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1. EL PÁNCREAS 
 

1.1. ANATOMÍA DEL PÁNCREAS 

 

 El páncreas es una glándula de consistencia blanda, aplanada y alargada que se 

localiza en el cuadrante superior de la cavidad retroperitoneal del abdomen. El páncreas 

se divide en 3 regiones: cabeza, cuerpo y cola (Figura 1.1A). La cabeza del páncreas es 

la porción más expandida, que descansa sobre el duodeno y se une a éste por tejido 

conectivo. El cuerpo y la cola se extienden por la línea media del cuerpo a través del 

hilum del bazo. 

 

 
Figura 1.1: Anatomía del páncreas: A) Partes diferenciadas del páncreas adulto 
adyacente al duodeno. B) Acino pancreático y ducto pancreático formados por células 
acinares y células ductales, respectivamente. C) Islote pancreático y tipos celulares 
endocrinos: células β (verde), células α (rojo), células δ (amarillo) y células PP (azul). 
Cél. = célula. Figura adaptada de Edlund H., 2002. 
 

Los jugos pancreáticos llegan al duodeno a través del ducto pancreático 

principal que se abre al duodeno por la misma región por la que lo hace el conducto 

biliar principal, vía la ampolla de Vater. 
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1.2. HISTOLOGÍA 

 

 El páncreas es una glándula mixta que consta de un componente endocrino y 

exocrino (Figura 1.1B-C y 1.2). El páncreas está formado por un 85% de células 

acinares, un 10% de componentes de la matriz extracelular, un 4% de células ductales, 

células centroacinares y vasos sanguíneos, y únicamente un 2% de células endocrinas. 

 

 
Figura 1.2: Histología del páncreas. Sección histológica de 
pancreas de ratón donde se indican los principales compartimentos 
de la glándula. Figura adaptada de Nir T. 2005. 

 

1.2.1. PÁNCREAS ENDOCRINO 

 

 Las células endocrinas se agrupan formando los Islotes de Langerhans que se 

distribuyen por todo el páncreas (siendo más abundantes en la cola), y quedan rodeadas 

por los acinos. 

 

 Hay 4 tipos de células endocrinas en el páncreas que son las encargadas de 

producir y secretar hormonas (Figura 1C). 

 

 1. Células β: representan la población celular más abundante del islote (60-

80%); se localizan en el centro del islote y son las productoras y secretoras de insulina. 



  INTRODUCCIÓN 

 5

 2. Células α: representan la segunda población celular más abundante del islote 

(15-20%); se localizan en la periferia del islote y son las productoras y secretoras de 

glucagón. 

 

 3. Células δ: representan sólo un 5-10% de las células del islote; se localizan en 

la periferia del islote y son las productoras y secretoras de somatostatina. 

 

 4. Células PP: representan la población celular menos abundante del islote (1-

2%); se localizan también en la periferia del islote y son las productoras y secretoras de 

polipéptido pancreático. 

 

 Las hormonas insulina y glucagón tienen un papel importante en el metabolismo 

de la glucosa actuando a nivel sistémico y desempeñan un papel antagónico. La insulina 

es secretada por las células β al torrente sanguíneo al aumentar los niveles de glucosa en 

sangre después de la ingesta de comida. Este aumento sirve de señal a los tejidos diana 

(hígado, músculo y tejido adiposo) para utilizar la glucosa. Además, la insulina 

secretada inhibe la producción de glucosa por parte del hígado (de las reservas de 

glucosa en forma de glucógeno). La insulina tiene una acción paracrina, pero también 

autocrina, siendo capaz de inhibir la liberación de más insulina por parte de la propia 

célula β y de las que están a su alrededor. La secreción de glucagón, por el contrario, se 

estimula cuando los niveles de glucosa en sangre son bajos, movilizando las reservas de 

glucógeno del hígado. 

 

Por otro lado, la somatostatina actúa localmente de forma paracrina inhibiendo 

la secreción de glucagón e insulina por parte de las células α y β respectivamente, e 

inhibe también las secreciones acinares y ductales. El polipéptido pancreático también 

actúa de manera paracrina inhibiendo la secreción de enzimas digestivos por parte de las 

células acinares (292). 

 

1.2.2. PÁNCREAS EXOCRINO 

 

 El componente exocrino del páncreas representa más del 85% de la totalidad de 

la glándula. Está compuesto por lóbulos con forma de racimos de uva que se hallan 
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separados por septos de tejido conjuntivo que contienen vasos sanguíneos, linfáticos y 

nervios. Cada uno de estos lóbulos engloba numerosos acinos formados por masas 

tubulares o esféricas de células, que constituyen la subunidad funcional del lóbulo 

pancreático; estas células se juntan en una luz central, que es el origen del conducto 

secretor. Las luces de los diversos acinos de un lóbulo forman los ductos intralobulares, 

los cuales se unen para formar los ductos interlobulares, que convergen hasta originar el 

ducto pancreático principal. 

 

 El páncreas exocrino está formado por células acinares, células ductales y 

células centroacinares (Figura 1.1B). 

 

1. Las células acinares (que se agrupan en los acinos) son las responsables de la 

síntesis, almacenamiento y secreción de los enzimas digestivos. Las células acinares son 

células epiteliales, de forma piramidal, cuya base se apoya en una membrana basal y 

son células polarizadas (como el resto de células secretoras). Pueden ser células 

mononucleadas o binucleadas y el/los núcleos se localizan en la parte basal. El 

citoplasma de estas células contiene en su porción apical numerosas acumulaciones 

acidófilas denominadas gránulos de cimógeno, donde se acumulan los enzimas 

digestivos. En la superficie apical presentan microvellosidades. En la posición basal 

presentan un retículo endoplasmático rugoso muy abundante (lugar de producción de 

los enzimas digestivos), que le confiere una intensa basofilia. Entre el núcleo y los 

gránulos de cimógeno se encuentra un aparato de Golgi muy bien desarrollado, y 

distribuidas por toda la célula hay un elevado número de mitocondrias. En la región 

basal se localizan los receptores de hormonas y neurotransmisores que estimulan la 

secreción de los enzimas pancreáticos (Figura 1.3). 
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Figura 1.3: Esquema de los orgánulos intracelulares de una célula 
acinar pancreática. Figura adaptada de  

 

 En la membrana lateral las células acinares forman uniones estrechas, uniones 

adherentes y uniones de comunicación. Las uniones estrechas actúan como una barrera 

impermeable que impiden el paso de macromoléculas del lumen al interior del tejido 

pancreático. Estas uniones a su vez son permeables al paso de agua y iones entre el 

espacio intersticial y el lumen de los acinos. Las uniones adherentes permiten las 

interacciones célula-célula, localizándose próximas a la superficie apical. Las proteínas 

que forman estas uniones son las cadherinas, principalmente E-cadherina, que 

interacciona con el citoesqueleto de actina a través de β-catenina y α-catenina. Las 

uniones de comunicación conectan el citoplasma de las células adyacentes siendo 

permeables a moléculas pequeñas y permiten la transmisión rápida de cambios en el 

potencial de membrana. Las proteínas que forman estas uniones son las conexinas, y en 

los acinos especialmente la conexina 32 y 26 (247). 

 

 2. Las células centroacinares (que quedan más próximas a las células acinares) 

y las células ductales, son más pequeñas que las acinares, no contienen gránulos de 

cimógeno y su aparato de Golgi y retículo endoplasmático están escasamente 

desarrollados y, por ello, no son células activas en la síntesis de proteínas (92). Las 

células centroacinares y ductales son las encargadas de la secreción de agua y 

electrolitos (Na+, K+, HCO-
3…), siendo el bicarbonato el más abundante de todos. Esta 
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secreción de bicarbonato sirve para neutralizar la acidez del contenido luminal del 

estómago. Son células escamosas que presentan un núcleo en posición central y forman 

un epitelio simple columnar. Presentan también uniones estrechas y uniones de 

comunicación (Figura 1.4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.4: Esquema de los tres tipos 
celulares excocrinos y sus productos de 
secreción. Figura adaptada de ; 
www.fleshandbones.com/readingroom/pdf/1
05.pdf 

 

1.3. COMPOSICIÓN DEL JUGO PANCREÁTICO 

 

 El jugo pancreático contiene: agua, electrolitos (secretados por las células 

ductales y centroacinares) y enzimas digestivos (secretados por las células acinares). 

 

1.3.1. AGUA Y ELECTROLITOS 

 

 El jugo pancreático es isotónico y los electrolitos más abundantes son HCO-
3, 

Na+, K+ y Cl- y en menor medida Mg2+y Ca2+. La concentración de estos electrolitos es 

similar a la plasmática, pero el jugo pancreático es alcalino porque presenta un elevado 

contenido de bicarbonato (226). 
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 La función de la secreción alcalina del páncreas es servir de vehículo para el 

transporte de los enzimas digestivos pero también y junto con las otras secreciones 

alcalinas (biliares e intestinales) es neutralizar el jugo ácido que viene del estómago. 

Esto es importante por distintas razones: 

 

1. Los enzimas pancreáticos requieren un pH neutro o ligeramente alcalino para 

su actividad.  

2. La absorción de las grasas depende de la formación en el lumen intestinal de 

miscelas, proceso que solo tiene lugar a pH neutro o ligeramente alcalino. 

3. Protección de la mucosa intestinal, ya que un exceso de ácido en el duodeno 

puede dañar la mucosa e implicar la formación de úlceras. 

 

1.3.2. ENZIMAS DIGESTIVOS 

 
 Las células acinares producen, almacenan y secretan los enzimas digestivos que 

son vertidos a los ductos por exocitosis. Estos enzimas comprenden la mayoría de los 

enzimas implicados en la digestión de los alimentos ingeridos. La gran mayoría de estos 

son almacenados en forma de pro-enzima en los gránulos de cimógeno para evitar la 

auto-digestión del tejido pancreático como sucede en la pancreatitis. El páncreas 

exocrino es el órgano que presenta una mayor tasa de síntesis proteica, y 

aproximadamente el 80% de las proteínas sintetizadas son los enzimas digestivos y por 

ello se usan como marcadores de diferenciación pancreática acinar. 

 

Los 4 grupos principales de enzimas digestivos secretados por las células 

acinares son: amilolíticos, lipolíticos, proteolíticos y nucleolíticos (Tabla 1.1). 

 

Los enzimas más abundantes son los enzimas proteolíticos: tripsinógeno, 

quimiotripsinógeno, procarboxipeptidasa, proelastasa y proteasas. Debido a su potencial 

para digerir el propio tejido pancreático son secretadas como pro-enzimas inactivos y 

una vez en el lumen duodenal el tripsinógeno es activado por acción de la enteroquinasa 

secretada por la mucosa duodenal y se convierte en tripsina, la cual a su vez, es capaz de 

activar el tripsinógeno y también de convertir el resto de enzimas proteolíticos en sus 
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formas activas (Tabla 1.1). Las formas activas de estos enzimas son: tripsina, 

quimiotripsina, carboxipeptidasa y elastasa. 

 

El jugo pancreático también contiene inhibidor de tripsina, que protege al órgano 

de la posible auto-digestión por posibles residuos de tripsina que pudieran hallarse en 

los conductos pancreáticos. El resto de enzimas: α amilasa (enzima amilolítica), lipasa, 

fosfolipasa, carboxilesterasa (enzimas lipolíticas), desoxiribonucleasa y ribonucleasa 

(enzimas nucleolíticas) son secretadas por las células acinares en sus formas activas. 

 

Enzimas Activador 
Enzimas Proteolíticos  
Tripsinógeno Enteroquinasa, tripsina 
Quimiotripsinógeno Tripsina 
Proelastasa Tripsina 
Proproteasa E Tripsina 
Procarboxipeptidasa A y B Tripsina 
Enzimas Amilolíticas  
Amilasa  
Enzimas Lipolíticas  
Lipasa  
Profosfolipasa A2 Tripsina 
Colipasa  
Carboxilesterasa  
Enzimas nucleolíticas  
Ribonucleasas  
Desoxiribonucleasas  

Tabla 1.1: Lista de los enzimas digestivos sintetizados y 
secretados en las células acinares. La columna 1 muestra 
los enzimas digestivos agrupados según su sustrato, en la 
columna 2 se muestra el enzima que cataliza el paso de pro-
enzima inactivo a enzima activo. 

 

1.4. LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

1.4.1. SECRECIÓN DE LOS ENZIMAS DIGESTIVOS 

 

 El mecanismo de secreción de los enzimas digestivos en el páncreas se 

ilustra en la Figura 1.5. Los enzimas o precursores son sintetizados en el retículo 

endoplasmático rugoso, posteriormente se almacenan en las cisternas del retículo 

endoplasmático y unas pequeñas vesículas se liberan de las membranas de las cisternas 
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y se fusionan a las membranas del complejo de Golgi, formándose así pequeñas 

vacuolas condensadas que contienen los enzimas. Éstas se desplazarán hacia la zona 

apical aumentando su condensación y su acidofilia, denominándose entonces gránulos 

de cimógeno. La secreción de los gránulos requiere la fusión de la membrana del 

gránulo con la membrana plasmática apical de la célula acinar. Este proceso tiene lugar 

en cuatro pasos (Figura 1.6). Primero, los gránulos de cimógeno tienen que moverse del 

trans-Golgi a la región apical de la célula; este proceso requiere la actividad de los 

elementos contráctiles, como actina. Segundo, una vez en la región apical, los gránulos 

tienen que reconocer la membrana plasmática. Tercero, los gránulos se unen a la 

membrana y por último, se fusionan con la membrana apical. En este mecanismo de 

reconocimiento y fusión de los gránulos con la membrana están implicadas 

principalmente dos familias de proteínas, las proteínas SNAREs (Soluble N-

ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Receptor) y las proteínas G de la familia 

Rab. Las proteínas Rab están implicadas en el reconocimiento y unión del gránulo con 

la membrana y las proteínas SNARE están implicadas en la fusión proporcionando la 

energía necesaria para ésta (Figura 1.6). También juega un papel importante en la 

exocitosis, el citoesqueleto de la célula, tanto indirectamente, en el mantenimiento de la 

arquitectura y compartimentación de la célula, como directamente, proveyendo la fuerza 

motriz para el movimiento de los gránulos y para la regulación de la exocitosis. 

 

Las proteínas Rab son pequeños monómeros de proteínas G de la superfamilia 

de Ras. Un elevado número de proteínas Rab han sido identificadas en los gránulos de 

cimógeno de las células acinares: Rab 3D, 4, 5, 11, 27B (46, 123, 216, 217, 219, 287). 

Los más importantes en la exocitosis de los gránulos son Rab3D y Rab27B. Trabajos 

recientes de expresión mediante adenovirus que expresan dominantes negativos de 

Rab3D en acinos aislados, muestran que la secreción de amilasa en respuesta a CCK 

(ver apartado 1.4.2) se inhibe un 40-50% y sugieren que Rab3D juega un papel 

importante en la regulación de la unión de los gránulos de cimógeno con la membrana 

plasmática para su exocitosis (46). Sin embargo, el ratón knock-out (KO) de Rab3D 

carece de defectos en el proceso de secreción regulada por secretagogos, aunque se 

observan gránulos de tamaño muy grande. Este fenotipo sugiere un posible papel de 

Rab3D en la maduración de los gránulos de cimógeno, posiblemente previniendo la 

fusión de distintos gránulos (237). Recientemente, también se ha demostrado el papel de 
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Rab27B en la regulación de la exocitosis regulada, y no en la formación de los gránulos, 

con el uso de mutantes de Rab27B expresados con adenovirus (46). 

 

 
Figura 1.5: Mecanismo de secreción de los gránulos de cimógeno en la célula acinar 
pancreática. Figura adaptada de Pancreas exocrine function; 
www.fleshandbones.com/readingroom/pdf/105.pdf 
 

Las proteínas SNARE se localizan tanto en la membrana plasmática como en la 

membrana de los gránulos. Las v-SNARE se encuentran en los gránulos y se unen a las 

t-SNARE que hay en la membrana plasmática formando un complejo sináptico SNARE 

que permite la fusión de las membranas (Figura 1.6). En el páncreas se conocen las 

siguientes proteínas SNARE: VAMP-1 (sinaptobrevina), VAMP-3 (celulobrevina) y 

VAMP-8 (endobrevina) en los gránulos (80, 83, 288); Sintaxina 2 en la membrana 

plasmática apical, sintaxina 4 en la membrana basolateral, sintaxina 3 en los gránulos 

(80), y SNAP-23 en la membrana basolateral (84). VAMP-8 es muy importante para la 

exocitosis de los gránulos como se ha observado en el ratón KO, que muestra un 

bloqueo total en la exocitosis regulada y además las células acinares de estos ratones 

presentan tres veces más gránulos de cimógeno (288). Se han identificado las proteínas 

que formarían el complejo SNARE con VAMP-8, siendo éstas SNAP-23 (82, 119) y 

sintaxina 4 (288), aunque no queda muy claro todavía el mecanismo exacto con el que 

acontece. Por otro lado, parece que sintaxina 2 mediaría la fusión entre gránulo y 

membrana apical y sintaxina 3 mediaría la fusión entre gránulos (103).  
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Recientemente se ha descrito el papel de sincolina, una proteína presente en la 

membrana luminal de los gránulos, en la regulación de su exocitosis. El ratón deficiente 

para la expresión de esta proteína no tiene problemas en la secreción de amilasa, aunque 

presenta anomalías en la vía secretora tanto en la síntesis como en el transporte de los 

gránulos (8). Recientemente, otro grupo ha demostrado al contrario, que estos ratones 

presentan un defecto en la secreción de amilasa, la cual se inhibe un 50%, debido a un 

problema en la fusión secundaria de gránulos con otros gránulos que ya han iniciado su 

fusión con la membrana plasmática (289). 

 

 También juegan un papel importante en la secreción de los gránulos los 

receptores de proteínas cargo, que están asociadas a la membrana luminal del aparato de 

Golgi y son importantes para la selección de las proteínas desde el TGN (trans-golgi 

network) hasta la formación de los gránulos. Entre ellas, se ha descrito la importancia 

de pro-muclina (53, 54), que se procesa en el TGN a muclina y que une las proteínas 

que formarán los gránulos a pH ácido. Su sobreexpresión en una línea celular acinar de 

rata, AR42J, que no presenta secreción regulada y carece de gránulos, es suficiente para 

inducir la formación de éstos y la secreción regulada en respuesta a un estímulo (55). 

Además se ha descrito que a pH medio ácido pro-muclina se une a amilasa, pro-lipasa, 

pro-carboxipeptidasa A, pro-elastasa II y quimiotripsinógeno B. Estas uniones son pH 

dependientes y tienen lugar gracias a los grupos sulfato O-glicosilados de su cola 

luminal (C-terminal) (30). 

 

1.4.2. REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

 El control de la secreción exocrina y ductal del páncreas están reguladas por 

mecanismos hormonales (colecistoquinina (CCK), secretina, gastrina y somatostatina) y 

por mecanismos neurales, por neurotransmisores (acetilcolina (Ach) y polipéptido 

vasoactivo intestinal (VIP)) (Figura 1.7). 
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Figura 1.6: Esquema del mecanismo de secreción de los gránulos de cimógeno en el que se 
muestra el papel de las proteínas más importantes implicadas en la exocitosis. 1) 
Formación de las vesículas con los enzimas en el Trans-Golgi y desplazamiento de éstas a 
través de los microtúbulos gracias a proteínas motoras. 2) Reconocimiento de la membrana 
plasmática gracias a las proteínas Rab (que después del reconocimiento se disocian). 3) Unión 
del gránulo de cimógeno a la membrana a través de proteínas SNARE (v-SNARE en el gránulo 
y t-SNARE en la membrana) formándose el complejo SNARE. 4) Gracias a la formación del 
complejo SNARE tiene lugar la fusión del gránulo con la membrana plasmática y con ello la 
secreción de los enzimas digestivos. Figura adaptada del libro Physiology of the 
gastrointestinal tract, cuarta edición volumen 2, capítulo 53: 1358. 
 

1.4.2.1. CONTROL HORMONAL 

1.4.2.1.1. ESTIMULACIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

 La secretina, CCK y gastrina son hormonas secretadas por células del estómago 

y el duodeno en respuesta a la ingesta de comida y regulan la secreción pancreática. 

 

 La secretina es el más potente estimulador de la secreción del jugo pancreático, 

promoviendo principalmente la estimulación de la secreción hidroelectrolítica por parte 

de las células ductales. La secretina se produce en el intestino delgado proximal y el 

principal regulador de la liberación de ésta es el pH duodenal (166). La secretina 

también inhibe la secreción de insulina y glucagón. 

 

 La secretina y el VIP actúan sobre la célula acinar induciendo un incremento en 

los niveles intracelulares de AMPc (Figura 1.7) y este incremento potencia el efecto de 
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CCK y gastrina, de manera que la secreción de enzimas es mayor cuando los dos tipos 

de secretagogos actúan juntos.  

 

 La gastrina y la CCK estimulan la secreción y síntesis de enzimas digestivos 

actuando sobre el mismo receptor (Figura 1.7). CCK es secretada por células del 

intestino delgado proximal y su producción está estimulada por la presencia de ácidos 

grasos y Aa (aminoácidos) en el intestino. La gastrina es secretada por las células del 

estómago y su principal efecto es la estimulación de la secreción y la síntesis de 

enzimas digestivos en las células acinares a través del incremento del calcio intracelular. 

Pero la CCK también ejerce otras acciones como: estimular la liberación de enzimas de 

la mucosa del intestino delgado, como secretina, estimular el incremento del flujo biliar 

y estimular la liberación de polipéptido pancreático (PP). 

 

 La insulina, que es secretada por las células β del páncreas, actúa directamente 

sobre la célula acinar y potencia la respuesta secretora de la secretina en combinación 

con la CCK (183). Otros estimuladores de la secreción pancreática son la bombesina, la 

neurotensina y el óxido nítrico. 

 

1.4.2.1.2. INHIBICIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

 La regulación de la secreción pancreática depende de un equilibrio entre 

estímulos secretores e inhibidores. Los factores inhibidores de la secreción pancreática 

son mucho menos conocidos. La secreción de glucagón inhibe la secreción pancreática 

exocrina. Otras hormonas inhibidoras de la secreción exocrina son la somatostatina y el 

PP que actúan a través de mecanismos colinérgicos, y también el péptido YY y el 

péptido glucagón-like, liberados en el íleon y en el colon (225). 

 

 Por otra parte, la propia acción de las proteasas pancreáticas es capaz de regular 

la secreción pancreática por un mecanismo de retroalimentación; de este modo la 

administración intraduodenal de tripsina y quimiotripsina inhibe la liberación de CCK y 

de los enzimas digestivos. Por último, la secreción biliar también inhibe la liberación de 

CCK.  
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1.4.2.2. CONTROL NEURAL 

1.4.2.2.2. ESTIMULACIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

 El control neural de la secreción pancreática viene mediada por el sistema 

parasimpático y el sistema simpático. La estimulación de fibras colinérgicas en el 

nervio vago induce la secreción de enzimas y de hidroelectrolitos. Se han identificado 

receptores muscarínicos en las células acinares y además, parece que el papel del 

sistema colinérgico en la estimulación de la secreción pancreática se realiza a través de 

la modulación de la secreción de secretina y de CCK (225). 

 

1.4.2.2.1. INHIBICIÓN DE LA SECRECIÓN PANCREÁTICA 

 

 El sistema nervioso simpático inhibe la secreción pancreática endocrina y 

exocrina, sobretodo la secreción de agua y bicarbonato y este efecto se halla mediado, al 

menos en parte, por la producción de vasoconstricción. 

 

1.4.3. MECANISMOS INTRACELULARES DE CONTROL DE LA 

SECRECIÓN PANCREÁTICA. 

 
 El proceso de secreción de los enzimas digestivos por las células acinares está 

controlado fisiológicamente por hormonas y neurotransmisores (secretagogos). Para que 

tenga lugar la exocitosis de los gránulos, los secretagogos pueden inducir la secreción 

de manera dependiente de calcio o dependiente de AMPc (Figura 1.7). En general CCK 

y ACh al unirse a su receptor inducen un incremento de la concentración de calcio 

intracelular y una concomitante activación de la proteína quinasa C (PKC), teniendo 

lugar una exocitosis dependiente de calcio. Por otro lado el VIP y la secretina 

incrementan los niveles de AMPc que en otros tipos celulares inician o potencian la 

exocitosis. Trabajos recientes demuestran que en las células acinares ni la activación de 

PKC ni el AMPc, por si solos, pueden dirigir la exocitosis de los gránulos de cimógeno, 

pero que ambos pueden potenciar el efecto de la exocitosis calcio-dependiente (159). 

Aunque la activación de la PKC y el incremento de AMPc sí que pueden, por si solos, 

inducir la secreción hidroelectrolítica. 
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Figura 1.7: Mecanismos 
intracelulares de control de la 
secreción pancreática. La unión de 
los secretagogos a sus receptores 
(localizados en la membrana 
plasmática basal de la célula acinar) 
inducen la activación de proteínas G 
que conducen a la formación de 
mensajeros intracelulares (calcio y 
AMPc). La activación de los 
receptores de VIP y secretina y su 
unión con una proteína G (Gs), 
promueven la activación de la 
adenilatociclasa (AC) y la formación 
de AMPc, que activan a la 
fosfoquinasa-A (PK-A) la cual 
induce la secreción de agua y 
bicarbonato en las células ductales. 
Por otra parte, la activación de los 
receptores de bombesina, CCK y 
ACh y su unión con proteínas G 
(Gq), activa la fosfolipasa C (PLC). 

La PLC hidroliza el fosfatidil-inositol (P1-P2) y produce inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG). Este IP3 se une a su receptor en el retículo, liberando el calcio del orgánulo. Este calcio 
puede unirse a calmodulina (CAM) y se activan varias proteínas quinasas (PP, PK, PK-C) que 
favorecerán tanto la síntesis de enzimas digestivos como la exocitosis de los gránulos de 
cimógeno. Figura adaptada del libro Physiology of the gastrointestinal tract, cuarta edición 
volumen 2, capítulo 53: 1357. 
 

 Los receptores a los cuales se unen los secretagogos pancreáticos son proteínas 

G con 7 segmentos transmembrana (125) y se encuentran en la membrana basal de la 

célula acinar. Hay dos tipos de receptores para CCK, el A y el B. El receptor A es el 

más específico para CCK además de ser el más abundante en las células acinares de 

roedores, mientras que el receptor B une tanto CCK como gastrina. Los receptores de 

Ach son los receptores muscarínicos, siendo la isoforma 3 (M3) (126) la más abundante 

en las células acinares. 

 

 Por otro lado, las isoformas 2 y 3 del receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) 

son las más abundantes en los acinos. La isoforma 3 ha sido la más bien caracterizada 

en el páncreas. Este receptor está localizado en el retículo endoplasmático y media la 

movilización de calcio del retículo hacia el citoplasma en respuesta al segundo 

mensajero, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Se ha descrito que el ratón deficiente para 

ambas isoformas no secreta enzimas digestivos en respuesta a CCK, indicando el 

importante papel del IP3R2 y 3 en la secreción regulada (79). Se ha descrito que los 

almacenes de calcio intracelular de la zona apical de la célula (donde se encuentran los 
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gránulos de cimógeno) son más sensibles al IP3 de manera que esto permite una 

respuesta secretora localizada y rápida (125). 

 

1.4.3.1. Señales de calcio intracelular 

 

 Las señales de calcio que muchos mensajeros intracelulares producen pueden 

medirse con sondas fluorescentes unidas a grupos de ésteres de acetoximetil que una 

vez retenidas dentro de la célula son sensible a cambios de calcio que se pueden medir a 

tiempo real mediante microscopía de fluorescencia; así que la intensidad de 

fluorescencia de la sonda se corresponde a la cantidad de calcio en el citoplasma. 

 

 El calcio juega un papel central en el control de la secreción de los enzimas 

digestivos al mobilizarse de los orgánulos intracelulares donde se almacena en el 

citoplasma. Esta mobilización tiene lugar después de la unión de los secretagogos a sus 

receptores de la membrana plasmática de las células acinares, que implica la activación 

de distintas vías de señalización. 

 

En los acinos pancreáticos en presencia de colecistoquinina (CCK) o 

Acetilcolina (Ach), pueden tener lugar dos tipos de respuesta de las variaciones de 

calcio intracelular: una respuesta transitoria a concentraciones máximas de CCK de 10-

100 nM (Figura 1.8A) y de Ach de 200-500 nM o una respuesta oscilatoria a 

concentraciones bajas, casi fisiológicas, de 1-50 pM para CCK y de 50-400 nM para 

Ach (Figura 1.8B).  
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Figura 1.8: Gráficas que representan el aumento de la concentración de calcio citosólico 
en células acinares de páncreas cargadas con el indicador Fura-2 en respuesta a 
secretagogos. A) Concentraciones máximas de secretagogos inducen una respuesta transitoria 
de las concentraciones de calcio intracelular, que resultan en una salida rápida de calcio de los 
almacenes intracelulares que declina rápidamente hasta llegar al nivel basal inicial. B) Bajas 
concentraciones de secretagogos inducen una respuesta oscilatoria de las salidas de calcio de 
sus almacenes intracelulares. Figura adaptada de www.ciencia.cl. 
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2. DESARROLLO PANCREÁTICO 
 

El páncreas se desarrolla a partir de la mitad del período de gestación en el ratón, 

a partir de una yema dorsal y una ventral que emergen del endodermo intestinal 

primitivo a partir de E8.5 (Figura 1.9A) y posteriormente cuando tiene lugar la rotación 

del estómago y del duodeno las dos yemas se posicionan en el mismo lado y se 

fusionan, aproximadamente en el estadío E13-14, para dar lugar al páncreas (Figura 

1.9B). La yema dorsal dará lugar a la parte de la cabeza del páncreas, al cuerpo y la 

cola, y la yema ventral dará lugar al resto de la cabeza del páncreas. El epitelio 

pancreático es especificado por señales inductivas a E8.5 y a partir de este momento 

empieza a proliferar y tienen lugar un proceso de ramificación y morfogénesis. En el 

estadío de E9-10, se inicia la diferenciación del epitelio observándose las primeras 

células endocrinas asociadas al epitelio ductal. La aparición de las primeras células 

acinares tiene lugar pocos días después (E12-13). Posteriormente, el desarrollo 

endocrino tendrá lugar a partir de la migración de las células pre-diferenciadas de los 

ductos, que se organizan primero en pequeños grupos de células, que a partir de E17.5 

formarán islotes maduros. A E14-15 se distinguen histológicamente los ductos y los 

acinos. Post-natalmente, tiene lugar un incremento en la masa del páncreas durante las 

primeras semanas.  

 

 
Figura 1.9: A) El páncreas deriva del endodermo intestinal primitivo a partir de una yema 
dorsal y ventral. 1) Representación esquemática del páncreas en el estadío de E9-10 en el 
ratón. 2) Imágenes de inmunohistoquímica de muestras de embriones de ratón de los 
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correspondientes estadíos con un anticuerpo anti-Pdx1. Figura adaptada de Edlund H., 2002. 
B) Fusión de las yemas dorsal y ventral. 1) Páncreas ventral (a) y dorsal (b) que derivan del 
endodermo del tubo digestivo primitivo (c). 2) Rotación del páncreas ventral hasta quedar 
anclado junto al páncreas dorsal. 3) Fusión de ambas porciones Figura adaptada del libro 
Physiology of the gastrointestinal tract, cuarta edición volumen 2, capítulo 53: 1357. 
 

La inducción de la formación del páncreas está regulada por señales enviadas 

por las células y los tejidos vecinos. Durante el desarrollo embrionario, las yemas 

pancreáticas están en contacto con distintos tejidos, de manera que las señales que 

reciben durante su diferenciación no son las mismas. Inicialmente, el endodermo dorsal 

está en contacto con la notocorda, más tarde con la aorta dorsal y por último, con el 

mesénquima pancreático. En cambio, el endodermo ventral está en contacto primero 

con el mesodermo lateral y más tarde con el septum transversum, el mesodermo 

cardíaco, las venas vitelinas y por último, el mesénquima pancreático (Figura 1.10, 

Tabla 1.2). Las señales que regulan el desarrollo de la yema dorsal se conocen mejor 

que las que regulan la yema ventral. Para estudiar los factores y los tejidos implicados 

en el desarrollo del páncreas se han hecho muchos estudios in vitro con explantes en 

ensayos de recombinación de tejidos o bien con factores solubles. Para el estudio de las 

vías de señalización implicadas en la diferenciación pancreática han sido muy útiles los 

modelos animales genéticamente modificados. 

 

Páncreas Dorsal Páncreas ventral 
Notocorda Mesodermo lateral 
Aorta Dorsal Septum Transversum 
Mesénquima pancreático Mesodermo cardíaco 
 Venas vitelinas 
 Mesénquima pancreático 

Tabla 1.2: Resumen de los tejidos cuyas señales regulan la 
formación del páncreas, en orden cronológico. 

 

2.1. ESPECIFICACIÓN PANCREÁTICA TEMPRANA 
 

2.1.1. LA NOTOCORDA Y LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE HEDGEHOG 
 

Alrededor del estadío E8.5 el endodermo pancreático que dará lugar a la yema 

dorsal está en contacto con la notocorda hasta que tiene lugar la fusión de las aortas 

dorsales. En los cultivos de explantes de endodermo dorsal de pollo, en ausencia de la 

notocorda, no se observa la inducción de la diferenciación pancreática que se 
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reestablece en cultivos en que se reintroduce ésta. Esto indica que la notocorda envía 

señales permisivas para la diferenciación pancreática (140). Esta región del endodermo 

dorsal no expresa ni Sonic hedgehog (Shh) ni Indian hedgehog (Ihh), que se expresan 

en el endodermo adyacente que dará lugar a estómago y duodeno (108). Shh e Ihh son 

miembros de la familia Hh (hedgehog) (Figura 1.10); los distintos miembros de esta 

familia juegan un papel crucial durante el desarrollo embrionario en la diferenciación y 

la morfogénesis de distintos tejidos. 

 

 
Figura 1.10: Vía de señalización de Hh. A) Célula que responde a Hh en ausencia de 
Hh: En ausencia del ligando Hh, el receptor Patched (Ptch) se localiza en la membrana 
celular, donde inhibe la re-localización de las vesículas con Smo (Somothened) en la 
membrana. El factor de transcripción Gli está unido al citoesqueleto por un complejo de 
proteínas que incluye Fused (Fu), Supresor de Fused (Sufu) y Costal (Cos2). Hhip (Hh 
interacting protein) se encuentra en la membrana. B) Célula que responde a Hh en su 
presencia y célula que secreta Hh. La célula que secreta Hh, transcribe y procesa los 
ligandos Hh. La secreción de los ligandos procesados tiene lugar a través de Dispatched 
(Disp). El ligando secretado se une al receptor Ptch, que es internalizado, y las vesículas 
con Smo se re-localizan en la membrana. En la membrana, Smo activa vías de 
señalización que al final inducen la liberación de Gli de su unión con el citoesqueleto y su 
translocación al núcleo, donde actúa como activador transcripcional de genes diana de 
Hh. Hhip puede unir el exceso de ligando a la superficie celular. Se ha conseguido inhibir 
la vía de Hh en distintos puntos, a nivel del receptor Smo con ciclopamina, a nivel de 
ligando Hh con un anticuerpo anti-Hh y con una sonda antisentido para Gli. Figura 
adaptada de Lau J., 2006. 

 

La inhibición de la expresión de  Shh y Ihh en el endodermo pre-pancreático 

dorsal es muy importante, ya que se ha demostrado que la expresión ectópica de Shh 

bajo el control del promotor de Pdx1 en ratón induce la conversión de mesodermo 

pancreático a mesénquima intestinal (9). Se han identificado activina B y FGF2 como 

los factores secretados por la notocorda que inhiben la expresión de Shh e Ihh (Figura 

1.11A) (9, 108). El efecto principal de esta inhibición es la inducción de la expresión de 

Pdx1 en el endodermo pre-pancreático, que es un factor de transcripción con homeobox 
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que se expresa en progenitores pancreáticos, la ausencia del cual implica agénesis 

pancreática (130, 213). Pdx1, en el estadío de E8.5, no sólo se expresa en el endodermo 

pancreático dorsal y ventral sino que también se expresa en el endodermo duodenal y 

del estómago, pero el desarrollo pancreático sólo tiene lugar en aquella región en que la 

expresión de Shh está reprimida. La inhibición de la vía de señalización de Shh con 

ciclopamina (compuesto químico que bloquea la vía de señalización de HH) implica el 

desarrollo ectópico tanto de células endocrinas como exocrinas en el duodeno y el 

estómago (142). Por otra parte, en el ratón KO para Shh el desarrollo pancreático no se 

ve muy afectado, pero se observa una expansión del dominio pancreático tanto anterior 

como posterior (109) (Figura 1.11A).  

 

 
Figura 1.11: Interacciones secuenciales entre el endodermo primitivo intestinal y tejidos 
derivados del mesodermo. A) A E8 la notocorda (verde) está en contacto directo con el 
endodermo pre-pancreático dorsal, inhibiendo la expresión de Shh (amarillo), inhibición que a 
su vez permite la expresión de Pdx1. Los factores secretados por la notocorda que median esta 
inhibición son Activina B y FGF2. El endodermo adyacente expresa Shh (azul). También se 
observan el mesodermo lateral y las aortas dorsales que más tarde estarán en contacto con el 
endodermo pancreático dorsal. B) En el estadío de E8.5-9 se observa la formación de la yema 
dorsal y la yema ventral. Esta última estará en contacto con el septum transversum y expresará 
también Pdx1. Posteriormente el mesodermo cardíaco (rojo) induce la expresión de marcadores 
hepáticos (verde) en el endodermo primitivo intestinal que le queda más próximo. El 
endodermo pre-pancreático ventral que no recibe las señales del mesodermo cardíaco expresa 
marcadores pancreáticos (amarillo) por defecto. No todas las células del endodermo que 
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expresan Pdx1 darán lugar al páncreas (azul claro). La expresión de p48 (Ptf1a) junto con Pdx1 
define la región del endodermo que dará lugar al páncreas (amarillo). También el endotelio de 
los vasos sanguíneos manda señales al endodermo pancreático ventral para su diferenciación. 
C) A E9.5 el mesénquima rodea tanto el endodermo pancreático dorsal como ventral que 
estarán separados por el endodermo duodenal que expresa Shh. Figura adaptada d. Kim S  et 
al., 2000; 2002. 
 

2.1.2. CÉLULAS ENDOTELIALES: AORTA DORSAL Y VENAS VITELINAS 
 

 Posteriormente, la notocorda deja de estar en contacto con el endodermo pre-

pancreático porque tiene lugar la fusión de las aortas dorsales. Ahora pues, es la aorta 

dorsal la que está en contacto con el endodermo pancreático dorsal y esta interacción 

regula los siguientes procesos: la formación de la yema (40), el mantenimiento de la 

expresión de Pdx1 e insulina (153) y la inducción de la expresión de p48 (303), un 

factor de transcripción de la familia de bHLH que, como Pdx1, es clave para el 

desarrollo temprano del páncreas. Además, el contacto del endodermo pancreático con 

células endoteliales favorece la diferenciación endocrina en experimentos de 

recombinación del endodermo con endotelios de aorta, arteria umbilical y mesodermo 

lateral (153) (Figura 1.11A-C). 

 

También se ha descrito que las venas vitelinas podrían jugar un papel importante 

en el desarrollo del endodermo pancrático ventral, pudiendo tener un papel similar al de 

la aorta en el endodermo pancreático dorsal, en el mantenimiento de la expresión de 

Pdx1 y la diferenciación endocrina; pero no son necesarias para la inducción de p48 en 

la yema ventral (303). 

 

2.1.3. MESODERMO LATERAL, MESODERMO CARDÍACO Y SEPTUM 

TRANSVERSUM 

 

 Como ya se ha comentado, debido a las diferencias de posicionamiento entre la 

yema dorsal y la yema ventral, las primeras señales que recibe el endodermo pre-

pancreático ventral derivan del mesodermo lateral (Figura 1.11B). Experimentos en 

explantes de pollo demuestran que dichas señales son instructivas ya que por si solas 

inducen, en el endodermo anterior al pancreático, la expresión de distintos marcadores 

pancreáticos e incluso generan estructuras islet-like en el endodermo en cultivo (150). 
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Los posibles factores implicados en este efecto son miembros de la familia de BMPs 

(bone morphogenetic protein), ácido retinoico (RA) y activina, según ensayos in vitro 

donde mimetizan el efecto del mesodermo lateral. Aunque todavía no está claro si estos 

factores son los encargados de reprimir la expresión de Shh en el endodermo ventral. Se 

han hecho estudios in vitro de cultivo del endodermo pancreático ventral y se ha 

observado que no expresa Shh y que éste por defecto activa un programa de 

diferenciación pancreática. Si este endodermo se cultiva con mesodermo cardíaco o 

septum transversum el programa de diferenciación pancreático se reprime y se 

favorece la diferenciación hepática, hecho que apoyaría la hipótesis de un posible 

progenitor bipotencial hepato-pancreático en el endodermo ventral (58). FGF2 

(Fibroblast growth factor-2) y BMP4 se expresan en el mesodermo cardíaco y el septum 

transversum, respectivamente; así pues, se ha analizado el efecto de estos dos factores 

para identificar si eran los responsables de la decisión, por parte del precursor 

bipotencial, entre diferenciación hepática o pancreática (245). Se ha observado que 

FGF2 tiene un papel dual en la diferenciación pancreática, siendo necesario en el 

endodermo dorsal para la represión de Shh, (promoviendo la diferenciación 

pancreática), pero contrariamente su efecto fuera del dominio endodérmico pancreático 

promueve la expresión de Shh y también el destino hepático (Figura 1.11B). 

 

 Modelos de animales modificados genéticamente han demostrado que las vías de 

señalización implicadas en el desarrollo de las yemas no son tampoco las mismas. Por 

ejemplo, el ratón KO de Hlxb9 (104, 164) o Isl-1 (4) no desarrolla la yema dorsal 

mientras que la ventral no está afectada. Por otro lado, la inactivación de p48, que se 

expresa en los progenitores pancreáticos, implica un pobre desarrollo del árbol ductal 

dorsal, mientras que los progenitores de la yema ventral adquieren un destino intestinal 

(137). 
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2.2. CRECIMIENTO Y FORMACIÓN DEL ÁRBOL DUCTAL 
 

2.2.1. MESÉNQUIMA PANCREÁTICO (INTERACCIÓN EPITELIO-

MESÉNQUIMA) 

 

 Después de la especificación inicial del endodermo pancreático y la formación 

de las yemas tiene lugar el crecimiento de la yema y la formación del árbol ductal. En 

esta fase, el epitelio pancreático está en contacto con el mesénquima pancreático que 

lo envuelve (Figura 1.11B-C). Para la formación del mesénquima pancreático es 

necesaria la expresión  de Isl-1, Pbx-1 y N-cadherina (4, 68, 143). El ratón KO para 

Pbx-1 presenta hipoplasia pancreática dorsal y pérdida del desarrollo acinar. 

Experimentos de recombinación de tejido muestran que el epitelio dorsal del ratón KO 

de Pbx1 en contacto con mesénquima salvaje, rescata la diferenciación acinar, pero no 

el crecimiento del epitelio (141). 

 

 La interacción epitelio-mesénquima pancreáticos es muy importante para la 

diferenciación, proliferación, crecimiento y ramificación del epitelio pancreático, pero 

todavía no se conocen claramente las señales mesenquimales que causan estos efectos 

(65). Estudios iniciales en los años 70 indican que la mayoría de los efectos del 

meséquima están mediados por factores solubles secretados. Estudios in vitro con 

explantes de rudimentos pancreáticos de rata del estadío de E12.5 muestran que el 

epitelio pancreático por defecto, en ausencia de mesénquima, se diferencia a tejido 

endocrino y que en presencia de éste, se diferencía a tejido exocrino; así pues el 

mesénquima parece regular las proporciones relativas de tejido endocrino y exocrino 

(194). Recientemente, se ha descrito que el efecto del mesénquima sobre la 

diferenciación exocrina y endocrina puede venir mediada por la distancia entre epitelio 

y mesénquima (167); indicando quizás, un efecto concentración dependiente de los 

factores secretados por el mesénquima o el requerimiento de una interacción entre los 

dos tipos celulares. 
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• SUPERFAMILIA DE TGFβ (Transforming Growth Factor) 
 

Distintos miembros de la superfamilia de TGFβ (folistatina, TGFβ1 y activina 

A) son secretados por el mesénquima durante el desarrollo embrionario y están 

implicados en la diferenciación y proporción de los linajes tanto endocrinos como 

exocrinos. Tanto TGFβ1 como activina A favorecen la diferenciación endocrina e 

inhiben la diferenciación acinar tanto in vivo como in vitro (29, 139, 180). En cambio, 

folistatina es capaz de promover la diferenciación de células acinares a expensas de la 

diferenciación endocrina (194), y es capaz de mimetizar tanto las señales inductivas 

como represivas observadas con el mesénquima. Folistatina (Figura 1.12) es un 

inhibidor de diferentes miembros de la familia de TGFβ que se expresa en el 

mesénquima pancreático entre E10.5-12.5 y su expresión vuelve a detectarse en el 

epitelio pancreático e islotes a E18, expresándose en el adulto únicamente en las células 

β. Folistatina inhibe la función de Activina A, a la cual se une con elevada afinidad, 

aunque también puede unirse a Activina B, inhibinas y BMPs. El ratón KO de 

folistatina presenta defectos similares a los ratones deficientes para TGFβ y BMP5, 

aunque el fenotipo en el páncreas no ha sido caracterizado. 

 

 
Figura 1.12: Modelo propuesto de inhibición de la unión de activina por 
folistatina. Folistatina (FS) se une a activina de manera que ésta no puede 
unirse a su receptor y activar la vía de Smad y con ello la transcripción de sus 
genes diana. FS se une a los heparan sulfatos de los proteoglicanos de la 
membrana (sola o unida a activina) y posteriormente será endocitada y 
degradada en los lisosomas. Figura adaptada de www.ier.tokushima-u.ac.jp 

 

Los BMPs también juegan un papel importante en el desarrollo embrionario de 

distintos órganos. En el páncreas se expresan BMP4, BMP5 y BMP7 y sus receptores 
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BMPR-II, BMPR-1A y BMPR-1B (59). Se ha descrito la importancia de BMP4 como 

regulador de la expansión de los progenitores pancreáticos a través de la regulación de 

la expresión de Id2 (117). También se ha demostrado que la falta de expresión de BMP6 

resulta en agénesis pancreática y en una reducción del tamaño del estómago y bazo, 

además de la fusión del duodeno y el hígado (59). 

 

• FGFs (Fibroblast Growth Factor) y EGFs (Epidemal Growth Factor)  
 

 Otra vía de señalización importante es la de los FGFs (Fibroblast Growth Factor) 

y EGFs (Epidermal Growth Factor), factores que también son secretados por el 

mesénquima. El papel de los EGFs en el crecimiento y proliferación del epitelio 

pancreático se ha observado tanto in vitro como in vivo (41, 189). En el páncreas, se 

expresan en distintos momentos y a distintos niveles durante el desarrollo embrionario 

los siguientes FGFs: FGF1, FGF7, FGF9, FGF10, FGF11 y FGF18, así como sus 

receptores FGFR1b, FGFR1c, FGFR2b, FGFR2c, FGFR3b y FGFR4 (59). La vía de 

señalización de los FGFs ha sido implicada en el desarrollo de distintos órganos que son 

dependientes de interacciones epitelio-mesénquima (135, 272). Estudios independientes 

indican el papel de la vía de señalización de FGFs en el desarrollo pancreático y su 

importancia para la funcionalidad de las células β (21, 38, 106, 156, 195, 220). Cultivos 

in vitro con rudimentos pancreáticos demuestran el efecto proliferativo de distintos 

FGFs en el epitelio pancreático. Entre ellos se ha descrito que FGF7 no sólo tiene efecto 

en la proliferación del epitelio pancreático, sino que también mimetiza el efecto del 

mesénquima sobre la diferenciación acinar (194) y en cultivos in vitro la eliminación de 

éste implica la diferenciación de los progenitores al linaje endocrino (66). También se 

ha descrito que el ratón KO de FGF10, que se expresa en el mesénquima pancreático 

dorsal y ventral, presenta alteraciones en el crecimiento, diferenciación y ramificación 

pancreática (21). El principal defecto en estos ratones es la ausencia de expresión de 

Pdx1. Así, FGF10 permite mantener la expresión de Pdx1 in vivo e in vitro es capaz de 

restauran la expresión de Pdx1 en explantes de epitelio del KO de FGF10 que carecen 

de éste.  

