradiol, está 

relacionada con procesos de desdiferenciación, en los que las células δ 

regresan a un estado intermedio β/δ, y actúa como una célula bihormonal 

expresando factores de transcripción propios de las células β-pancreáticas.
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X – Apéndice 

 

1 – Lista de tablas 

Variables Ratones Ratas 

Especie Mus musculus Rattus norvergicus 

Cepa C57BL/6J Wistar 

Edad 8 semanas 8 semanas 

Modelo ex vivo 70 animales 20 animales 

Modelo in vivo 

          - Preñadas 

          - Controles 

10 animales 

5 

5 

 

Tabla 1. Características basales de los modelos murinos. Las muestras de tejido pancreático 
fueron obtenidas a través de protocolos de extracción específicos para cada una de las especies. 

 

 

Tabla 2. Características biométricas de los donantes. Las muestras de tejido pancreático fueron 
obtenidas a través de necropsias realizadas a 5 donantes fallecidos por causa no pancreática. Hm: 
humano, ID: Identificación, IMC: índice de masa corporal.  

ID Sexo Edad 
(años) 

IMC 
(Kg/m2) 

Causa de Muerte 

Hm97 Hombre 37 26 Ruptura de aneurisma cerebral 

Hm98 Mujer 73 23 Anoxia por ahogamiento 

Hm102 Hombre 70 24,7 Muerte vascular  

Hm121 Mujer 70 21 Muerte encefálica 
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PÁNCREAS DE RATÓN 

 Desenmascaramiento Solución de bloqueo 

Insulina, glucagón, 
somatostatina y 
UCN3 

Citrato sódico pH 6; 30 
minutos a 100ºC 
 

Bloqueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) + 
Suero NGS 2% (v/v); 1 hora. 

PDX1  
Bloqueo PBS 1X + Tween 0,2% (v/v, PBST) 
+ FBS 3% (v/v); 1 hora. 

Maf-A  

-Bloqueo con PBS 1X + Tritón® x-100 1% 
(v/v); 20 minutos. 
 
-Bloqueo con PBS 1X + BSA 3% (v/v) + NGS 
5% (v/v); 1 hora. 

Dinorfina 

(Proencefalina B) 
 

-Bloxall TM (Vectorlab, Newark, CA, EE. 

UU.); 10 minutos 

 

-Bloqueo PBS 1X + BSA 1% (v/v) + NGS 2% 
(v/v) 

 Tabla 3. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los páncreas de ratón. 

 

 

ISLOTES DE RATA 

 Desenmascaramiento Solución de bloqueo 

Insulina, glucagón y 
somatostatina  

Citrato sódico pH 6; 30 
minutos a 100ºC 

Bloqueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) + 
Suero NGS 2%  (v/v); 1 hora. 

PDX1  Tris-HCL pH 10, T6455 
(Sigma-Aldrich Aldrich, 
St. Louis, MO, EE. UU.); 
10 minutos a 100ºC. 

Bloqueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) + 
Suero NGS 2% (v/v) + Tritón® x-100 1% 
(v/v); 1 hora. 

Maf-A  

Tabla 4. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los islotes de rata.  
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ISLOTES DE HUMANOS 

 Desenmascaramiento Solución de bloqueo 

Insulina, glucagón y 
somatostatina  

EDTA pH 8,5, E1161 
(Sigma-Aldrich Aldrich, 
St. Louis, MO, EE. UU.); 
10 minutos a 100ºC. 

Bloqueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) + 
Suero NGS 2% (v/v); 1 hora. 

PDX1  -Bloqueo con PBS 1X; 20 minutos. 
 
-Bloqueo con PBS 1X + BSA 3% (v/v)+ NGS 
5% (v/v)+ Tritón® x-100 1% (v/v); 1 hora. Maf-A  

Tabla 5. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los islotes de humano.  

 

Tabla 6. Anticuerpos usados para inmunofluorescencia.  

 

 

 

Anticuerpo Especie Dilución Referencia 

Insulina Ratón 1/250 I2018 (Sigma-Aldrich Aldrich, EE.UU.) 

Glucagón Conejo 1/1000 AB92517 (AbcamTM, GB) 

Somatostatina 

Rata 1/50 MAB2358 (R&D systems, EE. UU.) 

Ratón 1/100 Ma517182 (Invitrogen, EE. UU.) 

UCN3 Conejo 1/1000 Casero #7218 suministrado por Mark Huising 

PDX1 Cobaya 1/200 AB47308 (AbcamTM, GB )  

Maf-A Conejo 1/50 NBP1-00121 (Novus biologicals, GB) 

Proencefalina B Ratón 1/500 sc-398808 (Sta Cruz biotech, EE. UU.) 
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Gen (rata) Referencia Primers 

Ins1 Rn02121433_g1  

Ins2 Rn01774648_g1  

Sst Rn00561967_m1  

PDX1 Rn00755591_m1  

Rpl18 Rn00821260_g1  

HHEX Rn00577750_m1  

Maf-A 
 R: 5’-TGACCTCCTCCTTGCTGAAG-3’ 

 F: 5’-CTCTGCCCACCATCACCATC-3’ 

Tabla 7. Lista de Taqman™ y SYBR™ Green utilizados para ratas.  

Gen (ratón) Referencia Primers 

Ins1 Mm01950294_s1  

Ins2 Mm00731595_gH  

Sst Mm00436671_m1  

PDX1 Mm00435565_m1  

UCN3 Mm00453206_s1  

HHEX Mm00433954_m1  

Rpl18  

R: 5’-AGCCTTGAGGATGCGACTC-3’ 

F: 5’-AAGACTGCCGTGGTTGTGG-3’ 

Maf-A  

R: 5’-GAGGAGGTCATCCGACTGAAA-3’ 

F: 5’-GCACTTCTCGCTCTCCAGAAT-3’ 

Proencefalina B  

R: 5’-CTGACTCACTTGTTTGCCTGC-3’ 

F: 5’-CGTTGCTGTCAAGATCTGTTGC-3’ 

Tabla 8. Lista de Taqman™  y SYBR™ Green utilizados para ratones.  
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Proteína Especie Dilución Referencia 

Proencefalina B Ratón 1/500 sc-398808, Sta Cruz Biotec (EE. UU.) 

GAPDH Ratón 1/40.000 MAB374, Merck (DE) 

UCN3 Ratón 1/10.000 Casero #7218, suministrado por Mark Huising 

Tabla 9. Lista de anticuerpo usados para western blot. 
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