 

Recientemente se ha descrito que FGF 7 y 10 son expresados por el mesénquima 

pancreático humano durante el desarrollo embrionario y que in vitro son capaces de 

inducir la proliferación de las células epiteliales pancreáticas (301). Además, se ha 
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analizado el efecto de la falta de expresión de FGF4 en ratón observando que tiene lugar 

una disrupción de la morfología pancreática, con reducción del tejido exocrino a unas 

pocas celulas dispersas y una interrupción del crecimiento del árbol ductal y de la 

formación de los acinos (59). 

 

2.2.2. ÁCIDO RETINOICO (RA) 
 

 Otra vía de señalización importante en el desarrollo pancreático es la del ácido 

retinoico (RA), que consiste en una familia compleja de ligandos y receptores 

implicados en numerosos procesos de diferenciación. Existen evidencias del papel de 

RA en el desarrollo pancreático en vertebrados no mamíferos (199). En el pollo, RA es 

suficiente para inducir la expresión de Pdx1 en el endodermo anterior al pancreático 

(150). Trabajos in vitro con rudimentos pancreáticos indican que RA induce la 

formación de acinos sin efectos obvios en el compartimento endocrino (132). Aunque 

datos más recientes indican que RA promueve la diferenciación endocrina a expensas 

de la exocrina en el páncreas dorsal de Xenopus, y en el páncreas ventral incrementa la 

expresión de genes exocrinos (47). Además, experimentos en pez zebra demuestran que 

RA es una señal instructiva del mesodermo que induce directamente la diferenciación 

de los precursores del páncreas endocrino (266). Por otro lado, recientemente se ha 

descrito que en los ratones deficientes para Raldh2 (enzima que controla la síntesis de 

RA) se observa una pérdida de la expresión de Pdx1 en el endodermo dorsal, indicando 

que el RA sintetizado en el mesénquima es necesario para el desarrollo del endodermo 

pancreático dorsal (179). 

 

2.3. DIFERENCIACIÓN DE LOS LINAJES ENDOCRINOS Y 

EXOCRINOS 

 

La diferenciación de los linajes celulares pancreáticos tiene lugar 

tempranamente en el desarrollo pancreático, iniciándose ya cuando las yemas 

pancreáticas empiezan a evaginarse (Figura 1.9A). Aunque está claro que todos los 

linajes pancreáticos derivan de un progenitor pancreático que expresa Pdx1 y p48, no se 

sabe mucho todavía sobre cómo se regula la decisión de estos progenitores de adquirir 
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un destino exocrino o endocrino. Se ha descrito que factores secretados por el 

mesénquima alteran la proporción de los tejidos exocrino/endocrino, pero no se conoce 

su influencia directa en la decisión de la adquisición del destino celular. 

 

2.3.1. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE NOTCH 
 

Otra vía implicada en la diferenciación pancreática, es la vía de señalización de 

Notch (Figura 1.14). En el caso de la diferenciación endocrina, determina el destino 

celular endocrino por la vía clasica de especificación por inhibición lateral (Figura 

1.13), que también se ha descrito que está implicada en otros procesos de diferenciación 

como la neurogénesis. 

 

Figura 1.13: Inhibición 
lateral. El proceso de selección 
de un precursor pro-endocrino 
tiene lugar por una señalización, 
a través de la vía de Notch, 
entre células vecinas del epitelio 
pancreático. Esta señalización 
tiene lugar a través del 
progresivo incremento de 
expresión de Ngn3 en las 
células en diferenciación 
(izquierda) y una débil 
expresión en las células vecinas 
(derecha). La señal lateral viene 

mediada por el ligando de notch (delta), cuya expresión es controlada por Ngn3. La expresión 
del ligando en las células en diferenciación activa el receptor de notch en las células vecinas, 
que a su vez activará la expresión del gen diana Hes1. Hes1 reduce la expresión de Ngn3 en 
estas células, silenciando otros inputs pro-endocrinos que pueda recibir esta célula. Figura 
adaptada de Jensen J., 2004. 

 

Se han hecho varios estudios con ratones transgénicos mutantes para distintos 

miembros de la vía de señalización de Notch que han permitido analizar el papel de esta 

vía en el desarrollo pancreático. Así pues, se ha descrito que la regulación a la baja de la 

vía implica la depleción de los precursores pancreáticos acompañada por un incremento 

de la diferenciación endocrina (10, 124). Este hecho se acompaña también con un 

incremento de la expresión de Ngn3, que es un factor de transcripción de la familia 

bHLH expresado exclusivamente en progenitores endocrinos, y cuya expresión 

disminuye durante la diferenciación (90). Además se ha observado que en el ratón 

transgénico que sobreexpresa un represor de la vía de Notch (Notch3), hay una 
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disminución de la expresión de p48 (10). Así pues se puede concluir, en base a estos 

experimentos, que la vía de señalización de Notch puede regular la especificación 

endocrina versus la exocrina. Aunque experimentos recientes muestran que la expresión 

del receptor de Notch1 constitutivamente activo (98) previene la diferenciación de las 

células acinares y atenúa el desarrollo endocrino. Esto indica un nuevo papel de la vía 

de Notch en el desarrollo pancreático, siendo éste el mantenimiento del estado 

indiferenciado de los precursores pancreáticos por un mecanismo distinto al de 

especificación por inhibición lateral (202). 

 

Trabajos recientes describen una estrecha relación entre el efecto de la vía de 

Notch sobre el desarrollo pancreático y el papel de FGF10. La sobreexpresión de 

FGF10 en ratones transgénicos implica hiperplasia pancreática y la inhibición de la 

diferenciación de todos los linajes pancreáticos (105, 211). En estos ratones las células 

epiteliales pancreáticas expresan marcadores característicos de progenitores 

pancreáticos y además Notch1, Notch2 y Hes1. Un modelo propuesto es que FGF10, 

que es expresado por el mesénquima pancreático, podría mantener la vía de Notch 

activa, permitiendo la expansión de los progenitores pancreáticos antes de que tuviera 

lugar la segunda transición (E13). Este hecho correlacionaría con el período de 

expresión de FGF10 que está comprendido entre E9.5 y E11.5. 

 

Figura 1.14: Vía de señalización de Notch. Los 
componentes básicos de la vía de Notch son los 
ligandos delta-like (Delta, Jagged y Serrate), el 
receptor Notch y los factores de transcripción tipo 
CSL (CBF1/RBPJκ/RBPL). Delta y Notch son 
proteínas transmembrana que contienen en su 
parte extracelular repeticiones de dominios EGF 
(marcadas como triángulos). La activación de 
Notch por sus ligandos implica la proteólisis de 
Notch en dos puntos de escisión (S2 y S3). La 
proteólisis en S3 implica la escisión del dominio 
intracelular de Notch (Notchintra), que se transloca 
al núcleo. Notchintra activa CSL y el complejo co-
represor de CSL (Co-R, rojo) es desplazado por 
un complejo activador que contiene Notchintra (Co-
A, verde) que media la activación de genes diana 
de Notch. En ausencia de Notchintra, CSL se asocia 
al complejo co-represor, que reprime la 
transcripción de los genes diana de Notch. Figura 
adaptada de EC. Lai., 2004. 
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2.3.2. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE WNT 
 

 Otra vía de señalización implicada en esta etapa del desarrollo pancreático es la 

vía de Wnt (Figura 1.15), que está implicada en interacciones epitelio-mesénquima y 

proliferación celular en distintos tejidos. La delección de β-catenina (un miembro de la 

vía de señalización de Wnt) en el páncreas, conduce a la ausencia de células acinares 

pero no altera la formación de los islotes ni la función de los linajes endocrinos (201), 

observándose sin embargo una reducción en el número de islotes (57). Esto indica que 

β-catenina juega un papel autónomo celular necesario para la especificación de las 

células acinares (201). La sobreexpresión de un dominante negativo de Frz8 (Frizzled, 

receptor de la vía de Wnt) en precursores pancreáticos altera el crecimiento del árbol 

ductal (227). Recientemente, se ha descrito que la estabilización de la expresión de β-

catenina durante el desarrollo temprano del páncreas implica una reducción de su masa 

por la pérdida de expresión de Pdx-1 en los progenitores pancreáticos, pero su 

estabilización en estadíos más avanzados implica un incremento de la proliferación 

celular y de la masa del páncreas. Esto sugiere, un papel espacio/temporal de la vía de 

Wnt en el crecimiento del órgano (110). 

 

 
Figura 1.15: Vía de señalización canónica de Wnt. En ausencia de señal 
(ligando) β-catenina se une a un complejo proteico formado por CKIα, GSK3β, 
APC y Axin que inducen la hiperfosforilación de β-catenina que es señal para 
su ubicuitinización y su degradación por el proteosoma. La unión del ligando de 
Wnt al receptor Frissled/LRP-5/6 implica la estabilización de β-catenina 
hipofosforilada, que se transloca al núcleo e interacción con los factores 
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transcripcionales TCF/LEF para activar la transcripción de los genes diana de la 
vía. Figura adaptada de  

 
 

2.3.3. INTERACCIÓN CÉLULA-MATRIZ EXTRACELULAR Y CÉLULA-

CÉLULA 

 

 También son muy importantes para la diferenciación de los linajes endocrinos y 

exocrinos las interacciones célula-matriz y célula-célula. La matriz extracelular (ECM) 

es un complejo molecular dinámico que sirve de andamiaje celular y juega un papel 

importante en la diferenciación, establecimiento de la polaridad celular, regulación de la 

proliferación y la supervivencia de distintos linajes. La habilidad de la ECM en el 

control del destino celular depende de su unión a una familia de receptores 

transmembrana, las integrinas. Estas se unen a los ligandos de la ECM formando 

agregados y se asocian al citoesqueleto intracelular y a proteínas señalizadoras en 

agregados multiproteícos denominados uniones focales. Muchos factores de 

crecimiento están físicamente asociados a las integrinas y su activación es necesaria 

para las vías de señalización de los factores de crecimiento. Las integrinas de la familia 

β1 se expresan en la mayoría de las células epiteliales y se unen a colágeno, 

fibronectina y laminina de la matriz extracelular (28). En la interfase entre el 

compartimento endocrino y exocrino existe una membrana basal (BM) que es una capa 

fina de ECM, que comprende mayoritariamente laminina y colágeno IV. Esta BM rodea 

tanto los acinos como los ductos, pero no los islotes. Éstos sólo presentan BM en las 

zonas que están en contacto con los capilares sanguíneos (110, 208).  

 

Se ha descrito la expresión de la laminina α1 en el epitelio ductal pancreático de 

estadíos comprendidos entre E13.5 y E17.5, pero no se detecta en el páncreas adulto. Se 

ha sugerido que esta laminina podría estar implicada en la proliferación del árbol ductal 

(a través de la integrina α6) y la diferenciación de los precursores pancreáticos (a través 

del α-distroglicano) (127, 285). En la BM de los acinos adultos, se expresa la laminina 

10 (α5β1γ1) y en los vasos sanguíneos del páncreas se detecta laminina 2 (α2β1γ1), 

laminina 8 (α4β1γ1) y laminina 10 (α5β1γ1). En el páncreas adulto, se expresa en los 

acinos y en los ductos la integrina α6β1; en ductos, acinos y islotes la integrina α3β1 y 

exclusivamente en los ductos la integrina α6β4 (127). 
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La importancia de la interacción de las integrinas con la ECM se ha descrito 

ampliamente cuando tiene lugar la formación de los islotes (248), ya que para su 

formación, los distintos tipos celulares que la componen migran desde el epitelio ductal 

hasta el mesénquima, y además dicha interacción también es importante para la 

proliferación y la diferenciación de las células β. La organización del islote se regula 

mediante integrinas, y la falta de la interacción de las integrinas como α6β1 con las 

ECM, provoca una pérdida de la respuesta a glucosa de las células β, como se observa 

en cultivos in vitro de islotes (28). Esta respuesta sólo se recupera si se cultivan con 

preparaciones de ECM. Recientemente, se ha demostrado que los precursores 

endocrinos y los islotes presentan una disminución de la expresión de muchas proteínas 

de la BM (191) y que las células endoteliales de los capilares sanguíneos son necesarias 

para la formación de la BM en estas estructuras. Además, se ha descrito que las señales 

de la BM vascular regulan la expresión de insulina y que la unión entre la β1-integrina 

de las células β con la laminina de la BM vascular estimulan la proliferación de estas 

células (208). 

 

Respecto al páncreas exocrino, se ha analizado la expresión de laminina-1 en la 

organogénesis pancreática, demostrando que ésta induce la diferenciación acinar y 

ductal (42). Se ha descrito recientemente en el adulto el papel de las lamininas α2 y α4, 

que son las más abundantes en la BM de los acinos, demostrando que son necesarias 

para la correcta localización en la membrana basal, de los receptores a los cuales se 

unen, distroglicano e integrina α6β4 (191). También se ha sugerido que la BM puede 

inducir la diferenciación y morfogénesis ductal en el epitelio pancreático indiferenciado 

(87).  

 

Además de las proteínas de la matriz extracelular son importantes para la 

formación del islote las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (193). Se han 

encontrado dos MMPs, MMP2 y MMP9, que se expresan durante el desarrollo 

pancreático, y su actividad en los islotes está regulada por TGFβ. 

 

 Varios estudios han demostrado que señales a través de receptores de EGF 

inducen la secreción de MMPs, y el nivel de MMPs activo está reducido en ratones 
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mutantes para el receptor de EGF (189, 283). Estos ratones presentan una morfología 

normal del páncreas, pero la organización y distribución de los islotes está alterada. Por 

lo tanto, la degradación de la matriz y su remodelación es crucial para la morfogénesis 

epitelial y la migración de los precursores endocrinos.  

 

 Las interacciones célula-célula son también necesarias para la correcta 

arquitectura del órgano. Estas interacciones están formadas por moléculas de adhesión 

independientes de calcio (CAMs) y dependientes de calcio (N, R y E-cadherina) (51, 

70, 246).  

 

2.4. FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN IMPLICADOS EN EL 

DESARROLLO PANCREÁTICO 

 

 El desarrollo pancreático es un proceso complejo que implica la integración de 

diferentes vías de señalización y también la expresión de distintos factores 

transcripcionales espacio-temporalmente. Algunos de estos factores juegan un papel 

dual, siendo importantes tanto tempranamente en el desarrollo para la especificación y 

diferenciación pancreática, como más tarde en el adulto para la funcionalidad y el 

mantenimiento del fenotipo diferenciado. En la Tabla 1.3 se citan los factores 

transcripcionales más importantes para el desarrollo pancreático, además de su patrón 

de expresión durante el desarrollo embrionario y en el adulto, así como el fenotipo de 

los ratones KO. La Figura 1.18 esquematiza los factores de transcripción más 

importantes para el desarrollo pancreático según un modelo jerárquico consensus de 

expresión génica necesaria para la progresión continua hacia un estadío de 

diferenciación más avanzado. 

2.4.1. Hlxb9 
  

 Hlxb9 es un factor de transcripción con homoeodominio que se expresa 

tempranamente a E8 tanto en el endodermo pancreático dorsal como ventral. En la 

yema dorsal su expresión precede a la de Pdx1 y en el adulto, su expresión se restringe a 

las células β. En el ratón KO para el gen de Hlxb9, el endodermo pre-pancreático dorsal 

no expresa Pdx1 de manera que no se inicia nunca la gemación de la yema dorsal (104, 
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158). El páncreas ventral sin embargo, se desarrolla normalmente hasta estadíos 

avanzados cuando Hlxb9 es necesario para la maduración de las células β. Así, en el 

páncreas adulto los islotes son pequeños y con un número bajo de células β. Esto 

demuestra que Hlxb9 actúa por encima de Pdx1 únicamente en la yema dorsal. 

2.4.2. Pdx1 
 

 Pdx1 es un factor de transcripción con homeobox, y un regulador crucial del 

desarrollo pancreático y de la diferenciación de los progenitores endocrinos y exocrinos 

(96, 97, 267). Pdx1, en el estadío de E8.5, no sólo se expresa en el endodermo 

pancreático dorsal y ventral sino que también se expresa (de manera más baja) en el 

endodermo duodenal y del estómago (Figura 1.16). En el estadío de E9.5, su expresión 

se observa tanto en la yema dorsal como en la ventral y su expresión se mantiene en 

todo el epitelio pancreático durante la formación de las yemas y el crecimiento del árbol 

ductal (E9.5-E13.5). A partir de la segunda transición, momento en el que la expresión 

de Pdx1 empieza a ser heterogénea, se expresa en el compartimento endocrino (E14-

15). Pdx1 en el adulto es detectable en células β a niveles elevados (213, 215), en 

alguna subpoblación de células δ y PP, y muy raramente en alguna célula α (95, 190, 

215). En el estadío de E13.5 hay co-localización de algunas células amilasa con Pdx-1, 

pero su expresión disminuye en células acinares y ductales en diferenciación, 

expresándose en el adulto en las células acinares a niveles muy bajos (99). 

 

 Se ha descrito que Pdx1 está implicado en la regulación de la expresión de 

insulina, polipéptido amiloide del islote (IAPP), glucoquinasa y Glut-2 (43, 228, 255). 

En las células δ, también regula la expresión de genes como somatostatina y en las 

células acinares regula la expresión de los enzimas digestivos formando parte de un 

complejo trimérico con Pbx1b y Meis2b, dos proteínas TALE (Figura 1.16). Este 

trímero coopera con PTF1 (ver apartado 2.4.3) para activar el enhancer del promotor 

del gen de la elastasa (171). Además, las células β no expresan Pbx1b y muy bajos 

niveles de Meis2; así pues, el complejo trimérico no se puede formar y la actividad de 

Pdx1 en estas células es independiente del complejo, de manera que la expresión de 

linaje celular específica de Pbx1b y Meis2 parece sugerir que estas proteínas TALE 

controlan la naturaleza de la actividad transcripcional de Pdx1 en las células exocrinas 

versus las endocrinas (270). 
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 Pdx1 interacciona físicamente con Pbx1 que es un miembro de la familia TALE 

de factores de transcripción con homeodominio que confieren especificidad de unión a 

otras proteínas con homeodominio. El complejo Pdx1/Pbx1 puede ser importante para 

discriminar la actividad de Pdx1 en el linaje endocrino y el exocrino, ya que la unión de 

este complejo difiere según se trate de genes endocrinos (insulina) y exocrinos 

(elastasa) (271). Pbx1 se expresa en el epitelio y el mesénquima pancreáticos y es 

importante para el desarrollo pancreático temprano ya el KO de Pbx1 presenta 

hipoplasia pancreática y reducción de la diferenciación tanto endocrina como exocrina 

(143). Además se ha descrito que el complejo Pdx1/Pbx1 es necesario para la 

proliferación de las células pancreáticas durante el desarrollo (64). 

 

 El ratón KO de Pdx1 es viable pero muere pocos días después de nacer. Estos 

animales presentan agénesis pancreática (130, 213). Durante el desarrollo, se inicia la 

formación de las yemas tanto dorsal como ventral pero luego tiene lugar una regresión 

de éstas. El mesénquima pancreático se desarrolla normalmente en el KO de Pdx1, pero 

el epitelio es incapaz de responder a las señales derivadas del mesénquima, necesarias 

para completar el programa de diferenciación (3). Unas pocas células insulina positivas 

se detectan tempranamente en el desarrollo del ratón KO (3) y aunque estudios de 

trazamiento de linaje revelan que las células endocrinas derivan de un precursor Pdx1, 

la presencia de células endocrinas en el desarrollo temprano indica que inicialmente el 

programa de diferenciación endocrino es independiente de Pdx1 o bien que existe una 

población endocrina de células α y β que se diferencia tempranamente de manera 

independiente a las células endocrinas que derivan del precursor Pdx1 (93, 111). Por 

otro lado la expresión ectópica de Pdx1 expande el dominio dorsal de los precursores 

pancreáticos (91, 114). 
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Figura 1.16: Inmunofluorescencia del 
endodermo pancreático del estadío E10 que 
muestra la expresión de Pdx1 y glucagón. El 
inicio del desarrollo pancreático se observa por 
la formación de dos yemas (una dorsal y otra 
ventral) a partir del endodermo primitivo 
intestinal. Se observa la expresión de Pdx1 
(verde) de manera elevada tanto en la yema 
pancreática dorsal como en la ventral y a niveles 
más bajos, en el endodermo duodenal. En el 
endodermo que dará lugar a la parte posterior 
del estómago la expresión es prácticamente 
nula. Se observa la expresión de glucagón (rojo) 
en la yema dorsal. Figura adaptada de Jensen J. 
2004. 
 
 

 

2.4.3. p48 (PTF1a) 

 

 p48 (también llamado Ptf1a) es un factor de transcripción de tipo bHLH que fue 

originalmente identificado en los años 90 como un factor de transcripción específico 

exocrino (146). p48 forma parte de un complejo transcripcional denominado Ptf1 

(Figura 1.17). Este complejo éstá formado por 3 factores de transcripción: 2 de la 

familia de los bHLH, uno de los cuales es ubicuo (E12/47 o HEB), y el otro es tejido 

específico (p48/Ptf1a) y por último un tercer factor denominado RBP-L (20). p48 fue 

inicialmente el único factor de transcripción descrito como específico del páncreas 

exocrino, aunque en los últimos años experimentos de trazamiento de linaje han 

demostrado que p48 se expresa en los progenitores pancreáticos, a partir de E9.5, que 

darán lugar a todos los linajes celulares epiteliales pancreáticos (137). Su expresión se 

restringe a las células acinares en diferenciación a partir de E14. Experimentos recientes 

también muestran que se expresa en regiones específicas del sistema nervioso central 

(cerebelo) y la médula espinal (88, 116, 254). Además, se expresa muy débilmente en el 

estómago (20). El ratón KO de p48 muere pocas horas después de nacer y carece de 

páncreas exocrino, mientras que las células endocrinas derivadas del páncreas dorsal 

migran y colonizan el bazo; además, el estudio de trazamiento de linaje ha demostrado 

que en ausencia de p48 los progenitores de la yema ventral adquieren un destino 

intestinal (137). En el adulto, p48 se expresa exclusivamente en las células acinares 

donde regula la expresión de los enzimas digestivos, formando parte del complejo 

PTF1, descrito anteriormente. Además, se ha descrito que, la sobreexpresión de p48 
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tanto en líneas celulares acinares pancreáticas y como no pancreáticas tiene un efecto 

antiproliferativo independiente del complejo PTF1 (239). 

 

 
Figura 1.17: Complejo PTF1 y complejo trimérico aumentador. Complejo PTF1 (específico 
acinar) formado por 2 factores de transcripción de tipo bHLH (E12/47 o HEB y p48) y RBP-L, 
que se une a las cajas A de los promotores de los genes acinares. Complejo trimérico formado 
por Meis2b, Pbx1 y Pdx1 que se une a las cajas B de los genes acinares y aumenta la actividad 
de PTF1. 
 

2.4.4. Mist-1  
 

 Mist-1 es un factor de transcripción de tipo bHLH que se expresa en el páncreas 

a partir de E10 en las células acinares en diferenciación donde juega un papel muy 

importante en la diferenciación terminal de estas células. La deleción del gen (128, 231) 

o la inhibición (247, 306) de la función de Mist-1 se traduce en una severa alteración en 

la arquitectura de la célula acinar, incluyendo pérdida de uniones de comunicación 

(pérdida de expresión de Cx32, cuya expresión se ha descrito que está regulada por 

Mist-1) (247) y uniones de adhesión intracelular (pérdida de la expresión de β-catenina, 

γ-catenina y α-catenina) (128, 247). Además, las células no presentan los gránulos de 

cimógeno en la parte apical debido a alteraciones en la polarización celular (128, 231). 

Respecto a la expresión de genes implicados en la vía de señalización activada por 

secretagogos se produce un incremento en la expresión de CCKAR y VAMP-2, y una 

pérdida de la expresión de IP3R3. Por último, destacar que además las células presentan 

una activación prematura de los enzimas digestivos (173). 
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 El ratón KO de Mist-1 desarrolla con el tiempo lesiones pancreáticas 

características de  enfermedades pancreáticas como la pancreatitis (173). Por ello, se ha 

propuesto este modelo animal como un modelo genético representativo de esta 

enfermedad. De hecho, la inhibición de la actividad de Mist-1 mediada por un 

dominante negativo induce metaplasia acinar-ductal (306).  

 

 Recientemente, se ha descrito que el ratón deficiente de Mist-1 también presenta 

alteraciones en las células β, con una disminución de la acumulación de la proteína 

Glut-2 y de la tolerancia a la glucosa. Así pues, la pérdida de un gen regulador del 

compartimento exocrino puede afectar al compartimento endocrino (72). 

 

2.4.5. Nkx2.2 y Nkx6.1 
 

 Nkx2.2 y Nkx6.1 son miembros de la familia de factores de transcripción NK2 y 

son reguladores de la diferenciación endocrina pancreática (269). Nkx2.2 se expresa 

tempranamente en las yemas pancreáticas y más tarde, restringe su expresión a las 

células β, α y PP. Nkx6.1 se expresa en las células β del adulto. La ausencia de 

expresión tanto de Nkx2.2 como Nkx6.1 implica la muerte del ratón poco después de 

nacer debido a una severa diabetes. En estos ratones, el páncreas carece de células β y 

presenta una disminución de células α, aunque el páncreas exocrino es histológicamente 

normal. El ratón KO de Nkx2.2 presenta un bloqueo de la diferenciación de los 

precursores endocrinos que expresan proteínas específicas del páncreas endocrino (N-

CAM, péptido amiloide…) pero no hormonas. El ratón deficiente para Nkx6.1 presenta 

una reducción selectiva de las células β manteniendo el resto de células endocrinas en 

una proporción normal (250). 

 

2.4.6. Hex 
 

 Hex es un factor de transcripción con homeobox que se expresa a partir de E8.5 

en las células en proliferación del endodermo lateral-ventral que darán lugar al páncreas 

ventral y al hígado. El ratón KO de Hex presenta defectos en el crecimiento del 

endodermo próximo al mesodermo cardíaco permitiendo sólo la especificación hepática 

pero no la pancreática. Sin embargo, cuando el endodermo pre-pancreático ventral se 
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aísla, previamente a su interacción con el mesodermo cardíaco y se cultiva in vitro, este 

activa genes pancreáticos tempranos mostrando que el endodermo mantiene la 

competencia intrínseca para iniciar el programa de diferenciación pancreática (27). 

2.4.7. Ngn3 
 

 Ngn3 es un factor de trascripción de tipo bHLH que juega un papel muy 

importante en el desarrollo endocrino, expresándose únicamente en los progenitores 

pancreáticos endocrinos (94). El KO de Ngn3 no desarrolla ninguno de los 4 linajes 

endocrinos pancreáticos y el páncreas exocrino es prácticamente normal, presentando 

solamente algún defecto en la polaridad celular (90).  

 

Estudios recientes sugieren que la vía de Notch está implicada en la regulación 

de la diferenciación pancreática tanto endocrina como exocrina. Notch restringe la 

expresión de Ngn3 a células dispersas en el epitelio pancreático. Estas células darán 

lugar a los linajes endocrinos, mientras que las células que no expresen Ngn3 se 

especificarán al linaje exocrino (ver apartado 2.3.1) (158). 

2.4.8. Beta2/NeuroD 
 

 Beta2/NeuroD es un factor de transcripción de tipo bHLH que regula la 

expresión del gen de la insulina en las células β. La expresión de Beta2/NeuroD se 

inicia a E9.5 en una pequeña población de células del epitelio pancreático que co-

expresan glucagón (203). A E14.5 se detecta su expresión en el epitelio ductal y a E17.5 

queda restringida a los islotes (205). El ratón deficiente para Beta2/NeuroD muere 

pocos días después de nacer por una elevada hiperglicemia debida a que los islotes que 

presenta son dismórficos con una reducción de células endocrinas (205). 

2.4.9. Isl-1 
 

 Isl-1 es una proteína con homeodominio de la familia LIM. Se expresa en el 

mesénquima dorsal a E8-9, en las células endocrinas a partir de E9 y en el adulto, en 

todas las células endocrinas. El ratón KO de Isl-1 bloquea el desarrollo pancreático 

tempranamente a E9.5 (229). El desarrollo del mesénquima dorsal está bloqueado y no 
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se desarrollan células endocrinas. Por el contrario, el mesénquima y epitelio ventral se 

desarrollan normalmente (4). 

2.4.10. Pax4 y Pax6  
 

 Pax4 y Pax6 son homeoproteínas con dominios paired-box. Pax4 se expresa a 

partir de E9-9.5 tanto en la yema dorsal como ventral y en el adulto se restringe su 

expresión a las células β. El ratón KO de Pax4 muere pocos días después de nacer por 

una severa hiperglicemia y deshidratación. Carece de células β y δ e incrementa el 

número de células α, lo que demuestra que Pax4 está implicado en la diferenciación de 

las células β y δ (263). 

 

 Pax6 se expresa en el epitelio pancreático a partir de E9-9.5 en la yema dorsal y 

ventral y en el adulto en los cuatro linajes endocrinos. Una mutación en Pax6 (Small 

eye) conlleva a una desorganización de los islotes y una reducción de los cuatro linajes 

endocrinos (249). Por otra parte, el ratón deficiente para Pax6 carece de islotes (265).  

 

 Estos modelos animales indican que tanto Pax4 como Pax6 juegan un papel 

importante en la regulación de la diferenciación terminal endocrina. 

 

2.4.11 MafA y MafB 

 

 MafA y MafB son factores de transcripción de los cuales se había descrito su 

importancia en el desarrollo de las lentes del ojo. Recientemente, se ha descirto que 

MafA se expresa en el páncreas sobre E14 en células β y Maf B se expresa un día más 

tarde en células α y β (12, 182, 222). 

 

2.4.12. IA1 

 

 IA1 es un factor de transcripción con dedos de zinc que se expresa en el epitelio 

pancreático alrededor de E10.5 (186), aumentando su expresión hasta E15.5 cuando su 

empieza a decaer desapareciendo totalmente a E18.5. Recientemente, se ha descrito que 

IA1 es diana directa de Ngn3, siendo un efector de las funciones de ésta ya que la 
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inhibición de la expresión de IA1 en el páncreas implica una reducción del 40% de 

células α y β (186). 

 

 
Figura 1.18: Esquema de los factores de transcripción más importantes implicados en el 
desarrollo y diferenciación pancreática. Este modelo no contempla los posibles circuitos de 
regulación entre los distintos factores de transcripción que se han descrito recientemente. 
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Factor de 
transcripción 

Patrón de expresión en el 
páncreas durante el 

desarrollo embrionario 

Patrón de 
expresión en el 
páncreas adulto 

Fenotipo del ratón KO en el 
páncreas 

Hlxb9 Expresión muy temprana E8-
9 en precursores pancreáticos 
y células β en diferenciación. 

Células β. Agénesis del páncreas dorsal y 
alteraciones en islotes del páncreas 
ventral. 

Pdx1 Elevada expresión en 
progenitores pancreáticos a 
E8-10 y células endocrinas en 
diferenciación. 

Elevada expresión 
en células β y baja 

expresión en 
células acinares. 

Agénesis pancreática, formación de 
un árbol ductal dorsal muy 
rudimentario que se detiene en 
E10.5. 

p48 Expresado en progenitores 
pancreáticos a partir de E9.5 
y posteriormente restringe su 
expresión a células acinares 
en diferenciación. 

Células acinares. Pérdida del páncreas exocrino. 
Pocas células endocrinas 
localizadas en el bazo. Los 
progenitores pancreáticos asumen 
un destino intestinal. 

Ngn3 Expresado a partir de E9 en 
progenitores pancreáticos 
endocrinos y deja de 
expresarse a partir de E13.5. 

No se expresa. Pérdida de todos los linajes 
endocrinos y polaridad acinar 
perturbada. 

Nkx2.2 Expresada a partir de E8.5-9 
en precursores pancreáticos 
endocrinos y posteriormente 
su expresión se restringe a 
células endocrinas en 
diferenciación. 

Células β, α y PP. Reducción del número de células 
β, α y PP. Las células β no 
expresan insulina. 

Nkx6.1 Expresado a partir de E9-9.5 
en progenitores endocrinos y 
posteriormente su expresión 
se restringe a células β en 
diferenciación 

Células β. Reducción del número de células 
β. 

Isl1 Expresado en el mesénquima 
dorsal a E8-9 y en las células 
endocrinas a partir de E9. 

En los cuatro 
linajes endocrinos. 

Pérdida del mesénquima dorsal y 
ausencia de células endocrinas 
diferenciadas. 

Pax6 Expresado en células 
endocrinas a E9 -9.5. 

En los cuatro 
linajes endocrinos. 

Disminución en el número de 
células endocrinas y reducción de 
la expresión de hormonas. 

Pax4 Expresado en progenitores 
endocrinos a E9-9.5. 

No expresado o 
expresado a muy 
bajos niveles en 

células β. 

Pérdida de células β y δ. 
Incremento de células α. 

NeuroD Expresado a partir de E9.5 en 
células endocrinas. 

En los cuatro 
linajes endocrinos. 

Disminución del número de células 
endocrinas y alteraciones en la 
polaridad de las células acinares. 

Mist1 Expresado a partir de E10 en 
células acinares en 
diferenciación. 

Células acinares. Alteración en la arquitectura de la 
célula acinar, pérdida de polaridad 
celular, expresión alterada de genes 
de la vía de secreción de enzimas 
digestivos y desarrollo de lesiones 
exocrinas con el tiempo. 
Disminución de Glut-2 y 
disminución de la tolerancia a la 
glucosa. 

Pbx1 Expresado a partir de E10.5 
en el mesénquima y epitelio. 
A partir de E14.5 se expresa 
en el mesénquima, el epitelio 
ductal y las células acinares. 

Todos los linajes 
pancreáticos. 

Hipoplasia pancreática, pérdida de 
la diferenciación endocrina, 
reducción en la expresión de Isl1 y 
Ngn3, y defectos en la 
diferenciación exocrina. 

Tabla 1.3: Tabla de los factores de transcripción más importantes para el desarrollo 
pancreático. Se indica el patrón de expresión durante el desarrollo embrionario pancreático y 
en el páncreas adulto, además del fenotipo del ratón mutante para cada factor. 
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3. PATOLOGÍAS PANCREÁTICAS EXOCRINAS 

 

 Las principales patologías pancreáticas son debidas a una insuficiencia funcional 

de la glándula y afectan tanto al componente exocrino como al componente endocrino 

del páncreas. 

 

 Las principales patologías que afectan al páncreas exocrino son: la pancreatitis 

aguda y crónica y el cáncer de páncreas; y respecto al páncreas endocrino la principal 

patología es la diabetes mellitus. 

 

3.1. PANCREATITIS AGUDA 
 

 La pancreatitis aguda es una enfermedad de elevada incidencia en los países 

occidentales de 10 a 20 casos por 100.000 habitantes por año. Alrededor del 80% se 

asocian a dos factores de riesgo: enfermedad del conducto biliar por cálculos 

obstructivos y alcoholismo. Otras causas frecuentes son algunas infecciones por virus, o 

por Mycoplasma pneumoniae, alteraciones metabólicas (ej: hipertrigliceridemia, 

hipercalcemia, isquemia aguda) y algunos fármacos (ej: sulfonamidas, furosemida, 

estrógenos y tetraciclina). 

 

 Las principales alteraciones asociadas a esta patología son consecuencia de la 

activación de los enzimas digestivos dentro del mismo órgano antes de liberarse al 

lumen intestinal. Dichos enzimas provocan la autodestrucción del tejido pancreático, 

proteólisis, edema, hemorragia intersticial por la destrucción de los vasos sanguíneos, 

reacción inflamatoria, necrosis de las células parenquimales y necrosis grasa por acción 

de los enzimas lipolíticos. 

 

 El tratamiento de la pancreatitis aguda se basa principalmente en el tratamiento 

del dolor con fuertes analgésicos y bloqueo de la secreción gástrica de ácido. 
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3.2. PANCREATITIS CRÓNICA 
 

 La pancreatitis crónica se caracteriza por brotes repetidos de inflamación 

pancreática leve o moderada, con la pérdida progresiva del parénquima pancreático y la 

substitución de éste por tejido fibroso. Histológicamente, la lesión se caracteriza por una 

reducción del número y talla de los acinos, con conservación relativa de los islotes 

cuando la lesión no es muy severa, aparición de complejos ductales, fibrosis de 

distribución irregular y obstrucción variable de los conductos pancreáticos. Suele 

encontrarse inflamación crónica alrededor de los lóbulos y conductos. El epitelio ductal 

puede aparecer atrofiado o hiperplásico o incluso mostrar metaplasia escamosa. 

 

La mayor parte de los episodios de pancreatitis crónica son secundarios a la 

ingesta de alcohol; el 70% de los casos mundiales de pancreatitis crónica son inducidas 

por alcohol. Este porcentaje puede ascender al 90% en aquellos países donde la ingesta 

de alcohol es elevada. Es difícil conocer los datos exactos sobre la incidencia y la 

prevalencia de la pancreatitis crónica, ya que es posible la existencia de casos no 

diagnosticados debido a que las manifestaciones clínicas de la enfermedad no son 

siempre evidentes ni precoces. De manera aproximada se podría decir que la incidencia 

de la pancreatitis crónica en el mundo occidental es de 4 casos por 100.000 habitantes 

por año. La causa más importante de pancreatitis crónica  es el alcoholismo, aunque hay 

otros factores de riesgo como la colelitiasi, el hipertiroidismo y la hiperlipidemia. Una 

pequeña proporción de casos se presenta sin factores etiológicos conocidos; en estos 

casos se la denomina pancreatitis crónica ideopática. Existe una pequeña proporción de 

casos de pancreatitis crónica hereditaria con un patrón autosómico dominante y es 

consecuencia de mutaciones en el gen del tripsinógeno catiónico (295). 

 

La relación entre la pancreatitis crónica y el cáncer de páncreas ha sido 

ampliamente estudiada (18, 19) y diferentes trabajos confirman que ambas patologías 

podrían estar asociadas un 5-10% de las veces. 

 

El tratamiento de la pancreatitis crónica está encaminado a mejorar la calidad de 

vida del paciente y se basa en, el tratamiento del dolor con distintos analgésicos y a la 
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mala absorción de los alimentos con la administración oral de medicamentos que 

contienen enzimas digestivos, que ya no son producidos por el páncreas.  

 

3.3. CÁNCER DE PÁNCREAS 
 

El cáncer de páncreas es la quinta causa de muerte por cáncer en los países 

desarrollados, a pesar de que su incidencia es tan sólo de 10 casos por 100.000 

habitantes por año. La elevada tasa de mortalidad del cáncer de páncreas es 

consecuencia de la dificultad de un diagnóstico temprano y de la agresividad del tumor. 

 

Se trata del cáncer en el cual se han producido menos avances terapéuticos en 

los últimos 30 años. La probabilidad de supervivencia después de 2 años de su 

diagnóstico es de menos del 5%. 

 

El factor de riesgo más importante es el tabaco. Otros factores de riesgo son la 

pancreatitis crónica, la historia familiar de cáncer de páncreas y algunos síndromes de 

cánceres hereditarios, el alcoholismo, la diabetes y ciertos hábitos alimenticios. 

 

Actualmente, el único tratamiento curativo para la enfermedad es el 

procedimiento quirúrgico Whipple, técnica que consiste en una 

pancreatoduodenoctomía parcial. Para tumores no resecables, el único tratamiento es la 

quimioterapia y la radioterapia. 
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4. MODELOS CELULARES ACINARES IN VITRO 
 

 En modelos de regeneración pancreática en el adulto, como la ligación del ducto, 

se ha observado que tiene lugar una transdiferenciación acinar-ductal. En la pancreatitis 

y el cáncer de páncreas también tiene lugar este tipo de transdiferenciación, denominada 

metaplasia acinar-ductal (26). In vitro, al intentar cultivar las células acinares aisladas se 

observa que éstas empiezan a perder la expresión de marcadores de diferenciación 

(amilasa y gránulos de cimógeno) y empiezan a expresar marcadores ductales 

(citoqueratina 20 (CK20)), teniendo lugar también una transdiferenciación acinar-ductal 

(11, 154). Se ha descrito que ésta transdiferenciación se inhibe en presencia de 

nicotinamida (241), manteniéndose el fenotipo acinar del 80% de las células. Distintos 

grupos han intentado optimizar las condiciones de cultivo para detener y/o modular está 

transdiferenciación acinar-ductal (241, 264). Si se cultivan las células acinares de ratón 

con medio CME o WHME se observan fenotipos claramente diferenciados (264). Con 

CME, las células forman colonias epiteliales y retienen los gránulos de cimógeno y el 

retículo endoplasmático aunque expresan tempranamente CK7 (citoqueratina 7), 

sugiriendo un estado de transdiferenciación intermedio. Con WHME, forman una 

monocapa que se desdiferencia a estructuras ductales-like, y se asocia con una pérdida 

de gránulos de secreción y marcadores de diferenciación acinar como amilasa. También 

se ha descrito en modelos de rata, que el tratamiento con dexametasona inhibe la 

pérdida de la expresión de amilasa obteniéndose así un estado de transición en que las 

células co-expresan CK20 y amilasa, además de encontrar también células que co-

expresan amilasa e insulina (240). Así pues, a pesar de los intentos de optimización de 

las condiciones de cultivo de las células acinares, no se ha conseguido inhibir el proceso 

de transdiferenciación acinar-ductal, aunque se han conseguido estudiar estadíos 

intermedios de ésta. 

 

 Existen muy pocas líneas celulares en cultivo con fenotipo acinar. Entre ellas, la 

línea celular AR42J que deriva de un carcinoma acinar de rata inducido químicamente y 

la línea 266-6 que deriva de un tumor pancreático inducido mediante la expresión de un 

gen de fusión de elastasa I y el antígeno SV-40 en ratón. Las células AR42J son 

diferentes a las células acinares al menos en tres características: proliferan rápidamente, 

sintetizan enzimas (pero raramente los almacenan en gránulos de cimógeno) y no 
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presentan secreción regulada, sino constitutiva. Además, presentan también 

características neuroendocrinas, como vesículas neuroendocrinas y neurotrasmisores; 

por ello se dice que estas células son anficrinas (48). Se ha descrito que en determinadas 

condiciones de cultivo pueden diferenciarse a células productoras de insulina (180, 

280), y el subclon AR42J-B13 puede transdiferenciarse a hepatocitos (256) y neuronas 

(218). Las células 266-6 expresan marcadores de diferenciación acinares (enzimas 

digestivos), pero han sido pobremente caracterizadas. Datos no publicados de nuestro 

grupo indican que estas células expresan también tránscritos de RNAm que codifican 

para marcadores endocrinos. 

 

 En conclusión, los modelos celulares de diferenciación acinar de los que se 

dispone son muy limitados. Una alternativa posible sería generar modelos in vitro de 

diferenciación acinar a partir de células madre con el fin de estudiar que vías de 

señalización y que factores de transcripción están mplicados en los distintos estadíos 

dicha diferenciación. 
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5: CÉLULAS MADRE 
 

5.1. ¿QUÉ ES UNA CÉLULA MADRE? 
 

 Dos características definen a las células madre; en primer lugar su capacidad de 

autorreplicación ilimitada, y en segundo lugar, su capacidad de diferenciación a uno o 

más tipos celulares especializados. Por lo tanto, el concepto de célula madre incluye un 

amplio rango de células con diferentes capacidades de proliferación y diferenciación. 

 

5.2. TIPOS DE CÉLULAS MADRE SEGÚN SU ORIGEN 
 

 De manera general se pueden clasificar las células madre según su origen en 4 

tipos: células madre de carcinoma (EC), células madre germinales (EG), células madre 

embrionarias (ES) y células madre adultas (Figura 1.19). Las tres primeras líneas 

celulares (EC, EG, ES) son pluripotentes y las células madre adultas pueden ser 

multipotentes o unipotentes. 

 

 Estudios in vivo demuestran que cuando las células ES y EG son introducidas en 

la masa interna del blastocisto, dan lugar a quimeras y contribuyen a la formación de 

todos los linajes del embrión. También se ha descrito que las células EC sólo en algunos 

casos pueden generar quimeras debido a la dificultad que tienen de colonizar la línea 

germinal (192). Esta incapacidad refleja el hecho de que las células EC tienen un 

cariotipo aneuploide inestable. Por otro lado, las células madre adultas no son 

pluripotentes, por lo cual no pueden formar quimeras. 

 

5.2.1. CÉLULAS MADRE DE CARCINOMA (EC) 
 

Las primeras células madre que se establecieron en los años 70 por Khan y 

Ephrussi, fueron las células madre de carcinoma (Figura 1.20), que derivan de los 

teratocarcinomas (74). Los teratocarcinomas son tumores complejos que contienen una 

mezcla de distintos tipos celulares diferenciados y una población de células 

indiferenciadas; de éste compartimento indiferenciado es del cual derivan las células 

EC. Estas células pueden expandirse de manera indefinida en cultivo y pueden 
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diferenciarse a todos los linajes derivados de las tres capas embrionarias (endodermo, 

ectodermo y mesodermo). Al ser células derivadas de un tumor presentan alteraciones 

genéticas y pueden perder la capacidad de diferenciación, por eso no son utilizadas para 

terapia (62). A pesar de esta limitación, el estudio de las células EC ha permitido 

entender mejor qué moléculas juegan un papel importante en el desarrollo embrionario 

y regulan la diferenciación de las células madre embrionarias. Además, la experiencia 

obtenida con las células EC permitió construir las bases para el desarrollo y el cultivo 

de las células ES. 

 

 
Figura 1.19: Tipos de células madre según su origen. Células madre embrionarias (ES), 
derivadas de la masa interna (ICM) del blastocisto. Células madre germinales (EG), derivadas 
del primordio germinal (PGC). Células madre de carcinoma (EC), derivadas de 
teratocarcinomas. Células madre adultas, derivadas de los tejidos adultos en los cuales residen. 
Figura adaptada de Donovan JP., 2001. 
 

5.2.2. CÉLULAS MADRE GERMINALES (EG) 
 

Las células madre germinales (EG) (Figura 1.20) derivan de las células del 

primordio germinal (PGC) de un embrión del estadío de E7.5. El cultivo de los PGCs 

con un cóctel específico de factores de crecimiento permite establecer el cultivo de las 

células EG, que pueden diferenciarse a todos los linajes derivados de las tres capas 

embrionarias y también, a las células germinales. Este proceso de conversión de los 

PGCs a células EG es un proceso similar al de reprogramación nuclear, en el cual un 

núcleo somático es reprogramado en el citoplasma de un óvulo convirtiendo el núcleo 
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de una célula nulipotente en un núcleo pluripotente (61). Por esto las células EG, junto 

con las células EC, fueron inicialmente de gran ayuda para entender qué factores de 

crecimiento y que vías de señalización eran necesarias para el establecimiento de las 

células madre embrionarias. 

 

 
Figura 1.20: Morfología de células EC, EG y ES en cultivo. Barra 100 μm. Figura 
adaptada de Wobus A., 2005. 

 

5.2.3. LAS CÉLULAS MADRE ADULTAS 
 

Las células madre adultas son aquellas que encontramos en el tejido adulto y 

cuya función es la regeneración y el mantenimiento de los linajes celulares del tejido en 

el cual se encuentran. En el tejido adulto, estas células se encuentran en un 

microambiente que permite su establecimiento, mantenimiento, activación y control. 

Estos nichos están compuestos, no sólo de células madre adultas, sino de las células 

diferenciadas del tejido y la matriz extracelular. En este microambiente, las células 

madre adultas reciben señales de las células somáticas diferenciadas, por interacción 

célula-célula, por el conjunto de factores que éstas secretan, y por último también por la 

interacción con la matriz extracelular (78). Así pues, cada célula madre adulta reside en 

un nicho específico del tejido en el cual se encuentra.  

 

La células madre adultas pueden diferenciarse a uno o más linajes del tejido del 

cual derivan (hablamos entonces de unipotencialidad o multipotencialidad), aunque en 

los últimos años distintos estudios han demostrado que las células madre adultas fuera 

de su nicho pueden diferenciarse a linajes celulares derivados de otros tejidos. A esta 

capacidad se la ha denominado plasticidad celular. Así pues, por ejemplo, las células 

madre de médula ósea pueden contribuir a la regeneración de cerebro (32), corazón 
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(223) y músculo (122) (Figura 1.22). Se han descrito distintos mecanismos por los 

cuales las células madre adultas pueden dar lugar a distintos linajes demostrando así su 

plasticidad (Figura 1.21). Aunque hay mucha controversia cuando se habla sobre la 

plasticidad de células madre adultas, ya que recientemente se ha demostrado que el 

hecho que tiene lugar no es una transdiferenciación celular sino una fusión celular, es 

decir, las células madre adultas adoptan el fenotipo de la célula del tejido por fusión 

espontánea (276) (Figura 1.22), aunque la frecuencia de este fenómeno es muy baja. 

 

 
Figura 1.21: Diagrama esquemático que describe el potencial y los mecanismos conocidos 
de plasticidad de las células madre adultas (A-E). Los círculos amarillos o verdes representan 
células madre adultas tejido específicas; los círculos azules representan células multipotentes; 
los círculos rojos y los hexágonos verdes representan células diferenciadas tejido específicas. 
Figura adaptada de Trucco M., 2005. 
 

5.2.3.1 Células madre adultas pancreáticas 
 

 Las células madre adultas se han identificado en varios tejidos como, en la 

médula ósea, intestino, piel, cerebro e hígado, entre otros. En el páncreas adulto tiene 

lugar la regeneración de las células β del islote, aunque no está claro todavía si este 

hecho acontece por neogénesis, a partir de una hipotética célula madre residente en el 

páncreas, o por autorreplicación de la propia célula β (63). En búsqueda del mecanismo 

de regeneración de las células β en el adulto, en los últimos cuatro años distintos 

estudios  han intentado confirmar la existencia de células madre adultas en el páncreas. 

De todos estos trabajos se han descrito como posibles células madre: 1) las células 

ductales; 2) células que expresan Ngn3; 3) PMPs (pancreas derived multipotent 

precursores) 4) células que expresan el filamento intermedio nestina y 5) las células 

acinares (Figura 1.23). 
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Figura 1.22: Evidencias descritas de plasticidad de células madre adultas 
de ratón. En la imagen se muestran los distintos linajes derivados a partir de 
células madre de la médula ósea como células del músculo esquelético, 
músculo cardíaco o hepatocitos. Figura adaptada de Report on stem cells, 
2001. 

 

 Inicialmente se describió que las células ductales en cultivo podían diferenciarse 

a células productoras de insulina (235) y más recientemente, se ha demostrado que las 

células ductales fetales pueden diferenciarse también a células productoras de insulina 

(214). Las células endocrinas derivan de un precursor pancreático que expresa Ngn3 y 

datos recientes indican la posibilidad de la existencia en el adulto de células que 

expresan Ngn3 y que también en el adulto sería marcador de una población de 

precursores endocrinos (93). En búsqueda de una población de células madre en el 

páncreas se han conseguido derivar precursores multipotentes pancreáticos (PMPs) de 

manera clonal (de islotes y de ductos) a partir de los cuales se pueden diferenciar linajes 

pancreáticos y neurales (252). Por último, muy recientemente experimentos de 
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trazamiento de linaje han demostrado que las células acinares pueden transdiferenciarse 

a células productoras de insulina en presencia de EGF y nicotinamida (15). 

 

También se ha descrito la posibilidad de que las células madre del páncreas sean 

células que expresan nestina, que es un filamento intermedio que fue inicialmente 

descrito como marcador de células madre neuronales. A pesar de que se ha descrito la 

diferenciación de células endocrinas (121), exocrinas y hepatocitos a partir de células 

pancreáticas que expresan nestina (307), ha habido mucha controversia sobre el uso de 

nestina como marcador de progenitores epiteliales pancreáticos. Sin embargo, trabajos 

recientes demuestran mediante trazamiento de linaje que las células nestina positivas 

marcan una población de precursores pancreáticos exocrinos durante el desarrollo 

pancreático (56, 69). También se ha demostrado que en el adulto durante la metaplasia 

acinar-ductal las células acinares se desdiferencian generando una población celular 

nestina positiva similar a la observada durante el desarrollo pancreático (185), aunque 

esta observación está pendiente de ser confirmada por otros grupos. 

 

Figura 1.23: Esquema 
general de las posibles 
fuentes de neogénesis de 
islotes en el páncreas adulto. 
a) Transdiferenciación directa 
de la célula acinar a célula β o 
indirectamente mediante la 
desdiferenciación de la célula 
acinar a célula ductal. b) 
Desdiferenciación de la célula 
ductal a célula β o presencia 
en el epitelio ductal de 
progenitores Pdx1+, 
subpoblaciones celulares 
específicas o PMPs. c) 
Proliferación de células β 
preexistentes en el islote o 
presencia de progenitores 
Ngn3+, o nestina+ o PMPs en 

los islotes. Figura adaptada de Street CN., 2004. 
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6. CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS (ES) 
 

 Las células madre embrionarias de ratón fueron aisladas por primera vez en 

1981 (71, 178), utilizando técnicas de cultivo basadas en la experiencia obtenida del 

cultivo de células EC. Las células ES murinas derivan de las células de la masa interna 

de un blastocisto antes de su implantación (3.5 dpc) (Figura 1.24). Las células ES 

pueden diferenciarse a todos los linajes celulares derivados de las tres capas 

embrionarias. Aunque las células de la masa interna tienen una vida corta en el embrión 

in vivo, pueden propagarse de manera indefinida en cultivo en un estado indiferenciado, 

creciéndolas en presencia de LIF (leukemia inhibitory factor) y/o sobre una capa de 

fibroblastos embrionarios (MEF) (294). 

 

 Para el establecimiento de las células ES a partir de las células de la masa 

interna del blastocisto (ICM), se aislan las células de la ICM y se transfieren a una placa 

de cultivo con medio rico en nutrientes y factores de crecimiento. Además estas células 

necesitan crecer sobre un soporte de fibroblastos fetales de ratón irradiados (MEFs) o 

inactivados con mitomicina para impedir su proliferación, sobre los cuales se adhieren y 

a su vez les suministran nutrientes. Las células forman colonias que luego son 

disgregadas y vueltas a poner en una capa de MEFs estableciéndose así los cultivos de 

células ES (Figura 1.24). Unos años más tarde, se derivaron líneas de células ES que no 

requieren co-cultivarse con células nodrizas ya que están adapadas al suplemento con 

LIF. Esta condición es suficiente para el mantenimiento de la pluripotencialidad y la 

capacidad de autorenovación de las células, como las líneas CGR8 y E14Tg2a (113, 

277). 
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Figura 1.24: Establecimiento de una línea de células ES 
en cultivo. 
 

 Las características principales de las células ES son: 

 

1. Son células indiferenciadas que pueden propagarse indefinidamente en 

cultivo, con capacidad clonogénica, es decir, una única célula es capaz de 

dividirse de manera simétrica y formar una población entera de células 

genéticamente idénticas a ella misma (Figura 1.20).  

2. Son células pluripotentes, que pueden diferenciarse a todos los linajes 

celulares derivados de las tres capas embrionarias: endodermo, ectodermo y 

mesodermo, y también a células germinales (Figura 1.25). 

3. Tienen un cariotipo diploide estable. 

4. Generan teratomas si se transfieren a ratones inmunodeprimidos. 

5. Capaces de integrarse en el blastocisto de un embrión en desarrollo y formar 

quimeras. 

6. Se caracterizan por la expresión de determinados marcadores de superficie e 

intracelulares, entre los cuales destacar, los antígenos específicos de superficie 

SSEA 1-4 (stage specific embryonic antigens), la expresión de factores de 

transcripción como Nanog (37) y Oct-4 (181), así como la expresión enzimática 
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de fosfatasa alcalina y telomerasa, la actividad de la cual podría explicar, en 

parte, la capacidad ilimitada de división de las ce´lulas ES.  

7. Además son células fáciles de modificar genéticamente. 

 

 
Figura 1.25: Tejidos derivados de las distintas capas embrionarias. 
Figura adaptada de Report on stem cells, 2001.  
 

 Con el fin de definir una célula madre en base a un perfil de expresión génica, 

concepto que se ha denominado stemness, en estos últimos años se ha trabajado mucho 

en el estudio de marcadores expresados y mecanismos o vías de señalización comunes 

en los distintos tipos de células madre. El interés por identificar marcadores 

característicos de células ES es debido a que los hasta ahora conocidos no se expresan 

exclusivamente en células ES y por ello es necesario analizar la expresión de una 

batería de marcadores. Los marcadores que se muestran en la Tabla 1.4 son los que se 

han ido describiendo como aquellos marcadores característicos de células madre 

embrionarias indiferenciadas. 

 

En estos años también se han estudiado las bases moleculares para el 

mantenimiento de la capacidad de autorenovación y el fenotipo indiferenciado de las 
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células ES. Se ha descubierto la importancia de la expresión de los factores 

transcripcionales Nanog (44, 196) y Oct4 (Octamer-binding transcription factor-4) 

(207) principalmente, pero también de Sox2 (14), FoxD3 (102) y la activación de la vía 

de señalización de Stat3 (signal transducer and activator of transcription-3) (181, 210, 

294). Más recientemente se ha descrito la importancia de los BMPs (bone 

morphogenetic protein) (302) y la vía de señalización de Wnt (251).  

 

Marcador Localización Expresión en células ES 
de ratón 

Fosfatasa alcalina Superficie ✔ 
CD9 Superficie ✔ 
CRTR-1 Intracelular ✔ 
EHOX Intracelular ✘ 
FoxD3 Intracelular ✔ 
Hsp27 Intracelular ✘ 
Nanog Intracelular ✔ 
Nucleostemin Intracelular ✔ 
Oct-4 Intracelular ✔ 
Pramel-4 Intracelular ✔ 
Pramel-5 Intracelular ✔ 
Rex-1 Intracelular ✔ 
Sox-2 Intracelular ✔ 
SSEA-1 Superficie ✔ 
SSEA-3 Superficie ✘ 
SSEA-4 Superficie ✘ 
Telomerasa Intracelular ✔ 
Thy-1 Superficie ✘ 

Tabla 1.4: Marcadores expresados en células ES de ratón: ✔ Marcador 
expresado en células indiferenciadas, cuya expresión decrece durante la 
diferenciación. ✘ Marcador que no se expresa en células indiferenciadas 
cuya expresión aumenta durante la diferenciación. 

 

Nanog, Oct4 y Stat3 son importantes para el mantenimiento de la capacidad de 

autorenovación y del estado indiferenciado de las células ES. Oct4 es necesario para la 

regulación del destino celular en el embrión, se expresa en la ICM y su expresión 

disminuye durante la diferenciación del trofoblasto. Nanog es importante para la 

especificación de las células pluripotentes del embrión temprano. Sox2 y FoxD3 están 
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implicados en el mantenimiento del epiblasto después de la implantación. La activación 

de Stat3 por LIF en las células ES en cultivo les permite mantener su capacidad de 

autorenovación (aunque LIF no es necesario durante el desarrollo embrionario). En los 

primeros estudios del mantenimiento del estado indiferenciado y la capacidad de 

autorenovación de las células ES se descubrió el papel crucial de Oct4 y Stat3 (LIF) 

(181, 210), pero más tarde se ha demostrado que la sobreexpresión de Nanog permite 

que las células ES mantengan su estado indiferenciado de manera independiente al 

estímulo de Oct4/Stat3. Por otra parte, también se ha observado en células que 

sobreexpresan Nanog que la capacidad de formar colonias incrementa en presencia de 

LIF, hecho que parece indicar que Nanog y Stat3 actúan de manera sinérgica (44, 196). 

Además se ha descrito recientemente que la presencia de nuevas señales en el suero 

contribuye a mantener la capacidad de autorenovación y que Stat3 no es suficiente para 

mantener esta capacidad (Figura 1.26). 

 

 
Figura 1.26: Combinación de vías de señalización implicadas en el 
mantenimiento del fenotipo indiferenciado y la pluripotencialidad de las 
células ES. Los receptores de superficie inician la activación de vías de 
señalización que afectan factores de transcripción implicados en la 
pluripotencialidad (Oct-4 y Nanog) y en la autorenovación (STAT3). Cuando LIF 
se une a su receptor (LIFR) tiene lugar la heterodimerización de éste con otra 
proteína transmembrana, glicoproteína-130 (gp130); esto implica la activación de 
quinasas que amplifican la señal y la dirigen hacia el núcleo. Además el 
heterodímero puede reclutar la tirosina quinasa janus (JAK) y la antifosfostirosina 
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quinasa inmunoreactiva (TIK) que fosforilan el heterodímero. Esta fosforilación 
implica la activación de la vía de STAT3. A nivel nuclear, STAT3, Oct-4 y Nanog 
activan o reprimen la expresión de genes implicados en el matenimiento de las 
células madre. La función de Oct-4 puede conectarse con la de otros cofactores 
como Sox2. Las integrinas, la vía de Wnt y los BMPs también están implicados 
en estos procesos. Figura adaptada de Yates A., 2005. 

 

 La activación de la vía canónica de Wnt también juega un papel importante en el 

mantenimiento del fenotipo indiferenciado ya que en ausencia de LIF es capaz de 

mantener la expresión de Nanog y Oct4 (251). Por último se ha descrito la importancia 

de BMP4, que contribuye al efecto de LIF activando el factor de transcripción SMAD4 

(similar to mothers against decapentaplegic homologue-4) que a su vez activa genes Id 

(inhibitor of differentiation). Se ha demostrado que la expresión de los Ids se induce por 

BMP/Smad en células neuroepiteliales, mioblastos y en cultivos de células ES en 

diferenciación (Figura 1.26) y que los BMPs bloquean la diferenciación neural mediante 

la inducción de Ids. 

 

 Recientemente también se ha descrito la importancia, en el mantenimiento del 

fenotipo indiferenciado y la capacidad de autorenovación de las células ES, de las 

proteínas del grupo Policomb (PcG) y de la estructura de la cromatina, es decir, su 

estado de compactación. Las PcG forman complejos represivos (PRCs) que se unen a la 

cromatina y mediante modificaciones epigenéticas de la estructura de la cromatina 

promueven el silenciamento de los genes (31, 161, 273). En las células ES, se ha descito 

la importancia del complejo represivo PRC2, que contiene entre otras proteínas EZH2, 

SUZ12 y EED (131), ya que no se han conseguido derivar líneas de células ES a partir 

de blastocistos deficientes para Ezh2 (67, 212). Además se han mapeado los sitios de 

unión al DNA de SUZ12 en el genoma humano, revelando que PCR2 se asocia a 

regiones que contienen genes reguladores de procesos de desarrollo que están 

reprimidos en las células ES (161). Asimismo, se ha descrito que en muchos de los 

casos las regiones del DNA a las que se une PCR2 son también regiones a las que se 

unen Oct4, Sox2 y Nanog, sugiriendo que la función de los PcGs sería la de mantener la 

represión de genes establecida en las células ES por Oct4, Nanog y Sox2. 
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6.1. UTILIZACIÓN TERAPÉUTICA DE LAS CÉLULAS ES 
 

 Actualmente, una de las limitaciones terapéuticas más importantes de la 

medicina regenerativa es la falta de órganos para el transplante. Por ello, para ciertas 

patologías la terapia celular podría ser una buena alternativa. Estas células pueden venir 

del propio paciente (autotransplante), de un donante de la misma especie 

(alotransplante) o de un donante de otra especie (xenotransplante). Las células 

diferenciadas especializadas son una herramienta óptima para corregir las funciones 

biológicas defectuosas, pero el problema principal es que tienen una capacidad de 

proliferación muy reducida, así que el número de células del cual se dispone es muy 

bajo. 

 

 Otra alternativa es el uso de células madre adultas, pero así como algunas de 

ellas están más bien caracterizadas, como las hematopoyéticas y las mesenquimales, hay 

otras que no lo están y son difíciles de identificar y de aislar, como las pancreáticas y las 

neuronales. Otro de los problemas de las células madre adultas es, en algunos casos, que 

su capacidad de diferenciación y su plasticidad es reducida (286). 

 

 Por este motivo, la utilización de las células madre embrionarias humanas para 

el desarrollo de nuevas terapias celulares es una estrategia prometedora. Por un lado, 

son una fuente importante de células debido a su inmortalidad y a su elevada tasa de 

replicación y por otro lado, debido a su pluripotencialidad son una posible fuente para 

los distintos linajes celulares. Los estudios con células madre de ratón apoyan el uso de 

células madre humanas, ya que las células diferenciadas derivadas de éstas al inyectarse 

en el órgano, normal o patológico, se integran en la estructura del órgano y en ciertas 

situaciones patológicas experimentales corrigen parcialmente y/o transitoriamente la 

función biológica defectuosa (35, 141, 144, 152, 184). Trabajos recientes con células 

ES humanas demuestran que, como las murinas, se integran eficazmente en el sistema 

nervioso (236, 305). 

 

 Así pues, parece posible el uso de las células ES humanas, para diferenciar in 

vitro un amplio espectro de linajes celulares especializados, susceptibles de ser usados 

en terapia celular para enfermedades degenerativas o debidas a la insuficiencia 

funcional de las células. Entre estas patologías, podrían encontrarse la diabetes, el 



  INTRODUCCIÓN 

 63

Parkinson, lesiones en la médula espinal, insuficiencias hepáticas, enfermedades 

cardiovasculares, distrofia muscular de Duchenne y ciertos cánceres.  

 

6.1.1. LIMITACIONES DEL USO DE LAS CÉLULAS ES CON FINES 

TERAPÉUTICOS 

 
 Para que sea posible el uso de las células ES humanas en terapia celular se 

tienen que solventar algunos obstáculos, para asegurarse de que no implican ningún 

riesgo para el hombre. Entre estos obstáculos cabe destacar (Figura 1.29): 

 

 1. Las posibles modificaciones genéticas y epigenéticas que pueden surgir a lo 

largo de los cultivos de estas células. 

 2. La obtención de poblaciones homogéneas diferenciadas en cultivo. 

 3. Asegurarse de la integración funcional de las células ES dentro del tejido. 

 4. Asegurarse de la compatibilidad inmunológica entre las células ES 

(donante) y el receptor, para que no haya problemas de rechazo. 

 5. Asegurarse de que el uso de estas células no pueda ser causa de la 

formación de tumores o transmisión de agentes infecciosos. 

 6. Solventar los problemas éticos que el uso de células ES conlleva. 

 

 Con el fin de intentar solucionar los límites que impiden actualmente el uso de 

células madre humanas en medicina regenerativa se están abordando distintas 

soluciones. 
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Figura 1.29: Objetivos a desarrollar para solventar las limitaciones de la terapia celular 
con células ES humanas. Figura adaptada de Report on stem cells, 2001. 
 

6.1.2. CONTROL DE LA DIFERENCIACIÓN IN VITRO DE LAS CÉLULAS ES 

EN UN TIPO CELULAR DE INTERÉS 

 

 La diferenciación in vitro de células ES se puede abordar con distintas 

estrategias: 

 

• La optimización de las condiciones de cultivo, con el uso de factores solubles 

inductores de la diferenciación. 

 

 Para mejorar las eficiencias de diferenciación hacia los diferentes linajes de 

interés, en los últimos años se ha trabajado en el uso de factores solubles inductores o 

inhibidores de ciertos programas de diferenciación, añadiéndolos al medio de cultivo. 

Igualmente se han cribado moléculas y drogas que activan vías de señalización 

específicas. 
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• Sobreexpresión de factores de trascripción implicados en el desarrollo 

embrionario.   

 

 También con el interés de mejorar las eficiencias de diferenciación se ha 

trabajado en la sobreexpresión de factores de transcripción en las células ES gracias a 

técnicas de ingeniería genética, introduciendo mediante vectores de expresión el cDNA 

del gen de interés. 

 

 Las técnicas empleadas para hacer de vehículo del transgen han sido 

principalmente, la transfección (mediante agentes químicos, lipolíticos o por 

electroporación) o la transducción mediante vectores virales (adenovirus y lentivirus). 

Estas técnicas permiten la expresión dels transgen de forma estable o transitoria, 

constitutiva o inducible y también regulada (controlada). Aunque la sobreexpresión de 

transgenes en células ES, no es fácil por distintos motivos. Primero, la eficiencia de 

transfección por los sistemas clásicos es muy baja y segundo, la expresión estable del 

transgen es difícil de mantener durante la diferenciación. Para solventar estos puntos se 

ha trabajado mayoritariamente en los últimos años en el uso de vectores virales y 

también con sistemas de expresión inducible mediante recombinación homóloga en el 

locus de ROSA26, usado por su accesibilidad a ser manipulado genéticamente y por su 

expresión ubicua. 

 

 Otro avance tecnológico que está siendo desarrollado es el de la aplicación de 

técnicas de interferencia de ARN (RNAi) con el fin de inhibir la expresión de genes de 

interés. 

 

• Selección del tipo celular de interés por marcadores de superficie o por selección 

genética 

 

 Las técnicas de citometría de flujo (FACS, fluorescent activated cell sorting) han 

permitido seleccionar los tipos celulares de interés en base a la expresión de marcadores 

de superficie específicos. 

 

 El uso de vectores de expresión, portadores de promotores específicos de los 

linajes celulares de interés que controlan la expresión de un gen de resistencia a un 
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antibiótico (i.e. Neomicina, higromicina), y/o la expresión de un gen reporter (GFP o 

LacZ) han permitido seleccionar genéticamente los linajes diferenciados de interés. De 

esta manera se pueden purificar las células diana, mediante la expresión del gen 

reporter y/o por la resistencia al antibiótico. 

 

• Uso de biomateriales (“scaffolds”) o cultivos en 3D (tres dimensiones) 

 

Más recientemente, se ha empezado a trabajar en la organización tridimensional 

de las células en diferenciación con las técnicas de ingeniería tisular. Con ello se 

favorecen los contactos entre células que son indispensables para la comunicación, 

diferenciación, maduración y organización de las células. Además los materiales usados 

para generar los andamiajes celulares podrían ser transplantados con ellas ya que en 

muchas ocasiones son biodegradables (76). Sobretodo, se han hecho estudios en este 

campo con células madre adultas para la diferenciación de osteoblastos y cardomiocitos. 

Otros grupos también trabajan en cultivos 3D con distintos componentes de la matriz 

extracelular, así como laminina, matrigel o colágeno (45, 169, 170). 

 

6.2. DIFERENCIACIÓN IN VITRO DE CÉLULAS MADRE 

EMBRIONARIAS (ES) 

 

 Para la diferenciación de las células ES in vitro muchos protocolos se basan en 

la eliminación de los agentes que permiten el mantenimiento del fenotipo indiferenciado 

(LIF y/o MEFs) y la supresión de la adherencia a la placa. En estas condiciones, las 

células ES forman agregados celulares, denominados cuerpos embrioides (EBs), que se 

pueden generar de varias maneras como, mediante la técnica de gotas colgantes (296), 

en cultivos en suspensión líquida en placas bacteriológicas (60) o con el uso de medio 

semisólido de metilcelulosa (291). Los EBs son estructuras tridimensionales similares a 

embriones en la etapa de post-implantación in vivo. Las células ES en el EB empiezan a 

diferenciarse mimetizando el proceso de gastrulación y contienen células de las tres 

capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo), pero cabe destacar que el 

EB carece de polaridad antero-posterior. Los precursores mesodérmicos y ectodérmicos 

se forman en el EB en pocos días, mientras que los endodérmicos requieren de cultivos 

más prolongados cuando en el EB se forma una cavidad y se vuelve cístico (1, 157) 
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(Figura 1.27). Esto indica que el proceso de formación de las tres capas embrionarias se 

reproduce in vitro.  

 

 
Figura 1.27: Diferenciación de las células ES en suspensión formando EBs. A) Imágenes 
de inmunocitoquímicas de las distintas capas embrionarias que podemos encontrar en un 
EB. a) Agregado celular (día 0). b) Los destinos celulares quedan en parte determinados por su 
posición en el EB. Las células de la masa interna a día 2 expresan Oct4 y mantienen su 
pluripotencialidad. c, d) Las células pierden la expresión de Oct4 y expresan spac (marcador de 
endodermo parietal) y AFP (marcador de endodermo visceral) a día 4. e,f) Posteriormente, 
tienen lugar cambios morfológicos y se forma una capa de células epiteliales (indicada con 
flechas) y se empiezan a expresar marcadores de ectodermo primitivo (Fgf5). g) Alrededor del 
día 4, las células pluripotentes empiezan a diferenciarse en células características de las tres 
capas embrionarias: mesodermo (branchyury), ectodermo y endodermo. Estas células pueden 
diferenciarse a los distintos linajes derivados de cada una de las capas. Barra = 75µM. B) 
Esquema de los distintos linajes celulares que se diferencian en los cuerpos embrioides 
(EB). Figura adaptada de Rathjen J. 2001. 
 

Tanto el tipo como la eficiencia de diferenciación de las células ES se ven 

afectados por parámetros como densidad celular, componentes del medio, factores de 

crecimiento, proteínas de la matriz extracelular, pH y osmolaridad. 
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 Las células ES de ratón se han conseguido diferenciar in vitro a linajes derivados 

de mesodermo, ectodermo, endodermo (Figura 1.28) y más recientemente al linaje 

germinal. 

 

6.2.1. DIFERENCIACIÓN A LINAJES CELULARES ECTODÉRMICOS 
 

 La diferenciación de las células ES a células neuronales fue publicada de manera 

independiente por 3 grupos en 1995 (17, 77, 268). Diversos estudios también han 

demostrado la capacidad de las células ES de generar precursores neuronales (165, 

221), neuronas serotonérgicas (75), GABAérgicas (160), glutaminérgicas (138), 

dopaminérgicas (160) y motoras (290). Además de células neuronales se han 

diferenciado a partir de células madre otros linajes de origen ectodérmico como, 

oligodendrocitos (34, 279) y astrocitos (275). 

 

6.1.2. DIFERENCIACIÓN A LINAJES CELULARES MESODÉRMICOS 
 

 Los linajes celulares derivados del mesodermo son los más fáciles de diferenciar 

a partir de células ES. El linaje más estudiado ha sido el hematopoyético (Keller 2005), 

pudiéndose diferenciar a partir de células madre tanto los linajes hematopoyéticos 

primitivos como definitivos (39, 136, 204, 209, 291). Además se han diferenciado 

células endoteliales (163, 238, 300), cardíacas (144, 176, 200, 297), adiposas (52), 

osteoblastos (23, 36) y condrocitos (145). 

 

6.2.3. DIFERENCIACIÓN AL LINAJE GERMINAL 
 

 La diferenciación de células ES al linaje germinal, tanto femenino como 

masculino, se ha demostrado recientemente. Se han diferenciado células similares a 

oocitos (120) y células germinales masculinas (85, 278). 
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6.2.4. DIFERENCIACIÓN A LINAJES CELULARES ENDODÉRMICOS 
 

 La diferenciación de las células ES a linajes endodérmicos se ha centrado 

principalmente en la diferenciación de células pancreáticas endocrinas (13, 24, 148, 

151, 257, 262) y hepáticas (100, 101, 129, 234). También se han conseguido diferenciar 

tirocitos (168), células intestinales (299) y células pulmonares (5). 

 

 La eficiencia de diferenciación de las células ES a linajes celulares derivados del 

endodermo es mucho más baja que la diferenciación a linajes ectodérmicos y 

mesodérmicos. Esta baja eficiencia es debida a la falta de marcadores específicos del 

endodermo definitivo. Los marcadores clásicos de endodermo definitivo (Foxa2, 

HNF3β, Gata4 y Sox17), de desarrollo hepático (α-fetoproteina y albúmina) y de 

páncreas (insulina y Pdx1) también se expresan en el endodermo visceral. El 

endodermo visceral deriva del endodermo extra-embrionario y éste no contribuye a la 

formación de los órganos. Debido a esta similitud en los perfiles de expresión es difícil 

distinguir el endodermo definitivo del visceral en los cultivos de células ES en 

diferenciación. Por otro lado, el suero fetal bovino (FBS) parece ser un buen inductor de 

la diferenciación mesodérmica pero no de la endodérmica (49, 149). Por último, los 

factores inductores específicos implicados en la diferenciación endodérmica son menos 

conocidos que los implicados en la diferenciación neuroectodérmica y mesodérmica. 

 

 Por ello en los últimos años distintos grupos se han centrado en el estudio de la 

diferenciación de las células ES en células del endodermo definitivo, con el fin de 

diferenciar a partir de ellas los distintos linajes derivados del endodermo. El principal 

problema ha sido definir que batería de marcadores identificaba correctamente al 

endodermo definitivo, expresándose muchos de ellos también en el mesodermo o 

mesoendodermo, entre ellos encontramos Foxa2, HNF3β, Gata4, Sox17, Mixl1, Gsc y 

Branchyury (49, 134, 149, 274). Los protocolos descritos para la diferenciación de 

células ES a endodermo definitivo se basan en el uso de Activina A en los cultivos así 

como bajas concentraciones o ausencia de FBS en el medio de cultivo. 
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Figura 1.28: Diferenciación in vitro de células ES. Células ES indiferenciadas (A), se agregan 
en suspensión formando cuerpos embrioides (EBs) (B), que contienen células de las tres capas 
embrionarias. Se muestran distintos tipos celulares diferenciados a partir de las células ES 
marcadas con un anticuerpo específico de tejido (entre paréntesis). C: cardiomiocitos (titin Z-
band epítopo). D: músculo esquelético (titin Z-band epítopo). E: músculo liso (α-actina de 
músculo liso). F: neurona (βIII tubulina). G: célula glial (proteína ácida fibrilar de la glía, 
GFAP). H: células epiteliales (citoqueratina 8). I: células pancreáticas endocrinas (insulina 
(rojo), péptido C (verde), insulina y péptido C colocalización (amarillo)). K y L: hepatocitos (K, 
albúmina; L, α1-antitripsina). Barras = 0.5 μm (H), 20 μm (I), 25 μm (C, D, E), 30 μm (K, L), 
50 μm (B, G), and 100 μm (A, F). Figura adaptada de Wobus A., 2005. 
 



  INTRODUCCIÓN 

 71

7. DIFERENCIACIÓN IN VITRO DE CÉLULAS ES A 
CÉLULAS β PANCREÁTICAS 
 

 En los últimos años varios grupos han trabajado en la diferenciación de las 

células ES a células β, siendo las primeras publicaciones del año 2000 (262). 

Esencialmente, los estudios han sido realizados en células ES de ratón que han servido 

de base para los estudios en células ES humanas. Las estrategias usadas para obtener 

células β a partir de células ES han sido múltiples y a veces combinando varias de ellas, 

de entre las cuales las principales han sido: 

 

 1. Diferenciación espontánea de las células ES. 

 2. Diferenciación a partir de células que expresan nestina. 

 3. Diferenciación mediante la utilización de factores de crecimiento. 

 4. Diferenciación mediante la sobreexpresión de factores transcripcionales. 

 5. Selección genética de las células diferenciadas. 

 

7.1. DIFERENCIACIÓN ESPONTÁNEA DE LAS CÉLULAS ES A 

CÉLULAS β 

 

 Las células ES tanto humanas como de ratón son capaces de diferenciarse de 

manera espontánea en células que expresan insulina, es decir, en ausencia de factores 

inductores de la diferenciación pancreática y de sistemas de selección (13, 133, 162, 

260, 262). Para la diferenciación de las células ES a células β se induce la formación de 

EBs, ya que como, se ha comentado en el apartado 2, el páncreas deriva del endodermo 

y con los EBs ya se obtiene el paso inicial e indispensable de formación de células 

endodérmicas. 

 

 El protocolo de diferenciación espontánea consiste en eliminar el LIF del medio 

de cultivo e inducir la formación de los EBs, mediante la técnica de gotas colgantes o 

mediante agregación espontánea. Según los protocolos estos EBs se mantienen en 

suspensión entre 2 y 8 días y posteriormente se cultivan en condiciones adherentes 

durantes períodos de 7 a 28 días. 
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 En estas condiciones de diferenciación espontánea la eficiencia de 

diferenciación de las células ES a células que expresan insulina es muy baja siendo 

según los protocolos del 0,1% (133, 260), 1% (262) o como máximo del 2% (162). 

Además las células obtenidas son inmaduras, considerándose por eso células β-like, 

porque el contenido de insulina por célula es del 0,01% (262) en comparación con una 

célula β y son incapaces de secretar insulina en respuesta a glucosa (13, 260).  

 

 También se ha demostrado que al inducir la diferenciación espontánea de las 

células ES, la cinética de expresión de genes reguladores del desarrollo pancreático 

sigue una jerarquía reminiscente a la que tiene lugar durante el desarrollo embrionario 

(133, 261), lo que permite hipotetizar que se podrían propagar dichas células y con el 

uso de factores solubles activar vías de señalización adecuadas para la diferenciación al 

linaje celular de interés. 

 

7.2. DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS β A PARTIR DE CÉLULAS 

QUE EXPRESAN NESTINA 

 

 Debido a las similitudes que hay entre las células neuronales y las células 

pancreáticas endocrinas y también el hecho de haberse detectado la expresión de nestina 

(filamento intermedio utilizado como marcador de células madre neuronales) en el 

páncreas (121), distintos grupos han estudiado la posibilidad de obtener células 

productoras de insulina mediante la selección de células nestina, usando los protocolos 

de diferenciación inicialmente descritos para la diferenciación de neuronas (160). 

Lumelsky et al. fueron los primeros en abordar esta estrategia, obteniendo un 15% de 

células que expresan insulina 2, pero el contenido de insulina por célula es 50 veces 

menor que el de una célula β. Además no expresan ni insulina 1 ni Pdx-1, y no 

normalizan la glicemia en ratones diabéticos. A pesar de la ausencia de funcionalidad de 

las células generadas, distintos grupos trabajaron sobre el protocolo de Lumelsky 

intentando mejorarlo (25, 115, 197, 198, 253) (Figura 1.30). 

 



  INTRODUCCIÓN 

 73

Aún así, los resultados obtenidos no son significativamente mejores en cuanto al 

contenido de insulina por célula y a la normalización de la glicemia en ratones 

diabéticos. Incluso se observa en algunos casos que las células que expresan insulina 

son apoptóticas (25, 253). Este hecho generó mucha controversia debido a que no 

estaba claro si la insulina presente en las células era producida por éstas o endocitada 

del medio de cultivo, proponiéndose validar la expresión de novo de insulina mediante 

la coexpresión del péptido C, demostrando que la insulina detectada en las células no 

era sintetizada de novo sino que parece ser endocitada del medio de cultivo (233). 

 

Sin embrago, recientemente otros estudios han intentado optimizar estos 

protocolos teniendo en cuenta dichas limitacions (22, 24) (Figura 1.30). Las 

conclusiones principales de estos trabajos proponen que la eliminación de ITSFn y 

FGF-2 del medio de cultivo durante la preselección de los progenitores pancreáticos que 

expresan nestina y antes de la inducción de la diferenciación pancreática incrementa la 

eficiencia de diferenciación de células ES a células que expresan insulina y péptido C y 

disminuye el porcentaje de células apoptóticas (24). 
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Figura 1.30 A: Comparación de 5 protocolos usados para la diferenciación de células ES a 
células productoras de insulina a partir de células que expresan nestina. Las imágenes de la 
parte inferior muestran inmunofluorescencias de insulina o péptido C/insulina según el 
protocolo. Protocolo 1: Hay poblaciones celulares que expresan insulina (rojo) y otras que 
expresan péptido C (verde) pero no hay nunca coexpresión. Protocolo 2: Después de la etapa 5 
se observan grupos de células que expresan péptido C (rojo), pero nunca hay coexpresión con 
insulina (Dox, doxiciclina). Protocolo 3: Se observa coexpresión (amarillo), indicada con la 
punta de flecha, de péptido C (verde) con insulina (rojo). La flecha indica células que expresan 
insulina con núcleo condensado, que es signo de apoptosis. *= replaqueo en poly-L-
ornitina/laminina o poly-L-lisina/laminina. Figura adaptada de Kania G., 2004. 
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Figura 1.30 B: Comparación de 5 protocolos usados para la diferenciación de células ES a 
células productoras de insulina a partir de células que expresan nestina. Las imágenes de la 
parte inferior muestran inmunofluorescencias de insulina o péptido C/insulina según el 
protocolo. Protocolo 4 a, b: No se observa marcaje de péptido C y las células que expresan 
insulina (rojo) parecen ser apoptóticas. Protocolo 4c: Se observa coexpresión (amarillo) de 
péptido C (verde) e insulina (rojo), después de añadir un inhibidor de PI3K (fosfoinositol 3 
quinasa) al medio de cultivo. Protocolo 5: Se observa coexpresión (amarillo), indicado con la 
cabeza de flecha, de péptido C (verde) e insulina (rojo). Pero también se observan células que 
expresan insulina y no péptido C, marcadas con la flecha, estas células podrían ser apoptóticas, 
si bien en un número inferior al de los otros protocolos. *= replaqueo en poly-L-
ornitina/laminina o poly-L-lisina/laminina. Figura adaptada de Kania G., 2004. 
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7.3. UTILIZACIÓN DE FACTORES DE CRECIMIENTO PARA LA 

DIFERENCIACIÓN 

 

7.3.1. UTILIZACIÓN DE FACTORES DE CRECIMIENTO CONOCIDOS 
 

 El conocimiento sobre el desarrollo embrionario ha permitido en estos últimos 

años diseñar protocolos de diferenciación de células ES a células β, basados en el uso 

de factores de crecimiento y moléculas de señalización implicadas en el desarrollo 

pancreático in vivo. Entre ellos encontramos: activina A, ácido retinoico, GLP-1, 

extendina-4, activina βB, nicotinamida, TGF-β1, TGF-β2, FGF7, FGF10, FGF-2, 

EGF. 

 

 Distintos miembros de la familia TGFβ se expresan en el páncreas durante el 

desarrollo embrionario entre E12 y P0 con distintos niveles de expresión como TGFβ-1, 

TGFβ-2 y TGFβ-3. Recientemente, se ha demostrado que TGF-β2 induce la 

diferenciación de las células ES a células que expresan Pdx-1 (259). También, se ha 

descrito extensamente que activina A juega un papel importante en la formación del 

endodermo definitivo (112, 150). Su uso en los cultivos de células ES en diferenciación 

(49, 149) aumenta induce la diferenciación endodérmica. 

 

 El ácido retinoico (RA) es un inductor de la formación del mesodermo, 

ectodermo y juega también un papel importante en la formación del páncreas. Se ha 

demostrado que RA puede regular la diferenciación de las células ES a células que 

expresan Pdx1, marcador de precursores pancreáticos (188). Recientemente, se ha 

demostrado que el uso de RA en combinación con Activina A induce la diferenciación 

de las células ES a células productoras de insulina (258). 

 

El FGF-2 y activina βB son expresados por la notocorda y se ha descrito que 

activina βB es capaz de mimetizar la acción de la notocorda sobre el endodermo durante 

el desarrollo, inhibiendo la expresión de Shh en el territorio del endodermo pre-

pancreático (108). En cultivos de células ES se han usado anticuerpos dirigidos contra 

Shh para inhibir la proteína, así como ciclopamina (compuesto químico que bloquea la 
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vía de señalización de Hh) (162) observándose un incremento en la expresión de 

marcadores endocrino (162). 

 

Distintos miembros de la familia de FGFs están implicados en el desarrollo 

pancreático. Muy recientemente se ha descrito que FGF10 junto con ciclopamina 

inducen la expresión la expresión de tránscritos de insulina en célula ES en 

diferenciación (Figura 1.31) (50). 

 

El papel de los EGFs en el crecimiento y proliferación del epitelio pancreático se 

ha observado tanto in vitro como in vivo (41, 189). Los conocimientos sobre el efecto 

de los FGFs y EGFs en el desarrollo/diferenciación pancreática se han usado en los 

protocolos basados en la selección de células que expresan nestina para la 

diferenciación de células β, y en la etapa de diferenciación de estas células hacia células 

β pancreáticas, se incuban con FGF-2 y EGF para favorecer la diferenciación 

pancreática. 

 

La nicotinamida es un inductor de la diferenciación endocrina (224, 258) y se ha 

descrito como en cultivos de células ES es capaz de inducir la proliferación y la 

diferenciación de células que expresan insulina (281). GLP-1 y extendina-4 (un agonista 

de éste), inducen la diferenciación de las células que expresan nestina en células 

productoras de insulina (16, 304). 

 

Con el objetivo de incrementar la eficiencia de diferenciación de células ES a 

células productoras de insulina recientemente distintos grupos han abordando 

protocolos de difereciación de células ES basados en distintos pasos en los que se 

induce la diferenciación de las células ES a endodermo definitivo, con el uso de 

Activina A y ausencia de suero en los cultivos, para su posterior diferenciación a células 

productoras de insulina (50, 298). Estos estudios demuestran que la especificación 

inicial de las células ES a células del endodermo definitivo es crítica para una eficiente 

producción de células productoras de insulina (Figura 1.31). 
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Figura 1.31: Esquema del protocolo de diferenciación de células ES a células productoras 
de insulina basado en 5 etapas. Cyc = KAAD-ciclopamina. RA = ácido retinoico. DAPT: 
inhibidor de secretasas. Ex4 = exendina 4. ME = mesoendodermo. DE = endodermo definitivo. 
PG = tubo intestinal primitivo. PF = tubo intestinal posterior. PE = endodermo pancreático y 
precursores endocrinos. EN = células endocrinas productoras de hormonas. Figura adaptada de 
D’Amour KA. et al. 2006. 
 

7.3.2. PÁNCREAS EMBRIONARIO COMO FUENTE DE FACTORES 

DIFERENCIADORES. 

 

 Aunque los estudios realizados sobre el desarrollo pancreático han permitido 

identificar factores implicados en la especificación y la diferenciación pancreática, 

muchos de ellos todavía son desconocidos. Por ello algunos grupos han trabajado con el 

co-cultivo de páncreas embrionarios o el suplemento de sobrenadantes del cultivo de 

éstos en los protocolos de diferenciación de las células ES a células pancreáticas β, bajo 

la hipótesis de que los páncreas embrionarios secretarían un cóctel de factores solubles 

implicados en el desarrollo pancreático, hecho que permitiría la diferenciación de las 

células ES a células pancreáticas (33, 261, 262, 282). 

 

 Con el uso de los sobrenadantes del cultivo de páncreas fetal del estadío de 

E16.5 como proveedores de factores solubles, se ha conseguido aumentar el porcentaje 

de células que expresan insulina (282). Estas células seleccionadas genéticamente (con 

el promotor de Nkx6.1) expresan péptido C y Glut-2, además de secretar insulina en 

respuesta a glucosa y de normalizar temporalmente la glicemia en ratones diabéticos 

temporalmente (162). Con todo podemos concluir que las células ES in vitro son 

capaces de responder a señales implicadas en el desarrollo pancreático. 

 



  INTRODUCCIÓN 

 79

 Recientemente, se ha descrito que células ES humanas diferenciadas 

cotransplantadas con páncreas embrionario en la cápsula renal se diferencian a los 

distintos linajes epiteliales pancreáticos y que las células diferenciadas que expresan 

insulina comparten características con las células β adultas, incluyendo la síntesis y 

procesamiento de la proinsulina, y la expresión de factores de transcripción como 

Foxa2, Pdx1 e Isl-1. 

 

7.4. EXPRESIÓN ECTÓPICA DE FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN 

 

 El conocimiento de los distintos factores de transcripción implicados en el 

desarrollo de las células β, ha permitido trabajar en la sobreexpresión de estos para 

facilitar la diferenciación de las células ES a células β, como ya se había hecho en otros 

modelos de diferenciación. Así pues se han sobreexpresado, de manera estable, los 

siguientes factores de transcripción implicados en el desarrollo de las células β: Foxa2, 

Pax4, Nkx2.2 y Pdx1. 

 

 La sobreexpresión de Pax4, por transfección del ADN plasmídico, usando los 

protocolos de Blyszczuk de selección de células nestina (Figura 1.28B), conduce a una 

mejora significativa de la diferenciación de células ES a células productoras de insulina 

respecto a los resultados obtenidos utilizando células parentales. Estas células 

consiguen normalizar la glicemia de ratones diabéticos. Sin embargo, la cantidad de 

insulina producida por célula sigue siendo muy baja. 

 

 La sobreexpresión de Nkx2.2, usando los protocolos de diferenciación 

espontánea, permiten aumentar 10 veces las células que expresan insulina (260) y 3,5 

veces la secreción de ésta. Pero estas células no consiguen normalizar la glicemia de 

ratones diabéticos. 

 

 La sobreexpresión condicional de Pdx-1 en células ES de ratón (197) induce la 

expresión de marcadores como insulina 2, somatostatina, ngn3, glucoquinasa y pax6. 

Por otro lado, la sobreexpresión de Pdx-1 en célula ES humanas, incrementa la 
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expresión de insulina y favorece la diferenciación de células que coexpresan péptido C 

(151), aunque no es suficiente para estimular la expresión de Glut-2. Por otro lado, 

trabajos recientes aportan resultados contradictorios, puesto que la expresión ectópica 

de Pdx-1 no induce la diferenciación de las células ES humanas a células que expresen 

insulina (155). 

 

 Recientemente, se ha descrito que la inducción condicional de la expresión de 

Ngn3 en células ES en diferenciación induce un incremento de las células que expresan 

insulina, glucagón y somatostatina (298). 

 

7.5. SELECCIÓN GENÉTICA DE LAS CÉLULAS 

DIFERENCIADAS 

 

 En general, uno de los problemas principales de los protocolos de diferenciación 

de células ES es que los cultivos diferenciados de éstas son heterogéneos, al contener 

poblaciones mixtas de células diferenciadas. Por ello, ha sido importante el desarrollo 

de procesos de selección genética para purificar y enriquecer el linaje celular de interés 

en los cultivos. 

 

 Distintos grupos han abordado esta estrategia utilizando vectores de selección 

genética que contienen el promotor de insulina (262, 282) o de Nkx6.1 (162) que 

regulan la expresión del gen de resistencia a un antibiótico. En el primer caso (promotor 

de insulina), después de la selección y usando nicotinamida o sobrenadante pancreático 

fetal para forzar la diferenciación pancreática endocrina, se obtuvo un 91% de células 

que coexpresan insulina y péptido C y un 48% de células que coexpresan insulina y 

Glut-2 (282). En el segundo caso (promotor de Nkx6.1), después de selección el 100% 

de las células expresan Pdx1, Nkx6.1 e insulina (162). Ambos protocolos permiten 

obtener células que corrigen transitoriamente la glicemia en ratones diabéticos.  
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Referencia Tipo 
celular 

Protocolo Secreción 
de 

insulina 

Corrección
de la 

glicemia 
Soria et al. 2000 mESC Selección pInsulina + + 
Assady et al. 2001 hESC Dif. Espontánea - N.d. 
Lumelsky et al. 
2001 

mESC Selección Nestina + - 

Hori et al. 2002 mESC Selección Nestina+ inhib. 
PI3K 

+ + 

Shiori et al. 2002 mESC Dif. espontánea + DTZ - N.d. 
Kahan et al. 2003 mESC Dif. Espontánea  N.d. N.d. 
Moritoh et al. 2003 mESC Selección Nestina +  

Selección pInsulina 
+ - 

Blyszczuk et al. 
2003 

mESC Selección Nestina + Pax4 + + 

León-Quito et al. 
2004 

mESC Selección pNkx6.1 + + 

Miyazaki et al. 2004 mESC Selección Nestina - - 
Segev et al. 2004 hESC Selección Nestina - N.d. 
Blyszczuk et al. 
2004 

mESC Selección Nestina + Pax4 + + 

Ku et al. 2004 mESC Activina βB, extendina4,  
nicotinamida 

N.d. N.d 

Bieberich 2005 mESC Selección Nestina + N.d. 
Shi et al. 2005 mESC Activina A, RA, Exendina4 + + 
Brolen et al. 2005 hESC Dif. Espontánea N.d. N.d. 
Shirio et al. 2006 mESC Dif. Espontánea + DTZ + 

Nkx2.2 
- N.d. 

Kwon et al. 2005 hESC Dif. Espontánea + Tat-Pdx1 N.d. N.d. 
Lavon et al. 2006 hESC Dif. Espontánea + Pdx1 o 

Foxa2 
N.d. N.d. 

Vaca et al. 2006 mESC Dif. Espontánea + SN +  
selección pIns. 

+ + 

D’Amour et al. 2006 hESC Activina A +RA+ Ciclop. +  
FGF10 + DAPT + Exendina4

+ N.d. 

Tabla 1.6: Tabla recapitulativa de los estudios publicados sobre la diferenciación de 
células ES a células β. mESC = células ES de ratón. hESC = células ES humanas. N.d. = no 
determinado. RA = ácido retinoico. DAPT = inhibidor de γ-secretasas. Inhib. PI3K = Inhibidor 
de la fosfatidil inositol 3 quinasa. DTZ = ditizona. Dif. = diferenciación. 
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8. DIFERENCIACIÓN IN VITRO DE CÉLULAS ES A 
CÉLULAS ACINARES PANCREÁTICAS 
 

 Hasta el momento la información que se tiene sobre la diferenciación de células 

ES a células pancreáticas acinares se basa en los resultados del análisis de la expresión 

de algún enzima disgestivo (amilasa y carboxipeptidasa) por RT-PCR semicuantitativa 

en trabajos en que se estudia la diferenciación endocrina (187, 198). 

 

 Recientemente, se ha descrito que células ES humanas cotransplantadas con 

páncreas embrionario en la cápsula renal de ratón se diferencian a los distintos linajes 

epiteliales pancreáticos, tanto endocrinos como exocrinos (33). 

 

En el momento de iniciar este estudio, trabajos previos de nuestro grupo 

demuestran que las células ES pueden adoptar un fenotipo pancreático acinar cuando se 

induce la diferenciación espontánea de estas células y que la cinética de expresión de 

genes reguladores del desarrollo exocrino pancreático siguen una jerarquía reminiscente 

a la que tiene lugar durante el desarrollo embrionario. 
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Debido a la dificultad del matenimiento del fenotipo de las células acinares en 

cultivo y los escasos modelos de líneas celulares acinares in vitro nos hemos interesado 

en el modelo de las células ES para diferenciar células acinares in vitro. Este modelo, 

por un lado puede ser usado como sistema alternativo para desarrollar modelos celulares 

en cultivo que representen diferentes estadios de la diferenciación acinar, y por otro lado 

nos ayudará a entender y conocer más sobre las vías de señalización, los factores 

solubles y los factores de transcripción implicados en las distintas etapas del desarrollo 

de las células acinares. 

 

Para diferenciar las células ES a células acinares in vitro hemos abordado una 

estrategia múltiple basada en los siguientes objetivos: 

 

1. La optimización de las condiciones de cultivo con el uso de factores solubles y 

sobrenadantes pancreáticos. 

2. La sobreexpresión de factores de transcripción implicados en el desarrollo 

pancreático. 

3. Selección genética de las células comprometidas al linaje acinar. 
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1. CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS CÉLULAS ES CGR8 

INDIFERENCIADAS 

 

1.1. MANTENIMIENTO DE LAS CÉLULAS CGR8 INDIFERENCIADAS 

 

 La línea de células ES que se ha utilizado en este estudio ha sido la línea de 

ratón CGR8 establecida en 1987 (113), que crece en cultivo sin necesidad de la 

presencia de una capa de células nodrizas (MEFs), facilitando algunos abordajes 

experimentales (i.e. transfección). Las células CGR8 se cultivan de manera 

indiferenciada bajo las siguientes condiciones: 

 

• Para su adherencia a la placa de cultivo (Corning) es necesario incubar la placa 

con una solución de 0,1% gelatina-PBS 1X durante 30 min. 

• El medio de cultivo utilizado es GMEM (Glasgow’s Modified Eagle’s 

Medium) suplementado con:  

 

Componentes del medio de cultivo 

de células ES indiferenciadas 

Concentración 

GMEM  

FBS 10% 

L-glutamina 1% 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Aminoácidos no esenciales 1% 

Piruvato sódico 1mM 

β-mercaptoetanol 0,1 mM 

LIF 1000 U/ml 

Tabla 2.1: Composición del medio de cultivo de células 
ES indiferenciadas. 

 

 • El cultivo se realiza  a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 7,5%. 

• El medio de cultivo se cambia diariamente y las células se tripsinizan cada 2 

días. 
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1.2. CONDICIONES DE TRIPSINIZACIÓN DE LAS CÉLULAS CGR8 

 

 Las células CGR8 se tripsinizan cada dos días (cuando aproximadamente están a 

un 75% de confluencia), con el fin de mantenerlas a una densidad óptima que les 

permita mantener el estado indiferenciado y su capacidad de autorenovación y 

pluripotencialidad. 

 

 Antes de tripsinizar las células, éstas se pre-incuban una hora con medio de 

cultivo fresco y posteriormente se tripsinizan durante 1 minuto a 37ºC con tripsina a una 

concentración 5X. Se inhibe la acción de ésta con el medio de cultivo que contiene FBS 

y seguidamente, se centrifugan las células a 1000 rpm durante 5 min. Las células son 

resembradas a una dilución 1:3 (1,8·105 cél./cm2). 

 

1.3. CONDICIONES DE CONGELACIÓN DE LAS CÉLULAS CGR8 

 

 Para congelar las células ES, se tripsinizan (ver apartado 1.2), se cuentan y se 

congelan en el medio de congelación (Tabla 2.2) a razón de 1·107 células/criotubo, para 

ser descongeladas posteriormente en placas de 100 mm ∅. Primero se colocan los 

criotubos en recipientes de congelación (Nalgen) que contienen isopropanol para que la 

congelación sea uniforme y progresiva al guardarlas a -80ºC. Al día siguiente, se 

traspasan las células a N2 líquido, en donde se almacenan. 

 

Componentes del medio de 

congelación  

Concentración 

Medio células ES (Tabla 2.1) 50% 

FBS 40% 

DMSO 10% 

Tabla 2.2: Composición del medio de congelación celular. 
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2. VECTORES DE EXPRESIÓN GÉNICA: ADENOVIRUS Y 

LENTIVIRUS 

 
2.1. CONSTRUCCIÓN DE LOS VECTORES DE EXPRESIÓN GÉNICA: 

ADENOVIRUS Y LENTIVIRUS 

 

 Los cDNAs de los genes codificantes para los factores de transcripción de 

interés fueron clonados en los vectores de expresión pShuttle-CMV para la generación 

de adenovirus (p48, Mist1, LacZ y GFP) y pW10 para la generación de lentivirus (Pdx1 

y GFP). 

 

 1. En el plásmido pShuttle-CMV (107) los cDNAs de interés fueron clonados 

en el sitio de clonaje múltiple de manera que 

la expresión del gen de interés queda bajo el 

control del promotor de CMV (Figura 2.1). 

Este vector es necesario para la posterior 

formación de las partículas recombinantes 

adenovirales, que fueron generadas por los 

laboratorios de CHU de Nantes, Francia. 

 
 

Figura 2.1: Vector pShuttle-CMV adenoviral. 
 

 2. En el plásmido pW10 (o R4SA-EFs-EGFP-W) (177) antes de clonar los 

cDNAs de interés fue necesario escindir el 

cDNA de GFP que fue reemplazado por el 

cDNA de interés, de manera que la expresión de 

éste queda bajo el control del promotor de EF1α 

(Figura 2.2). Este vector es necesario para la 

posterior formación de las partículas 

recombinantes lentivirales, que fueron generadas 

por el grupo del Dr. Savatier (INSERM, Lyon, 

Francia). 

 
Figura 2.2: Vector pW10 lentiviral. 
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2.2. VECTORES LENTIVIRALES Y ADENOVIRALES USADOS EN ESTE 

ESTUDIO 

 

Vector de 

expresión 

cDNA 

Especie 

cDNA 

Origen 

cDNA 

Digestión 

Plásmido 

Nombre          Digestión 

pShuttle-p48 Rata P.K. Wellauer KpnI-XhoI pShuttle KpnI-XhoI 

pShuttle-Mist1 Ratón K. Konieczny BanII-NotI pShuttle EcoRV 

pShuttle-GFP Medusa P.Savatier NI pShuttle NI 

pShuttle-LacZ Bacteria P.Savatier NI pShuttle NI 

pW10-Pdx1 Ratón C.Wright SalI-BglII pW10-eGFP BamHI-XhoI 

pW10-GFP Medusa P.Savatier  pW10-eGFP  

Tabla 2.3: Descripción de le estrategia de clonajes de los factores de transcripción en los 
vectores de expresión. NI = Información no disponible. 
 

 
Figura 2.3: Esquema de los vectores pShuttle p48 y Mist-1. El cDNA de p48 fue escindido 
de su vector de origen (pcDNA3-48, del Dr. F.X. Real) por KpnI-XhoI del MCS siguiente: 
HindIII-KpnI-Asp718-BamHI-EcoRI-cDNA p48 rata-Xho1-PaeR71-XbaI; y fue clonado en el 
pShuttle por las mismas dianas de restricción (KpnI-XhoI). El cDNA de Mist-1 fue escindido de 
su vector de origen (pGEM-T-mMist-1, del Dr. Konieczny) por NotI-BanII del MCS siguiente: 
ApaI-AatII-SphI-NcoI-SacII-BanII-cDNA Mist-1 ratón- SpeI-NotI-PstI-SalI-NdeI-SacI-
BstXI-NsiI; y posteriormente se clonó realizando extremos romos en el pShuttle digerido en 
EcoRV. MCS: sitio multiple de clonaje. 
 

2.3. PRODUCCIÓN DE LAS PARTÍCULAS VIRALES: ADENOVIRUS Y 

LENTIVIRUS 

 

 Las partículas virales recombinantes de tipo adenoviral fueron producidas con el 

sistema AdEasy (107) por los laboratorios de CHU de Nantes. Los lotes de adenovirus 

recombinantes están titulados por número de partículas virales infecciosas por mililitro 

(pi/ml). 
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 Las partículas virales recombinantes de tipo lentiviral fueron producidas con el 

sistema descrito en Mangeot et al., 2000 (177) y Negre et al., 2000 (206) en el 

laboratorio del Dr. Pierre Savatier (INSERM, Lyon, Francia). La línea celular de riñón 

humana 293 (ATCC) (2·106 células) se transfecta mediante la técnica de fosfato cálcico 

con una mezcla de los siguientes vectores: 10 μg del plásmido pGRev para la expresión 

de la glicoproteína viral VGV-G, 10 μg del plásmido pSIV3+ para la expresión de las 

proteínas virales Gag, Pol, Tat y Rev, y 13 μg del plásmido pW10-cDNA (con el 

transgén de interés) (Figura 2.4). El medio de cultivo de las células 293 transfectadas se 

cambia al día siguiente y se recoge el sobrenadante del cultivo que contiene las 

partículas virales producidas por las células transfectadas 24 horas después. Este 

sobrenadante es centrifugado y filtrado antes de ser usado. Para largas conservaciones el 

sobrenadante es concentrado por ultracentrifugación y guardado a -80ºC en glicerol 

1%/PBS 1X. 

 

 Los adenovirus y lentivirus recombinantes generados fueron testados en la línea 

celular 293 analizando su expresión por la técnica de Western Blot. 

 

2.4. ESTABLECIMIENTO DE LAS LÍNEAS ES GENÉTICAMENTE 

MODIFICADAS MEDIANTE INFECCIÓN LENTIVIRAL 

 

 Las células CGR8 (1·105 células) se infectan en suspensión monocelular durante 

5 horas con el sobrenadante viral (1 ml) suplementado con LIF (1000 U/ml). Una vez 

infectadas y adheridas, las células se lavan con PBS 1X y se cultivan en condiciones 

estándar durante 48 horas. La población celular infectada es subclonada por la técnica 

de dilución límite en placas de 96 pozos (0,3 células/pozo). Los clones se amplifican 

por pases sucesivos, se analizan para la expresión del transgén de interés por Western 

Blot, y finalmente se congelan.  
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Figura 2.4: Esquema de la producción de los vectores lentivirales. Se cotransfectan las 
construcciones plasmídicas A, B y C, que contienen todos los elementos necesarios para la 
producción de los lentivirus en la línea celular 293. 
 
A: Plásmido que contiene las funciones auxiliares. Excepto el gen de la envuelta, están 
presentes todos los genes del virus bajo la expresión del promotor de CMV. Esta construcción 
deriva del genoma salvaje del virus, añadiendo la secuencia AE/DLS que impide la 
encapsulación del virus en las partículas virales producidas. 
 
B: Plásmido que codifica para la proteína de la envuelta del virus, en este caso VSV G, que 
permite a las partículas virales producidas infectar un gran número de líneas celulares. 
 
C: Plásmido portador del transgén. La presencia de las secuencias E/DLS, PBS Y LTR en esta 
construcción permite la encapsulación del RNA del vector, su retrotranscripción y la 
integración del cDNA en el genoma de las células diana. La expresión del gen de interés o 
reporter está regulada por el promotor de CMV o EF1α. En este estudio el promotor usado ha 
sido EF1α, ya que su actividad se adapta mejor a los modelos de células ES. Figura adaptada 
de Mangeot et al., 2001. 
 

 El establecimiento de las líneas lentivirales fue realizado en el laboratorio del 

Dr. Pierre Savatier. Las líneas celulares establecidas utilizadas en este estudio han sido 

ES4 Pdx1 que sobreexpresa el factor transcripcional Pdx1, y ES3 GFP que expresa la 

proteína reporter GFP. 
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2.5. INFECCIÓN DE LAS CÉLULAS CGR8 CON ADENOVIRUS 

RECOMBINANTES 

 

 Las células CGR8 se inducen a diferenciar formando cuerpos embrioides (EBs) 

por agregación en suspensión durante 7 días (EB7) y posteriormente se adhieren a 

placas de cultivo (Corning) previamente gelatinadas. Después de 36 horas del plaqueo 

de los EBs (tiempo mínimo necesario para su correcta adhesión a la placa), se infectan 

con los adenovirus recombinantes a una MOI (multiplicidad de infección) de 20 pi/cel 

(partículas infecciosas por célula). Se analizaron distintas MOI, consiguiendo con una 

MOI de 20 pi/cel una eficiencia de infección elevada de aproximadamente el 70% de las 

células, así como una elevada viabilidad celular. 

 

 Para  realizar el contaje de las células y calcular la cantidad de partículas 

infecciosas necesarias, se recogen las células de dos pozos independientes con PBS 1X 

frío, se centrifugan 4 min. a 1000 rpm y se resuspende el botón celular en 0,1% 

saponina/PBS 1X, que permite la disgregación de los EBs en una suspensión 

monocelular. Tras contar las células, se calcula para cada uno de los adenovirus la 

cantidad de partículas infecciosas necesarias para obtener obtener una MOI de 20.  

 

Adenovirus recombinante Concentración del stock 

Ad p48 5,5·108 pi/μl 

Ad Mist-1 4,8·107 pi/μl 

Ad LacZ 2,5·108 pi/μl 

Ad GFP 2,8·108 pi/μl 

Tabla 2.4: Concentración de los adenovirus recombinantes. Pi 
= partículas infecciosas. 

 

 Antes de infectar las células, se elimina el medio de cultivo y se lavan 3 veces 

con PBS 1X. La infección se realiza con el mismo medio de cultivo GMEM pero sin 

FBS. Después de 12 horas de haber añadido el adenovirus, se elimina el medio de 

cultivo y se lavan las células 3 veces con PBS 1X para eliminar los restos de adenovirus 

de las placas. Finalmente, se añade medio fresco GMEM suplementado con 10% FBS. 
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3. GENERACIÓN DE CÉLULAS ES REPORTER MEDIANTE 

TRANSFECCIÓN DEL PLÁSMIDO DE SELECCIÓN GENÉTICA 

pELAS 

 

3.1. CONSTRUCCIÓN DEL PLÁSMIDO DE SELECCIÓN: pELAS 

 

 Se inicia el clonaje utilizando el plásmido comercial PKS (Promega) del cual se 

substituye la diana de BamHI por BglII mediante la ligación en la diana BamHI de los 

siguientes oligonucleótidos previamente fosforilados: 

 

BglII PKS F 5´-GATCTAGATCTAGATCTT-3´ 
 R 5´-GATCAAGATCTAGATCTA-3´ 

 

 Posteriormente, se clona el gen de resistencia a puromicina (770 pb), 

amplificando el fragmento por PCR a partir del plásmido comercial pPur (Clontech) 

usando los siguientes oligonucleótidos que contenían en sus extremos 3’ la diana de 

restricción PstI. 

 

Puro-PstI R R 5´-AACTGCAGTGTGGATGGCTGATTATGA-3´ 
Puro-PstI F F 5´-AACTGCAGAACTCACAAGGAGACGACCTTC -3´ 

 

Una vez amplificado el gen de puromicina por PCR usando una Taq polimerasa 

de alta fidelidad (Pfx), éste fue clonado en la diana de restricción de PstI del vector 

PKS. Los clones obtenidos fueron secuenciados para comprobar la correcta integración 

del gen de resistencia a puromicina y la ausencia de mutaciones debidas a la 

amplificación por PCR. 

 

Después se realizó el clonaje del promotor del gen de la elastasa (-500 +8), que 

obtuvimos del plásmido pUC119-pElastasa (Dr. Swift, Dallas, USA), usando las dianas 

de restricción de HindIII y EcoRI, de manera que el promotor queda clonado 

inmediatamente antes del gen de resistencia a puromicina. Finalmente, se clona el 

fragmento Ires LacZpA-PGK higropA (5600pb), que proviene del vector PEA6 (Dr. E. 

Maandas, The Netherlands Cancer Institut, Amsterdam, Holanda), usando la diana de 

restricción generada de BglII. 
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 Así pues, se genera al final un plásmido para la selección genética de las células 

ES comprometidas al linaje acinar, que contiene una caja de selección en la cual el 

promotor del gen de la elastasa regula la expresión del gen de resistencia a puromicina y 

también el gen reporter LacZ en un RNAm bicistrónico. Por otra parte, contiene una 

caja en la cual el promotor de expresión constitutiva del gen de la fosfoglicerato quinasa 

(PGK) regula la expresión del gen de resistencia a la higromocina y nos sirve para la 

selección de las células transfectadas establemente (Figura 2.5). 

 

 
Figura 2.5: Esquema del plásmido de selección genética pELAS: el promotor del gen de la 
elastasa I regula la expresión del gen de resistencia a puromicina y del gen reporter LacZ. 
Además, contiene un promotor constitutivo (PGK) que regula la expresión del gen de 
resistencia a higromicina. 
 

3.2. ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD DEL PLÁSMIDO pELAS POR 

TRANSFECCIÓN EN LÍNEAS CELULARES PANCREÁTICAS (266-6 Y 

AR42J) Y NO PANCREÁTICAS (293 Y NIH3T3) 

 

 Para las transfecciones transitorias o estables de las líneas celulares acinares 

pancreáticas 266-6 (ratón, ATCC) y AR42J (rata, Dr. Vaysse, INSERM, Toulouse, 

Francia) y no pancreáticas 293 (humano, ATCC) y NIH3T3 (ratón, ATCC), se usó el kit 

comercial FuGene 6 Transfection Reagent de Roche. 
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3.3. GENERACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES ES REPORTER 

 

3.3.1. TRANSFECCIÓN DEL PLÁSMIDO pELAS MEDIANTE 

ELECTROPORACIÓN 

 

 La técnica utilizada para la transfección del DNA del plásmido pELAS en las 

células ES fue la electroporación. Para ello, se trispinizan las células ES (ver apartado 

1.2), se cuentan, se lavan con PBS 1X y se sigue el protocolo descrito a continuación: 

 

• Mezclar 5·106 células con 40 μg del vector de selección linearizado usando la 

diana de restricción XhoI en un volumen final de 800 μl de Optimem (medio sin 

FBS). 

• Transferir esta mezcla a una cubeta de electroporación de 4 mm de grosor y 

electroporar a 260V y 500μF en un electroporador de BIORAD. 

• Una vez electroporadas, se dejan resposar las células en la cubeta durante 20 

min. a temperatura ambiente (TA) y posteriormente, se siembran en placas de 

cultivo gelatinadas de 100 mm ∅ añadiendo 1·106 células ES no electroporadas, 

con tal de tener la densidad celular adecuada para mantener las células 

indiferenciadas. 

• Como control de selección se electroporan células sin DNA y se sigue el 

mismo protocolo. 

• Reemplazar el medio de las células 24 horas después de haber sido plaqueadas. 

• Añadir el antibiótico (higromicina 200μg/ml) para seleccionar las células que 

han integrado establemente el vector 48 horas después de la electroporación. 

• Durante los primeros 4 días lavar las células diariamente con PBS 1X para 

eliminar las células muertas. Durante el período de selección renovar el medio 

con antibiótico diariamente. Después de unos 10 días de cultivo se observan 

colonias de células ES resistentes al antibiótico. 

 

3.3.2. AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS RESISTENTES AL ANTIBIÓTICO 

 

 Al observar la aparición de colonias resistentes al antibiótico, se las deja crecer 

hasta que al ser visualizadas con el objetivo de 10X del microscopio óptico ocupen 
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aproximadamente la totalidad del campo. Para aislarlas se siguen los pasos descritos a 

continuación: 

 

• Colocar el microscopio óptico debajo de la campana de cultivos. Reemplazar el 

medio de cultivo por PBS 1X y aislar las colonias manualmente con pipeta 

Gibson automática debajo del microscopio (en un volumen de 15 μl). 

• Tripsinizar cada colonia en un tubo eppendorf que contiene 25 μl de tripsina y 

esperar 5 min. a TA a que las células se disocien. 

• Pipetear la totalidad del volumen de cada eppendorf (15µl+25µl), transferir a 

un pozo de una placa de 96 pocillos y añadir 200 μl de medio. 

• Amplificar los clones renovando el medio diariamente (siempre con 

antibiótico) y cuando llegan a 75% de confluencia pasar los clones de placas de 

96 pocillos a otras de 24 pozos. 

• Se necesitan dos réplicas de placas de 24 pozos de todos los clones ya que una 

se congelará, y la otra servirá para hacer el análisis de los clones por PCR de 

DNA genómico. 

 

Se aislaron 175 clones resitentes a higromicina. 

 

3.3.3. CONGELACIÓN DE LOS CLONES AISLADOS EN PLACAS DE 24 

POZOS 

 

 Cuando las placas de 24 pozos (duplicados) están a 75% de confluencia, en una 

de ellas se congelan las células en la misma placa usando medio de congelación 2X 

(Tabla 2.5) como se describe a continuación: 

 

• Tripsinizar las células en 100 μl de tripsina/pozo sin sacarlas del pozo. 

• Añadir a las células tripsinizadas 400 μl de medio de cultivo completo 

suplementado con LIF y resuspender. 

• Colocar la placa sobre hielo durante 15 min. y añadir lentamente 500 μl/pozo 

de medio de congelación 2X frío. 

• Envolver la placa en papel toalla y conservar a -80ºC (las células se pueden 

conservar así durante un mes). 
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Componentes del medio de 

congelación 2X 

Concentración 

Medio células ES (Tabla1) 50% 

FBS 30% 

DMSO 20% 

Tabla 2.5: Composición del medio de congelación 
celular 2X. 

 

3.4. ANÁLISIS DE LOS CLONES AISLADOS POR PCR DE DNA GENÓMICO 

 

3.4.1. OBTENCIÓN DEL DNA GENÓMICO 

 

 Cuando las placas de 24 pozos (duplicados) están a 75% de confluencia, en una 

de ellas se lisan las células con un tampón de lisis para PCR de DNA genómico (Tabla 

6): 

 

 • Retirar el medio de la placa y lavar con PBS 1X. 

 • Añadir 200 μl/pozo de tampón de lisis de PCR (Tabla 2.6). 

 • Transferir el lisado a un eppendorf e incubar O/N (toda la noche) a 56ºC en 

agitación. 

 • Al día siguiente conservar a -20ºC. 

 

Componentes del tampón de lisis para 

la obtención de  DNA genómico 

Concentración 

KCl 50 mM 

Tris-HCl pH 8.3 10 mM 

MgCl2 1,5 mM 

Tween-20 0,5% 

Proteinasa K 0,5 mg/ml 

RNAsa 10 mg/ml 

Tabla 2.6: Composición del tampón de lisis para la 
obtención de DNA genómico. 
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3.4.2. PCR DE DNA GENÓMICO 

 

 Para el análisis de los clones obtenidos, se diseñaron oligonucleótidos 

compatibles con el inicio de la secuencia del promotor de elastasa y la secuencia del gen 

de resistencia a puromicina, con el fin de asegurarse de que los clones resistentes a 

higromicina habían integrado en su genoma también la caja de selección. Con este par 

de oligonucleótidos se amplifica una banda de 1200 pb. 

 

pElastasa F 5´-AGCAATCCTCACTCTTCA-3´ 
puromicina R 5´-AACTGCAGTGTGGTATGGCTGATTATGA-3´ 

 
Composición de la PCR Volumen Concentración 

DNA genómico + H2O 10,3 μl 200 ng 

Tampón Ecotaq 10X 2,5 μl 1X 

MgCl2 50 mM 1 μl 2 mM 

dNTPs 25 mM 0,2 μl 0,2 mM 

Oligo. F (pElastasa) 10 μM 0,4 μl 0,28 μM 

Oligo. R (puromicina) 10 μM 0,4 μl 0,28 μM 

Ecotaq (5 U/μl) 0,2 μl 1 U 

Volumen final 15 μl  

Tabla 2.7: Composición de la PCR de DNA genómico. 
 

Condiciones de la PCR con DNA 

genómico 

Temperatura Tiempo 

1. Desnaturalización inicial 94ºC 5 min. 

2. Desnaturalización 94ºC 30 seg. 

3. “Annealing” 52ºC 45 seg. 

4. Elongación 72ºC 2 min. 

Número de ciclos (del paso 2 al 4)  40 

5. Elongación final 72ºC 5 min. 

6. Final 4ºC ∞ 

Tabla 2.8: Condiciones de la PCR de DNA genómico. 
 

Una vez realizada la PCR se migra todo el volumen de la reacción en un gel de 

agarosa al 1% esperando detectar una banda de 1200 pb. De los 75 clones analizados 

con este método, 15 fueron positivos. 
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3.5. AMPLIFICACIÓN DE LOS CLONES POSITIVOS POR PCR DE DNA 

GENÓMICO 

 

 Los clones que fueron positivos por PCR de DNA genómico fueron 

descongelados según el siguiente protocolo: 

 

• Descongelar la placa de 24 pozos con los clones guardada a -80ºC y dejarla 2-3 

min. a TA. 

• Añadir a los pozos que contienen los clones de interés 1 ml de medio de células 

ES precalentado a 37ºC. 

• Resuspender mediante pipeteo para descongelar los clones y si es necesario 

volver a añadir medio caliente hasta la total descongelación de éstos. 

 • Centrifugar los clones descongelados durante 5 min. a 1000 rpm. 

• Resuspender el botón celular en 1 ml de medio de células ES y sembrar las 

células en placas de 24 pozos.  

• A partir de este punto se amplifican las células (ver apartado 1.1) y se vuelven 

a congelar (ver apartado 1.3). 

 

4. OBTENCIÓN DE SOBRENADANTES DE CULTIVO 
 

4.1. OBTENCIÓN DE SOBRENADANTES PANCREÁTICOS FETALES (SNP) 

A PARTIR DEL CULTIVO DE RUDIMENTOS PANCREÁTICOS DE 

EMBRIÓN DE RATÓN 

 

 Se sacrifican ratonas (CD1) gestantes, de estadíos del desarrollo comprendidos 

entre E12.5 y E17.5, por dislocación cervical y se extraen los embriones que se 

mantienen en una placa con PBS 1X frío sobre hielo. Para la extracción de los páncreas 

de los embriones se usan unos recipientes rellenos de parafina con carbón activo (Tabla 

2.9), a fin de trabajar sobre un fondo negro y sólido que permita tener al embrión 

inmóvil y distinguir bien el páncreas. 

 

 Una vez extraídos los páncreas se colocan en una placa de gelosa (Tabla 2.9) que 

se mantiene sobre hielo y posteriormente se traspasan a una placa de cultivo 
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previamente gelatinada. Se cultivan a razón de 8 páncreas por placa de 60 mm ∅ con 5 

ml de medio DMEM suplementado con 3% FBS y 0,04 mg/ml de gentamicina (para 

evitar contaminaciones bacterianas). 

 

 Los páncreas se mantienen en cultivo durante 10 días y después se desechan. 

Tras 24 horas en cultivo, el medio es eliminado y renovado (DMEM 3% FBS). A partir 

del segundo día de cultivo se recoge y renueva el medio diariamente y se conserva a 

4ºC. De manera que el medio se recoge durante 9 días y finalmente se filtra todo el 

sobrenadante recogido durante el cultivo y se alicuota (40 ml/flasco), conservándose a -

80ºC hasta su uso. 

 

Componentes de los recipientes 

de carbón activo 

Concentración 

Parafina  

Carbón activo  5% 

Componentes de las placas de 

gelosa 

Concentración 

Gelosa (agar/agar 10g/l) 25% 

HAM/F10 75% 

Gentamicina 0,04 mg/ml 

Componentes del medio de 

cultivo de páncreas embrionario 

Concentración 

DMEM  

FBS 3% 

Piruvato sódico 1 mM 

L-glutamina 1% 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Tabla 2.9: Productos necesarios para la extracción de 
los páncreas embrionarios y la obtención de los SN. 
 

4.2. OBTENCIÓN DEL SN DEL MESÉNQUIMA PANCREÁTICOS A PARTIR 

DE EMBRIONES DE E12.5 

 

 Una vez aislado el páncreas embrionario éste se mantiene durante 30 min. a 

37ºC en medio RPMI con colagenasa (0,5 mg/ml). Se inactiva la colagenasa añadiendo 
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medio HAM F12/FBS 1:1 durante 30 min. a TA. Posteriormente, se separa el epitelio 

del mesénquima y este último se cultiva en placas previamente gelatinadas. En un pozo 

de 24 se cultiva el mesénquima obtenido de 2 páncreas embrionarios. Se cultiva en 0,5 

ml de medio por pozo (Tabla 2.10). 

 

 Se recoge el sobrenadante del cultivo durante 10 días, desechando el 

sobrenadante del primer día, que finalmente se filtra. Se alicuota y se conserva a -80ºC. 

 

Componentes del medio de 

cultivo de mesénquima 

pancreático embrionario E12.5 

Concentración 

DMEM  

FBS 3% 

L-glutamina 1% 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Tabla 2.10: Composición del medio de cultivo de 
mesénquima pancreático de embriones de E12.5 

 

4.3. OBTENCIÓN DEL SN DEL CULTIVO DE LÍNEAS CELULARES (AR42J, 

266-6, NIH3T3 y INS-1E) 

 

 Se siembran las células de las líneas 266-6, AR42J, INS1-E (ratón, Dr. R. 

Gomis, Hospital Clínic, Barcelona) a razón de 5·105 células por placa de 60 mm y 5 ml 

de medio (Tabla 2.11) por placa y 2,5·105 células en el caso de la línea celular NIH3T3, 

debido a que su tasa de duplicación es mayor. Se recoge el SN diariamente durante 4 

días, se filtra, se alicuota y se guarda a -80ºC. 
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Componentes del medio de cultivo de AR42J, 

266-6 Y NIH3T3 

Concentración 

DMEM  

FBS 10% 

L-glutamina 1% 

Piruvato Sódico 1 mM 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Componentes del medio de cultivo de INS-1E Concentración 

RPMI  

FBS 10% 

L-glutamina 1% 

Piruvato Sódico 1 mM 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Hepes 10 mM 

β-mercaptoetanol 50 µM 

Tabla 2.11: Composición del medio de cultivo celular de las líneas 
celulares AR42J, 266-6, NIH3T3 e INS-1E 
 

5. DETECCIÓN DE FOLISTATINA EN EL SN MEDIANTE LA 

TÉCNICA DE ELISA 

 

 Para la detección de folistatina en el SNP se realizó la técnica de ELISA según el 

siguiente protocolo: 

 

• Recubrir los pozos de las placas de 96 pocillos MaxiSorp de Nunc con el SNP 

de distintos estadíos del desarrollo en diluciones sucesivas. Como control 

positivo se usa folistatina comercial (Sigma) a 0,06 μg/μl, y como control 

negativo, gelatina a la misma concentración. Se utilizan duplicados de las placas 

para incubar una con un anticuerpo inespecífico y la otra con un anticuerpo anti-

folistatina. 

• Incubar la placa a 37ºC O/N. 

• Eliminar el sobrenadante y lavar 3 veces la placa con PBS 1X. 

• Bloquear las uniones inespecíficas con gelatina 1% durante 30 min. a 37ºC. 

• Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%. 
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• Incubar, una placa con el anticuerpo primario específico anti-folistatina 1:1000 

y otra con el anticuerpo inespecífico 1:1000 durante 1 hora a 37ºC. 

• Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%. 

• Incubar el anticuerpo secundario acoplado a AP (fosfatasa alcalina) 1:1000 

durante 1 hora a 37ºC. 

• Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%. 

• Incubar con sustrato MUP 1g/ml en tampón de trietanolamina (0,18 g/ml) 

durante 30 min a 37ºC en oscuridad. 

• La lectura del resultado de la reacción se realiza con el Cytofluor 2300 system 

report a 420 nm. 

 

6. PROTOCOLOS DE DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS ES 
 

6.1. PROTOCOLO DE DIFERENCIACIÓN UTILIZANDO FACTORES 

SOLUBLES Y SOBRENADANTES PANCREÁTICOS FETALES (SNP) (EB7P7) 

 

 Las células ES se mantienen indiferenciadas durante unos días (ver apartado 1.1) 

antes de iniciar el protocolo de diferenciación, para tener las células ES en las mejores 

condiciones posibles (indiferenciadas y pluripotentes). Las células ES se inducen a 

diferenciar en ausencia de LIF y de manera espontánea en suspensión en placas 

bacteriológicas mediante la formación de cuerpos embrioides (EBs). El medio de 

cultivo usado en esta fase es GMEM suplementado con 3% FBS (Tabla 2.12). La 

densidad celular a la cual se induce la formación de los EBs es de 3,3·104 células/ml. 

 

Los EBs se mantienen en suspensión durante 7 días, período en el cual se 

renueva el medio cada 2 días suplementado con los sobrenadantes de cultivo, (ver 

apartado 4) a razón de 1:1 con el medio de cultivo de los EBs en suspensión, obteniendo 

una concentración final de FBS del 3%. El recambio del medio de los EBs se realiza 

traspasando los EBs a tubos estériles y dejándolos sedimentar (sin centrifugación). Tras 

eliminar el medio, estos se resuspenden en medio nuevo y se vuelven a cultivar en 

placas bacteriológicas. 
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Después de 7 días en suspensión (EB7), los EBs se adhieren a placas de cultivo 

previamente gelatinadas. Para el plaqueo, se siembran los EBs a una dilución 1:3. Para 

la dispensación de los EBs en las placas de cultivo, se usan puntas de pipeta cortadas a 

fin de no disociar las células de los EBs. El medio de cultivo utilizado en esta fase es 

GMEM suplementado con 10% FBS (Tabla 2.12). Se mantienen los EBs adheridos en 

placas de cultivo durante 7 días (P7), período en el cual se renueva el medio cada dos 

días usando, si es el caso, con los sobrenadantes, a razón de 1:1 con el medio de cultivo 

de EBs suplementado con 17% de FBS (a fin de tener 10% de FBS final). Después de 

estos 7 días en adhesión, se analizan las células diferenciadas obtenidas (EB7P7) 

(Figura 2.6). 

 

De igual modo, en aquellos experimentos encaminados a regular las vías de 

señalización implicadas en el desarrollo pancreático el medio de cutivo es suplementado 

cada dos días con factores solubles (Activina A, BMP4, folistatina, FGF4, FGF6, FGF7, 

HB-EGF, ácido retinoico (RA) y ciclopamina (Figura 2.6). 

 

Componentes del medio de 

cultivo de EBs  

Concentración 

GMEM  

FBS 3% 

L-glutamina 1% 

Penicilina/estreptomicina 1% 

Aminoácidos no esenciales 1% 

Piruvato sódico 1 mM 

β-mercaptoetanol 0,1 mM 

FBS para EBs en suspensión 3% 

FBS para EBs plaqueados 10% 

Tabla 2.12: Composición del medio de cultivos para 
EBs. 
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Figura 2.6: Protocolo de diferenciación de células ES utilizando 
factores solubles o sobrenadantes. Los círculos rojos indican las veces 
en que se adiciona SN a los cultivos y los círculos azules las veces en 
que se adiciona el factor soluble al medio. LIF = leukemia inhibitory 
factor; SN = sobrenadante; EBs = cuerpos embrioides; EB7 = cuerpos 
embrioides mantenidos siete días en suspensión; EB7P7 = cuerpos 
embrioides mantenidos siete días en suspensión + siete días plaqueados. 

 

6.2. PROTOCOLO DE DIFERENCIACIÓN MEDIANTE INFECCIÓN 

ADENOVIRAL Y EL USO DE SOBRENADANTES PANCREÁTICOS 

FETALES (SNP) (EB7P14) 

 

 La fase inicial (EB7) del protocolo es exactamente igual al protocolo anterior 

(ver apartado 6.1). Se usan en este caso tanto células CGR8 parentales (WT) como los 

clones ES4 Pdx1 y ES3 GFP. 

 

 Después de 36 horas de haber plaqueado los EBs, se infectan las células con los 

adenovirus recombinantes que expresan p48 o LacZ (como adenovirus control de 

infección) según se describe en el apartado 2.4. Durante los primeros 14 días (EB7P7), 

se suplementa el medio de cultivo con sobrenadantes pancreáticos (ver apartado 4). Los 

EBs se mantienen en cultivo en la fase de plaqueo durante 14 días (P14), tiempo en el 
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cual se renueva el medio (10% FBS) cada dos días. Se analizan las células diferenciadas 

obtenidas después de 21 días en cultivo (EB7P14) (Figura 2.7). 

 

 
Figura 2.7: Protocolo de diferenciación de células ES WT/ES4 
Pdx1/ES3 GFP mediante infección con adenovirus recombinantes y el 
uso de sobrenadante pancreático fetal (SNP). Los círculos rojos marcan 
las veces en que se adiciona SN. Se infectan los EBs un día después de ser 
plaqueados (EB7P1) con el Ad p48 o con Ad LacZ (control de infección). 
LIF = leukemia inhibitory factor; SNP = sobrenadante pancreático fetal; 
EBs = cuerpos embrioides; Ad p48 = adenovirus recombinante que 
expresa p48; Ad LacZ = adenovirus recombinante que expresa LacZ; EB7 
= cuerpos embrioides mantenidos siete días en suspensión; EB7P14 = 
cuerpos embrioides mantenidos siete días en suspensión + catorce días 
plaqueados. 

 

6.3. PROTOCOLO DE SELECCIÓN GENÉTICA (EB7P28) 

 

 La fase inicial (EB7) del protocolo es exactamente igual a los dos protocolos 

anteriores (ver apartado 6.1). Se usa en este caso el clon de células ES de selección 

119pElas (ver apartado 3). También se adicionan durante los primeros 14 días (EB7P7) 

los sobrenadantes pancreáticos (ver apartado 6.1) al medio de cultivo. 

 

 En este protocolo se realiza una co-infección múltiple, es decir, se infectan las 

células con dos adenovirus recombinantes a la vez (Ad p48 y Ad Mist-1); y dos veces 
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en el tiempo. La primera infección se realiza 36 horas después de haber plaqueado los 

EBs (EB7P1) (ver apartado 6.2) y la segunda 21 días después de haber plaqueado los 

EBs (EB7P21). Se usa siempre un adenovirus control que puede ser Ad GFP o Ad 

LacZ. 

 

Los EBs se mantienen en cultivo en la fase de plaqueo durante 28 días (P28), 

tiempo en el cual se renueva el medio (10% FBS) cada dos días. Se inicia la selección 

de las células añadiendo el antibiótico puromicina (0,8 μg/ml) al medio de cultivo 7 días 

después de haber plaqueado los EBs (EB7P7), que se mantiene en el cultivo hasta el 

final del experimento (EB7P28). Se analizan las células diferenciadas obtenidas después 

de 35 días en cultivo y 21 días en selección (Figura 2.8). 

 

 
Figura 2.8: Protocolo de selección del clon de células ES 119pELAS 
diferenciadas mediante incubación con sobrenadante pancreático fetal 
(SNP) e infección con adenovirus recombinantes. Se realiza una primera 
infección de los EBs un día después de ser plaqueados (EB7P1) y una segunda 
infección 21 días después de ser plaqueados (EB7P21) con el Ad p48 y Ad 
Mist-1 o con Ad LacZ o Ad GFP (control de infección). Se inicia la selección 
con puromicina (0,8 μg/ml) siete días después de haber plaqueado los EBs 
(EB7P7) y se mantiene la puromicina hasta el final del experimento (EB7P28). 
Los círculos rojos marcan los días en que se adiciona SN a los cultivos. LIF = 
leukemia inhibitory factor; SNP = sobrenadante pancreático fetal; EBs = 
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cuerpos embrioides; EB7 = cuerpos embrioides mantenidos siete días en 
suspensión; EB7P7 = cuerpos embrioides mantenidos siete días en suspensión 
+ siete días plaqueados. EB7P28 = cuerpos embrioides mantenidos siete días en 
suspensión + 28 días plaqueados. Ad p48 = adenovirus recombinante que 
expresa p48; Ad Mist1 = adenovirus recombinante que expresa Mist-1; Ad 
LacZ = adenovirus recombinante que expresa LacZ; Ad GFP = adenovirus 
recombinante que expresa GFP. 

 

6.4. PRODUCTOS DE CULTIVO CELULAR UTILIZADOS EN ESTE 

ESTUDIO 

 

Producto Casa comercial Referencia 

Medio GMEM Invitrogen 11966-025 

Medio DMEM Invitrogen 21710-0082 

Medio HBSS Invitrogen 14170-088 

Medio RPMI Invitrogen 21875 

Medio HAM/F12 Invitrogen 31330-038 

Optimem Invitrogen 31985-047 

β-mercaptoetanol Sigma M-7522 

L-Glutamina Cambrex BE17-605E 

Piruvato Sódico Invitrogen 11360-039 

Penicilina/estreptomicina Invitrogen 15140-122 

Aminoácidos no esenciales Invitrogen 11140-035 

FBS (ES) Biowest S024748S1800 

FBS (líneas celulares) Invitrogen 10270-106 

Folistatina Sigma F-2177 

Higromicina Invitrogen 10687-010 

Puromicina Calbiochem 540411 

Gentamicina Invitrogen 15710-049 

Colagenasa P Sigma C-9722 

Tabla 2.13: Descripción de los productos usados en los cultivos celulares. 
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7. EXTRACCIÓN DE RNA Y RT-PCR 
 

7.1. EXTRACCIÓN DE RNA Y TRATAMIENTO CON DNAsa 

 

 Para la extracción del RNA de las células, se han utilizado dos tipos de kits de 

extracción de RNA comerciales, Genelute mammalian total RNA kit de Sigma y 

RNeasy Mini Kit de Qiagen. 

 

 Una vez extraído el RNA, éste es tratado con DNAsa usando el kit comercial 

DNA-freeTM de Ambion. Posteriormente, se cuantifica el RNA con el espectrofotómetro 

a 260 nm, se diluye a 25 o 50 ng/μl, se alicuota (para evitar la degradación del RNA por 

congelación-descongelación) y se conserva a -80ºC. 

 

7.2. RT-PCR SEMICUANTITATIVA  

 

 Para la realización de las RT-PCRs semicuantitativas, se ha usado el kit 

comercial OneStep RT-PCR de Qiagen utilizando las siguientes condiciones: 

 

Composición de la RT-PCR Volumen Concentración 

RNA + H2O 16 μl 100-250 ng 

Buffer 5X 5 μl 1X 

MgCl2 50 mM 1 μl 2 mM 

dNTPs 10 mM 1 μl 400 μM 

Oligo. F 10 μM 1,5 μl 0,6 μM 

Oligo. R 10 μM 1,5 μl 0,6 μM 

Mix de enzimas 1 μl X 

Volumen final 25 μl  

Tabla 2.14: Composición de la RT-PCR semicuantitativa. 
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Condiciones de la RT-

PCR  

Temperatura Tiempo 

1. Transcripción reversa 50ºC 30 min. 

2. Activación de la 

HotStarTaq 

95ºC 15 min. 

3. Desnaturalización 94ºC 30 seg. 

4. Annealing 55-62ºC (según la Tm 

del oligo usado) 

30 seg. 

5. Elongación  72ºC 30 -60 seg. (según la 

longitud del fragmento a 

amplificar) 

Número de ciclos ( del 

paso 3 al 4) 

 22-40 según la 

abundancia del 

tránscrito a amplificar 

6. Elongación final 72ºC 10 min. 

6. Final 4ºC ∞ 

Tabla 2.15: Condiciones experimentales de la RT-PCR semicuantiativa. 
 

 Los pares de oligonucleótidos usados han sido los siguientes: 

 

Oligonucleótido Secuencia  Tamaño 
(pb) 

Hxb9 F 5´-ATTTCCGCATCGACGCCCTG-3´ 826 
 R 5´-GGTGAGCATGAGCGAGGTAG-3´  
   
Pdx1 F 5´-GGACCCGTACTGCCTACACC-3´ 655 
 R 5´-GAGCCCAGGTTGTCTAAATTG-3´  
   
Ngn3 F 5´-CTTCACAAGAAGTCTGAGAACACCAG-3´ 232 
 R 5´-CTGCGCATAGCGGACCACAGCTTC-3´  
   
Nkx6.1 F 5´-TCTTCTGGCCNGGGTGATG-3´ 311 
 R 5´-CCTGCTTCTTCTTGGCGGTG-3´  
   
Pax6 F 5´-AGAAGATCGTAGAGCTAGCT-3´ 231 
 R 5´-TACTGGGCTATTTTGCTTACA-3´  
   
Pax4 F 5´-CAGCAGGACGGACTCAGCAG-3´ 870 
 R 5´-CAGGAAGGAGGGATTGGCAGT-3´  
   
Isl-1 F 5´-CACTATTTGCCACCTAGCCAC-3´ 255 
 R 5´-AAATACTGATTACACTCCGCAC-3´  
   
Glucagón F 5´-GTGGCTGGATTGTTTGTAATGCTG-3´ 236 
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 R 5´-CGGTTCCTCTTGGTGTTCATCAAC-3´  
   
Insulina F 5´-TGCCCAGGCTTTTGTCAAACAGCACCTT-3´ 187 
 R 5´-CTCCAGTGCCAAGGTCTGAA-3´  
   
PP F 5´-CTGCCTCTCCCTGTTTCTCGT-3´ 179 
 R 5´-GGCCTGGTCAGTGTGTTGATG-3´  
   
P48 (rata/ratón) F 5´-TGCAGTCCATCAACGACGC-3´ 714 
 R 5´-GGACAGAGTTCTTCCAGTTC-3  
   
P48 rata F 5´-GCCGGCCTGTGAGAGCTT-3´ 648 
 R 5´-CTGTCTCGCCTACCCTTGCA-3´  
   
RBPL F 5´-CTTGGTCTTGCATTGGCTTCA-3´ 207 
 R 5´-ATGCCAAGGTGGCTGAGAAAT-3´  
   
Mist-1 F 5´-CCATGCAGGACACAGAAG-3´ 578 
 R 5´-CCTCTCTGAAGCTGTGGA-3´  
   
Elastasa  F 5´-GTGGCTGCAGGCTATGACAT-3´ 410 
 R 5´-GGTGAAGACTGTGGGCTTC-3´  
   
Amilasa F 5´-CAGGCAATCCTGCAGGAACAA-3´ 483 
 R 5´-CACTTGCGGATAACTGTGCCA-3´  
   
Carboxipeptidasa F 5´-GAAATCGCAGGCAGGCACAG-3´ 601 
 R 5´-TGGTGGTTAGGAGGCAGTTTG-3´  
   
Quimiotripsinógeno F 5´-CATCCAGGTCCTGAAGATCG-3´ 413 
 R 5´-CTGCCCCAGGACACAATGCC-3´  
   
CCKAR F 5´-TCAGTGACCTCATGCTTGC-3´ 442 
 R 5´-ATGAGTCCGTAAGCCACCAC-3´  
   
M3 F 5´-TGCTGGTGATCAGCTTGAC-3´ 427 
 R 5´-TTCGTGCCTTGCTGTTGTAG-3´  
   
IP3R3 F 5´-CCACACGGAGCTGCCACATTT-3´ 773 
 R 5´-TCAGCGGCTCATGCAGTTCTG-3´  
   
Sincolina F 5´-ATGTCCCTGCTGTGCCCACT-3´ 394 
 R 5´-TTGCAGTAGAGGGCAGAGAT-3´  
   
Cx32 F 5´-GCAACCAGGTGTGGCAGTGC-3´ 450 
 R 5´-CGGAGGCTGCGAGCATAAAGAC-3´  
   
HPRT F 5´-TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-3´ 201 
 R 5´-GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-3´  
   
γ-Actina F 5´-TGAAACAACATACAATTCCATCATGAAGTGT 

GAC-3´ 
200 

 R 5´-AGGAGCGATAATCTTGATCTTCATGGTGCT-3´  
Tabla 2.16: Lista y secuencia de oligonucleótidos usados para RT-PCR semicuantitativa. 
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7.3. RT-PCR QUANTITATIVA  

 

Para la realización de la RT-PCR cuantitativa se usaron las sondas y los 

reactivos de TaqMan de Applied Biosystems (Tabla 2.17), analizándose la expresión de 

carboxipeptidasa A, elastasa I, quimiotripsinógeno, amilasa, p48, Ngn3, Nkx6.1 e 

insulina 1, y se usaron como sondas housekeeping HPRT y β-actina. La PCR 

cuantitativa se realizó con el sistema de detección de sequencias ABI Prism 7900HT y 

los datos fueron analizados con el software SDS 2.1 (Applied Biosystems). 

 

 Como controles de expresión de los marcadores acinares y endocrinos se usó el 

RNA de la línea celular acinar 266-6 y de la línea celular endocrina Min6, 

respectivamente. 

 

Sonda TaqMan Referencia 

Carboxipeptidasa A1 Mm00465942-m1 

Quimiotripsinógeno Mm00481616_m1 

Amilasa Mm02342486_mH 

Elastasa I Mm00712898_m1 

p48 Mm00479622_m1 

Nkx6.1 Mm00454962_m1 

Ngn3 Mm00437606_s1 

Insulina 1 Mm01259683_g1 

HPRT Mm00446968_m1 

β-Actina Mm00607939_s1 

TaqMan Reverse Transcription 

Reagents 

N8080234 

Tabla 2.17: Sondas y reactivos TaqMan usados para RT-
PCR cuantitativa. 

 

8. WESTERN BLOT 
 

Se lavan las células con PBS 1X y se lisan en tampón RIPA suplementado con 

los inhibidores de proteasas. Los extractos proteicos (50-80 μg) se migran por 

electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10% y se transfieren a una 

membrana de nitrocelulosa durante 1 hora. Esta membrana se incuba en una solución de 
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bloqueo al 5% de leche durante una hora a TA en ligera agitación. El anticuerpo 

primario se añade a la misma solución de bloqueo entre 1 hora a TA hasta O/N a 4ºC, 

según el anticuerpo. Se lava la membrana del anticuerpo primario durante 10 min. (3 

veces), con TBS 1X-Tween 0,1%-5% leche, que se incuba posteriormente con el 

anticuerpo secundario unido a peroxidasa (HPR, Horseradish Peroxidase) durante una 

hora en una solución TBS 1X-Tween 0,1%-0,5% leche. Seguidamente, se lava la 

membrana durante 10 min. (3 veces) tras lo cual la reacción se revela por 

quimioluminiscencia con ECL (Amersham). 

 

 La concentración de las proteínas de los lisados se mide con el método Bradford 

usando una recta patrón de BSA. 

 

 Las soluciones usadas para hacer los Western Blots se resumen en las siguientes 

tablas:

 

Tampón de lisis de 

proteínas: RIPA 

Concentración 

NP-40 0,5% 

Tritón X-100 1% 

Hepes pH7.5 20 mM 

NaCl 150 mM 

Glicerol 10% 

DTT 1 mM 

Tabla 2.18: Tampón de lisis de proteínas 
RIPA. 
 

Tampón de carga de 

proteínas 10X 

Concentración 

Azul de bromofenol 0,42% 

Ficol 25% 

Etanol 20% 

Tabla 2.19: Tampón de carga de 

proteínas. 

 

 

 

Inhibidores de 

proteasas 

Concentración 

Pefabloc 2mM 

Leupeptina 100 μg/ml 

Pepstatina 10 μg/ml 

Aprotinina 10 μg/ml 

Tabla 2.20: Inhibidores de proteasas. 

 

Gel separador 10% Concentración 

Tris HCl pH8.8 375 mM 

Acrilamida/ 

Bisacrilamida 

8% 

SDS 0,1% 

Persulfato de amonio 0,1% 

TEMED  

Tabla 2.21: Gel separador. 
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Gel acumulador 4% Concentración 

Tris HCl pH6.8 125 mM 

Acrilamida/ 

Bisacrilamida 

4% 

SDS 0,1% 

Persulfato de amonio 0,1% 

TEMED  

Tabla 2.22: Gel acumulador. 

 

Tampón de 

electroforesis 

(TBS5X) 

Concentración 

Tris pH7.5 25 mM 

Glicina 190 mM 

SDS 0,1% 

Tampón de 

transferencia 10X 

Concentración 

Tris pH7.5 200 mM 

Glicina 1,5 M 

Metanol 20% 

Tabla 2.23: Tampón de electroforesis y 
tampón de transferencia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tampón de bloqueo Concentración 

Tween 0,1% 

TBS 1X 

Leche en polvo 5% (bloqueo y ac. 

primario) 

Leche en polvo 0,5% (ac. 

secundario) 

Tabla 2.24: Tampón de bloqueo.
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9. INMUNOCITOQUÍMICA 
 

 Para poder realizar las inmunocitoquímica de las células, éstas se siembran sobre 

cubreobjetos. Se esterilizan los cubreobjetos con etanol hasta su evaporación y 

posteriormente se incuban con una solución de PBS 1X-0,1% gelatina durante 30 min. a 

37ºC. Una vez eliminada la solución de gelatina, se siembran los EBs sobre los 

cubreobjetos y al final de los protocolos de diferenciación se lavan con PBS 1X (3 

veces). Después, las células se fijan con paraformaldehído (PFA) 4%-PBS 1X durante 

20 min. y se lavan con PBS 1X (3 veces). Se conservan en PBS-0,1% acida sódica a 

4ºC. 

 

9.1 INMUNOCITOQUÍMICA MEDIANTE MÉTODOS ENZIMÁTICOS 

 

Se ha utilizado para las inmunocitquímica el método enzimático HRP 

(Horseradish Peroxidase). Se usó un kit comercial, DAKO Liquid DAB+ Substrate-

Chromogen System de DAKO, según el siguiente protocolo: 

 

• Permeabilizar con PBS 1X-Tritón 0,1%-Saponina 0,1% durante 45 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Bloquear la peroxidasa endógena con la solución comercial de DAKO, que 

contiene H2O2, durante 2 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Bloquear las interacciones inespecíficas con una solución de PBS-BSA 1%-

Saponina 0,1% durante 45 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Incubar con el anticuerpo primario en PBS 1X-BSA 1%-Saponina 0,1% 

durante 1 hora y 30 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Incubar con el anticuerpo secundario en la solución Envision plus (del kit 

comercial) durante 30 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Añadir la solución de revelado de la peroxidasa de rábano (HPR) con la 

solución del kit comercial de sustrato y cromógeno (DAB, diaminobenzidina). 
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• Incubar la reacción entre 2 y 15 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Contrateñir con una solución de hematoxilina-eosina. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Lavar tres veces con H2O durante 2 min. 

• Montar las muestras sobre portaobjetos en medio acuoso (Aquatex). 

 

9.2. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

 

• Incubar con NH4Cl 50 mM 5 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Permeabilizar con PBS 1X-Tritón X-100 0,2% durante 5 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Incubar con la solución de bloqueo PBS-BSA 1% durante 30 min. para evitar 

uniones inespecíficas del anticuerpo. 

• Incubar con el anticuerpo primario en PBS-BSA 1% entre 1 hora y 30 min. a 

TA u O/N a 4ºC. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 10 min. 

• Incubar con el anticuerpo secundario unido a fluoresceína (FITC) a una 

dilución 1:40 en PBS-BSA 1%, durante 1 hora. A partir de este paso, el 

protocolo se realiza manteniendo las muestras en oscuridad. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Teñir los núcleos con To-pro3 (1 μM) diluido en PBS 1X, durante 5 min. 

• Lavar tres veces con H2O. 

• Montar las muestras sobre portaobjetos con mowiol. 

• Conservar las muestras a 4ºC en oscuridad. 

 

9.3. INMUNOFLUORESCENCIA MEDIANTE AMPLIFICACIÓN CON EL 

MÉTODO TSA 

 

 Para realizar las inmunofluorescencias con sistemas de amplificación se ha 

usado el kit comercial TSATM Fluorescente Systems Tyramide Signal Amplification de 

PerkinElmer. Este sistema amplificador se basa en el uso de un anticuerpo secundario 
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unido a biotina que a su vez será reconocido por la estreptavidina acoplada a HRP, y 

finalmente el fluorocromo unido a tiramida se deposita donde está la HRP inmovilizada. 

• Permeabilizar con metanol 60% disuelto en H2O durante 30 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Bloquear la peroxidasa endógena con el reactivo de bloqueo comercial durante 

2-3 min. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Añadir la solución de bloqueo comercial (TNB) durante 45 min. para evitar 

uniones inespecíficas del anticuerpo. 

• Incubar el anticuerpo primario en PBS-BSA 1%-saponina 0,1% durante 1 hora 

y 30 min. 

• Lavar sucesivamente con PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2% 

durante 5 min. y PBS 1X durante 10 min. 

• Incubar el anticuerpo secundario acoplado a biotina diluido en TNB a 1:350, 

durante 45 min. 

• Lavar en PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2% durante 5 min. y PBS 

1X durante 10 min. 

• Incubar con estreptavidina/HRP diluida en TNB a 1:200, durante 35 min. 

• Lavar sucesivamente con PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2% 

durante 5 min. y PBS 1X durante 10 min. 

• Incubar el fluorocromo, cianina 3, unido a tiramida (el cual se diposita donde 

hay peroxidasa) diluido en el diluente amplificador a 1:100, durante 5 min. A 

partir de este paso el protocolo se realiza manteniendo las muestras en oscuridad. 

• Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min. 

• Teñir los núcleos con To-pro3 (1μM) diluido en PBS 1X, durante 5 min. 

• Lavar tres veces con H2O. 

• Montar las muestras sobre portaobjetos con mowiol. 

• Conservar las muestras a 4ºC en oscuridad. 

 

9.4. INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCIÓN DE 

BROMODIOXIURIDINA (BrDu) 

 

• Tratar las células con BrDu 1μM O/N. 
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• Lavar las células con PBS 1X tres veces. Tripsinizar las células, contarlas y 

preparar una suspensión monocelular de 1·106 células por punto. Al ser una 

suspensión celular, después de cada paso, para eliminar las soluciones de trabajo 

se centrifugan las células 3 min. a 1000 rpm, y al añadir cada solución nueva es 

necesario pipetear bien las células para volver a resuspenderlas. 

• Incubar las células con el fijador citofix del kit comercial Cytofix/Cytoperm de 

BD Company durante 20 min. a 4ºC. 

• Lavar las células con tampón de lavado del kit comercial Cytofix/Cytoperm 

tres veces durante 5 min. 

• Desnaturalizar el DNA. Para ello se usa una solución de desnaturalización que 

se prepara al momento y contiene 0,5% BSA-2M HCl en PBS 1X. Esta solución 

se deja precipitar durante unos min. antes de ser usada. Se incuban las células 

con esta solución durante 20 min. a TA. 

• Lavar las células con PBS 1X tres veces durante 5 min. 

• Incubar con la solución de bloqueo PBS 1X-BSA 0,5%-Tween 0,5% durante 

30 min. 

• Incubar con el anticuerpo primario anti-BrDu diluido en la solución de bloqueo 

a 1:2000, durante 45 min. 

• Lavar las células con PBS 1X-BSA 0,5%-Tween 0,5% tres veces durante 5 

min. 

• Incubar el anticuerpo secundario unido a fluoresceína diluido en la solución de 

bloqueo a 1:200. A partir de este punto se mantienen las células en oscuridad. 

• Lavar las células con PBS 1X tres veces durante 5 min. 

• Incubar con ioduro de propidio 5μg/ml y RNAsa A 150 μg/ml en PBS O/N a 

4ºC. 

• Analizar las células por FACS, usando un citómetro de Becton Dickinson. 
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9.5. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO 

 

Marcador Anticuerpo Origen Dilución 

WB 

Dilución 

ICQ 

Pdx-1 Conejo (policlonal) Dr. F.X.Real 1:2500 1:300 

p48 Conejo (policlonal) Dr. F.X.Real 0,5 μg/ml 5 μg/ml 

Mist-1 Ratón (monoclonal) Dr. Konieczny 1:500 1:2 

Amilasa Conejo (policlonal) Sigma 0,5 μg/ml 10 μg/ml 

Carboxipeptidasa Conejo (policlonal) Biogenesis 1:6000 1:1500 

Quimiotripsinógeno Ratón (monoclonal) Biogenesis X 1:1000 

E-cadherina Ratón (monoclonal) Trans. Lab. X 1:500 

β-catenina Ratón (monoclonal) Trans. Lab. X 1:500 

Sintaxina-4 Conejo (policlonal) Synaptic Systems X 1:1500 

CCKAR Conejo (policlonal) Euro-Diagnostica X 1:2500 

VAMP-8 Conejo (policlonal) Abcam X 1:500 

BrDu Ratón (monoclonal) BD Biosciences X 1:2000 

Ig-FITC  Ratón Dako Cytomation X 1:40 

Ig-FITC Conejo Dako Cytomation X 1:40 

Ig-HRP Ratón  Dako Cytomation 1:2000 1:200 

Ig-HRP Conejo Dako Cytomation 1:2000 1:200 

Ig-Biotina Ratón Dako Cytomation X 1:350 

Ig-Biotina Conejo Dako Cytomation X 1:350 

Tabla 2.25: Anticuerpos usados en el estudio. WB = Western Blot; IF= Inmunofluorescencia; 
HM = autoproducción (home made). 
 

10. DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD β-GALACTOSIDASA  
 

10.1. IN SITU: X-GAL 

 

 Para analizar la actividad del enzima β-galactosidasa in situ se usó la técnica de 

marcaje histoquímica con X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside). 

 

• Eliminar el medio de cultivo y lavar las células con PBS 1X. 

• Fijar las células con glutaraldehído 0,2% diluido en PBS 1X, durante 20 min. 

• Lavar las células con PBS 1X. 
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• Incubar las células con la solución de revelado con X-gal (Tabla 2.26) a 37ºC 

O/N en oscuridad. 

 

Componentes de la 

solución de revelado 

Concentración 

Ferrocianuro de potasio 5 mM 

Ferricianuro de potasio 5 mM 

MgCl2 2 mM 

X-gal 1mg/ml 

Tabla 2.26: Solución de revelado. 
 

• Lavar las células con PBS 1X. 

• Conservar las células a 4ºC en PBS 1X-acida sódica 0,1%. 

 

10.2. BIOQUÍMICAMENTE EN LOS LISADOS CELULARES: ONPG 

 

 Para analizar la actividad del enzima β-galactosidasa a partir de los lisados 

celulares se usó el compuesto orgánico ONPG (Ortho Nitro Phenyl Galactopyranoside) 

según se describe a continuación: 

 

• Tripsinizar las células y centrifugarlas 5 min. a 1000 rpm. 

• Lavar el botón celular dos veces con PBS1X. 

• Lisar las células con 200 µl del tampón de lisis (Tabla 2.27) y tres ciclos de 

congelación y descongelación en nitrógeno líquido. 

• Añadir 25 µl de cada lisado a 135 µl del tampón A (Tabla 28) e incubar 5 min. 

a 37ºC. 

• Añadir 50 µl de ONPG a cada muestra e incubar de 1 a 16 horas. Para parar la 

reacción, se añaden 90 µl de Na2CO3 1M. 

• Lectura de la actividad enzimática a 420 nm. 
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Componentes del tampón de lisis Concentración 

KH2PO4 /K2HPO4 pH 7.5 100 mM 

Tritón  0,2% 

DTT 1 mM 

Componentes del tampón A  

Tampón de lisis  

KCl 10 mM 

MgSO4 1 mM 

β-mercaptoetanol 50 mM 

Tabla 2.27: Composición del tampón de lisis y del 
tampón A.  

 

11. UNIÓN DE CCK RADIOACTIVA A SU RECEPTOR (CCKr) 

 

11.1. PREPARACIÓN DE MEMBRANAS CRUDAS PARA EL EXPERIMENTO 

DE UNIÓN DE CCK RADIOACTIVA A SU RECEPTOR (CCKr) 

 

 En el laboratorio de la Dra. Marlène Dufresne (INSERM, Toulouse) se 

realizaron experimentos de unión de CCKA radioactiva en preparaciones de membranas 

crudas de las células diferenciadas obtenidas después del protocolo de selección.  

 

• Lavar las células 3 veces con PBS 1X. 

• Añadir a un pocillo de una placa de 6 pozos 500μl de la solución para la 

preparación de membranas crudas para el ensayo de unión de CCK radioactiva 

(Tabla 2.28), despegar las células con un raspador y transferir las células a un 

tubo que resista el nitrógeno líquido. 

• Repetir tres veces un proceso de congelación con nitrógeno líquido (5 min.) y 

descongelación a 37ºC (5 min.), para la lisis de las células. 

• Centrifugar las células durante 20 min. a 16000 rpm a 4ºC. 

• Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en una solución de Hepes 50 

mM + 17,4 μg/ml de PMSF. 
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Componentes de la solución 

para la preparación de 

membranas crudas  

Concentración 

Hepes pH 7 10 mM 

Bacitracin  1 mg/ml 

Inhibidor de tripsina (STI)  0,1 mg/ml 

PMSF  17,4 μg/ml 

Tabla 2.28: Composición de la solución para la 
preparación de las muestras de membranas crudas para 
el ensayo de CCK radioactiva. 

 

11.2. UNIÓN DE CCK RADIOACTIVA A LAS PREPARACIONES CRUDAS DE 

MEMBRANAS CELULARES 

 

 Una vez obtenidas las preparaciones de las muestras de membranas crudas para 

la determinación de la unión de CCK se realizó el siguiente protocolo: 

 

• Descongelar las muestras (cada preparación contiene el mismo número de 

células en el mismo volumen de tampón) y homogenizarlas con dounce a 4ºC 

(15 veces) en 1 ml de tampón de unión (Tabla 2.29). 

• Diluir la muestra en tampón de unión 1:4  

• Recoger 400 µl de cada preparación de membrana e incubar 2 horas a TA con 

el ligando (CCK-I125) radioactivo (100000 cpm) en un volumen total de 500 µl. 

En estas condiciones, 100000 cpm corresponden a 80-100 pM de CCK marcada. 

Cada ensayo de unión se realiza por triplicado. 

• La unión no específica se determina realizando la incubación de cada 

preparación en presencia del ligando no radioactivo CCK 1 µM.  

• Después de 2 horas de incubación añadir 500 µl del tampón de unión con 1 % 

de BSA y centrifugar a 4ºC a 10000 rpm durante 10 min. 

• Aspirar el sobrenadante, lavar el botón celular, añadir 500 µl de tampón de 

unión con 1% de BSA y centrifugar a 4ºC a 10000 rpm durante 5 min. 

• Aspirar el sobrenadante y medir la radioactividad del pellet con un contador de 

centelleo gamma. 

• Calcular la unión específica como resultado de unión total de CCK radioactiva 

menos la unión inespecífica. 
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Componentes del tampón de 

unión de CCK radioactiva 

Concentración 

Hepes pH 7 50 mM 

Bacitracina 0,1% 

Inhibidor de tripsina (STI) 0,01% 

EGTA 1mM 

NaCl 115 mM 

BSA 0,2% 

PMSF  17,4 μg/ml 

Tabla 2.29: Composición del tampón de unión de CCK 
radioactiva 
 

12. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO 

CITOSÓLICO  
 

 Para las medidas de la concentración de calcio intracelular, se usan sondas 

fluorescentes unidas a grupos de ésteres de acetoximetil que inactivan las sondas y 

permiten su entrada a la célula al ser no polares. Una vez dentro de la célula, las 

esterasas intracelulares cortan los grupos ester, de manera que la sonda queda retenida 

dentro de la célula y es sensible a los cambios de calcio.  

 

 Para este estudio se usó la sonda Fura-2 (Molecular Probes) cuyo rango de 

excitación es de 340-380 nm y de emisión de 510 nm a la concentración de 4,76 μM. Se 

hicieron las medidas de calcio intracelular de las células diferenciadas obtenidas 

después del protocolo de selección. 

 

• Incubar las células con una solución isotónica (ISO) precalentada a 37ºC 

(Tabla 2.30) con 4,76 μM de Fura-2 durante 45 min. a TA. 

• Lavar las células con la solución isotónica para eliminar el Fura-2. 

• Se añade el estímulo (secretagogo), carbacol 5 μM, CCK 10-9 M y 10-12 M en 

la solución isotónica precalentada (Figura 2.9). La concentración de calcio se 

determina con un microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX70. 
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Figura 2.9: Protocolo de las medidas de la concentración de 
calcio intracelular. 

 

Componentes de la 

solución ISO 

Concentración 

NaCl 140 mM 

KCl 2,5 mM 

CaCl2 1,2 mM 

MgCl2 0,5 mM 

Hepes 10 mM 

Glucosa 5 mM 

Osmolaridad 303±4 mOsm 

pH 7.25  

Tabla 2.30: Composición de la solución isotónica 
(ISO). 

 

13. DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD AMILASA EN ENSAYOS DE 

SECRECIÓN 

 

 Para analizar la amilasa intracelular secretada de las células diferenciadas 

obtenidas después del protocolo de selección, se usó un kit comercial que detecta la 

actividad enzimática del enzima, InfinityTM Amylase Liquid Stable Reagent (Termo 

Electron Corporation). 

 

 Para detectar la secreción de amilasa, se recoge el medio de cultivo de las células 

al final del protocolo (EB7P28) (ver apartado 6.3) y se mide la actividad amilasa; esta 

medida nos indicará la amilasa de secreción constitutiva no regulada, basal. Se añade 

medio nuevo suplementado con secretagogos: carbacol (CCH) 5·10-6 M, 10-9 M; 

colecistoquinina (CCK) 10-9 M, 10-12 M y ceruleina 10-9 M (Tabla 2.32). También se 

añade un punto control sin secretagogo. Las células se incuban con este medio durante 

45 min. a 37 ºC y posteriormente, tras recogerlo, se mide la actividad amilasa; esta 
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medida nos indicará la amilasa secretada en respuesta a un estímulo. Por último, las 

células se lisan con el tampón Krebs (Tabla 2.31) y se mide la actividad amilasa del 

lisado; esta medida nos indicará la actividad amilasa intracelular de las células en 

presencia de estímulo o sin estímulo (basal) (Figura 2.10). Para todas las medidas se 

hacen triplicados.  

 

Componentes del Tampón de 

Krebs 

Concentración 

Hepes 24,5 mM 

NaCl 115 mM 

Glucosa 5 mM 

Glutamina 2 mM 

Aa esenciales 1X 

Aa no esenciales 1X 

KCl 4,8 mM 

CaCl2 (2 H2O) 0,5 mM 

MgSO4 (7 H2O) 4,8 mM 

KH2PO4 1,2 mM 

STI (inhibidor de tripsina) 0,01% 

BSA 0,20% 

Tabla 2.31: Composición del Tampón de Krebs. 
 

 Para lisar las células con el tampón Krebs, es necesario previamente 

tripsinizarlas, resuspenderlas en el tampón y hacer tres ciclos de congelación (nitrógeno 

líquido) y descongelación (37ºC). Los lisados se pueden conservar a -20ºC. 

 

 Para el ensayo se mezclan 20 µl de cada muestra con 20 µl del reactivo del Kit y 

se incuban durante 30 minutos a 37 ºC. Posteriormente, se realiza la lectura de la 

actividad amilasa a 420 nm. 
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Figura 2.10: Esquema del protocolo y de las muestras analizadas para la detección de 

amilasa. 

 

Secretagogo Casa comercial Referencia 

CCK Sigma C2175 

CCH Sigma C4382-1G 

Ceruleína Sigma C9026 

Tabla 2.32: Secretagogos utilizados. 

 

14. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 
 

 Para realizar el análisis de las células por microscopía electrónica se utilizó el 

siguiente protocolo: 

 

• Fijar las células con gluteraldehído al 2% durante 30 min. 

• Lavar 3 veces las células con PBS1X. 

• Post-fijar las células con Tetraóxido de Osmio al 2% durante 30 min. a TA y 

oscuridad. 

• Lavar las células 3 veces con H2O. 

• Deshidratar las muestras con etanol y hidroxipropilo de metacrilato (HPMA). 

• Incluir las células en resina Epon 812 y reincluirlas para hacer secciones. 
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• Para secciones de semifinos, se realiza una tinción de azul de toluidina y para 

las secciones de finos se realiza una tinción de acetato de uranilo y citrato. 
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1. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO 
 

 La proporción de células ES que adoptan espontáneamente un fenotipo 

endodérmico durante la formación del EB es muy baja. Por ello y con el fin de aumentar 

la eficiencia de diferenciación de las células ES a células β, en los últimos años distintos 

grupos han desarrollado protocolos de diferenciación basados en el uso de factores de 

crecimiento y moléculas de señalización implicados en el desarrollo pancreático; pero 

poco se sabe sobre qué factores regulan la diferenciación y desarrollo exocrino. 

 

1.1. ANÁLISIS DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE PANCREÁTICO FETAL 

(SNP) EN LA DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS ES A CÉLULAS 

ACINARES PANCREÁTICAS 

 

 Las células ES responden a señales implicadas en el desarrollo pancreático, ya 

que su diferenciación en presencia de sobrenadantes pancreáticos obtenidos del cultivo 

de páncreas fetal (SNP) incrementa la expresión de diferentes marcadores endocrinos 

(4, 22, 23). Por ello, nuestro interés fue analizar si los SNP también inducían un 

incremento de la expresión de marcadores exocrinos. Así pues, aplicando el protocolo 

descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.1A) analizamos por RT-

PCR semicuantitativa y cuantitativa la expresión de distintos marcadores de 

diferenciación exocrina, así como la expresión de factores de transcripción implicados 

en el desarrollo exocrino. Estudiamos el efecto de los SNP de estadíos comprendidos 

entre E12.5-E17.5 (Figura 3.1B-C), observando que en todos los casos tenía lugar un 

incremento de la expresión de tránscritos de RNAm que codifican para marcadores 

endocrinos (Nkx6.1, insulina y glucagón) y marcadores exocrinos (amilasa, 

carboxipeptidasa A, quimiotripsinógeno, Mist-1 y p48), aunque la expresión de elastasa 

no se modulaba. Esto demuestra que los SNP contienen un cóctel de factores que 

inducen tanto la diferenciación endocrina como exocrina, por lo que tal y como era de 

esperar su efecto no es selectivo para un linaje pancreático específico. 
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Figura 3.1: A) Protocolo de diferenciación de las células ES utilizando SNP (EB7P7). 
Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos, en las células diferenciadas tratadas 
con SNP de estadíos embrionarios comprendidos entre E12.5-E17.5 por B) RT-PCR 
semicuantitativa y por C) RT-PCR cuantitativa. La condición control (C) muestra la 
expresión de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas con SNP. HPRT es el 
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marcador usado como gen housekeeping. Carboxip. A= carboxipeptidasa A; Quimiotrip.= 
quimiotripsinógeno. 
 

 También observamos que en general los EBs cultivados con SNP tenían un 

tamaño sensiblemente mayor que los obtenidos en la condición control; este efecto era 

claramente más pronunciado en el caso del estadío E16.5 (aproximadamente de tres 

veces según medidas milimétricas). Estos resultados demuestran que los SNP contienen 

asimismo factores mitogénicos, cuya concentración y/o composición varía según el 

estadío embrionario del cual se han obtenido el SN (Figura 3.2). 

 

 
Figura 3.2: Tamaño de los EBs tratados con SNP de distintos estadíos embrionarios. Se 
muestran imágenes obtenidas por microscopía de contraste de fase de EBs después de 6 días en 
suspensión (EB6) tratados con SNP de los estadíos E13.5, E14.5 y E16.5. Los EBs control no 
han sido tratados con SNP. 
 

1.2. ANÁLISIS DEL EFECTO DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS DEL 

CULTIVO DE MESÉNQUIMA PANCREÁTICO DEL ESTADÍO 

EMBRIONARIO E12.5 EN LA DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS ES A 

CÉLULAS ACINARES PANCREÁTICAS 

 

 Debido a que se ha descrito que el mesénquima pancreático regula las 

proporciones relativas de tejido endocrino y exocrino y que en ausencia de éste, el 

epitelio pancreático se diferencia a los linajes endocrinos (15), estudiamos el efecto de 

los SN obtenidos del cultivo de mesénquima pancreático del estadío de E12.5 y por otro 

lado del epitelio pancreático del mismo estadío. La separación del mesénquima se 

realizó con páncreas embrionarios de este estadío porque es todavía realizable; más 

tarde éste queda embebido en el parénquima acinar. En nuestras condiciones, el 

mesénquima aislado prolifera in vitro al menos durante una semana y las células 
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derivadas presentan una morfología fibroblástica (Figura 3.3A). Usando el protocolo 

descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.1A) analizamos por RT-

PCR semicuantitativa, la expresión de distintos marcadores de diferenciación exocrina y 

endocrina, así como la expresión de factores de transcripción implicados en el 

desarrollo pancreático. El SN obtenido del cultivo de mesénquima pancreático inducía 

un incremento en la expresión tanto de marcadores exocrinos como endocrinos (Figura 

3.3B). Este incremento no era significativamente mayor que el obtenido con los SNP, ni 

se producía tampoco de forma selectiva un incremento de la expresión de marcadores 

acinares (Figura 3.1B). 

 

 Se ha descrito en experimentos de co-cultivo de mesénquima y epitelio 

pancreáticos (11, 15) que  para que el mesénquima induzca la diferenciación exocrina es 

necesario el contacto y/o la proximidad de ambos sugiriendo la implicación tanto de 

factores solubles como de moléculas asociadas a la membrana de una forma 

concentración dependiente. Estos datos podrían explicar en parte el hecho de que no 

observemos un incremento específico de la expresión de marcadores exocrinos  al ser 

incubadas las células con el SN del mesénquima embrionario. 

 

 
Figura 3.3: A) Imágenes de contraste de fase de los cultivos de mesénquima de páncreas 
embrionario de E12.5, después de 24 horas y 3 días de cultivo. B) Análisis de la expresión 
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de marcadores pancreáticos en las células diferenciadas tratadas con SN de cultivos de 
mesénquima del estadío embrionario de E12.5 por RT-PCR semicuantitativa. La condición 
control (C) muestra la expresión de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas 
con SN. HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. Carboxip. A= carboxipeptidasa 
A; Quimiotrip.= quimiotripsinógeno. Mes. = sobrenadante del cultivo de mesénquima 
pancreático del estadío embrionario E12.5. Epit. = sobrenadante del cultivo de epitelio 
pancreático del estadío embrionario E12.5. SN = sobrenadante. 
 

1.3. ANÁLISIS DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE DEL CULTIVO DE LAS 

LÍNEAS CELULARES NIH3T3, 266-6, AR42J E INS-1E EN LA 

DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS ES A CÉLULAS ACINARES 

PANCREÁTICAS 

 

 Investigamos el efecto de los SN obtenidos del cultivo de una línea celular 

mesenquimal no pancreática (NIH3T3), de líneas celulares pancreáticas exocrinas (266-

6 y AR42J) así como de una línea celular pancreática endocrina (INS-1E). Utilizando el 

protocolo descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos analizamos, por RT-PCR 

semicuantitativa, la expresión de distintos marcadores de diferenciación exocrina y 

endocrina, así como la expresión de factores de transcripción implicados en el 

desarrollo pancreático (Figura 3.4).  

 

Trabajos pioneros en los años 60-70 demostraron en ensayos de recombinación 

de epitelio-mesénquima que éste último no requería ser de origen pancreático para 

inducir la diferenciación exocrina (6). Más recientemente, trabajos de Li et al., 2004 

(11) han mostrado que la línea celular NIH3T3 también puede substituirlo. Nuestros 

resultados demuestran que el SN obtenido a partir del cultivo de esta línea celular no 

produce este efecto sobre la diferenciación acinar. Asimismo, no se regula la expresión 

de marcadores endocrinos tales como Nkx6.1 e insulina. Tal como hemos comentado en 

el apartado anterior, una explicación plausible sería que con el SN no conseguimos la 

concentración adecuada de los factores responsables de dicha indcción. De hecho, en los 

trabajos publicados se describe un efecto represor del mesénquima sobre la 

diferenciación endocrina dependiente de la proximidad y/o concentración local de 

factores que tampoco observamos en nuestros ensayos. Otra posibilidad, es que el clon 

de células NIH3T3 con el que trabajamos no fuera el mismo que el utilizado en los 

experimentos de Li et al., 2004.  
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Por otro lado, al analizar el efecto de los SN de las líneas celulares acinares 

observamos que el SN de  ambas líneas (266-6 y AR42J) inducía un incremento de la 

expresión de p48, Nkx6.1 e insulina, pero en cambio no se incrementaba la expresión de 

marcadores de citodiferenciación acinar como amilasa o carboxipeptidasa A. Incluso, en 

el caso del SN de AR42J se observaba una cierta represión en la expresión de enzimas 

digestivos (Figura 3.4). El incremento de la expresión de marcadores endocrinos con el 

uso del sobrenadante del cultivo de la línea celular AR42J podría explicarse en parte por 

el carácter anficrino de estas células y es posible que ocurra lo mismo en el caso de la 

línea celular 266-6. 

 

 Por último, el SN de la línea celular endocrina INS-1E no regulaba la expresión 

de marcadores endocrinos (Nkx6.1 e insulina) y disminuía la expresión de marcadores 

exocrinos (p48 y carboxipeptidasa A) (Figura 3.4). 

 

 
Figura 3.4: Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos en las 
células diferenciadas tratadas con SN de cultivos de líneas celulares 
mesenquimales (NIH3T3), acinares (AR42J y 266-6) y endocrinas (INS-
1E) por RT-PCR semicuantitativa. La condición control (C) muestra la 
expresión de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas con 
SN. HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. Carboxipep. A = 
carboxipeptidasa A. 
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1.4. ANÁLISIS DEL EFECTO DE FACTORES SOLUBLES IMPLICADOS EN 

EL DESARROLLO PANCREÁTICO SOBRE LA DIFERENCIACIÓN DE LAS 

CÉLULAS ES A CÉLULAS ACINARES  

 

 El siguiente paso fue investigar qué vías de señalización específicas implicadas 

en el desarrollo pancreático podrían regular la diferenciación de las células ES al linaje 

exocrino. Se ha demostrado extensivamente (ver apartado 2 de la Introducción) la 

importancia de la vía de señalización de Hedgehog, de distintos miembros de la familia 

del TGFβ, FGFs, EGFs y del RA sobre el desarrollo pancreático. Por ello, analizamos el 

efecto de factores solubles y drogas moduladoras de estas vías de señalización, tales 

como ciclopamina (compuesto químico que bloquea la vía de señalización de HH), 

Activina A y BMP4, FGF4, FGF6 y FGF7, HB-EGF y all-trans RA utilizando el 

protocolo descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.5).  

 

 
Figura 5: Protocolo de diferenciación de las células ES (EB7P7) incubadas con factores 
solubles específicos para analizar su efecto sobre la diferenciación de las células ES a 
células acinares pancreáticas. 
 

La mayoría de estos resultados se presentan en el artículo “Transforming 

growth factor (TGF)β, fibroblast growth factor (FGF) and retinoid signalling 

pathways promote pancreatic exocrine gene expression in mouse embryonic stem 

cells” adjunto a continuación. 

 

A modo de resumen, demostramos según el análisis por RT- PCR que la 

represión de la vía de HH con ciclopamina o con Activina A (que tiene efectos 

redundantes con Activina B) estimulaba la expresión de Pdx-1, insulina y glucagón. 

Además Activina A inducía también un incremento de la expresión de marcadores 
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exocrinos como p48 y amilasa. La incubación de las células con all-trans RA (1μM) 

inducía un incremento de la expresión de marcadores exocrinos (elastasa y p48), 

mientras que la expresión de marcadores endocrinos no se modula (insulina y Pdx-1); y 

FGF7 inducía un incremento de la expresión tanto de marcadores endocrinos como 

exocrinos. Los factores solubles BMP4, FGF6 y FGF4 no modulaban la expresión ni de 

marcadores exocrinos ni endocrinos de manera significativa. 
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Synopsis 

 

Extracellular signalling cues play a major role in the activation of differentiation programmes. 

Mouse embryonic stem (ES) cells are pluripotent and can differentiate into a wide variety of 

specialised cells. Recently, protocols designed to induce endocrine pancreatic differentiation 

in vitro have been designed but little information is currently available concerning the 

potential of ES cells to differentiate into acinar pancreatic cells. By using conditioned media 

of cultured foetal pancreatic rudiments, we demonstrate that ES cells can respond in vitro to 

signalling pathways involved in exocrine development and differentiation. In particular, 

modulation of the hedgehog, TGFβ, retinoid and FGF pathways in ES cell-derived embryoid 

bodies (EB) resulted in increased levels of transcripts encoding pancreatic transcription 

factors and cytodifferentiation markers, as demonstrated by RT-PCR. In EB undergoing 

spontaneous differentiation, expression of the majority of the acinar genes (i.e. amylase,  

carboxypeptidase A and elastase) was induced after the expression of endocrine genes, as 

occurs in vivo during development. These data indicate that ES cells can undergo exocrine 

pancreatic differentiation with a kinetic pattern of expression reminiscent of pancreas 

development in vivo and that ES cells can be coaxed to express an acinar phenotype by 

activation of signalling pathways known to play a role in pancreatic development and 

differentiation. 

 

 

 

Key words: Embryonic stem cells/ acinar pancreas/ differentiation pathways/ transcription 

factors/ endocrine. 

 

Abreviations used: EB, embryoid body; ES, embryonic stem; FBS, fetal-bovine serum; FGF, 

fibroblast growth factor; HH, hedgehog; LIF, leukaemia inhibitory factor; RA, retinoic acid; 

TGF, transforming growth factor. 
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Introduction 

 

Mouse embryonic stem (ES) cells can be propagated indefinitely in the 

undifferentiated state when cultured in the presence of leukaemia inhibitory factor (LIF) and, 

upon aggregation, they retain the ability to differentiate into all cell types of ectodermal, 

mesodermal and endodermal lineages. Clustering of cells leads to the formation of three-

dimensional structures, called embryoid bodies (EB), from which cells differentiate in a 

process that mimics gastrulation and early organogenesis [reviewed in 1-4]. The molecular 

mechanisms promoting the commitment of stem cells into a specific lineage remain largely 

unknown. Recently, ES cells adopting an endocrine pancreatic phenotype have been described 

on the basis of their functional properties [5-8]. However, many important questions remain to 

be answered including the detailed time-course of pancreatic marker expression during 

spontaneous differentiation, the precise proportion of ES cells undergoing pancreatic 

differentiation - a recent re-examination of published data led to the conclusion that as few as 

1/105 cells are insulin-producing β-cells [9] – and the degree of functional maturity achieved. 

In any case, using currently available strategies, the ability of ES cells to differentiate along 

the various pancreatic lineages is dramatically low. Indeed, their potentiality to differentiate 

into exocrine cells has only been reported on the basis of amylase and carboxypeptidase 

transcript expression [10-11], suggesting that a very small number of cells is competent to 

adopt an acinar fate. This could result from two main limitations. The first one may rely on 

the appearance of a relatively small fraction of cells within the nascent embryoid bodies 

spontaneously adopting an endodermal fate, compared to much higher proportions of cells 

adopting neurectodermal or mesodermal fates [2-3]. Secondly, it is well known that the 

specification of pancreatic endoderm in vivo, takes place in only a sub-set of gut endoderm 

cells which both receive an inductive signal from the notochord and aorta, and escape from an 

inhibitory signal originating from the cardiac mesoderm [reviewed in 12-14]. The occurrence 

of these processes within the developing embryoid bodies remains largely uncontrolled. 

Advances in the knowledge of the factors involved in pancreatic development and 

differentiation are thought to be essential to develop strategies to activate the pancreatic 

differentiation program from ES cells [15]. Both endocrine and exocrine pancreas originate 

from a domain of the foregut endoderm [16, 17] which expresses at early developmental 

stages the transcription factor Pdx-1. In the mouse, targeted inactivation of this gene leads to 

an apancreatic phenotype [18, 19], demonstrating its major role in both exocrine and 

endocrine pancreatic development. Moreover, overexpression of a modified Pdx-1 carrying 

the VP16 activation domain in other endodermal territories, such as the liver, leads to ectopic 

pancreas formation [20]. Soluble factors such as activin βB and fibroblast growth factor- 2 

(FGF2), secreted by the chick notochord, repress expression of Sonic hedgehog (Shh) and 

Indian hedhegog (Ihh) - a prerequisite to pancreatic lineage specification - and trigger the 
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emergence of pancreatic precursors expressing Pdx-1 [21]. Most evidences suggest that the 

endocrine phenotype is activated by default in pancreatic precursors, whereas exocrine 

differentiation requires the participation of extracellular matrix and mesenchymal cells 

[reviewed in 12, 15, 22]. Indeed, there is strong evidence that signalling induced by soluble 

factors is of crucial importance for cell differentiation during pancreatic development. We 

have, therefore, analyzed whether growth factors and compounds that can affect biochemical 

routes important for pancreatic development can also impact on the differentiation of ES cells 

towards the pancreatic lineage, and more specifically into acinar cells. We show that 

signalling pathways involved in early pancreas development also regulate exocrine pancreatic 

gene expression in differentiating ES cells and that the observed temporal patterns of 

pancreatic gene expression are reminiscent of in vivo development.  Therefore, these data may 

be useful for the development of new strategies directing ES cell differentiation towards the 

pancreatic exocrine lineage in vitro. 

 

Materials and methods 

 

Cell culture and reagents. Undifferentiated ES cells (ENS cell line, [23]) were cultured 

at 37ºC in a 7.5 % C02 atmosphere on mitomycin-treated mouse embryonic fibroblasts in 

Glasgow's Modified Eagle's Medium (GMEM, Gibco) supplemented with 10% foetal  bovine 

serum (FBS), 0.1 mM β-mercaptoethanol, 1 mM sodium pyruvate, 1% non-essential amino 

acids (Gibco), 2 mM glutamine, 1% penicillin-streptomycin, and 1000 U/ml LIF. CGR8, a 

feeder-independent ES cell line, was also used [24]. AR42J (rat) and 266-5 (mouse) cells 

display some exocrine-like features and were cultured in Dulbecco's modified Eagle's 

Medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10% FBS, glutamine, sodium pyruvate, non-

essential amino acids, and penicillin-streptomycin. 

Recombinant human activin A was obtained through the National Hormone & 

Pituitary Program, (NIDDK and A. F. Parlow). Cyclopamine was a kind gift from W. Gaffield 

(U.S. Department of Agriculture, Albany, CA). All-trans retinoic acid and FGF7 were 

obtained from Sigma and R&D Systems, respectively. 

The following rabbit antisera were used: anti-rat p48 cross-reactive with human p48 

[25], anti-amylase (Sigma); anti-frog Pdx-1 cross-reactive with mouse Pdx-1 (kindly provided 

by C. Wright, Nashville, TN). Peroxidase, biotin or EnVision-labeled goat anti-rabbit Ig 

(Dako) were used as secondary antibodies.  

 

In vitro differentiation of ES cells. ES cells were grown in suspension (5 x 103 

cells/ml) in non-adherent Petri dishes to allow formation of embryoid bodies (EB). FBS 

concentration was reduced to 3% and LIF was withdrawn as indicated. In some experiments, 

EB formation was initiated in hanging drops (103 cells in 25 µl). After 2 days, EB were 
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pooled and cultured for 2 to 5 days in Petri dishes. Then, EB were allowed to adhere to 

gelatin-coated cell culture dishes and further grown in ES cell medium supplemented with the 

indicated factors.  

 

Generation of foetal pancreatic culture supernatants. Foetal pancreas was dissected 

from mouse embryos of various developmental stages. The pancreatic rudiments (n=8) were 

cultured in 5 ml of ES cell medium supplemented with 3% FBS for 7 days. Conditioned 

medium was then collected, filtered, and stored at -80ºC. A pool of supernatants was used for 

each experiment after dilution (1:1) in ES cell medium. 

 

Immunocytochemistry. Sections of frozen EB pools were fixed in 2-4% 

paraformaldehyde for 10 min and washed with PBS. For immunocytochemistry, sections were 

incubated for 10 min in H2O2 and levamisole (Sigma) to block endogenous peroxidase and 

alkaline phosphatase (AP) activities, followed by several washes in PBS. To improve the 

detection of nuclear antigens, sections were treated with 1% SDS in PBS for 5 min, washed in 

PBS, and incubated in the blocking solution of the Tyramide-Signal Amplification kit 

(NENTM, Boston, MA). Primary antibodies were added for 16 h at 4 ºC. After washing in 

PBS, sections were incubated with peroxidase-coupled anti-Ig for 1 h, then with biotin-

tyramide for 5 min, as indicated by the manufacturer. Sections were extensively washed with 

20% DMSO, incubated with phosphatase-conjugated streptavidin (2µg/ml) (Pierce, Rockford, 

IL) for 25 min, and further washed in PBS. Reactions were developed using Fast red as a 

chromogen. Alternatively, an EnVision based amplification method (Dako) was used and 

reactions were developed with DAB.  

 

RT-PCR analysis. RNA was isolated from EB cells as described by Chomczynski and  

Sacchi [26] then treated with Dnase I to eliminate any contaminating DNA. From 0.5 to 1 µg 

of total RNA was reversed-transcribed and cDNAs were amplified using the Superscript one 

step RT-PCR kit (Gibco). Reactions (25 µl) containing mRNA-specific primers (50 pmoles 

each) were incubated at optimal annealing temperatures (as described below) and subjected to 

35-40 cycles of amplification, except for ß-actin cDNA which was amplified for 20 cycles. 

The PCR products were separated using 2% agarose gels and stained with ethidium bromide. 

Their identity was confirmed by restriction endonuclease mapping. RNA from mouse 

pancreas or from the mouse pancreatic cell line ßTC3 were used as positive controls; PCR 

products generated in the absence of RNA template were used as negative control. The 

oligonucleotide pairs used for PCR and the size of the amplified products were as follows: 

Pax4 (60 ºC) CAGCAGGACGGACTCAGCAG (S) and CAGGAAGGAGGGATTGGCAGT 

(AS) (870 bp); carboxypeptidase A (58 ºC) GAAATCGCAGGCAGGCACAG (S) and 

TGGTGGTTAGGAGGCAGTTTG (AS) (653 bp); Pax6 (55 ºC) 
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AGAAGATCGTAGAGCTAGCT (S)  and TACTGGGCTATTTTGCTTACA (AS) (231 bp); 

pancreatic polypeptide (PP) (55 ºC) CTGCCTCTCCCTGTTTCTCGT (S) and 

GGCCTGGTCAGTGTGTTGATG (AS) (179 bp); Nkx6.1 (55  ºC) 

TCTTCTGGCCNGGGGTGATG (S) and CCTGCTTCTTCTTGGCGGTG (AS) (311 bp). 

Mist-1 (55ºC) CTAAAGCTACGTGTCCTTG (S) and  AGAAGAGCAGGCAGGC (AS) 

(760 pb). Other primers were as described: glucagon and insulin [27]; amylase, elastase, 

chymotrypsinogen, Pdx-1, and p48 [28]; HNF3ß (specific for the endodermal isoform) and ß-

actin [29] and ngn3 [30]. All experiments were carried out in duplicate and the reproducibility 

of the observations was confirmed in two to three independent experiments. RNA expression 

was estimated based on the intensity of the bands of the PCR products as compared to the 

intensity of the band corresponding to ß-actin. Semi-quantitative analysis of PCR products 

was performed using an Alpha Imager™ 2000 instrument (Alpha Innotech, San Leandro, CA) 

and the alpha ease™ analysis program (Alpha Innotech). Products obtained from mRNA were 

analyzed by densitometry and the ratios of pancreatic markers to ß-actin were calculated.  

 

 

Results 

 

Expression of an exocrine pancreatic phenotype in ES cells differentiated in vitro. EB 

were cultured in suspension for 4 to 21 days, and the expression of endocrine and exocrine 

differentiation markers was examined by semi-quantitative RT-PCR. Results from a 

representative experiment are shown in Fig.1. Low levels of glucagon and insulin mRNAs are 

detected as early as day 4. Higher levels are detected at day 11 and they increase markedly at 

day 21. PP transcripts are consistently detected in undifferentiated ES cells and in EB. In 

contrast, none of the exocrine differentiation markers studied (carboxypeptidase A, elastase 

and amylase) are detected at day 4. These mRNAs are first detected at day 11 and their levels 

remain constant at day 21. An exception was observed for transcripts encoding 

chymotrypsinogen that were occasionaly barely detected at day 4. These results show that, 

both endocrine and exocrine markers are detected during ES cell differentiation. In addition, 

the expression of the majority of the exocrine differentiation markers appears to be activated 

later than that of endocrine markers. 

 

Expression of mRNA encoding transcription factors involved in pancreatic differentiation. 

Expression kinetics of a panel of exocrine and endocrine transcription factors was analyzed. 

Several transcription factors expressed during pancreatic differentiation are known to play a 

dual role, first during early development and later, during the specification of pancreatic 

lineages and terminal differentiation. For instance, Pdx-1 is expressed in endocrine and 

exocrine progenitors [31]. Subsequently, Pdx-1 is involved in the activation of endocrine and 
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exocrine genes [32]. Similarly, p48 is required at early stages of development, as p48-/- mice 

lack a pancreas, and it is also required for the activation of the expression of acinar genes [28, 

32, 33]. During EB formation, both Pdx-1 and p48 mRNAs are detected as early as day 4 (Fig. 

2A, B). As shown in Fig 1, transcripts coding for acinar enzymes are not detected at this early 

stage suggesting that the p48 and Pdx-1 transcripts detected at day 4 reflect mostly, if not 

exclusively, progenitor cells. Both p48 and Pdx-1 mRNA levels increase at day 21 in parallel 

with acinar gene mRNAs. A similar kinetics of expression was observed for HNf3ß, a 

transcription factor involved both in acinar and endocrine gene expression. In contrast, mRNA 

for Mist-1, a protein involved in the maintenance of acinar cell organization and identity [34], 

is first expressed at day 11, in parallel with transcripts coding for acinar enzymes, possibly 

reflecting the emergence of terminally differentiated acinar cells.  

Ngn3, a bHLH factor, is critical for the development of all endocrine cells. It is 

expressed in endocrine progenitors and it is turned off during terminal differentiation [31, 35]. 

Pax4 is likely to be involved in the specification of the ß- cell lineage. Its expression is also 

down-regulated during terminal differentiation [36]. Interestingly, in the developing EB, both 

ngn3 and Pax4 are strongly expressed at 4 days of differentiation and their levels decrease at 

the later time points, in accordance with the in vivo expression kinetics. In contrast, Nkx6.1 

mRNA, whose expression is dependent on Pdx-1 expression in early differentiating ß-cells 

[37] and Pax6, which is expressed in all endocrine cells throughout early pancreatic 

development [15, 37], are also detected at day 4 but their levels are up-regulated at later time 

points. 

We next examined the expression of p48 and Pdx-1, two factors involved in the 

expression of acinar genes, and amylase in 21 day EB by immunocytochemistry (Fig. 2C). A 

very low proportion of cells express either proteins. p48 and Pdx-1 are mainly found in the 

nucleus. Cells immunoreactive for exocrine pancreatic markers are present as singlets or as 

doublets, though some clusters of reactive cells are also observed. No labelling is detected in 

undifferentiated ES cells (data not shown). 

 

A comparison of the expression kinetics of pancreas-specific genes during in vitro 

differentiation of ES cells and during in vivo foetal development is given in Table I. It shows 

that pancreatic markers that are expressed at early stages of pancreatic development in vivo 

(E8.5-9.5) are already expressed in early differentiating EB (EB4) whereas pancreatic markers 

whose expression is switched on later (E10.5) are first detected at day 11 in EB, indicating a 

close temporal pattern of pancreatic gene expression between the two developmental models.   

 

Activation of exocrine differentiation by co-culture with conditioned medium from pancreatic 

rudiments. The low proportion of ES cells which spontaneously adopt an endodermal 

phenotype during EB formation prompted us to assess the ability of ES cells, or their early 
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differentiated derivatives, to respond to signals involved in pancreatic development. A 

schematic representation of the general experimental protocol used for ES cell differentiation 

is shown in Fig. 3. Conditioned media were prepared by culturing pancreatic rudiments from 

E13.5, E15.5 and E16.5 mouse foetuses, in medium containing 3% FBS. These conditioned 

media were then applied to differentiating EB for 7 days and EB were further grown for one 

week in normal medium. A significant increase in the levels of Pdx-1 (2.5-fold) and amylase 

(4-fold) transcripts is consistently observed (Fig. 4A). Conditioned media prepared from 

E13.5, E15.5 and E16.5 foetuses appear equally efficient at promoting expression of the two 

markers. The effect of conditioned medium prepared from E15.5 rudiments on the expression 

of pancreatic markers is confirmed by an immunohistochemical analysis which shows a 

marked increase in the number of cell foci immunoreactive for Pdx-1 and amylase (Fig. 4B).  

 

Activation of exocrine differentiation by alteration of specific signaling pathways. The next 

step was to investigate which signals could up-regulate exocrine pancreatic differentiation in 

this system. 

Inhibition of Shh-dependent signalling in gut endoderm cells has been shown to be 

critical for the specification of the pancreatic epithelium [12, 21]. Therefore, we examined 

whether inhibition of Shh signalling during EB differentiation could promote pancreatic 

differentiation. EB were grown in suspension for 4 days, then allowed to attach to the culture 

dish in the presence of cyclopamine, an inhibitor of HH signalling, for 24 h. In the absence of 

cyclopamine, transcripts encoding Pdx-1, insulin, and glucagon are barely detectable (Fig. 

5A). Cyclopamine induces a moderate increase in glucagon mRNA level whereas it induces a 

strong increase both in Pdx-1 and in insulin mRNA levels. However, no effect on the level of 

exocrine markers (p48 and amylase) is observed (data not shown). 

Several members of the activin family have been shown to be expressed in developing 

pancreatic rudiments, where they regulate the early stages of pancreas development [21]. An 

increasing amount of data also supports a role of activin signaling in both endocrine and 

exocrine differentiation [38-40]. The effect of activin A on pancreatic gene expression in 

developing EB was therefore tested. EB were grown in suspension for 4 days, then allowed to 

attach to the culture dish for 24 h, and further grown in the presence of activin A for 48 h. 

Activin A up-regulates the expression both of exocrine (p48 and amylase) and of endocrine 

genes (Pdx-1, insulin, and glucagon). Importantly, maximal effect is observed at physiological 

concentrations of activin A (1 nM) (Fig. 5B).  

Recently, it has been proposed that retinoids play a role in the specification of exocrine 

phenotypes during pancreatic development [41, 42]. To assess the effect of RA on exocrine 

differentiation of ES cells, EB were grown in suspension for 7 days in the presence of 1 µM 

RA and then allowed to re-attach and grow in RA-free medium for 7 days. RA up-regulates 

expression of exocrine-specific (p48 and elastase) genes. In contrast, expression level of 
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insulin and Pdx-1 mRNA is not affected (Fig. 6A). FGF7 is also emerging as another growth 

factor that participates in pancreatic development [15]. Incubation of EB with 3 nM FGF7 

results in increased levels of transcript pancreatic (Pdx-1) and exocrine differentiation markers 

(p48, amylase) (Fig. 6B). 
  

Discussion 

 

Unlike the endocrine lineage, less is known about the genes and signalling pathways 

which control acinar pancreatic development and differentiation. This results largely from the 

availability of a very limited number of immortalized cell lines and the lack of relevant 

primary cell culture models. Hence, acinar cells undergo a ductal differentiation after 2 days 

in culture [43] which precludes propagation and genetic analyses of the original cell types. ES 

cells could provide an alternative system to develop cell culture models representing different 

stages of acinar differentiation. In this study, we show that (i) mouse ES cells can differentiate 

in vitro into cells expressing markers of the exocrine lineage, (ii) the expression kinetics of 

pancreatic regulatory genes follows a hierarchy that is reminiscent of pancreas development, 

and (iii) signalling pathways that have been shown to be important for pancreatic development 

can be exploited to bias ES cell differentiation towards the exocrine lineage in vitro. 

  

Mouse ES cells differentiate into cells expressing markers of the exocrine lineage. Our data 

indicate that ES cells can adopt a pancreatic acinar phenotype when spontaneously induced to 

differentiate, although they do so with a very low efficiency, as previously reported for cells 

expressing markers of the β -cell lineage [9]. Interestingly, the differentiated cells expressing 

exocrine markers often appear as small clusters within developing EB, similarly to what has 

been described for insulin producing cells [44], suggesting that local signals produced within 

the EB are able to promote the exocrine differentiation program. It also suggests that cell 

density during EB aggregation may be crucial to elicit this process as other groups have barely 

detected an exocrine phenotype when cells were induced to differentiate at higher densities 

[45]. Alternatively, it could reflect the variability in the ability of ES cell lines to differentiate 

into the exocrine lineage under similar culture conditions. 

 

The expression kinetics of pancreatic regulatory genes follows a hierarchy that is reminiscent 

of pancreas development. Pdx-1, Nkx6.1, and Pax4 are expressed concomitantly with the 

appearance of insulin and glucagon-positive cells during early development of the pancreas, 

whereas ngn3 is transiently expressed before endocrine differentiation [15, 22, 37]. It is 

therefore tempting to speculate that transient expression of ngn3 in the developing EB reflects 

the emergence of endocrine progenitors which later differentiate into more mature endocrine 

cell types. Taken together, these data suggest that the ES-derived pancreatic cells differentiate 

beyond the primary transition state as defined by Pictet and Rutter [46], which corresponds to 
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a phase during which a wave of proto-differentiated insulin cells develops. This stage is 

moleculary characterized by the expression of Pdx-1 and ngn3 whereas progression to the 

second transition is accompanied by the expression of Pax 6, Pax4, Nkx6.1 and Nkx2.2 [14], 

most of which are found to be spontaneously expressed in our cultures. 

 

Another important result which emerges from our kinetic analysis is that exocrine 

differentiation is detected after the activation of endocrine markers in the developing EB. 

This, again, reflects the situation observed during development in which the emergence of 

endocrine markers preceeds that of exocrine markers [47]. In addition, p48 in vitro is detected 

prior to acinar genes in developing EB, a finding that goes along with the fact that p48 is 

required during early steps of pancreatic endoderm differentiation [33]. In contrast, Mist-1 

expression is only detected in late differentiating EB, concomitantly with amylase and 

carboxypeptidase, reflecting the involvement of Mist-1 in the terminal differentiation of 

acinar cells [34].  

Taken together, these data support the notion that the major molecular pathways which 

are known to control differentiation of the pancreatic exocrine lineage in the developing 

mouse foetus may also be operative during the in vitro differentiation of mouse ES cells. 

Therefore, ES cells are a good model to analyze the biological role of pancreatic 

regulatory genes at very early stages. This may help in the understanding and identification of 

new genes involved in the pancreatic acinar lineage commitment. 

 

Signalling pathways that have been shown to be critical for pancreatic development in vivo 

can be used to bias ES cell differentiation towards the exocrine lineage in vitro. We 

hypothesized that the signals governing pancreatic development which spontaneously are 

induced within EB could be modulated by extrinsic factors to bias ES cell differentiation 

towards the exocrine lineage. Our data show that pancreatic rudiments release growth factors 

which promote the expression of Pdx-1 and amylase in differentiating EB. This increase in 

transcript levels is accompanied by an increase in the proportion of Pdx-1- and amylase-

expressing cells, suggesting that conditioned media act by increasing the fraction of gut 

endoderm cells which commit to pancreatic fate, by promoting the growth of committed cells, 

or through both mechanisms. 

 

Concerning the possible signalling routes involved in this effect, we have postulated that HH 

molecules in the developing EB [48] could repress pancreatic differentiation. We therefore 

used cyclopamine to inhibit HH signalling in differentiating cells. Cyclopamine, known to 

promote β-cell development and to induce pancreatic heterotopia in the chicks [49], induces 

an increase in the levels of Pdx-1, insulin, and glucagon transcripts in EB. However, 

cyclopamine does not seem to have any effect on the level of exocrine transcripts. This is 
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unexpected since inhibition of HH signalling in the pancreatic endoderm takes place prior to 

the endocrine/exocrine specification. However, as pancreatic development proceeds, HH 

signalling becomes necessary to regulate an appropiate pancreas size [50]. Moreover, the 

study of mice that loss Hhip and patched 1 (Ptc), two HH inhibitors, has revealed the 

requirement of a tight regulation of this pathway to elicit a correct pancreas morphogenesis, 

islet formation and endocrine proliferation [51]. In contrast, acinar differentiation remains 

unperturbed in these mutant embryos [51]. Therefore, it is possible that in our system, the 

inhibition of HH signalling with cyclopamine reflects this scenario. 

 Repression of Shh expression in the prospective pancreatic epithelium is mediated by 

FGF2 and activin B [21]. Our data show that physiological concentrations of activin A – 

which exerts effects redundant of those of activin B -  stimulate Pdx-1, insulin, and glucagon 

expression similarly to cyclopamine. In addition, it activates exocrine gene expression in the 

developing EB. This activation could result from an indirect effect of the activin A promoting 

the differentiation of mesenchymal cells [52]. Activin A is well known as a potent inducer of 

mesoderm development and the mesenchyme is known to promote exocrine differentiation. 

This hypothesis is further supported by the observation that activin A induces a dramatic 

increase in transcripts encoding follistatin in EB [52]. In turn, follistatin is a potent inducer of 

exocrine differentiation of pancreatic precursors [53]. 

  We have also investigated the role of retinoid signalling in pancreatic differentiation of 

ES cells. RA has been proposed to act as a posteriorising agent in embryonic endoderm in 

zebrafish [reviewed in 13]. In the chick, RA is sufficient to induce Pdx-1 expression in 

endoderm anterior to the pancreas [54]. A later role for RA has also been suggested based on 

in vitro experiments. Early embryonic pancreas cultured for 7 days with exogenous RA results 

in a predominant induction of acini formation with no obvious effect on the endocrine 

compartment [41]. In our system, incubation of the developing EB cells with all-trans RA 

leads to a specific increase in the level of exocrine gene expression whereas expression of 

endocrine markers remains unchanged, suggesting that in these conditions, RA is acting on 

EB cells already committed to the pancreatic fate. Unlike RA, FGF7 up-regulates expression 

of both acinar and endocrine genes in the developing EB, which may indicate that pancreatic 

progenitors are expanded. FGF7 has been shown to increase proliferation of isolated pancreas 

epithelium and to mimick the effects of the mesenchyme on acinar differentiation [55]. In 

addition, it has recently been demonstrated that after removal of FGF7 in vitro, most of the 

expanded progenitor cells differentiate into endocrine cells [56]. A combination of these 

processes could explain the increase of the expression of both amylase and insulin in our 

system. 

 

A combination of strategies is needed to generate acinar cells from  ES cells. We show that 

signalling pathways that regulate pancreatic development in vivo can be used to drive 
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pancreatic differentiation in ES cells. However, in these experiments, where single 

differentiating agents were used, the variations observed in pancreatic gene expression by RT- 

PCR were not accompanied by a significant increase in the proportion of pancreatic cells 

detected by immunostaining. This probably reflects the need to operate in more than one 

signalling pathway to achieve a significant increase in the efficiency of the cell culture 

methods, as it occurs when foetal pancreatic conditioned media are used (Fig. 4). But even 

when the hypothetical best combinations of pancreatic soluble factors are used, the number of 

pancreatic acinar cells is far to be good enough, which indicates that for detecting a very 

significant statistical number of cells, the efficiency should be increased by a factor of 103-

104. It seems unlikely that with a single strategy of differentiation this could be satisfactorily 

achieved. Indeed, the ability of ES cells to differentiate into the endocrine lineage has been 

shown to be very limited, independently of the biotechnology used [8-9, 11, 45]. It is 

reasonable to conceive that the integration of different strategies in a single protocol may 

result in future in a better optimization of the culture methodologies. For instance, the 

knowledge obtained from our data may be useful to optimize the strategies based on 

pancreatic acinar cell specific genetic selection. Identification of molecules and their optimal 

combination that selectively engage an acinar cell specification program is underway. 
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Table I. Pancreatic marker expression in EB as compared to expression during mouse development. 
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Figure legends 

 

 

Figure 1. Kinetics of expression of exocrine and endocrine markers in EB. RNA isolated from 

EB at the indicated times was analysed by RT-PCR using gene-specific primers. Transcripts 

encoding digestive enzymes (carboxypeptidase, elastase, amylase, chymotrypsinogen) are 

expressed later than transcripts encoding endocrine hormones (insulin, glucagon, PP). Actin 

transcript amplification is shown as a control of RNA amount and integrity.  

 

Figure 2. Time-course analysis of expression of genes involved in pancreatic 

development. Panel A: RNA isolated from undifferentiated ES cells and from EB at the 

indicated times was analysed by RT-PCR using gene-specific primers. Actin transcript 

amplification is shown as a control of RNA amount and integrity. Panel B: Histograms 

represent the relative level of expression of selected pancreatic markers quantified by 

densitometry. mRNA levels present at d4 were taken as reference and values were normalized 

to β-actin mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of three independent 

experiments. Panel C: Immunocytochemical analysis of acinar gene expression in EB. 

Cryosections of pools of EB grown for 21 days were fixed and subjected to 

immunocytochemistry using antibodies specific for amylase, p48, and Pdx-1 and an enhanced 

tyramide technique. Insets show that Pdx-1 immunoreactivity is nuclear whereas amylase is 

found in the cytoplasm. Original magnification x  200. 

 

 Figure 3. Schematic representation of the general experimental protocol. 

Undifferentiated ES cells (1) were grown in suspension after LIF removal and induced to 

form embryoid bodies (EB) (2) in suspension. In some experiments, EB formation was 

performed in hanging drops. After culture in non-adhering conditions, EB were pooled and 

plated in gelatined cell culture dishes (3), to allow EB-derived cells to grow (4). The symbol 

(�) indicates at which stage the differentiating agents have been added, depending on the 

experiment. 

 

Figure 4. Expression of amylase and Pdx-1 in EB incubated with supernatants generated from 

embryonic pancreatic rudiments. ES cells were cultured in suspension in 3% FBS until day 7 

with supernatants generated from pancreatic rudiments. Cells were transferred to culture 

dishes for 7 additional days in the absence of conditioned media. Panel A: RNA isolated from 

control or supernatant-treated EB was analyzed by RT-PCR using gene-specific primers. The 

developmental stage of the embryonic pancreas used for generating the supernatants is 

indicated. Actin transcript amplification is shown as a control of RNA amount and integrity. 

Histograms represent the relative level of expression of pancreatic markers quantified by 
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densitometry. mRNA levels present in control cells were taken as reference and values were 

normalized to β-actin mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of two independent 

experiments performed in duplicate. Panel B: Immunocytochemical analysis using antibodies 

specific for amylase and Pdx-1 and an EnVision amplification technique on control cells 

derived from untreated EB and cells derived from EB incubated with E15.5 pancreatic 

supernatants. The AR42J and 266-5 pancreatic cells were used as positive controls. 

 

Figure 5. Expression of pancreatic genes in EB incubated with cyclopamine or activin A. ES 

cells were grown in hanging drops in the absence of LIF, then cultured in suspension until day 

4, and transferred to culture dishes. After adhesion, EB were incubated with cyclopamine 

(Panel A) or activin A (Panel B) for 24 h or 48h, respectively. RNA from control, 

cyclopamine- or activin A-treated EB was analyzed by RT-PCR using gene-specific primers. 

Actin transcript amplification is shown as a control of RNA amount and integrity. Histograms 

represent the relative level of expression of pancreatic markers quantified by densitometry. 

mRNA levels present in control cells were taken as reference and values were normalized to 

β-actin mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of two independent experiments 

performed in duplicate. 

 
Figure 6. Expression of pancreatic genes in EB incubated with retinoic acid or FGF7. 

ES cells were cultured in suspension until day 7 with 1 µM RA (Panel A) or 3 nM FGF7 

(Panel B) in 3% FBS, and transferred to culture dishes. Cells were then cultured for 7 

additional days without treatment. RNA isolated from control, RA-, or FGF7-treated EB was 

analyzed by RT-PCR using gene-specific primers. Actin transcript amplification is shown as a 

control of RNA amount and integrity. Histograms represent the relative level of expression of 

pancreatic markers quantified by densitometry. mRNA levels present in control cells were 

taken as reference and values were normalized to β-actin mRNA levels. Bars indicate the 

standard deviations of two independent experiments performed in duplicate. 
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1.5. ANÁLISIS DEL EFECTO DE FOLISTATINA EN LA DIFERENCIACIÓN 

DE LAS CÉLULAS ES A CÉLULAS ACINARES  

 

Nuestro interés se centró en la folistatina, puesto que es de las muy pocas 

moléculas descritas hasta la fecha que tienen un efecto selectivo sobre la diferenciación 

acinar. Esta proteína se expresa en el mesénquima pancreático a lo largo del desarrollo 

embrionario, y mimetiza su efecto induciendo la diferenciación exocrina y reprimiendo 

la endocrina (194). 

 

 El tratamiento con folistatina (200 nM) de las células ES en diferenciación 

utilizando el protocolo descrito en la Figura 3.6A inducía un incremento en la expresión 

de marcadores exocrinos de manera selectiva (quimiotripsinógeno, carboxipeptidasa A, 

amilasa, p48 y Mist-1) ya que no se regulaba de manera significativa la expresión de 

marcadores endocrinos (insulina, glucagón, Ngn3, Nkx6.1, NeuroD y Pax6) como 

demuestran ensayos de RT-PCR semiquantitativa (Figura 3.6B). Mediante 

inmunofluorescencia, detectamos la presencia de agregados celulares que expresaban 

amilasa y Pdx1, detectándolos muy raramente en las células sin tratar (Figura 3.6C). Sin 

embargo, resultó muy díficil aportar datos cuantitativos ya que el número de estos foci 

era muy bajo. En conclusión, si bien habíamos identificado un factor selectivo para la 

diferenciación acinar en nuestro sistema, la efiencia de diferenciación era mucho menor 

que la obtenida con los SNP tal como se podía preveer puesto que estos contienen 

múltiples factores solubles. 
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Figura 3.6. A) Protocolo de diferenciación de las células ES incubadas con folistatina 
(EB7P7). B) Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos en las células tratadas 
con folistatina por RT-PCR semicuantitativa. Expresión de marcadores exocrinos y 
endocrinos en células sin tratar (-) y tratadas (+) con folistatina. α-actina es el marcador usado 
como gen housekeeping. C) Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Pdx1 y anti-amilasa 
de las células tratadas con folistatina. Se observa el marcaje de amilasa y de Pdx1 en rojo y la 
tinción de núcleos con To-pro3 en azul en imágenes obtenidas por microscopía confocal. Barra 
= 50 µM. Quimiotrip.= quimiotripsinógeno; Carboxip. A = carboxipeptidasa A. 
 

 Por este motivo, analizamos la presencia de folistatina en los SNP mediante la 

técnica de ELISA utilizando un anticuerpo anti-folistatina. Según los resultados de la 

Figura 3.7 demostrando que los SNP contenían folistatina, cuya concentración era 
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mayor en los SN del estadío E16.5. Aún así, ésta era mucho más baja (1.5 nM) que la 

que utilizábamos (200 nM) en los ensayos realizados con la folistatina recombinante 

comercial. Hipotetizamos que el suplemento del SNP con folistatina a la concentración 

de 200 nM podría conferirle mayor selectividad respecto a la diferenciación acinar. Sin 

embargo, nuestros resultados fueron negativos. 

 

 
Figura 3.7: Análisis de la concentración distintos estadíos 
embrionarios mediante ELISA. 

 

 Debido a que observamos un incremento de la expresión de marcadores 

exocrinos con el SNP del estadío de E16.5 y además es el que contenía más folistatina, 

es el SNP que hemos utilizado para los experimentos siguientes. 
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2. SOBREEXPRESIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

IMPLICADOS EN EL DESARROLLO PANCREÁTICO 

MEDIANTE EL USO DE VECTORES VIRALES 

 

 Las vías de señalización trasladan las señales extracelulares de la superficie 

celular al núcleo. Una molécula señalizadora que se encuentra en el exterior de la célula 

interactúa con un receptor ubicado en la superficie extracelular de la membrana celular, 

seguida por la interacción del receptor con componentes de la vía intracelular, iniciando 

una cascada de interacciones entre proteínas que expanden la señal en el interior de la 

célula hacia el núcleo, donde un grupo de proteínas, llamado factores de transcripción, 

juega un rol crucial en la activación de la expresión genética. Por ello, después de haber 

investigado qué vías de señalización específicas implicadas en el desarrollo pancreático 

podrían regular la diferenciación de las células ES al linaje exocrino, abordamos la 

sobreexpresión de factores trancripcionales claves para la diferenciación pancreática, 

con el interés de reproducir un programa de diferenciación acinar. 

 

Distintos grupos ya habían trabajado en la sobreexpresión de factores de 

transcripción implicados en el desarrollo pancreático en células ES (25, 197), 

mejorando con ello los resultados obtenidos en la diferenciación a células productoras 

de insulina. En estos ensayos, se expresaba ectópicamente un único factor de 

transcripción. Sin embargo, debido a que es poco probable que un solo factor de 

transcripción recapitule un programa de diferenciación completo, se planteó la 

coexpresión de dos factores de transcripción, Pdx-1 y p48. Experimentos de trazamiento 

de linaje han demostrado que todos los linajes epiteliales pancreáticos derivan de un 

precursor que expresa tempranamente Pdx1 y p48 (93, 137). Posterioremente, Pdx1 se 

expresa en células beta y débilmente en las células acinares cooperando en la regulación 

de la expresión de los enzimas digestivos con p48, el cual se expresa exclusivamente en 

células acinares (171, 270). Además, se ha descrito que p48 tiene efectos 

antiproliferativos tanto en líneas celulares pancreáticas como no pancreáticas (239). Así 

pues, Pdx1 y p48 son factores de transcripción esenciales para el desarrollo y 

diferenciación pancreática exocrina. 
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Desde el punto de vista metodológico, los principales problemas para la 

sobreexpresión de factores de transcripción en células ES hasta ahora han sido, i) la 

dificultad de introducir el transgen de interés en las células ES con una eficiencia y 

expresión elevada, ii) el mantenimiento del estado indiferenciado y de la capacidad de 

autorreplicación de las células ES que expresan establemente un gen maestro y iii) el 

silenciamiento de la expresión del transgen al inducir la diferenciación. Para intentar 

solventar en parte algunas de estas limitaciones, se abordó esta estrategia mediante 

vectores virales.  

 

Así, la transducción génica lentiviral permite la expresión estable del gen de 

interés con una elevada eficiencia en células ES. Por otra parte, se ha descrito una 

reducción en el silenciamento de la expresión del transgen durante el cultivo de las 

células ES indiferenciadas y tras inducir su diferenciación (174, 230). Para evitar los 

problemas asociados a la expresión de un gen cuya función pueda en principio perturbar 

la biología de las células ES (autorenovación y pluripotencia) se decidió utilizar 

vectores adenovirales. En este caso, la expresión del transgen es transitoria puesto que 

los adenovirus recombinantes utilizados en el estudio eran no replicativos y no 

integrativos. Debido a esta propiedad es planteable reproducir de la mejor manera la 

cinética de expresión de genes que se regulan dinámicamente durante el 

desarrollo/diferenciación. 

 

Finalmente una ventaja de los vectores virales, es que mediante infecciones 

múltiples se puede conseguir una expresión de varios genes a la vez de una manera 

relativamente sencilla al no requerirse de etapas de selección por resistencia a 

antibióticos como ocurre con los métodos clásicos de transfección plasmídica. 

 

Por un lado, se generaron líneas celulares ES que expresaban Pdx-1 de manera 

constitutiva mediante la infección con lentivirus. Observamos que la expresión de Pdx1 

no afectaba la capacidad autoreplicativa de las células ES indiferenciadas. 

Posteriormente, éstas fueron infectadas con vectores adenovirales no replicativos que 

expresaban p48 tras inducir la diferenciación ya que este factor tiene efectos 

antiproliferativos. 
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Los resultados de estos ensayos se presentan a continuación en el manuscrito 

sometido a publicación “Viral mediated co-expression of Pdx1 and p48 regulates 

exocrine pancreatic differentiation in mouse ES cells”. 

 

 En resumen, observamos que Pdx-1 incrementa la expresión de marcadores 

acinares de forma selectiva aunque no la de todos. La transducción de p48 en estas 

células incrementaba todavía más dicha expresión y regulaba incluso otros marcadores 

exocrinos. No obstante, las células exocrinas generadas presentaban un fenotipo 

inmaduro. 
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ABSTRACT 

 

Embryonic stem cells (ES) can activate a pancreatic differentiation program in vitro, although with low 

efficiency. The aim was to improve such process by using viral mediated gene transduction. In this 

study, we have examined the suitability of using viral vectors to express key transcriptional factors 

involved in pancreatic development. ES cell lines that constitutively express Pdx1, a homeodomain 

protein involved in both exocrine and endocrine pancreatic development and differentiation, were 

established using a lentiviral vector. These cells were additionally infected with an adenovirus 

expressing p48, a bHLH factor that is also crucial for pancreatic development and acinar 

differentiation. Quantitative RT-PCR analysis demonstrated an increase in the expression of exocrine 

genes, including those coding for both digestive enzymes and transcription factors. 

Immunocytochemical staining also revealed an increase in the number of amylase-expressing cell 

clusters. However, other important genes involved in acinar cell maturation (i.e. Mist1) were not 

modulated under these conditions, suggesting that the cells display features of immature exocrine 

cells. Importantly, this effect was selective for the acinar lineage as the expression of a large set of 

endocrine markers remained unchanged. Therefore, combined expression of key genes involved in 

pancreatic development may be a promising approach to generate mature pancreatic exocrine cells.   

 

Abbreviations: Ad, adenovirus; bHLH, basic helix-loop-helix; CM, conditioned medium; EB, embryoid 

bodies; ES, embryonic stem cells; LIF, leukaemia inhibitory factor; Lv, lentivirus. 

 

Key words: Adenovirus/ Embryonic stem cells / lentivirus/ Pdx1/ p48/ pancreatic exocrine 

differentiation. 
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Pancreas development is a complex, regulated process involving the integration of signals 

originating from mesodermal tissues and resulting in the activation of expression of key transcription 

factors. Pdx1 is a homeodomain protein that is initially detected at E8.5 in the primitive gut that will 

subsequently give rise to the pancreas. Targeted inactivation of Pdx1 leads to pancreatic agenesis (1-

2). When the expression of Pdx1 is abrogated after bud formation, acinar and islet cells fail to 

differentiate (3). Moreover, lineage-tracing experiments have demonstrated that all pancreatic 

epithelial cell types originate from progenitors that expressed Pdx1 at some point (4). In the adult, 

Pdx1 regulates the expression of both insulin and exocrine digestive enzymes (5-6). p48 (also known 

as PTF1a) is a basic helix-loop-helix (bHLH) protein initially described to be involved in the regulation 

of acinar gene expression (5, 7). Subsequently, p48 was found to be essential for the development of 

both pancreatic components as Ptf1a null mice lack a pancreas and single cells expressing pancreatic 

hormones can be detected in the spleen (8). Later, lineage-tracing studies have shown that p48 is 

expressed at very early stages in the embryonic pancreas and that all pancreatic epithelial cells 

originate from a p48-expressing progenitor. In the absence of p48, these progenitors assume an 

intestinal fate (9). Very recently, a combination of both Pdx1 and p48 activities has been shown to be 

sufficient to expand the pancreatic precursor cell population into more posterior portions of the endoderm in 

Xenopus, leading to the formation of  a giant pancreas that carries both endocrine and exocrine cells. 

These experiments showed that the co-expression of these two factors is sufficient to convert 

nonpancreatic endodermal cells into pancreatic precursor cells (10). Therefore, both Pdx1 and p48 

transcription factors are essential for pancreatic development/differentiation.  

Murine embryonic stem (ES) cells, derived from the inner mass of blastocyst-stage embryos, 

are pluripotent and capable of differentiation into all somatic cell lineages in vitro and in vivo. Thus, 

when induced to form aggregates (embryoid bodies, EB), ES cells can acquire mesoderm and 

ectodermal-derived phenotypes. They can also differentiate into endodermal lineages although at low 

efficiency (11-13). As occurs during in vivo development, endodermal precursors within EB can 

specify into both pancreatic endocrine and exocrine lineages in a process that recapitulates many 

aspects of early embryonic pancreatic development (14-16). In addition, insulin-expressing cells have 

been isolated by genetic selection using a chimeric construct which allows the expression of the βgeo 

fusion gene under the control of the human insulin or the Nkx6.1 gene promoters (17-18). Lumelsky et 

al. have developed a five step protocol based on the selection of nestin-expressing cells to generate 
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endocrine beta-like cells, although the origin of the insulin detected in those cells is unclear (19-23). 

Other studies have taken advantage of cell proliferation inhibitors and specific growth factors to coax 

ES cell differentiation into insulin-producing cells (24-25). We have previously shown that incubation of 

EB with conditioned medium (CM) obtained from the culture of fetal pancreatic rudiments leads to an 

increase in the expression of pancreatic markers (13). However, in this system even when using the 

best combinations of pancreatic growth factors identified, the efficiency was far from optimal. 

Overexpression of single transcription factors has also been explored as an alternative strategy. Thus, 

transfection of Pax4 cDNA and conditional expression of Pdx1 in ES cells promoted the differentiation 

of insulin-producing cells with beta cell features (26-27). It is reasonable to conceive that expression of 

multiple specific pancreatic transcription factors as well as the integration of other methods in a single 

process could help at improving previous approaches. 

 In this study, we have tested the hypothesis that overexpression of Pdx1 and p48 in 

differentiating ES cells would favor the acquisition of a pancreatic phenotype. We have taken 

advantage of the use of lentiviral and adenoviral vectors to efficiently transduce gene expression. In 

addition, we have used CM derived from the culture of fetal pancreatic rudiments to simultaneously 

provide differentiating cells with specific signals required for pancreatic development. Our data 

demonstrate that delivery of multiple transcription factors can be achieved successfully using such 

approach. We show that p48 directs selectively the expression of an acinar phenotype in cells 

expressing Pdx1, an effect that is enhanced under cell culture conditions that favor pancreatic 

differentiation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture and in vitro differentiation. Murine embryonic stem cells (CGR8) were routinely 

propagated as previously described (14). To induce differentiation, cells were allowed to aggregate in 

150 mm bacterial dishes at a density of 8.5 x 104 cells /ml in medium without LIF (Leukemia inhibitory 

factor). After 7 days, 50-100 EB were plated in gelatin-coated 6-well cell culture dishes. Medium was 

changed every other day till the end of the culture period (14-21 days). In some experiments, CM 

obtained from the culture of E16.5 fetal pancreas was added during cell aggregation and after 

infection with adenoviral vectors at a 1:1 dilution with normal medium (13). 
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Viral generation and gene transduction. R4SA-EFS-eGFP-W and R4SA-EFS-Pdx1-W were 

generated from pSIV-gaMES4 (28) by replacing the fragment containing a CMV-GFP cassette with 

fragments containing EFS-eGFP-W (gift from Patrick Salmon) or murine Pdx1 cDNA. Method for 

producing SIV-based vectors in 293 cells have been fully described elsewhere (28). ES cells (1x 105) 

were infected for 5 hours with 0.5 ml of supernatant, washed in PBS, and cultured for 48 hours. The 

infected population was subcloned in 96-well plates. Individual clones were amplified and analyzed for 

expression of Pdx1 by western blot. 

Adenoviral vectors were obtained using the Ad-Easy system (30). EB were generated and 

plated on tissue culture dishes for 36 h as described above. After washing 3 times with PBS, EB were 

infected for 12 hours with recombinant adenoviruses at a MOI of 1:25 in serum-free medium. Virus 

was eliminated by washing; EB were further cultured in medium supplemented with FBS or with 

conditioned medium. Under these conditions, the viability of the cells was not compromised as scored 

by trypan blue dye exclusion in replicated wells.  

Western blotting using extracts from transduced cells was performed as described elsewhere. 

(14, 31). 

RT- PCR analysis. RNA was prepared using the GenElute mammalian total RNA kit (Sigma, 

St. Louis, MO) and treated with DNase I using the DNA-free kit (Ambion, Austin, TX). RNA (0.5 μg) 

was reverse transcribed in one step according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, Valencia, 

CA). PCR was performed for 30-35 cycles, except for β-actin and Hprt (25 cycles), using the 

previously described PCR conditions and primers (14) Primers used to detect additional transcripts 

include: nestin. (32), rat p48 (S: CTGTCTCGCCTACCCTTGCA and AS: 

GCCGGCCTGTGAGAGCTT), and syncollin (S: ATGTCCCTGCTGTGCCCACT and AS: 

TTGCAGTAGAGGGCAGAGAT. RT-PCR products were visualized by ethidium bromide staining after 

agarose gel electrophoresis. The intensity of the bands was semi-quantified after image analysis with 

Imagegauge software and normalized against the β−actin and HPRT internal controls. 

Real time RT-PCR analysis for carboxypeptidase A, p48, Ngn3, Nkx6.1, insulin I and the 

control housekeeping gene Hprt was performed using ABI Prism 7900HT Sequence Detection System 

and the following predeveloped TaqMan assay reagents (Applied Biosystems): Mm00481616_m1 for 

carboxypeptidase A, Mm00479622_m1 for p48, Mm00437606_s1 for ngn3, Mm00454962_m1 for 

nkx6.1, Mm01259683_g1 for insulin I and Mm00446968_m1 for Hprt. The PCR reaction was 



 

 

 

164

performed according to the manufacturer’s protocol and the data were processed using SDS 2.1 

software using Hprt mRNA levels as control to determine fold-regulation of exocrine enzyme 

transcripts (Applied Biosystems). 

Immunocytochemical analysis. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min and 

permeabilized with 0.1% TX-100 and 0.1% saponin for 30 min. Endogenous peroxidase activity was 

blocked with H202 for 10 min. After incubation with 1% BSA for 30 min, primary rabbit antibodies raised 

against Pdx1, p48, and amylase (Sigma) were added for 1 hour. Cells were then washed with PBS 

and incubated with the Envision secondary reagent (Dako) for 30 min. The reactions were developed 

using DAB as a chromogen. Alternatively, immunofluorescence staining was conducted using the 

Tyramide Signal Amplification method (TSATM Fluorescence Systems, Perkin Elmer) following 

manufacturer’s instructions. Nuclear labeling was performed with ToPro-3 iodide (Molecular Probes, 

Leiden, The Netherlands). Immunofluorescence staining and GFP expression were visualized with a 

Leica TCS-SP2 confocal microscope. To detect the β-galactosidase activity in situ, cells were 

incubated with a solution containing 2 mM MgCl2, 5 mM K ferricyanide, and 1 mg/ml X-Gal (Sigma) for 

12 hours at 37 ºC. 

Statistics. Statistical differences were analyzed by the Student t test, and p values <0.05 

were considered statistically significant. 

 

RESULTS 

Generation of mouse ES cell lines stably expressing Pdx1 

To enforce Pdx1 expression in CGR8 cells, a lentiviral vector designated Lv Pdx1 was used. 

Four independent undifferentiated ES cell lines were established that constitutively expressed Pdx1 

after infection, detected using western blotting (Figure 1A) and immunocytochemistry (Figure 1B). 

Three of the lines expressed similar levels of the transgene whereas one, designated ES4Pdx1, 

showed lower expression levels. Because it has been reported that high levels of expression of Pdx1 

in ES cells can be toxic and acinar cells express lower levels of Pdx1 than beta cells, this line was 

chosen for further assays (27, 33) Nonetheless, no major differences between the different clones 

were observed in the results obtained in the in vitro differentiation experiments (not shown). Control 

cell lines were generated after infection with a lentiviral vector coding for GFP (Lv GFP) (Figure 1B). 
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Pdx1 overexpression did not affect cellular morphology or the proliferative ability of CGR8 cells (data 

not shown). 

To confirm that Pdx1 expression was stable, immunocytochemical assays were used. As shown in 

Figure 1B, expression of both Pdx1 and the control GFP transgene was maintained in undifferentiated 

cells after culture of ES4Pdx1 or ESGFP lines for several passages in the presence of LIF (Figure 1B, 

a and c). EB from these two lines were generated by culturing ES cells in suspension for 7 days in the 

absence of LIF, then allowing the aggregates to adhere to gelatin-coated cell culture dishes for an 

additional 14 days (Figure 2). As shown in Figure 1B, b and d, expression of both Pdx1 and GFP in 

most cells was observed with heterogeneous expression levels. The expression of the transgenes 

appeared to not affect the cell growth of the differentiated cells.  

 

Effect of co-culture with conditioned medium from pancreatic rudiments on Pdx1-expressing 

EB cells  

We have previously shown that mouse fetal pancreas CM increases the expression of 

exocrine genes upon ES cell differentiation (14). To investigate the additional effect of Pdx1 

overexpression, ESGFP and ES4Pdx1 cells were differentiated as described above and incubated 

with CM obtained from the culture of E16.5 fetal pancreases. Pancreatic marker expression was 

assessed by semi-quantitative RT-PCR.  Exogenous Pdx1 increased the expression of several 

exocrine mRNA transcripts encoding digestive enzymes such as chymotrypsinogen, amylase and 

elastase (Figures 3A and 3B). The effect was greater when fetal pancreatic CM was added: a 

significant increase in the percentage of cells immunoreactive for p48 and amylase (4.1-fold and 6.7-

fold, respectively; p<0.05) was observed in cultures expressing exogenous Pdx1 and incubated with 

fetal pancreatic CM, as shown by immunofluorescence staining (Figure 4). Carboxypeptidase A and 

nestin (34-35) mRNAs were unchanged (Figure 3A). Importantly, transcripts for glucagon, insulin or 

endocrine transcription factors (i.e Pax6, Ngn3) appeared to be mainly down-regulated or remained 

unchanged (Nkx6.1) when Pdx1 was overexpressed (Figure 3A). Quantitative RT-PCR for selected 

exocrine and endocrine markers confirmed these findings, as shown in Figure 3C. In particular, we 

were unable to detect insulin I mRNA transcripts. Therefore, ectopic expression of Pdx1 enhances the 

effect of the pancreatic soluble factors on the expression of a large panel of pancreatic genes.  
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Kinetics of exogenous p48 expression using an adenoviral vector 

Expression of Pdx1 superimposed to the fetal pancreatic signals leads to a marked increase in 

p48 mRNA in differentiating cells (Figure 3A). To assess the added effect of p48 expression, 

differentiating ES4Pdx1 cells were infected with adenovirus expressing either LacZ (AdLacZ) cDNA, 

as a control, or p48 (Adp48) (Figure 5A). Adenoviral vectors were selected because they allow a more 

transient expression, thus avoiding a strong antiproliferative effect of p48 (35). ES4Pdx1 cells were 

cultured in suspension for 7 days and EB were infected with adenoviruses (Figure 2). Transgene 

expression levels and cell survival indicated that a multiplicity of infection (MOI) of 25 was most 

favorable: 70% cells were infected with >90% viability at day 2 (Figure 5B).  

 Expression of the transgenes was assessed using immunocytochemistry with anti-p48 

antibodies and β-galactosidase assays 2-21 days after infection. Figure 5B shows a decrease of p48 

and β-galactosidase activity at day 7. At day 21, p48 and LacZ activity were detectable in very few 

cells. To discriminate exogenous and endogenous p48 mRNA, RT-PCR was conducted using 

species-specific primers. High levels of rat p48 transcripts were detected 2 and 7 days after infection 

with Adp48, but not with AdLacZ, which decreased by day 14 (Figure 5C). This dynamic expression 

pattern is similar to that observed using immunocytochemical assays. In conclusion, transient ectopic 

expression of p48 is maintained in EB-derived ES4Pdx1 cells for 7 days, providing a time frame for 

activation of the p48-dependent differentiation program. 

 

Effects of p48 expression on in vitro differentiation  

To investigate the effect of the simultaneous expression of Pdx1 and p48 in EB incubated with 

pancreatic CM, semi-quantitative RT-PCR was performed in ES4Pdx1 cells infected with adenovirus 

as described above. Exogenous p48 strongly up-regulated amylase and chymotrypsinogen mRNAs, 

as well as those of carboxypeptidase A (Figures 6A and 6B), a gene whose expression was not 

modulated in previous experimental conditions (Figure 3). Transcript levels of Mist1, a bHLH involved 

in the acquisition and maintenance of the mature exocrine phenotype (37), were unaffected. Similarly, 

p48 expression did not affect the levels of mRNAs coding for endocrine transcription factors (NeuroD, 

Nkx6.1, Isl1 and Pax6) nor for hormones. 

Exocrine marker expression was also analyzed by quantitative RT-PCR (Figure 6C). Upon 

p48 gene transduction, carboxypeptidase A mRNA levels were increased by 16.7-fold. Exogenous 
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p48 up-regulated by 2.4-fold the expression of endogenous p48, suggesting a positive feedback 

mechanism favoring exocrine differentiation. The lack of regulation of mRNAs for endocrine markers 

was confirmed (Figure 6C). In experiments using ESGFP cells, p48 transduction resulted only in a 

slight increase in exocrine marker expression than in Pdx1-expressing cells as shown by quantitative 

RT-PCR (Figure 6D) and endogenous p48 expression was not activated (not shown).  

Immunocytochemistry was used to analyze acinar marker expression in ESPdx1 cells. As 

shown in Figures 7A and 7B, the combination of exogenous p48 and pancreatic CM led to a marked 

increase in the percentage of amylase-expressing foci only in Pdx1-expressing cells cultured with CM 

(g h vs. a,b vs. e,f): p48 expression in the presence of CM led to a 3 fold increase in the percentage of 

foci with strong amylase staining (Figure 7B). These results demonstrate that transient expression of 

p48 in Pdx1-expressing cells, in the presence of CM, leads to a selective up-regulation of exocrine 

genes in differentiating ES cells.  

 

DISCUSSION 

ES cells can differentiate into endodermal lineages, although at low efficiency. The aim of this 

work was to improve methods to direct exocrine pancreatic differentiation of ES cells using viral 

vectors containing the cDNA of transcription factors to develop in vitro differentiation-based strategies 

to ultimately overcome pancreatic insufficiency, such as in chronic pancreatitis. Our strategy relies on 

the simultaneous expression of two key transcriptional regulators in differentiating ES cells. Here, we 

combine the advantages of lentiviral vectors, to ensure constitutive expression of transgenes (38-39), 

and adenoviral vectors to allow transient gene expression (10). This strategy allows for the rapid 

assay of transcription factor combinations in ES cells and may facilitate to better reproduce the 

kinetics of expression of genes that are dynamically regulated during development and differentiation. 

We have integrated therein the addition of fetal pancreatic CM, containing the best combination of 

soluble factors known to promote pancreatic differentiation (14, 17, 41). 

First, we used a lentivirus to establish ES cell lines that constitutively express Pdx1. Because 

all the pancreatic epithelial cell types originate from Pdx1-expressing progenitors, this strategy might 

be used for the generation of both exocrine and endocrine differentiated cells (4). Nuclear expression 

of Pdx1 was detected in undifferentiated cells as well as in their differentiated derivatives up to the 

30th day of differentiation (Fig. 1C and data not shown). Although all ES cell lines were clonally 
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derived, Pdx1 expression in undifferentiated ES cells was heterogenous, reflecting a common 

observation in ES cells due to vector integration into an ectopic site. After spontaneous differentiation 

of ES cells, Pdx1 increases the expression of a large number of acinar enzymes. This effect is likely 

mediated - at least in part - by the PTF1 complex, as these changes parallel an increase in p48/PTF1a 

(Figure 3A), as occurs in vivo (42). However, the induction of acinar genes did not follow a single 

unique pattern: for example, carboxypeptidase A expression was not activated even when cells were 

cultured with fetal pancreatic CM. Several hypotheses can explain this result. First, the requirements 

for transcriptional activation may be slightly different at the promoters of the various exocrine-specific 

genes: the PTF1 complex is not sufficient to regulate the expression of acinar genes, requiring the 

cooperation of HNF3β/ HNF3γ or the complex composed by Pdx1, Meis2b and Pbx1b (31, 43, 7). A 

comparison of the promoter/enhancer sequences of acinar genes shows both conservation and 

divergence (unpublished observations). Secondly, it is possible that lack of carboxypeptidase A 

induction reflects the ability of Pdx1 to commit cells to an immature stage of differentiation. Thirdly, 

carboxypeptidase A-expressing cells may be lost during culture. This is unlikely since positive cells are 

detected after infection with the Adp48 using similar cell culture conditions (Figure 6 and not shown). 

There is cumulative evidence indicating that the expression of a single transcriptional activator 

is generally insufficient to activate a complete developmental process. Instead, a combinatorial 

network acts to determine cell identity and function. The main novelty of our study relies on the 

simultaneous introduction of two cDNAs encoding transcription factors in differentiating ES cells using 

vectors with distinct transduction properties, in conjunction with stimulation with soluble factors. We 

chose to express p48 in Pdx1-transduced ES cells as the former is expressed in pancreatic 

progenitors and is required for acinar differentiation (8-9). p48 is expressed at E9.5-E10.5 (8-9), after 

Pdx1 (2). Thus, ES4Pdx1 cells were infected with a p48 expressing adenovirus resulting in the 

selective expression of a large panel of acinar markers, but not endocrine markers (Figure 6). The up-

regulation of some acinar genes (i.e. carboxypeptidase A) occurred only when p48 was 

overexpressed, possibly reflecting a dose-dependent effect. Interestingly, exogenous p48 up-

regulated endogenous p48 expression, suggesting that the modulation in the levels of expression of 

digestive enzymes results from a bona fide activation of the acinar differentiation program.  

When p48 was transduced into control ESGFP, the induction of exocrine genes was very 

inefficient (Figure 6D), demonstrating the cooperation of Pdx1 and p48. This effect likely relies on a 



 

 

 

169

regulatory loop involving both factors as endogenous p48 expression was only activated in Pdx1-

overexpressing cells. 

Other important genes involved in acinar development were not induced (i.e. Mist1), 

suggesting that we have established immature exocrine cells. This tenet is further supported by the 

lack of regulation of syncollin mRNA, encoding a granule-associated protein required for exocytosis in 

exocrine cells (Figure 6) (44). We speculate that overexpression of additional key transcription factors 

may support a more differentiated phenotype.  

Regarding the effects of Pdx1 on endocrine differentiation of ES cells, other groups have 

described either a modest effect or the expression of a set of genes involved in beta cell development 

(26-27). In our hands, ectopic Pdx1 tended to diminish the levels of several genes expressed in 

endocrine cells (Figure 3). Of importance, the differentiation protocol that we have used is not based 

on the selection of nestin-expressing cells as used in other studies (26-27). Indeed, regardless of the 

conditions assayed- use of fetal pancreatic CM (Figure 3), expression of Pdx1 (Figure 3) and co-

expression of p48 (Figure 6) - we failed to observe changes in nestin mRNA. Thus, we propose that 

our experimental protocol favors exocrine precursor generation. Alternatively, our data may reflect a 

dose dependent effect of Pdx1: as shown in Figure 1A, ES4Pdx1 cells express lower Pdx1 levels than 

266-6 cells. In vivo, Pdx1 levels are lower in acinar than in beta cells and targeted overexpression in 

exocrine pancreas leads to a severe exocrine dysmorphogenesis (33, 45). The low Pdx1 levels 

achieved in our system may favor the exocrine commitment of pancreatic precursors. It will be 

important to discern among these possibilities in order to improve methods that selectively lead to the 

development of exocrine vs. endocrine precursors. Finally, our data are very similar to those obtained 

in the Xenopus model. In this study, ectopic p48 allows the expression of exocrine markers in the 

Pdx1-expressing domains of the endoderm. In addition, co-expression of both factors in non-

pancreatic domains leads only to exocrine pancreas formation whereas the endocrine pancreas does 

not develop (10). 

In summary, we have developed methods to direct ES cells to acquire features of pancreatic acinar 

cells. The strategy has led to the discrimination of distinct stages of acinar differentiation that have not 

thus been reported. Our strategy efficiently allows to screen for the best nuclear regulator 

combinations to commit ES cells into the lineage of interest integrated with the use of soluble factors. 

Because adenoviral infection can be readily performed in mouse ES cells, the strategy is amenable to 
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mid-throuput assays. Our work should lead to the in vitro generation of functional acinar cells suitable 

for functional replacement assays. 
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TITLES AND LEGENDS TO FIGURES  

 Figure 1. Generation of ES cell lines stably expressing Pdx1 or GFP using lentiviral vectors. 

Panel A: Undifferentiated ES cell lines were generated after infection with lentiviruses expressing 

mouse Pdx1 or GFP. Panel A: Cell extracts of the corresponding cell lines (1- 4) were subjected to 

western blot analysis using an anti-Pdx1 antibody. Membranes were reprobed with an anti-α tubulin 

antibody for protein quantity normalization. Positive control: mouse pancreatic 266-6 cell line. C, 

control CGR8 cells; ES, undifferentiated mouse ES cells. Panel B: Undifferentiated ES4Pdx1 cells, as 

well as their differentiated derivatives, were subjected to immnocytochemistry with an anti-Pdx1 

antibody. GFP expression in ESGFP cells was analyzed by confocal microscopy. EB7+ P14 refers to 

the differentiation protocol used as indicated in Figure 2. Original magnification x 200. Scale bars =  25 

μm. 

 

Figure 2. Schematic representation of the protocol used for in vitro differentiation of ES4Pdx1 

cells. ES4Pdx1 cells were differentiated in suspension as EB for 7 days, seeded in gelatin-coated cell 

culture dishes and further grown for 14-21 days. Adenoviral infections were performed in recently 

adhered EB. In some experiments, CM generated from the culture of E16.5 fetal pancreatic rudiments 

was added, as indicated. 

 

Figure 3. Effect of Pdx1 on gene expression of EB cultured with fetal pancreas CM. Panel A: 

Semi-quantitative RT-PCR analysis was performed with RNA obtained from differentiated ES4Pdx1 

and ESGFP cells cultured with or without fetal pancreatic CM. Panel B: Histograms represent the 

relative level of expression of selected pancreatic markers in panel A quantified by densitometry. 

mRNA levels present in differentiated ESGFP cells incubated with CM were taken as reference and 

values were normalized to Hprt mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of three 

independent experiments. *p<0.05 compared with control ESGFP+ CM. Panel C: Quantitative RT- 

PCR analysis for the expression of selected pancreatic markers using the RNA samples obtained in 

panel A. Histograms show the relative expression levels normalized to the loading control Hptr. 
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Figure 4. Immunofluorescence analysis of differentiated ES4Pdx1 cells incubated with or 

without CM.  Staining was performed using specific antibodies for p48 (a, d), and amylase (c, f) 

(Red). Nuclei were labeled with ToPro-3 iodide (blue). (e, f) show the nuclei of the cells corresponding 

to panels a and d. Arrows in (a, b, d, e) show immunoreactive cells. p48 is expressed in the nucleus 

whereas amylase displays a cytoplasmic distribution. Scale bars = 25 μm. 

 

Figure 5. Kinetics of transgene expression in differentiating ES4Pdx1 cells infected with rat 

p48- and LacZ-encoding adenoviruses. Panel A: Western blot analysis of p48 expression. Positive 

control, 266-6 cells. Panel B: Differentiated ES4Pdx1 cells infected with Adp48 or AdLacZ were 

immunostained with an anti-p48 antibody or assayed for β-galactosidase activity, respectively, at the 

indicated times after infection. Original magnification x 200. Panel C: RT-PCR analysis of total RNA 

from samples obtained as in B using primers specific for rat p48 and β-actin. Pancreatic 266-6 and 

AR42J cells were used as control of mouse and rat specificity, respectively.  

 

Figure 6. Effect of p48 on gene expression of differentiating ES4Pdx1 cells. Panel A: ES4Pdx1 

cells cultured as in Figure 3 were infected with Adp48 or AdLacZ and total RNA subjected to semi-

quantitative RT-PCR analysis for specific pancreatic markers. Panel B: Histograms represent the 

relative level of expression of selected pancreatic markers in panel A quantified by densitometry. 

mRNA levels present in AdLacZ-infected cells were taken as reference and values were normalized to 

β-actin mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of three independent experiments. 

*p<0.05 compared with control AdLacZ. Panel C: Quantitative RT-PCR analysis for the expression of 

selected pancreatic markers using the RNA samples obtained in panel A. Histograms show the 

relative expression levels normalized to the loading control Hptr. Panel D: Quantitative RT-PCR was 

done as in panel C using the RNA of differentiated Adp48- infected ESGFP and ES4Pdx1 cells. 

 

Figure 7. Immunofluorescence analysis of differentiated ES4Pdx1 cells infected with rat p48 

and LacZ expressing adenoviruses. Panel A. ES4Pdx1 cells incubated with (f, h) or without (b, d) 

CM were infected with AdLacZ (b, f) or Adp48 (d, h) and subjected to immunofluorescence analysis 

with an anti-amylase antibody. The corresponding phase-contrast microphotographs are shown in 

adjacent panels. Scale bars = 25 μm. Panel B. Histograms of data from one experiment representative 
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of two performed indicating the percentage of immunoreactive cell foci, as well as their intensity, in the 

different cell culture conditions, as shown in A. + refers to the level of intensity of the immunostaining. 

Percentage of immunoreactive cells (foci + and foci ++) increase in comparison to control AdLacZ 

(*p<0.05). Percentage of ++ foci increase in comparison to Adp48 (**p<0.05). Both experiments 

yielded similar results.  
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3. SELECCIÓN GENÉTICA DE LAS CÉLULAS ES 

COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR 

 
Uno de los problemas principales de los protocolos de diferenciación de células 

ES es que en la mayoría de los casos los cultivos obtenidos son heterogéneos en cuanto 

contienen distintas poblaciones celulares. Con este fin se generó una línea celular ES 

reporter que mediante selección genética nos permitía purificar y enriquecer las células 

ES diferenciadas comprometidas al linaje acinar.  

 

3.1. ESTABLECIMIENTO DE UNA LINEA DE CÉLULAS ES REPORTER: 

pELAS 

 

3.1.1. GENERACIÓN DEL PLÁSMIDO DE SELECCIÓN: pELAS 

 

Se generó para ello un plásmido de selección (ver apartado 3.1 de Materiales y 

Métodos) (Figura 3.8) que nos permitía aislar las células que habían activado un 

programa de diferenciación acinar por la expresión del promotor del gen de la elastasa, 

que es un promotor específico acinar 

 

El plásmido pELAS (Figura 3.8) consta de una caja en la cual la expresión del 

gen de resistencia a puromicina y del gen reporter LacZ en un RNAm bicistrónico 

viene regulada por el promotor de elastasa, que es un gen específico acinar. Este 

promotor ha sido muy bien caracterizado tanto in vivo como in vitro (2, 147, 270, 271), 

conociéndose así la existencia de un región (- 500 + 8), que confiere especificidad de 

expresión en las células acinares. Por tanto, únicamente las células que han activado un 

programa de diferenciación acinar serán viables y seleccionadas. Por otro lado, el 

plásmido contiene una caja en la que un promotor de expresión consitutiva, PGK, regula 

la expresión del gen de resistencia a higromicina. Este promotor se expresa en las 

células ES indiferenciadas y por lo tanto permite seleccionar aquellas células que han 

integrado el plásmido en su genoma de forma estable. 

 



RESULTADOS 
 

 188

 
Figura 3.8: Esquema del plásmido de selección genética, pELAS 
 

3.1.2. ENSAYO DE LA FUNCIONALIDAD DEL PLÁSMIDO pELAS EN 

LÍNEAS CELULARES EN CULTIVO 

 

 Para ensayar la funcionalidad y especificidad del plásmido pELAS, se 

transfectaron distintas líneas celulares pancreáticas exocrinas (266-6 y AR42J) y no 

pancreáticas (293 y NIH3T3), de forma transitoria (266-6, AR42J, 293 y NIH3T3) y 

estable (266-6, 293). En las transfecciones transitorias, sólo obtuvimos células positivas 

para el gen reporter en las líneas pancreáticas acinares. Generamos también clones 

estables para el plásmido pELAS en la línea 266-6 que expresaba el gen reporter, como 

se puede observar en la Figura 9 por la tinción in situ de la actividad β-galactosidasa 

con X-gal. Observamos que los distintos clones estables de 266-6 presentaban una 

expresión heterogénea del gen reporter, que podría ser debida a que el lugar de 

integración del plásmido en el genoma de la célula ocurre al azar (Figura 3.9). 

 

 
Figura 3.9: Imagen de contraste de fase de la actividad β-galactosidasa 
in situ de dos clones de células 266-6 transfectados de manera estable 
con el plásmido pELAS. Actividad β-galactosidasa in situ mediante 
tinción con X-gal. Barra = 50 µm. 

 

3.1.3. TRANSFECCIÓN DEL PLÁSMIDO pELAS EN CÉLULAS ES  

 

 Una vez testada la funcionalidad del plásmido pELAS, lo transfectamos en las 

células ES indiferenciadas mediante electroporación. Obtuvimos 175 clones estables 

resistentes a higromicina.  
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• Análisis por PCR de DNA genómico de los clones celulares aislados 

 

Debido a que el plásmido pELAS es de 12 Kb queríamos discriminar qué clones 

habían integrado la región promotora del gen de la elastasa y el gen de resistencia a 

puromicina. Por ello, diseñamos un oligonucleótido compatible con la secuencia del 

promotor de elastasa en su parte 5’ y un oligonucleótido compatible con la parte 3’ del 

gen de resistencia a puromicina para cribarlos mediante PCR utilizando DNA genómico 

(ver apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos), esperando observar una banda de 1200 

pb. Se analizaron 75 clones de los 175 obtenidos y 15 de ellos fueron positivos para la 

PCR (Figura 3.10). 

 

 
Figura 3.10: PCR de DNA genómico de algunos de los clones celulares resistentes a 
higromicina. Utilizando oligonucleótidos para amplificar la región del promotor de 
elastasa y el gen de resistencia a puromicina, se observa la banda de 1,2 kb en los clones 1, 
3 y 4, y los clones 2, 5 y 6 son negativos. El control negativo (-) es DNA genómico de 
células CGR8 parentales y el control positivo (+) es el DNA del plásmido de selección, 
pELAS. 

 

• Establecimiento de las condiciones de cultivo para la selección genética 

 

 Como punto de partida, para analizar la concentración de puromicina adecuada 

para aislar células con fenotipo acinar a partir de nuestros clones de células ES, se 

realizaron pruebas preliminares en los clones de células 266-6 transfectadas 

establemente con el plásmido pELAS y en las células 266-6 parentales. A partir de 

concentraciones de antibiótico comprendidas entre 0,4-2 µg/ml, se determinó como 

óptima la concentración de trabajo de 1,2 µg/ml, puesto que después de 5 días la 

totalidad de las células 266-6 parentales habían muerto y los clones de células 266-6 

estables para pELAS se mantenían perfectamente en cultivo. 

 

 En el caso de los clones de células ES, se analizaron las concentraciones de 

puromicina comprendidas entre 0,4 y 1,5 µg/ml, usando como control las células ES 

parentales. En este caso la concentración de trabajo óptima fue de 0,8 µg/ml. Añadiendo 

el antibiótico según el protocolo descrito en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos, se 



RESULTADOS 
 

 190

obtenía un 100% de mortalidad de las células ES parentales 4 días después. En cambio 

en los clones de células ES en diferenciación previamente cribados por PCR de DNA 

genómico, según se describe en el apartado anterior, se observaba la emergencia de 

colonias. 

 

• Análisis de la expresión del gen reporter (LacZ) en los clones de células ES que 

han integrado el plásmido pELAS 

 

 Debido a que la integración del plásmido pELAS en el genoma de la célula ES 

tiene lugar al azar, podría integrarse en sitios del genoma transcripcionalmente muy 

activos pudiendo dar lugar a la expresión artefactual de los genes de la caja de selección 

en función del clon. Por ello, analizamos la expresión del gen reporter en 7 de los 

clones que habían sido positivos por PCR de DNA genómico, utilizando el protocolo de 

selección e incubando las células con SNP (Figura 3.11). 

 

 
Figura 3.11: Protocolo de selección de las células ES comprometidas al linaje acinar 
utilizando SN pancreático fetal (SNP). 
 

 Al final del protocolo de selección determinamos la actividad β-galactosidasa in 

situ mediante tinción X-gal. Observamos que todos los clones regulaban la expresión 

del gen reporter, siendo ésta más intensa en los clones 24pElas, 35pElas y 119pElas que 

fueron los clones que usamos en los ensayos experimentales de esta memoria (Figura 

3.12). En estas condiciones experimentales aproximadamente un 60 % de las células 

presentaban actividad β-galactosidasa según la observación macroscópica. 
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Figura 3.12: Determinación de la actividad β-galactosidasa in situ mediante tinción X-gal 
en tres de los clones ES de selección. Imagen macroscópica de las placas en las que se han 
seleccionado células diferenciadas a partir de los tres clones de selección (24pElas, 35pElas y 
119pElas). 

 

3.2. ESTABLECIMIENTO DEL PROTOCOLO DE SELECCIÓN GENÉTICA 

DE LAS CÉLULAS COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR 

 

3.2.1. PROTOCOLO DE SELECCIÓN UTILIZANDO SNP O FOLISTATINA 

 

Analizamos por RT-PCR semicuantitativa las células diferenciadas incubadas 

con folistatina y con SNP utilizando el protocolo de selección (ver apartado 6.3 de 

Materiales y Métodos) con los clones 24pElas, 35pElas y 119pElas (Figura 3.13). 

 

 
Figura 3.13: Protocolo de selección de las células ES diferenciadas comprometidas al linaje 
acinar utilizando SN pancreático fetal (SNP) o folistatina. 
 

Así, demostramos que folistatina inducía un incremento en la expresión de sólo 

algunos de los marcadores exocrinos (carboxipeptidasa A, elastasa y Pdx1) mientras 

que el SNP era capaz de inducir un incremento en la expresión de marcadores que 

folistatina no regulaba (amilasa, quimiotripsinógeno y p48) (Figura 3.14). Además, en 
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general, el incremento en muchos de los marcadores exocrinos (carboxipeptidasa A, 

elastasa y Pdx1) era mayor. Por otro lado, la expresión de Mist-1 no variaba en ninguna 

de las condiciones de diferenciación. 

 

La expresión de marcadores endocrinos era muy baja en todos los casos en 

comparación a la de los marcadores exocrinos puesto que se detectaron con un número 

de ciclos de PCR mucho mayor. Sin embargo, tanto folistatina como SNP 

incrementaban la expresión de glucagón (Figura 3.14).  

 

 
Figura 3.14: Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos en las células 
diferenciadas seleccionadas tratadas con SNP o folistatina por RT-PCR semicuantitativa. 
HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. C = control (células sin tratar); F = 
folistatina (células tratadas con folistatina); SNP = sobrenadante pancreático fetal (células 
tratadas con sobrenadante pancreático fetal). Las RT-PCR semicuantitativas muestran la 
expresión de los marcadores en el clon de células ES 119pElas que es respresentativa de los 
resultados obtenidos con los demás clones. 
 

 Así que, a pesar de que folistatina tenía un efecto selectivo en el incremento de 

la expresión de marcadores exocrinos en los protocolos EB7P7 como se ha descrito en 

el apartado 1.2 de Resultados, este efecto se perdía en parte durante el protocolo de 

selección (Figura 3.14). Esto podría ser debido a que durante la diferenciación EB7P7, 
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folistatina no incrementaba la expresión de elastasa, resultando en la pérdida durante la 

selección de las poblaciones celulares acinares inducidas.  

 

Así pues, a pesar de que el efecto del SNP no es selectivo para el linaje exocrino 

éste sigue siendo más elevado que el efecto observado con folistatina utilizando el 

protocolo de selección y por ello decidimos trabajar únicamente con el SN pancreático 

en los siguientes experimentos de selección genética. 

 

3.2.2. PROTOCOLO DE SELECCIÓN UTILIZANDO SNP E INFECCIÓN CON 

ADENOVIRUS: INFECCIÓN SIMPLE VERSUS CO-INFECCIÓN 

 

Para incrementar la eficiencia del sistema se integró en el protocolo de selección 

la sobreexpresión de factores de transcripción claves en el desarrollo de las células 

acinares mediante adenovirus recombinantes. Debido al poco conocimiento que se tiene 

sobre estos factores se analizó el efecto de  p48 y Mist-1, cuya función ha sido más bien 

caracterizada. p48 es un factor de transcripción de tipo bHLH que, como se ha descrito 

en la Introducción, se expresa en los precursores pancreáticos (20, 137) y más tarde, en 

el desarrollo restringe su expresión al linaje acinar siendo muy importante también para 

la regulación de la expresión de los enzimas digestivos. Mist-1 es un factor de 

transcripción de tipo bHLH que se expresa en las células acinares en diferenciación, 

cuya expresión regula la polaridad celular, la funcionalidad, y el mantenimiento de la 

identidad de las células acinares (72, 128, 173, 231, 247, 306) 

 

Abordamos la sobreexpresión de estos factores con adenovirus (Ad) por 

distintos motivos. En primer lugar, queríamos sobreexpresar de manera transitoria p48 

ya que este factor de transcripción presenta una actividad antiproliferativa independiente 

de su actividad transcripcional, tanto en células pancreáticas como no pancreáticas 

(239). En segundo lugar, se pretendía investigar si la expresión de genes claves para el 

desarrollo/diferenciación pancreática de forma transitoria es capaz de activar el 

programa de diferenciación endógeno.  
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• Eficiencia de infección de las células ES en diferenciación con adenovirus 

recombinantes: infección simple. 

 

 Nuestro interés era sobreexpresar los factores transcripcionales en células en 

diferenciación con tal de forzar la adquisición de un fenotipo acinar previa selección 

genética y así, enriquecer específicamente la población celular que ha activado un 

programa de diferenciación acinar. También se pretendía incrementar a la vez el grado 

de diferenciación de éstas.  

 

La transducción génica se realizó un día después de plaquear los EBs (EB7P1), y 

se analizó el rango de MOI óptima que nos permitiera obtener una elevada eficiencia de 

infección sin efectos tóxicos. Se analizaron rangos comprendidos entre 20-100 MOI, 

observándose que hasta una MOI de 75 se obtenía una eficiencia de infección muy 

parecida mientras que la viabilidad celular empezaba a comprometerse a partir de una 

MOI de 100. Trabajamos finalmente con una MOI de 20 para cada uno de los 

adenovirus con tal de realizar co-infecciones con una eficiencia elevada y sin observar 

efectos tóxicos. La eficiencia de infección fue de un 70% para el Adp48 (Rovira et al., 

2006) y de un 50-60% para el AdMist-1. 

 

• Efecto de la infección simple versus la co-infección 

 

 Lo primero que quisimos analizar fue el efecto de la transducción simple a 

EB7P1 de p48 o de Mist-1 o bien el efecto de la co-expresión de ambos 

simultáneamente, en condiciones en las que los cultivos estaban suplementados con 

SNP (Figura 3.15). Como adenovirus control de infección se usó el adenovirus que 

expresa GFP. 
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Figura 3.15: Protocolo de selección de las células ES utilizando SNP e infección simple o 
co-infección con adenovirus que expresaban p48 o Mist-1. Los adenovirus que expresaban 
GFP o LacZ son adenovirus control de infección.  

 

Por RT-PCR cuantitativa analizamos la expresión de elastasa I en las células 

seleccionadas obtenidas, ya que el promotor del gen que codifica para este enzima es el 

que usamos para seleccionar las células. Observamos que la transducción de un único 

factor de transcripción no incrementaba la expresión de elastasa I, pero sí cuando se 

sobreexpresaban p48 y Mist-1 al mismo tiempo (Figura 3.16). Estos resultados sugieren 

que incubando las células con SNP y co-infectándolas con adenovirus que expresan los 

dos factores de transcripción durante el protocolo de selección p48 y Mist-1 actúan, i) 

sobre una población que expresa elastasa, expandiéndola, ii) induciendo la 

diferenciación al linaje acinar de una población precursora, o iii) incrementando la 

expresión del mRNA de elastasa I en una población comprometida ya al linaje acinar.  

 

 
Figura 3.16: Análisis de la expresión de elastasa I por RT-PCR cuantitativa 
en las células diferenciadas seleccionadas con puromicina: infección simple 
versus co-infección. Expresión de tránscritos de RNAm de elastasa I en las 
células diferenciadas seleccionadas tratadas con SNP e infectadas con Ad GFP, 
Ad p48, Ad Mist-1 o simultáneamente con Ad p48 y Ad Mist-1. SNP = 
sobrenadante pancreático fetal. 
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3.2.3. PROTOCOLO DE SELECCIÓN UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCIÓN 

CON p48 Y Mist-1: INFECCIÓN ÚNICA VERSUS MÚLTIPLE 

 

 Una vez observado que la co-infección incrementaba, al menos, la expresión de 

elastasa, y sabiendo que los genes transducidos mediante infección adenoviral se 

expresan transitoriamente, se analizó si la co-infección múltiple, es decir, infectar las 

células, al menos, dos veces en el tiempo (EB7P1 y EB7P21) durante el protocolo de 

selección genética, incrementaba el grado de diferenciación de las células que ya han 

activado el programa de diferenciación acinar. Como en los apartados anteriores, el 

medio de cultivo también se suplementó con SNP (ver apartado 6.3 de Materiales y 

Métodos) (Figura 3.18). 

 

• Eficiencia de infección de las células ES en diferenciación con adenovirus 

recombinantes: co-infección múltiple 

 

La eficiencia de infección que obtenemos a EB7P21 es de aproximadamente un 

40% (Figura 3.17) a diferencia del 50-70% que se obtiene a EB7P1. En estos 

experimentos no se incrementó la MOI para mejorar esta eficiencia ya que las células en 

selección presentaban mayor sensibilidad a la infección adenoviral. 

 

 
Figura 17: Análisis de la eficiencia de la infección adenoviral a EB7P21. A) Expresión de 
GFP en las células infectadas con el Ad GFP dos días después (P23) de la infección a EB7P21. 
Imagen de microscopía confocal. A’) Imagen de contraste de fase de las células de la imagen A. 
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B) Inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo anti-p48, de las células infectadas con Ad p48 y 
Ad Mist-1 dos días después (P23) de la infección a EB7P21. C) Inmunocitoquímica utilizando 
un anticuerpo anti-Mist-1 de las células infectadas con Ad p48 y Ad Mist-1 dos días después 
(P23) de la infección a EB7P21. Barra = 50µm. 
 

• Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos por RT-PCR 

semicuantitativa  

 

 El análisis por RT-PCR semicuantitativa, nos permitió detectar el efecto de la 

infección adenoviral sobre la viabilidad celular a EB7P21 descrito anteriormente, puesto 

que en las condiciones experimentales en las que se utilizaba el AdGFP control no se 

observaba el efecto inductor promovido por el SNP sobre la expresión de genes 

pancreáticos. (Figura 3.14). Este es el caso para los marcadores carboxipeptidasa A, 

quimiotripsinógeno, elastasa, p48, Pdx1 y glucagón (Figura 3.19). Otra posibilidad es 

que tenga lugar una pérdida del fenotipo diferenciado. 

 

 
Figura 3.18: Protocolo de selección de las células ES comprometidas al linaje acinar 
utilizado sobrenadante pancreático fetal (SNP) y co-infección única (PM1) o múltiple 
(PM2) mediante adenovirus que expresan p48 y Mist-1. Los adenovirus que expresan GFP 
o LacZ son adenovirus control de infección.  
 

Por otro lado, observamos que la transducción única de p48 y Mist-1 a EB7P1 

(PM1) inducía una incremento de la expresión de marcadores exocrinos como elastasa, 

quimiotripsinógeno y carboxipeptidasa A. En cambio, no se regulaba la expresión de 

marcadores de la ruta secretora CCKAr, M3r e IP3R3 o de marcadores como Cx32, un 

componente de las uniones de comunicación, cuya expresión desaparece en el ratón 

deficiente de Mist1 (247). De hecho, la expresión de estos marcadores ya se 

incrementaba al incubar las células con SNP (AdGFP). Asimismo, tampoco se 
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modulaba la expresión del factor de transcripción RBP-L, miembro del complejo 

transcripcional PTF1 que regula la expresión de los enzimas digestivos (20) ni la 

expresión de marcadores endocrinos (Figura 3.19). 

 

 
Figura 3.19: Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos en las células 
seleccionadas por RT-PCR semicuantitativa. Expresión de marcadores exocrinos y 
endocrinos en las células seleccionadas sin tratar (control = C, condición 1) o tratadas con SNP 
y además infectadas con Ad GFP (GFP, condición 2) o Ad p48 y Mist-1 simultáneamente una 
única vez (PM1) a EB7P1 (infección única) o dos veces (PM2, condición 3) a EB7P1 y 
EB7P21 (infección múltiple). HPRT es el marcador usado como  gen housekeeping. SN = 
sobrenadante pancreático fetal; Quimiotrip. = quimiotripsinógeno; Carboxip. A = 
carboxipeptidasa A. 
 

Por último, el análisis de la infección múltiple, es decir infectar las células con 

los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 a EB7P1 y a EB7P21 (PM2) nos inducía un 

incremento, mucho mayor que la infección única, de la expresión de enzimas digestivos 
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como amilasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinógeno. Este incremento correlaciona 

con un aumento notable en los niveles de RBP-L. El incremento de la expresión de 

Mist-1 es seguramente debida a la propia infección con Mist-1 a EB7P21, al no poder 

discriminar la forma exógena de la endógena. Por otro lado, la infección múltiple 

incrementaba la expresión de marcadores cuya expresión no se regulaba con la 

infección única, como amilasa, CCKAr e IP3R3. Respecto a los marcadores endocrinos 

la infección múltiple parecía disminuir la expresión de glucagón y Ngn3, mientras que 

la expresión de insulina era prácticamente siempre indetectable (Figura 3.19). Estos 

datos demuestran que nuestros cultivos estaban específicamente enriquecidos de células 

que según la expresión de marcadores de diferenciación comparten características 

fenotípicas con las células acinares. 

 

Podemos concluir que la co-transducción de genes claves para el desarrollo y 

diferenciación acinar de forma mútiple conduce a un incremento de la expresión de 

marcadores exocrinos en una magnitud mayor que la co-transducción única, sugiriendo 

que el mantenimiento de la expresión de estos genes a lo largo del protocolo de 

selección nos permite obtener células con un fenotipo acinar más diferenciado. Así 

pues, nos centramos en la caracterización de las células diferenciadas a partir del clon 

de células ES reporter 119pElas obtenidas con el protocolo de selección genética 

utilizando las condiciones experimentales de incubación con SNP y co-infección 

múltiple con los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 (PM2). 

 

En el resto de la memoria, a efectos de simplificación, para nombrar las 

diferentes condiciones analizadas del protocolo de selección utilizaremos los términos 

condición 1 (C) para hacer referencia a la condición control en las que las células se 

han diferenciado espontáneamente; condición 2 (SN GFP/ SN LACZ) para hacer 

referencia a la condición en que las células se han incubado con el SNP e infectado con 

el adenovirus control de infección que expresa GFP o LacZ; y condición 3 (SN PM2) 

para hacer referencia a la condición en que las células se han incubado con el SNP e 

infectado con los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 dos veces durante el protocolo 

(EB7P1 y EB7P21). 
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3.3. ANÁLISIS DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS CÉLULAS ES 

DIFERENCIADAS  

 

 Debido a que habíamos demostrado que el gen reporter se expresaba más en la 

condición 3, se analizó en cuáles de las condiciones experimentales se seleccionaba un 

mayor número de células. Para cuantificarlo, se realizaron contajes celulares a partir de 

células obtenidas en las etapas EB7P7 (pre-seleccionadas) y EB7P28 (seleccionadas) 

(Figura 3.20A). Se determinó que tras selección, en las condiciones 2 y 3 en las que se 

había incubado las células con SNP, se obtenía el doble aproximadamente de células 

respecto a la condición 1. Este resultado se puede explicar en parte, debido al efecto 

mitogénico de los SNP que se observa ya durante la pre-selección (Figura 3.2).  

 

Sin embargo, cuando se analizó la capacidad proliferativa de las células en estas 

etapas mediante incorporación de BrDu (Figura 3.20B), se observó que precisamente en 

las condiciones 2 y 3 las células tenían una capacidad proliferativa menor respecto a la 

condición 1. Además, este efecto era más pronunciado en la condición 3, probablemente 

debido en parte al efecto antiproliferativo de p48.  

 

 
Figura 3.20: Análisis de la capacidad proliferativa de las células ES diferenciadas pre-
selección (EB7P7) y tras la selección (EB7P28). A) Contaje de las células a EB7P7 y EB7P28. 
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B) Incorporación de BrDu. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). 
Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). * = p< 0,05. ** = p< 0,01. 
 

En general, existe una relación inversamente proporcional entre proliferación 

celular y diferenciación, de manera que las células más diferenciadas tienen una 

capacidad proliferativa menor. Por ese motivo, caracterizamos con más detalle el patrón 

de expresión de marcadores pancreáticos. 

 

3.4. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LAS CÉLULAS 

DIFERENCIADAS OBTENIDAS CON EL PROTOCOLO DE SELECCIÓN 

UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCIÓN MÚLTIPLE 

 

3.4.1. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD β-GALACTOSIDASA EN LAS CÉLULAS 

SELECCIONADAS  

 

 Analizamos la eficiencia de selección mediante la determinación de la actividad 

β-galactosidasa tanto in situ mediante tinción X-gal (Figura 3.21A-A’) como 

bioquímicamente a partir de lisados celulares (Figura 3.21B). Observamos una 

activación de beta-galactosidasa proporcional al grado de expresión de los marcadores 

acinares descritos en la Figura 3.19. Así, en la condición 1, se detectó un marcaje 

principalmente débil en un 60% de las células mientras que en la condición 2, se 

observaron células marcadas más intensamente. Finalmente, en la condición 3 se 

detectó la actividad del gen reporter en todas las células y esta actividad incrementaba 

notablemente en todas ellas. De hecho, se determinó un incremento de hasta 60 veces o 

más (ya que nos encontrábamos en condiciones saturantes al medir la actividad β-

galactosidasa con ONPG) en los niveles de esta actividad.  
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Figura 3.21: Análisis de la actividad β-galactosidasa de las células seleccionadas in situ (X-
gal) o bioquímicamente en los lisados celulares (ONPG). A) Imágenes macroscópicas de la 
tinción de la actividad β-galactosidasa in situ en las células diferenciadas seleccionadas en las 
condiciones 1, 2 y 3. A’) Imágenes microscópicas de contraste de fase (objetivo 10X) de la 
tinción de la actividad β-galactosidasa con X-gal en las células diferenciadas seleccionadas en 
las condiciones 1, 2 y 3. B) Gráfica de las medidas de la actividad β-galactosidasa en los lisados 
celulares expresadas en unidades por gramo de proteína (U/g proteína). Cond. = Condición. 
Barra = 100µM.. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 
3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

3.4.2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES PANCREÁTICOS 

POR RT-PCR CUANTITATIVA 

 

 El análisis por RT-PCR cuantitativa (Figura 3.22) mostró que en la condición 3 

tenía lugar el mayor incremento en la expresión de enzimas digestivos tales como 

amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinógeno, que en algunos casos era de 

hasta 100 veces más) y también del factor de transcripción p48. Es importante destacar 

que el p48 amplificado por RT-PCR cuantitativa era el endógeno de ratón y no el 

transgen exógeno que expresa el adenovirus recombinante. Por otro lado, se observó 

una disminución en los niveles del RNAm del factor de transcripción Ngn3 y no se 

modulaban los niveles Nkx6.1. La expresión de insulina I fue indetectable.  
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 También observamos que en las células de la condición 2 tenía lugar un 

incremento en la expresión de elastasa pero la expresión de otros marcadores exocrinos 

disminuía (carboxipeptidasa A, p48, amilasa y quimiotripsinógeno). Estos resultados 

confirman, en parte, los obtenidos en la Figura 3.19. 

 

 
Figura 3.22: Análisis de la expresión de marcadores pancreáticos por RT-PCR 
cuantitativa de las células diferenciadas seleccionadas. RT-PCR cuantitativa de marcadores 
exocrinos: carboxipeptidasa A, elastasa, amilasa, quimiotripsinógeno y p48; y marcadores 
endocrinos Ngn3 y Nkx6.1 de las células diferenciadas seleccionadas en la condición 1, 2 y 3. 
Carboxip. A= carboxipeptidasa A; Quimiotrip. = quimiotripsinógeno; SN = sobrenadante 
pancreático fetal. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 
3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

3.5. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES DE 

DIFERENCIACIÓN MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA 

 

3.5.1. Expresión de E-cadherina y β-catenina. 

 

 Las células acinares son células epiteliales que forman uniones de adhesión entre 

ellas. Por ello, se analizó la expresión de E-cadherina, marcador epitelial y β-catenina, 

uno de los componentes de los uniones de adhesión mediante inmunofluorescencia. 

Observamos que prácticamente la totalidad de las células seleccionadas expresaban E-

cadherina, indicándonos que las células seleccionadas eran de origen epitelial. Tanto E-
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cadherina como β-catenina se localizaban en la membrana celular en las zonas de 

contacto célula-célula (Figura 3.23). 
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Figura 3.23: Imágenes de microscopía confocal de inmunofluorescencias de las células 
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-E-cadherina y anti-β-catenina. 
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Los marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresión de E-
cadherina y β-catenina (verde) y tinción de núcleos con To-pro3 (azul). Barras = 50 µm. 
Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 3 = SN + Ad 
p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

3.5.2. Expresión de enzimas digestivos  

 

 Una vez confirmado el fenotipo epitelial, se analizó la expresión de 

enzimas digestivos mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos específicos 

contra amilasa y carboxipeptidasa A. Observamos que en las tres condiciones había 

células positivas para ambos enzimas digestivos, pero la proporción de células positivas 

aumentaba en la condición 2 y era todavía mayor en la condición 3, aproximadamente 

del 70%, siendo esta última condición la que presentaba mayor proporción de células 

marcadas así como con una mayor intensidad del marcaje (Figura 3.24). 

 

Para ambos enzimas digestivos se observaba un patrón de expresión tanto 

citoplasmático como nuclear en las células de la condición 1. Esta localización nuclear 

no se observa nunca en el páncreas, aunque se ha descrito que en el ratón deficiente para 

Mist-1 se localiza amilasa en el núcleo de las células acinares en secciones de páncreas 

del estadío de E16.5, patrón de expresión que no se observa en animales salvajes (128). 

En estos ratones no se ha analizado el patrón de expresión de carboxipeptidasa A, pero 

al tratarse también de un enzima digestivo es posible que el patrón de expresión sea el 

mismo que el observado con amilasa. Tanto en las células de la condición 2 como 3 la 

localización de carboxipeptidasa A y amilasa era citoplasmática. 

 

 Así pues estos resultados demuestran que con el protocolo de selección 

utilizando SNP y co-infección múltiple (condición 3) el número de células que expresan 

enzimas digestivos es mayor así como la intensidad del marcaje, y además la 

localización de estos es la misma que se detecta en las líneas celulares acinares en 

cultivo, demostrando que las células diferenciadas seleccionadas presentan un fenotipo 

más diferenciado que las células de la condición 1 y 2. 
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Figura 3.24: Imágenes de microscopía confocal de inmunofluorescencias de las células 
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-amilasa y anti-
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carboxipeptidasa A. Los marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 
3. Expresión de amilasa y carboxipeptidasa A (rojo) y tinción de núcleos con To-pro3 (azul). 
Como control de expresión se usó la línea celular acinar AR42J. Barras = 50 µm. Condición 1 = 
control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 
(SN PM2). 
 

3.5.3. Expresión de factores de transcripción pancreáticos. 

 

Con tal de analizar la expresión de factores de transcripción implicados en la 

diferenciación acinar se realizaron inmunofluorescencias para detectar la expresión de 

Pdx1 y RBP-L. Observamos que el patrón de expresión de Pdx1 era tanto 

citoplasmático como nuclear en todas las condiciones, pero la intensidad del marcaje 

aumentaba en la condiciones 2 y 3. Además en la condición 3, la proporción de células 

que presentaba un patrón de expresión nuclear, como el que se observa en la línea 

celular acinar 266-6 aumentaba si bien no en todas las células. Prácticamente no se 

detectaron células RBP-L positivas en las condiciones 1 y 2. En cambio en la condición 

3 se observaban grupos de células que expresaban RBP-L nuclearmente (Figura 3.25). 

 

 En resumen, hemos demostrado que en las células de la condición 2 hay un 

incremento de la expresión Pdx1 con un patrón tanto nuclear como citoplasmático, pero 

éstas no expresan RBP-L. Por otro lado, las células de la condición 3 expresan tanto 

RBP-L como Pdx1 con un patrón de expresión mayoritariamente nuclear. 
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Figura 3.25: Expresión de Pdx1 y RBP-L por inmunofluorescencia. Los marcajes se 
realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresión de Pdx1 y RBP-L (rojo) 
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y tinción de núcleos con To-pro3 (azul). Como control de expresión se usó la línea celular 
acinar AR42J. Barras = 50 µm. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN 
GFP). Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

3.5.4. Expresión de proteínas implicadas en la ruta secretora de los enzimas 

digestivos. 

 

 La función de las células acinares pancreáticas es la síntesis y secreción de 

enzimas digestivos. Éstos son sintetizados en el retículo endoplasmático y 

posteriormente son transportados al aparato de Golgi. Desde el TGN se segregan 

vacuolas condensadas que madurarán a gránulos de cimógeno. Estos se localizarán 

finalmente en el polo apical de la célula donde se almacenarán hasta la secreción de los 

enzimas digestivos. 

 

Con el fin de analizar si las células seleccionadas expresaban proteínas de la ruta 

secretora, analizamos la expresión de VAMP-8, una proteína v-SNARE altamente 

enriquecida en la membrana de los gránulos de cimógeno. En los ratones deficientes 

para esta proteína la secreción de los gránulos de cimógeno queda totalmente abolida. 

En el páncreas, VAMP-8 se distribuye en la parte apical de la célula acinar, donde se 

localizan los gránulos de cimógeno (ZG). En cambio, el patrón de expresión en la línea 

celular acinar AR42J, que no presenta ZG, es tanto nuclear como citoplasmática (Figura 

26). En todas las condiciones, detectamos células que expresaban VAMP-8. En las 

condiciones 1 y 2 se detectaba principalmente en el citoplasma celular, y la expresión 

era nuclear aproximadamente en un 25-30% de las células. En la condición 3, el patrón 

de expresión nuclear era prácticamente nulo. Este patrón de expresión también se podría 

observar en las células de la condición 2, aunque en menor proporción (Figura 3.26). 

 

VAMP-8 forma un complejo SNARE con una proteína t-SNARE localizada en 

la membrana plasmática de la célula acinar, la sintaxina-4 (ver apartado 1.4.1 de la 

Introducción). En todas las condiciones experimentales, prácticamente la totalidad de 

las células expresaban sintaxina-4. En la condición 1, el patrón de distribución era 

difuso por todo el citoplasma y raramente membranal. En cambio, en las condiciones 2 

y 3 se observaba un marcaje intenso que se localizaba en la membrana plasmática 

(Figura 3.27). 
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Figura 3.26: Imágenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de las células 
diferenciadas seleccionadas realizadas con un anticuerpo anti-VAMP-8. Los marcajes se 
realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresión de VAMP-8 (verde) y 
tinción de núcleos con To-pro3 (azul). Los cuadrados blancos marcan las regiones ampliadas. 
Barras = 50 µm. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 
3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

La isoforma A del receptor de colecistoquinina (CCKAr), que es una hormona 

que induce la secreción de los gránulos de cimógeno (ver apartado 1.4.2 de la 

Introducción), se expresa en el páncreas en la membrana basolateral de las células 

acinares. Observamos que en la condición 1, había muy pocas células que expresaban 

CCKAr, y en la mayoría de las células el patrón de expresión era citoplasmático. En 

cambio, se observaba una elevada proporción de células que expresaban CCKAr en las 

condiciones 2 y 3, siendo la expresión mayoritariamente citoplasmática y en algunos 

casos membranal en la condición 2. En cambio, en la condición 3 el marcaje era más 

intenso y su localización, en general, era más membranal (Figura 3.27). 
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Figura 3.27: Imágenes de microscopía confocal de inmunofluorescencias de las células 
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-sintaxina-4 y anti-CCKAr. Los 
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marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresión de sintaxina-
4 y CCKAr (verde) y tinción de núcleos con To-pro3 (azul). Como control de expresión se usó 
la línea celular acinar AR42J. Barras = 50 µm. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + 
Ad GFP (SN GFP). Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

 Para asegurarnos de la especificidad del marcaje obtenido con el anticuerpo anti-

CCKAr y en colaboración con el grupo de la Dra. Marlène Dufresne (INSERM, 

Toulouse, Francia) se realizaron experimentos de unión de CCKA radioactiva en 

preparaciones crudas de membranas obtenidas a partir de las células diferenciadas 

seleccionadas. Se comprobó la unión específica de CCK a estas preparaciones, y que 

esta unión era 1,5 y 2 veces mayor en las condiciones 2 y 3, respectivamente, en 

comparación con la condición 1 (Figura 3.28). 

 

 
Figura 3.28: Ensayo de unión de CCK. Especificidad de unión de 
CCKA radioactiva a las preparaciones de membranas crudas de las células 
diferenciadas seleccionadas en las condiciones 1, 2 y 3. Condición 1 = 
control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 3 = SN + 
Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

 

3.6. CARACTERIZACIÓN IN VITRO DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS 

CÉLULAS DIFERENCIADAS OBTENIDAS CON EL PROTOCOLO DE 

SELECCIÓN UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCIÓN MÚLTIPLE 

 

Sabiendo que las células diferenciadas seleccionadas genéticamente expresaban 

CCKAr y éste, al menos en parte, se localizaba en la membrana plasmática, y también 
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según ensayos de RT-PCR las células expresaban componentes de la vía de 

transducción de señales de la ruta secretora, como IP3R3 y M3r (Figura 3.19), 

estudiamos la capacidad funcional de las células seleccionadas obtenidas de responder a 

secretagogos. 

 

3.6.1. MEDIDAS DE CALCIO INTRACELULAR EN RESPUESTA A 

SECRETAGOGOS 

 

 El calcio intracelular libre se considera una de las primeras moléculas 

señalizadoras en las células acinares pancreáticas, ya que es la señal inicial que dirige la 

secreción de los enzimas digestivos. 

 

 Como ya se ha descrito en la Introducción (apartado 1.4.2), el proceso de 

secreción de los enzimas digestivos por las células acinares está controlado 

fisiológicamente por hormonas y neurotransmisores (secretagogos). Para que tenga 

lugar la exocitosis de los gránulos los secretagogos pueden inducir la secreción de 

manera dependiente de calcio o dependiente de AMPc (apartado 1.4.3. de la 

Introducción). Tanto CCH (carbacol, agonista muscarínico sintético), CCK 

(colecistoquinina) como ceruleína (un análogo de CCK) al unirse a su receptor inducen 

un incremento de la concentración de calcio intracelular teniendo lugar una exocitosis 

de los gránulos de cimógeno dependiente de calcio.  

 

En respuesta a CCH, CCK o un análogo sintético de esté, ceruleína, se pueden 

observar dos tipos de respuestas de incremento de calcio intracelular en las células 

acinares, un incremento de la concentración de calcio intracelular que se recupera 

rápidamente (respuesta transitoria) a concentraciones máximas del secretagogo o un 

incremento oscilatorio que se repite a lo largo del tiempo en presencia del estímulo 

(respuesta oscilatoria) a concentraciones casi fisiológicas del secretagogo. 

 

 En colaboración con el grupo del Dr. Miguel Valverde en la Universidad 

Pompeu Fabra de Barcelona, realizamos las medidas de calcio intracelular en respuesta 

a CCH (5·10-6 M) y CCK (10-12 M, 10-9 M y 10-6 M); los rangos de dosis utilizadas de 

los distintos secretagogos corresponden tanto a concentraciones suprafisiológicas (CCK 

10-9 M y 10-6 M) como fisiológicas (CCK 10-12 M). En las tres condiciones, al tratar las 
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células con (CCH) se observó respuesta al secretagogo. En la condición 1, la respuesta a 

CCH era muy débil e inmadura (Figura 3.29A), siendo similar a la respuesta que se 

observa en los acinos del ratón deficiente para Mist-1 (Figura 3.29 C), donde el 

incremento de la concentración de calcio intracelular es mínimo y la recuperación de 

éste es muy lenta. Por otro lado, la respuesta a CCH de las células de la condición 2, era 

una respuesta mucho más eficiente, ya que el incremento de la concentración de calcio 

intracelular era aproximadamente dos veces mayor al observado en la condición 1 y la 

recuperación de éste era rápida (Figura 3.29 A). La respuesta obtenida con las células de 

la condición 3 fue la más madura, en cuanto se observó i) un incremento de la 

concentración del calcio intracelular superior al obtenido en la condición 2, ii) así como 

una rápida recuperación de los niveles basales de calcio intracelular. Así pues la curva 

de calcio en respuesta a CCH de las células de la condición 3 era prácticamente igual a 

la que se obtiene en acinos pancreáticos aislados, teniendo en cuenta la diferencia en las 

escalas de tiempo representadas en las Figuras 3.29 A y C. 

 

 Se analizó también el tanto por ciento de células que respondían al secretagogo y 

observamos que no sólo el tipo de respuesta obtenida era mejor en las células de la 

condición 3, sino que el número de células que respondían era mayor (Figura 3.29 B). 

Aún así, incluso en la mejor condición se observa una clara heterogeneidad en la 

población celular puesto que solo un 35% de células presentan esta respuesta. 

 

Por otra parte, a pesar de la detección por distintos métodos de la expresión de 

CCAr no se observó respuesta a CCK en ninguna de las condiciones 

independientemente de las concentraciones utilizadas. 
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Figura 3.29: Medidas de calcio intracelular en respuesta a secretagogos. A) Medidas de las 
concentraciones de calcio intracelular en respuesta a un estímulo (CCH) en las células 
diferenciadas seleccionadas de las condiciones 1, 2 y 3 en respuesta a CCH (5 μM). Las flechas 
rojas indican el momento en que se añade el secretagogo y el momento en que se retira. B) 
Gráfica que indica el tanto por ciento de células que responden a CCH (5 μM) en cada 
condición. C) Imagen del patrón de respuesta a CCH 1 μM en acinos aislados de un ratón 
salvaje (WT) y del ratón deficiente para Mist-1 (Imagen extraída de Luo X. et al., 2005). 
Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condición 3 = SN + Ad 
p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
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3.6.2. SECRECIÓN DE AMILASA EN RESPUESTA A SECRETAGOGOS 

 

 La vía principal por la que los enzimas son secretados es la ruta secretora 

regulada que se induce en respuesta a secretagogos. Por ello analizamos si las células 

diferenciadas seleccionadas secretaban amilasa en respuesta a secretgogos. 

 

 Para realizar este análisis usamos un kit comercial que nos permitía detectar la 

actividad enzimática de amilasa. Se analizó el efecto de tres secretagogos a 

concentraciones fisiólogicas (CCK 10-12 M, CCH 10-9 M) y suprafisiólogicas (CCH 

5·10-6 M y ceruleína 10-9 M).  

 

Se estimularon las células con los secretagogos y después de 45 minutos se 

analizó la actividad de la amilasa que se encontraba en el medio extracelular, 

conservando un grupo de células control que no fueron estimuladas y que nos indicarían 

la posible secreción constitutiva. Posteriormente, también se analizó la actividad de la 

amilasa del lisado celular después del estímulo, y en este caso el grupo control, sin 

estimular, nos indicaría la actividad de la amilasa total basal de las células. 

 

 Sorprendentemente, detectamos que la actividad amilasa del medio extracelular 

inducida por secretagogos era aproximadamente unas 40 veces superior a la actividad 

amilasa intracelular de las células sin estimular, si bien se detectó una actividad amilasa 

mayor en  la condición 3. Estos resultados sugerían que se producía una síntesis de novo 

de enzimas inducida por los secretagogos, tal como se ha descrito (232) y que 

probablemente se secretaban de manera constitutiva. Este hecho también podría explicar 

una mayor presencia de amilasa intracelular en las células estimuladas, respecto a las 

células sin estimular (Figura 3.30). 
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Figura 3.30: Representación gráfica de las medidas de la actividad de la amilasa en el 
medio extra e intracelulares de las células seleccionadas estimuladas con secretagogos. A) 
Medidas de la actividad amilasa en el medio extracelular en las células diferenciadas 
seleccionadas que han sido tratadas con los secretagogos a las concentraciones indicadas. 
Además se analiza un grupo control sin estimular. B) Medidas de la actividad amilasa en el 
lisado celular (intracelular) de las células diferenciadas seleccionadas en las condiciones 1, 2 y 3 
que han sido tratadas con los secretagogos a las concentraciones indicadas. Además se analiza 
un grupo control sin estimular. Las medidas obtenidas se expresan en actividad del enzima por 
μg de proteína total. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). 
Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
 

3.7. CARACTERIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL POR MICROSCOPÍA 

ELECTRÓNICA DE LAS CÉLULAS DIFERENCIADAS SELECCIONADAS 

 

 Para determinar si el defecto en la secreción regulada estaba asociado a una falta 

de gránulos de cimógeno en las células diferenciadas seleccionadas se analizó por 

microscopía electrónica las características ultraestructurales de las células obtenidas.  
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 Observamos que únicamente en las condiciones 2 y 3 las células presentaban 

vesículas electrodensas que se encontraban, en general, en la parte apical de la célula. 

Sin embargo, en una células acinar de páncreas adulto los gránulos de cimógeno, 

presentan un diámetro que oscila entre 400 y 1000 nm mientras que las vesículas que se 

observaban tenían un diámetro de entre 250-400 nm (Figura 3.31). Asimismo, el 

número de estas vesículas por célula era muy bajo comparado con el número de ZG por 

célula acinar del páncreas. Los resultados sugieren que estas vesículas electrodensas 

podrían ser gránulos de cimógeno inmaduros (ZG-like). Además, el porcentaje de 

células que presentaban estas vesículas era mayor en la condición 3 respecto a la 

condición 2 , y no se detectaron prácticamente en la condición 1 (Figura 3.31). 

 

 
Figura 3.31: Imágenes de microscopía electrónica de las células diferenciadas 
seleccionadas. A) Imágenes de vesículas electrodensas (posibles gránulos de cimógeno-like 
(ZG-like) de 250-400 nm de diámetro) que se encuentran en las células de las condiciones 2 y 3. 
B) Gráfica que indica el tanto por ciento de células que presentan ZG-like en las células de las 
condiciones 2 y 3. Cond. = Condición. Condición 1 = control (C). Condición 2 = SN + Ad GFP 
(SN GFP). Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
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3.8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ENZIMAS DIGESTIVOS: CÉLULAS 

SELECCIONADAS VERSUS LÍNEAS ACINARES EN CULTIVO Y ACINOS 

PANCREÁTICOS AISLADOS 

  

Con el interés de comparar el patrón de expresión génica de las células 

seleccionadas obtenidas con él de las líneas celulares acinares en cultivo, así como con 

el de acinos pancreáticos murinos purificados, analizamos la expresión, por RT-PCR 

semicuantitativa y cuantitativa, de enzimas digestivos, factores de transcripción y 

moléculas implicadas en la ruta secretora. 

 

 Observamos que, aún haber logrado incrementar la expresión de los enzimas 

digestivos (carboxipeptidasa A, elastasa, amilasa y quimiotripsinógeno) en la condición 

3 en un orden de, respectivamente, 120, 4.8, 4 y 130 veces más en comparación a la 

condición 1, la expresión era todavía mucho menor que la que se observa en las líneas 

celulares acinares en cultivo (266-6 y AR42J), así como la de acinos purificados. En 

general, estas diferencias cualitativas de expresión se reproducían para el resto de 

marcadores exocrinos, excepto para la expresión de receptores de secretagogos que se 

expresaban a niveles más altos en las células obtenidas en la condición 3 respecto a las 

líneas celulares (Figura 3.32). 

 

 En resumen, los resultados demuestran que las células diferenciadas 

seleccionadas en la condición 3 comparten características con las células acinares a 

nivel de expresión de marcadores acinares y por su respuesta funcional a secretagogos, 

pero todavía no han recapitulado el programa de diferenciación completo. 
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Figura 3.32: Análisis de la expresión de marcadores exocrinos por RT-PCR A) 
semicuantitativa y B) cuantitativa de las células diferenciadas seleccionadas tratadas con SN y 
co-infectadas con Ad p48/Mist-1 (PM2) y de líneas acinares en cultivo y acinos aislados. 
Condición 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). 
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En el momento de iniciar esta tesis, la diferenciación de las células ES a linajes 

celulares derivados del endodermo había sido muy poco estudiada y básicamente se 

basaba en inducir la diferenciación espontánea mediante la formación de cuerpos 

embrioides. En estas condiciones, como hemos demostrado (261) la diferenciación a 

células pancreáticas es muy poco eficiente, hecho que ha sido ampliamente corroborado 

por otros grupos (262). Por ese motivo, el objetivo de nuestro trabajo se centró en el 

incremento de esta eficiencia mediante el desarrollo de varias estrategias que podemos 

describir en tres objetivos i) la optimización de las condiciones de cultivo, ii) la 

sobreexpresión de factores de transcripción implicados en el desarrollo pancreático 

mediante el uso de vectores virales y iii) la selección genética de las células 

comprometidas al linaje acinar. Se pretendía integrar el conocimiento obtenido en estos 

apartados para desarrollar un protocolo que optimizara la generación de células 

acinares. 

 

1. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO 
 

Se sabe que la densidad celular utilizada para la formación de cuerpos 

embrioides es crítica para regular tanto el tipo como la eficiencia de diferenciación al 

linaje celular de interés a partir de células ES. Sin embargo, este aspecto no se ha 

abordado en general de forma específica en la literatura con respecto a la diferenciación 

pancreática. Así, en la mayoría de los protocolos experimentales para diferenciar células 

endocrinas se utilizan densidades comprendidas entre 105 cél./ml y 1,5·106cél./ml (162, 

262, 282). Si bien no hemos realizado experimentos extensos respecto a este punto, sí 

que hemos analizado mediante RT-PCR la expresión de marcadores exocrinos 

específicos induciendo la formación de EBs a distintas densidades celulares 

comprendidas entre 103-107 cél./ml (datos no mostrados). Nuestros resultados 

demuestran que la expresión de estos marcadores es más elevada en experimentos de 

diferenciación EB7P7 a la densidad celular de 104 cél./ml. Estos datos están bastante en 

concordancia con los resultados obtenidos por el grupo de Odorico et al, 2003, que en 

protocolos de diferenciación EB7P14 realizados a densidades superiores 

(aproximadamente 4·105 cél./ml) prácticamente no observan expresión de marcadores 

exocrinos por RT-PCR. 
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Por otra parte, los resultados de diferenciación de los EB en suspensión (261) 

muestran que la cinética de expresión de marcadores de diferenciación y de reguladores 

claves del desarrollo pancreático exocrino y endocrino siguen un patrón de expresión 

similar al que ocurre durante el desarrollo pancreático in vivo, tal como se ha 

demostrado también en otros trabajos (133). Por tanto, nuestra hipótesis de trabajo se 

basó en el planteamiento de que, de una manera racional, se podría dirigir el programa 

de diferenciación acinar, regulando rutas de señalización implicadas durante el 

desarrollo. Este tipo de planteamiento se había validado en otros estudios como por 

ejemplo en la diferenciación neural (290) y muy recientemente, otros grupos han 

demostrado que se puede aplicar para desarrollar células pancreáticas in vitro (50). 

 

1.2. LAS CÉLULAS ES RESPONDEN IN VITRO A SEÑALES IMPLICADAS EN 

EL DESARROLLO PANCREÁTICO  

 

• Efecto del SNP 

 

En los últimos años, varios grupos han demostrado la validez de esta hipótesis 

respecto a la capacidad de las células de responder a señales liberadas por el páncreas 

embrionario. Así, se ha demostrado un incremento en la expresión de marcadores 

endocrinos por RT-PCR así como en el número de células que los expresan (33, 162, 

262, 282). En nuestras condiciones, hemos podido reproducir el efecto observado 

respecto a la diferenciación endocrina y hemos demostrado también su efecto sobre la 

expresión de genes acinares (Figura 3.1). El medio condicionado utilizado en estos 

experimentos se obtuvo del cultivo de páncreas fetal a E16.5 en el que el componente 

exocrino predomina sobre el componente endocrino. Sin embargo, no observamos 

diferencias significativas en el incremento de la expresión de genes acinares respecto a 

los endocrinos. Por otra parte, observamos que los SNP no solo contenían factores 

solubles implicados en la diferenciación pancreática, sino también factores mitogénicos, 

como hemos podido observar por el aumento de la talla de los EBs durante la etapa de 

suspensión (Figura 3.2). Por tanto, los SNP podrían combinar varios efectos; por un 

lado, inducir la diferenciación de precursores endodérmicos o pancreáticos a células 

acinares y por otro, expandir la población de células que han activado un programa de 

diferenciación acinar. 
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• Efecto del SN de mesénquima pancreático y de las líneas celulares NIH3T3, 

AR42J y 266-6 

 

 Nuestros resultados demuestran que el SNP contienen un cóctel de factores que 

inducen tanto la diferenciación endocrina como exocrina, por lo que tal y como era de 

esperar, su efecto no es selectivo para un linaje pancreático específico.  

 

 Por ese motivo, analizamos el efecto del SN del cultivo de mesénquima 

pancreático ya que se ha descrito que éste promueve la diferenciación exocrina y 

reprime la endocrina (194). Ya en los años 60-70 (87) y 90 (87) se propuso que el efecto 

del mesénquima era mediado por factores solubles.  

 

La diferenciación de las células en presencia de estos SN no mejoró los 

resultados obtenidos respecto a la selectividad ni tampoco en el incremento de la 

expresión de los distintos marcadores (Figura 3.3).  

 

Estos resultados podrían explicarse por el hecho de que el efecto inductor del 

mesénquima sobre el epitelio pancreático, requiere también cierta proximidad o el 

contacto entre los dos componentes (167, 194) que se pierde al utilizar el medio 

condicionado. Asimismo, se ha descrito que la línea celular NIH3T3 de origen 

mesenquimal puede reproducir el efecto pro-exocrino del mesénquima en ensayos de 

recombinación con epitelio embrionario pancréatico (167), efecto que tampoco 

observamos con el SN de esta línea celular (Figura 3.4). Ambos resultados podrían ser 

debidos pues a que la composición de los factores solubles no es exactamente la misma 

así como sus concentraciones y/o a la falta de señalización mediada por contacto 

celular. Respecto, a este último punto cabe recalcar que una de las señales que se ha 

propuesto que media la diferenciación pancreática exocrina inducida por el mesénquima 

es la laminina-1, según se ha demostrado mediante ensayos en la que su expresión o 

actividad se  inhiben mediante morfolinos (167) o anticuerpos bloqueantes (42), 

respectivamente. Finalmente, también es posible que el SN de la línea celular NIH3T3 

se obtuviera a partir de un clon diferente al utilizado en los trabajos de Li et al. 2004.  

 

Por último, nos interesó analizar el efecto del SN del cultivo de líneas acinares 

pancreáticas (AR42J y 266-6) hipotetizando que éstas podrían liberar al medio factores 
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que indujeran específicamente la diferenciación acinar. Nuestros resultados muestran 

que estos SN tienen, contrariamente a lo esperado, un efecto sobre la expresión de 

marcadores endocrinos (Figura 3.4), incrementándola, resultado que podría explicarse 

como consecuencia, al menos en el caso de las células AR42J, por su carácter anficrino 

(48, 242-244).  

 

1.3. LA FOLISTATINA INCREMENTA DE FORMA SELECTIVA LA 

EXPRESIÓN DE GENES ACINARES VERSUS LOS ENDOCRINOS EN LAS 

CÉLULAS ES. 

 

 El conocimiento sobre el desarrollo embrionario ha permitido en estos últimos 

años diseñar protocolos de diferenciación de células ES a células β, basados en el uso de 

factores de crecimiento y moléculas de señalización implicadas en el desarrollo 

pancreático in vivo. Se conocen muy pocos factores implicados en el 

desarrollo/diferenciación exocrina. Folistatina, un inhibidor de distintos miembros de la 

familia de TGFβ, .se expresa en el mesénquima pancreático a lo largo del desarrollo 

embrionario según (284), y se ha descrito como un potente inductor de la diferenciación 

exocrina (194), pudiendo mimetizar los efectos pro-exocrinos del mesénquima 

pancreático in vitro cuando se incuba con explantes de epitelio pancreático de rata. Asï, 

también es capaz de reprimir la diferenciación endocrina (194).  

 

El tratamiento de las células ES con folistatina a 200 nM induce un incremento 

selectivo en la expresión de marcadores exocrinos y en la abundancia de células que 

expresan amilasa (Figura 3.6), tal como se ha descrito en el páncreas embrionario (194). 

En nuestro caso, sin embargo no hemos observado una dismunución en la expresión de 

marcadores endocrinos.  

 

Sin embargo, se ha propuesto que folistatina podría unirse a BMP7 y a activina, 

que se producen en el epitelio pancreático, e inhibir el efecto inductivo de activina en el 

desarrollo endocrino o del BMP7 (194). En otros modelos como el músculo, se ha 

propuesto que folistatina se une a BMP-7 y BMP-2 con baja afinidad. De esta forma, 

estos factores se presentan a células miogénicas a concentraciones que permiten la 

estimulación del crecimiento del músculo en el embrión (6). Más recientemente, 
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también se ha propuesto que folistatina podría interactuar con miostatina y prevenir así 

su efecto inhibidor sobre el desarrollo muscular (7). 

 

En nuestras condiciones, la folistatina podría pues inducir específicamente la 

diferenciación exocrina o regular la proliferación de precursores exocrinos. 

Determinamos también que la concentración de folistatina presente en el SNP era 

aproximadamente de 1.5 nM. Al diluir estos SN en medio de cultivo al 3% FCS en una 

relación de 1:1, la concentración final incluso sería más baja. Por este motivo, 

hipotetizamos que al suplementar el SNP con folistatina comercial hasta 200 nM 

podríamos conseguir una diferenciación más selectiva hacia el linaje exocrino, 

conservando el notable incremento de expresión de los marcadores exocrinos inducido 

por el SNP. Este no fue el caso (resultados no mostrados), hecho que se podría explicar 

en parte porque el SN estudiado era del estadío E16.5 y por tanto, la composición de 

factores solubles distinta a la que se puede encontrar in vivo en el estadío E12-13. De 

hecho, si bien algunos autores describen la expresión de folistatina a lo largo del 

desarrollo por RT-PCR (284), otros grupos usando las mismas técnicas han demostrado 

una expresión que se modula en el tiempo. Así, se observa un pico de expresión entre 

E10-E12.5 y reaparece de nuevo a E18.5 en islotes (175). 

 

Otra vía que sería interesante analizar en nuestro sistema es la regulada por los 

glucocorticoides. Así, se ha descrito que el tratamiento in vitro de rudimentos 

pancreáticos de rata del estadío de E15.5 con dexametasona, un glucacorticoide 

sintético, induce una disminución de las células que expresan insulina e incrementa el 

doble el número de células acinares, indicando que los glucocorticoides favorecen la 

diferenciación acinar (86). Además ya se había descrito que los glucocorticoides 

inducían un incremento de la expresión de amilasa en la línea celular acinar AR42J 

(118, 172) y en los últimos años se ha demostrado que también incrementa la expresión 

de proteínas de la ruta de los gránulos de cimógeno (t-SNARE y v-SNARE) en esta 

misma línea celular (81). Los resultados descritos sugieren que la incubación de las 

células ES con glucocorticoides podría inducir la diferenciación acinar y/o inducir un 

fenotipo más diferenciado al modular proteínas implicadas en la ruta secretora. Datos 

preliminares muestran que la incubación de las células con dexametasona induce un 

incremento en la expresión de amilasa, elastasa, quimiotripsinógeno y Mist-1. 
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En el futuro, la identificación de nuevos factores que selectivamente dirijan la 

diferenciación acinar podría abordarse mediante el análisis proteómico de los SNP.  

 

2. SOBREEXPRESIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

IMPLICADOS EN EL DESARROLLO PANCREÁTICO 

MEDIANTE EL USO DE VECTORES VIRALES 
 

 Las vías de señalización trasladan las señales extracelulares de la superficie 

celular al núcleo mediante una cascada de interacciones entre proteínas que expanden la 

señal en el interior de la célula hacia el núcleo, donde un grupo de proteínas, llamado 

factores de transcripción, juega un rol crucial en la activación de la expresión genética. 

Por ello, después de haber investigado qué vías de señalización específicas implicadas 

en el desarrollo pancreático podrían regular la diferenciación de las células ES al linaje 

exocrino, abordamos la sobreexpresión de factores trancripcionales claves para la 

diferenciación pancreática, con el interés de reproducir un programa de diferenciación 

acinar. 
 

Ya se había descrito que la sobreexpresión en células ES de un factor de 

transcripción implicado en el desarrollo pancreático (25, 197) mejoraba la eficiencia de 

diferenciación de las células ES a células productoras de insulina. Pero hay evidencias 

que indican que la sobreexpresión de un único factor de transcripción no es suficiente 

para activar un programa de diferenciación completo, en cambio la combinatoria de 

varios de ellos permite determinar la identidad y funcionalidad celular. Por esto, nuestra 

estrategia se basaba en la sobreexpresión de dos factores de transcripción (p48 y Pdx1) 

mediante el uso de vectores virales (lentivirus y adenovirus) intentando reproducir la 

cinética de expresión de genes de la misma manera que tiene lugar durante la 

diferenciación pancreática acinar. Además integramos en esta estrategia el uso del SN 

pancreático fetal del estadío de E16.5 para promover la diferenciación pancreática de las 

células ES. 

 

En resumen, nuestros resultados demuestran que con la sobreexpresión de Pdx1 

y p48 en células ES se induce la diferenciación de estas al linaje acinar, aunque las 

células obtenidas son inmaduras. 
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Desde el punto de vista metodológico, los principales problemas para la 

sobreexpresión de factores de transcripción en células ES hasta ahora han sido, i) la 

dificultad de introducir el transgen de interés en las células ES con una eficiencia y 

expresión elevada, ii) el mantenimiento del estado indiferenciado y de la capacidad de 

autorreplicación de las células ES que expresan establemente un gen maestro y iii) el 

silenciamiento de la expresión del transgen al inducir la diferenciación.  

 

Para intentar solventar en parte algunas de estas limitaciones, se abordó esta 

estrategia mediante vectores virales.  
 
2.1. VECTORES ADENOVIRALES 

 

 Los vectores adenovirales recombinantes utilizados en el estudio no son ni 

replicativos ni integrativos, permitiendo una expresión transitoria del transgen de 

interés. Las propiedades de estos vectores virales nos podrían permitir reproducir una 

cinética de expresión de los factores transcripcionales que mimetizara la del desarrollo 

embrionario pancreático. Con este fin sobreexpresamos mediante infección adenoviral 

p48, un factor transcripcional importante para la diferenciación acinar que empiezan a 

expresarse durante el desarrollo embrionario a E9.5. Además, no nos interesaba 

expresar p48 de manera estable debido a sus efectos antiproliferativos (239). 

 

2.2. VECTORES LENTIVIRALES 

 

 Los vectores lentvirales permiten la expresión estable del transgen ya que este se 

integra en el genoma de la célula. Uno de los principales problemas de la 

sobreeexpresión de genes maestros en células ES, es la posibilidad de alterar a biología 

de la célula ES en cuanto a su pluripotencialidad y a su capacidad de autorenovación. 

En nuestras manos, la sobreexpresión de Pdx1, un factor transcripción esencial para el 

desarrollo y diferenciación pancreática exocrina y endocrina, no alteraba la biología de 

las células ES. Otros de los problemas de la sobreexpresión de genes de interés en las 

células ES es el silenciamento del transgen al inducir la diferenciación o a debida a la 

expansión de las células en cultivo. 
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2.3. MEJORA DE LA ESTRATEGIA DE SOBREEXPRESIÓN DE FACTORES 

TRANSCRIPCIONALES 

 

 Nuestros resultados indican que la co-expresión de p48 y Pdx1 nos permirte 

diferenciar células que todavía no han recapitulado el programa de diferenciación acinar 

completo. Por ello creemos que la sobreexpresión de factores transcripcionales 

implicados en la diferenciación terminal de las células acinares podría ayudarnos a 

obtener células con un fenotipo más diferenciado. 

 

Un abordaje posible sería el uso de vectores lentivirales que nos permitan la 

expresión condicional y/o inducible de combinaciones dobles o triples de factores de 

transcripción reguladores de la diferenciación acinar como Pdx1, p48 y Mist-1 que 

podrían permitirnos obtener células acinares diferenciadas con un fenotipo más maduro. 

Con esta estrategia se pretende 1) activar la expresión de los transgenes al iniciar la 

diferenciación, evitando así el posible silenciamento del transgen al inducir la 

diferenciación; 2) evitar la expresión artefactual del transgen por su integración al azar 

en el genoma de las células ES; y 3) expresar niveles menos elevados de los transgenes 

que no tengan efectos tóxicos (197) o antiproliferativo (239). 

 

Por último también se podría abordar la sobreexpresión de RBP-L mediante 

adenvirus en las células diferenciadas con el fin de forzar la maduración de la 

diferenciación de las células, ya que RBP-L se ha descrito como un factor de 

transcripción acinar que juega un papel importante en la regulación de una elevada 

expresión de los enzimas digestivos (20). 

 

3. SELECCIÓN GENÉTICA DE LAS CÉLULAS ES 

COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR 
 

Las células diferenciadas obtenidas a partir de células ES inducidas 

espontáneamente son heterogéneos, conteniendo células de distintos linajes. Por ello, y 

con el fin de purificar y enriquecer las células diferenciadas comprometidas al linaje 

acinar abordamos una estrategia de selección genética. 
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 Nuestro interés fue abordar la selección genética de las células comprometidas al 

linaje acinar integrando en ella, no solo el uso del SN pancreático fetal sino también la 

sobreexpresión de factores transcripcionales implicados en el desarrollo y 

diferenciación del linaje acinar (p48 y Mist-1). De este modo, queríamos aportar a las 

células un cóctel de factores solubles implicados en el desarrollo pancreático, para 

activar las vías de señalización necesarias para la diferenciación pancreática (con el uso 

del SN) y a su vez sobreexpresar factores de transcripción claves para la diferenciación 

acinar (p48 y Mist-1), con el fin de modelizar al máximo la cinética de expresión génica 

que acontece durante el desarrollo embrionario y finalmente seleccionar genéticamente 

las células diferenciadas. 

 

 Una de las principales limitaciones de abordar un estaretgia de selección 

genética del linaje acinar pancreático es el desconocimiento de los factores de 

transcripción reguladores de la diferenciación de este linaje. Abordamos por ello la 

selección usando el promotor de eslastasa ya que ha sido muy bien caracterizado tanto 

in vivo como in vitro (2, 147, 270, 271), y así se conoce la presencia del enhancer (-500 

+ 8), con el cual hemos trabajado, que se ha descrito como la región más selectiva del 

promotor para el linaje acinar pancreático aunque su expresión es débil (271). Pero este 

enzima digestivo se empieza a expresar aproximadamente en el estadío de E12.5 y por 

ello probablemente estemos seleccionando células en distintos estadíos de 

diferenciación. Así que para mejorar la estrategia de selección genética se requeriría el 

uso del promotor de un gen específico acinar cuya expresión fuera más temprana, de 

manera que se pudiera seleccionar una población precursora más homogénea. Un 

posible candidato sería el factor de transcripción Mist-1 que se expresa en el páncreas a 

partir de E10.5, pero este factor no es específico pancreático, sino que se expresa en la 

mayoría de células serosas.  

 

 Otra posible alternativa sería el uso de dos promotores para realizar la selección 

genética, un promotor de expresión temprana que nos permitiera seleccionar una 

población precursora pancreática y otro de expresión linaje específica que nos 

permitiera seleccionar aquellas células de la población precursora que se han 

comprometido al linaje acinar. Un promotor candidato para seleccionar la población 

precursora podría ser el de p48 que se expresa durante el desarrollo embrionario en los 

precursores pancreáticos a partir de E9.5, la expresión del cual decae posteriormente y 
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vuelve a detectarse en los progenitores acinares. Los promotores linaje específicos 

podrían ser el promotor de elastasa o de Mist-1. 

 

 Antes de iniciar la selección genética de las células inducimos la diferenciación 

de éstas con el uso de SN pancreático fetal y folistatina para intentar incrementar la 

población de células comprometidas al linaje acinar. Observamos que al final del 

protocolo de selección genética las células diferenciadas obtenidas expresaban niveles 

más elevados de enzimas digestivos y factores de transcripción específicos exocrinos 

respecto a las células que no habían sido incubadas ni con SN pancreático fetal ni con 

folistatina (Figura 14), indicándonos que su uso mejoraba la eficiencia de nuestro 

protocolo de selección. Por otro lado, y aunque habíamos descrito que folistatina 

inducía de manera selectiva un incremento específico de la expresión de marcadores 

exocrinos su efecto era menor usando el protocolo de selección genética, e incluso 

dejaban de modularse la expresión de genes que previamente habíamos visto modulados 

con el uso de folistatina. Distintas hipótesis podrían explicar este resultado 1) que 

folistatina, a pesar de incrementar la expresión de la mayoría de marcadores exocrinos, 

no incrementaba la de la elastasa (Figura 6), y debido a que la selección genética de las 

células comprometidas al linaje acinar se hace en base a la expresión de su promotor es 

posible que perdamos la población celular inducida por folistatina durante la selección, 

2) o que folistatina no tuviera un efecto inductor de la diferenciación acinar, sino que 

inhibiera la diferenciación de los otros linajes pancreáticos y que por defecto las células 

se diferenciaran al linaje acinar. 

 

 Una vez establecido el protocolo de selección genética con el uso de SN 

pancreáticos fetales abordamos la sobreexpresión genética de p48 y Mist-1 mediante 

adenovirus recombinantes. El uso de estos vectores virales nos permitía la expresión 

transitoria de p48 y Mist-1. Nos interesamos en la expresión transitoria y no estable de 

estos factores de transcripción hipotetizando que ésta sería suficiente para activar la 

expresión endógena de los mismos, así como la de un programa de diferenciación 

acinar. Además, nos interesaba expresar transitoriamente p48 debido a sus efectos 

antiproliferativos (239). No nos interesamos en la sobreexpresión de Pdx1 ya que las 

células seleccionadas ya expresaban Pdx1 (Figura 14) y como se ha descrito, elevados 

niveles de expresión de Pdx1 en células ES pueden ser tóxicos, además de que en las 
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células acinares sus niveles de expresión son mucho menores que los detectados en 

células β (99, 197). 

 

 Cuando p48 o Mist-1 se transducen a las células ES en diferenciación 

independientemente no se incrementa la expresión de la elastasa, cuya expresión nos 

interesaba regular para seleccionar genéticamente las células comprometidas al linaje 

acinar. Por ello pensamos que quizás fuera necesaria la transducción de ambos factores 

de transcripción para incrementar la expresión de este enzima digestivo. Así, 

observamos que la co-transducción de ambos factores incrementaba la expresión de 

elastasa en las células diferenciadas seleccionadas. Distintas hipótesis podrían explicar 

este resultado 1) que ambos factores de transcripción actúan sobre una población que 

expresa elastasa, expandiéndola; 2) que ambos factores de transcripción actúan 

induciendo la diferenciación al linaje acinar de una población precursora; o 3) 

incrementando la expresión del mRNA de elastasa I en una población comprometida ya 

al linaje acinar (Figura 16). Además cabe destacar que el uso del SN pancreático fetal es 

necesario para observar la inducción de la expresión de elastasa con la co-infección, ya 

que si no se incuban las células con éste no se observa el incremento de la expresión de 

elastasa al co-infectar las células con p48 y Mist-1 (resultados no mostrados). Esto 

podría explicarse también de diversas maneras 1) que p48 y Mist-1 actúen sobre una 

población pancreática inducida por el SN pancreático fetal; 2) que sea necesario algún 

factor soluble del SN que active alguna vía de señalización necesaria para observar el 

efecto de p48 y Mist-1. 

 

 Cuando p48 y Mist-1 se co-transducen en las células ES en diferenciación se 

incrementa la expresión de algunos enzimas digestivos, pero no se consigue incrementar 

la expresión de receptores de la ruta secretora de los enzimas digestivos, así como la del 

factor de transcripción RBP-L, cuya función es muy importante en la regulación de la 

expresión de los enzimas digestivos, de lo que ya se había incrementado con el uso del 

SN pancreático (Figura 18). Estos resultados podrían indicar que sería necesaria una 

expresión sostenida de p48 y Mist-1 durante todo el protocolo de selección genética o 

bien, como ya se ha descrito para Pdx1 in vivo (99, 197) , que el efecto de estos factores 

en la diferenciación acinar sea dosis dependiente. Además con el interés de modelizar al 

máximo la cinética de expresión de estos factores de transcripción durante el desarrollo 

embrionario, abordamos la co-infección múltiple, ya que p48 se expresa durante el 
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desarrollo embrionario en los precursores pancreáticos a partir de E9.5, la expresión del 

cual decae posteriormente y vuelve a detectarse en los progenitores acinares. La 

expresión de Mist-1 se detecta a partir de E10.5 en células acinares en difereciación y se 

expresa a lo largo de todo el desarrollo embrionario y en el adulto específcamente en el 

linaje acinar. 

 

Sabiendo que, al menos con el adenovirus que expresa p48 o LacZ, la expresión 

del transgén empieza a decaer 14 días post-infección y es prácticamente nula 21 días 

post-infección, abordamos la segunda infección en este momento. 

 

 Así, la co-transducción múltiple de p48 y Mist-1 incrementaba la expresión de 

todos los enzimas digestivos analizados, así como de los receptores de la ruta secretora 

de éstos e incluso la de RBP-L (Figura 18 y 20). Distintas hipótesis podrían explicar el 

incremento de la expresión de los enzimas digestivos. Por un lado que la expresión 

sostenida o la dosis conseguida de p48 y Mist-1 sea necesaria para el incremento de la 

expresión de estos enzimas o bien que al incrementar la expresión de RBP-L este regule 

la expresión de los enzimas digestivos incrementándola, como ya se ha descrito en la 

literatura (20). 

 

 Se ha descrito extensamente que existe una relación inversamente proporcional 

entre proliferación celular y diferenciación, de manera que las células una vez 

diferenciadas disminuyen su capacidad proliferativa o incluso dejan de proliferar. Por 

ello, nos interesamos en analizar la capacidad proliferativa, hipotetizando que cuando 

más diferenciadas estuvieran las células seleccionadas su capacidad proliferativa 

disminuiría, hecho que fue corroborado con los resultados obtenidos. Observamos que 

el uso del SN pancreático fetal había un 48% menos de células en proliferación, 

disminución que incrementaba en un 66% cuando realizábamos la co-infección múltiple 

de las células con p48 y Mist-1 (condición 3). Esto sugería que el SN pancreático fetal 

además de tener un efecto proliferativo, como ya hemos descrito, en la fase de 

suspensión de los EBs nos permitía seleccionar células más diferenciadas. Cabe destacar 

que para observar la disminución de la proliferación observada con la sobreexpresión de 

p48 y Mist-1 era necesario el uso del SN pancreático, indicando la posibilidad de un 

efecto sinérgico, ya que si se realizaba la co-infección múltiple de p48 y Mist-1 pero no 

se incubaban las células con SN pancreático fetal la disminución de la proliferación no 
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se observaba (resultados no mostrados). Estos resultados podrían explicarse de diversas 

maneras, 1) que p48 y Mist-1 actúen sobre una población pancreática inducida por el 

SN pancreático fetal o 2) que sea necesario algún factor soluble del SN que active 

alguna vía de señalización necesaria para observar el efecto de p48 y Mist-1. Por otro 

lado, la disminución de la proliferación en la condición 3 podría explicarse no solo por 

la inducción de un fenotipo más diferenciado, sino también por los efectos 

antiproliferativos descritos de p48. 

 

 El análisis de la expresión de marcadores de diferenciación en las células 

seleccionadas obtenidas en la condición 3 nos indican, en primer lugar, por la expresión 

de E-Cadherina (Figura 23), que prácticamente el 100% de las células seleccionadas son 

de fenotipo epitelial y además al expresar también β-catenina y ambas proteínas 

localizarse correctamente en la membrana celular probablemente las células formen 

correctas uniones de adhesión. En segundo lugar, expresan los marcadores de 

diferenciación más característicos de las células acinares, los enzimas digestivos 

(amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinógeno), como se observa por RT-

PCR semicuantitativa y cuantitativa (Figura 18 y 21) y por inmunofluorescencia se 

observa que el 70% de las células de la condición 3 expresan amilasa y 

carboxipepridasa A (Figura 24). En tercer lugar, que expresan factores de transcripción 

implicados en la diferenciación acinar como pdx1, p48 y Mist1 (Figura 18 y 21) en un 

40, 50 y 70% de las células respectivamente (Figura 25). Estos resultados demuestran 

que las células diferenciadas seleccionadas comparten características fenotípicas con 

células acinares según la expresión de marcadores de diferenciación. 

 

 En la literatura se asume que la expresión de los distintos enzimas digestivos 

sintetizados y producidos en las células acinares (amilasa, elastasa, carboxipeptidasa 

A…) se regula de la misma manera, pero en nuestro estudio todo parece indicar que la 

regulación de la expresión de los distintos enzimas digestivos no es la misma, ya que no 

observamos un incremento de la expresión de los distintos enzimas simultáneamente ni 

bajo las mismas condiciones (Figuras 1B-C, 6B-C, 14 y 18). Nuestros resultados 

sugieren que la expresión de carboxipeptidas A y quimiotripsinógeno podrían regularse 

por los mismos mecanismos, pero tanto elastasa como amilasa regularían su expresión 

por mecanismos independientes. Todo indica también que la distinta regulación de la 

expresión de estos enzimas tampoco depende del grupo enzimático en que se clasifican 
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según el sustrato que catalizan (enzimas amilolíticos, lipolíticos, proteolíticos y 

nucleolíticos) ya que por ejemplo quimiotripsinógeno y elastasa son enzimas 

proteolíticos la regulación de la expresión de los cuales no parece ser la misma en 

nuestros protocolos. 

 

 La función de las células acinares pancreáticas es la síntesis y secreción de 

enzimas digestivos. Éstos son sintetizados en el retículo endoplasmático y 

posteriormente son transportados al aparato de Golgi y finalmente son segregados en 

vacuolas condensadas que darán lugar a los gránulos de cimógeno que se localizarán en 

el polo apical de la célula. El análisis de la expresión, en las células seleccionadas, de 

proteínas implicadas en la ruta secretora demuestran que más del 70% de las células 

expresan VAMP-8, sinatxina 4 y CCKAr. VAMP-8, es una proteína v-SNARE que se 

localiza en la membrana de los gránulos de cimógeno, y se une a una proteína t-SNARE 

localizada en la membrana plasmática de la célula acinar, sintaxina-4 (288). La 

expresión de ambas proteínas SNARE parece localizarse correctamente en las células 

seleccionadas de la condición 3, observándose en las otras condiciones una 

subpoblación celular con un patrón de expresión nuclear para VAMP-8. Este patrón 

nuclear también lo hemos observado en la línea celular acinar en cultivo AR42J, de la 

cual se ha descrito extensamente que es una línea celular con un fenotipo acinar no 

totalmente diferenciado (48, 242-244) y que no presentan secreción regulada sino 

constitutiva por la ausencia de gránulos de cimógeno (89). Estos datos sugiere que la 

sobreexpresión de p48 y Mist-1 induce un fenotipo más diferenciado y con ello la 

correcta localización de las proteínas de la ruta secretora, esta hipótesis se ve apoyada 

por el echo de que únicamente en las células de la condición 3 se observa una expresión 

de CCKAr membranal en un polo de la célula, que pudiera ser la zona basolateral, lugar 

donde se localiza la expresión de este receptor en las células acinares (Figura 27). 

Además los ensayos de unión de CCKA radioactiva en las células diferenciadas 

seleccionadas nos indican unión específica de CCK a su receptor, confirmando otra vez 

más que las células seleccionadas expresan CCK y que esta, al menos en parte, se 

localiza en la membrana plasmática en mayor proporción en las células de la condición 

3 (Figura 28). 

 

 El calcio intracelular libre se considera la primera molécula señalizadora que 

dirige la secreción de los enzimas digestivos en las células acinares. Los resultados 
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obtenidos de las mediadas de calcio intracelular en respuesta a secretagogos en las 

células diferenciadas seleccionadas, nos muestran respuestas de distinta madurez, así 

como la secreción de amilasa en respuesta a secretagogos sugieren que en las tres 

condiciones analizadas obtenemos células en distintos estadíos de diferenciación acinar 

(Figura 29 y 39). El análisis de secreción de amilasa en respuesta a distintos 

secretagogos nos indica que las células presentan muy poca amilasa intracelular, y que 

la amilasa detectada en el medio extracelular podría tratarse de amilasa de neo-síntesis. 

Se sabe que los secretagogos no solo inducen la secreción de los enzimas digestivos, 

sino que también inducen síntesis de novo (232, 293), así que todo sugiere que al 

tratarse de células acinares inmaduras y al solo observar vesículas condensadas ZG-like 

por microscopia electrónica, pero no ZG maduros en las células, lo que estamos 

observando es la secreción consitutiva de amilasa de neo síntesis en respuesta a 

secretoagogos. 

 

 Para la correcta formación de los ZG se necesitan elevadas cantidades de 

enzimas digestivos, así pues, la falta de ZG en nuestras células podría sugerir que la 

cantidad de enzimas digestivos, aunque incrementada en las células diferenciadas 

seleccionadas con la condición 3, no es suficiente para la formación de ZG maduros si 

la comparamos con las líneas acinares en cultivo o los acinos aislados. Así que todo 

parece indicar que sería necesario incrementar más el contenido de enzimas digestivos 

por célula, pero seguramente esto no sería suficiente, ya que las líneas celulares acinares 

en cultivo presentan una expresión mayor de enzimas digestivos pero tampoco los 

almacenan en ZG. Se ha descrito extensamente la importancia en la secreción de los 

gránulos de cimógeno de los receptores de proteínas cargo, que están asociadas a la 

membrana luminal del aparato de Golgi y son importantes para la selección de las 

proteínas desde el TGN (trans-golgi network) hasta la formación de los gránulos. Entre 

ellas se ha descrito la importancia de pro-muclina (53, 54), que se procesa en el TGN a 

muclina y que une las proteínas que formarán los gránulos a pH ácido. Su 

sobreexpresión en la línea celular acinar de rata, AR42J, que no presenta secreción 

regulada y carece de gránulos, es suficiente para inducir la formación de éstos y la 

secreción regulada en respuesta a un estímulo (55). Además se ha descrito que a pH 

medio ácido pro-muclina se une a amilasa, pro-lipasa, pro-carboxipeptidasa A, pro-

elastasa II y quimiotripsinógeno B. Así que un posible abordaje para conseguir 

diferenciar células acinares maduras a partir de células ES sería sobreexpresar pro-
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muclina en las células seleccionadas diferenciadas con el fin de conseguir la correcta 

formación de ZG maduros, además de usar las matrices extracelulares en el protocolo de 

selección con el fin de incrementar la expresión de los enzimas digestivos en las células 

seleccionadas para que el contenido de estos por célula sea suficiente para que puedan 

ser almacenados en los ZG. 

 

 Por último destacar que las células diferenciadas seleccionadas que presentaban 

un fenotipo más diferenciado acinar-like siempre se encontraban en agregados celulares. 

Trabajos recientes demuestran como el uso de componentes de matriz extracelular así 

como polímero biodegradables mejora la eficiencia de diferenciación de las células ES a 

células endoteliales de la epidemis, queratinocitos, condorcitos y osteoblastos. Por ello y 

después de haber analizado el efecto de distintos componentes de matriz extracelular en 

nuestros cultivos demostrando un efecto en la diferenciación acinar, aunque limitados, 

los resultados sugieren que el uso de biomateriales sería útil para forzar la 

diferenciación acinar terminal o bien para el mantenimiento de las células con fenotipo 

acinar diferenciado. Así pues pensamos que el aislamiento de los agragados celulares 

que presentan las células con un fenotipo acinar más diferenciado y la introducción de 

éstos en scaffolds de polimeros biodegradables, podría permitir a las células organizarse 

en una estructura tridimensional, como ocurre en los acinos, permitiendo un correcto 

contacto célula-célula y forzar la diferenciación acinar terminal y/o bien el 

mantenimiento del fenotipo acinar diferenciado. 

 

En resumen, al final del protocolo de selección hemos conseguido purificar y 

enriquecer los cultivos de células diferenciadas que comparten características 

fenotípicas con células acinares inmaduras (acinar-like) según la expresión de 

marcadores de diferenciación y la respuesta funcional a secretagogos. Además, en cada 

condición experimental obtenemos células en distinto estadíos de diferenciación acinar.  

 

Se sabe que en la PC el tejido acinar es substituido por complejos ductales y las 

células acinares en cultivo sufren también una transdiferenciación acinar-ductal, además 

hay muy pocas líneas celulares en cultivo con fenotipo acinar. Por ello, los estudios 

centrados en los mecanismos moleculares implicados en la diferenciación de las células 

acinares en condiciones normales o patológicas han estado limitados por la falta de 

buenos modelos in vitro. Por ello, el uso de células madre para obtener células acinares 
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pancreáticas podría ser útil para usar estas células como modelos celulares in vitro de 

diferenciación acinar que nos permitan identificar 1) que vías de señalización modulan 

la diferenciación acinar; 2) nuevos genes reguladores específicos de la diferenciación 

acinar; 3) que factores o vías de señalización son necesarios para el mantenimiento del 

fenotipo acinar diferenciado. Además la posibilidad de obtener célula acinar-like en 

distintos estadíos de diferenciación puede permitir estudiar las vías de señalización y los 

genes reguladores requeridos en cada uno de los estadíos de diferenciación acinar que 

todavía no se conocen. 

 

 Datos recientes parecen indicar que la especificación inicial de las células ES a 

células del endodermo definitivo es crítica para una eficiente producción de células 

productoras de insulina (50, 298). Nosotros hemos descrito que el uso de una estrategia 

múltiple nos permite diferenciar células acinar-like a partir de células ES, y los 

resultados recientes de la eficiente producción de células productoras de insulina 

sugieren que para incrementar la eficiencia de nuestro protocolo un posible abordaje 

sería inducir la diferenciación previa de las células a células del endodermo definitivo.  
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1. Los SNP contienen un cóctel de factores que inducen tanto la diferenciación 

endocrina como exocrina de las células ES. 

 

2. El SN del cultivo del mesénquima pancreático y de las líneas celulares NIH3T3, 266-

6 y AR42J no tienen un efecto selectivo sobre la expresión de marcadores exocrinos en 

las células ES. 

 

3. Folistatina induce un incremento selectivo de la expresión de marcadores exocrinos 

en las células ES. 

 

4. La sobreexpresión de factores de transcripción en las células ES activa programas de 

diferenciación específicos de linaje. En particular, la transducción de Pdx1 activa la 

expresión de un fenotipo acinar, pero no es suficiente para inducir un incremento en la 

expresión de todos los marcadores exocrinos. La co-expresión de p48, permite la 

diferenciación selectiva de las células ES al linaje acinar, aunque las células exocrinas 

generadas presentan un fenotipo inmaduro. 

 

5. El desarrollo de un protocolo de selección genética de las células ES comprometidas 

al linaje acinar incubadas con SNP y co-infectadas con adenovirus que expresan p48 y 

Mist-1 dos veces durante el protocolo de selección (condición 3) nos ha permitido, 

purificar y enriquecer células diferenciadas que comparten características fenotípicas 

con células acinares inmaduras según la expresión de marcadores de diferenciación y la 

respuesta funcional a secretgogos. Concretamente hemos conseguido: 

 

 5.1. Incrementar la expresión en las células diferenciadas seleccionadas de 

enzimas digestivos (amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinógeno), de 

factores de transcripción específicos acinares (Pdx1, p48 y RBP-L), de proteínas de la 

ruta secretora de los enzimas digestivos (VAMP-8 y sinatxina-4) y del receptor de CCK 

(CCKAr); y por otro lado disminuir la expresión de marcadores endocrinos (ngn3, 

glucagón e insulina). 

 

 5.2. Disminuir la proliferación de las células seleccionadas, indicando que éstas 

presentan un fenotipo más diferenciado. 
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 5.3. Seleccionar células que responden a CCH incrementando el calcio 

intracelular con un patrón de respuesta similar al que se observa en los acinos 

pancreáticos aislados a las mismas dosis de secretagogo. 

 

 5.4. Seleccionar células que responden a los secretagogos, CCH, CCK y 

ceruleína secretando amilasa al medio extracelular, aunque no se trata de una secreción 

regulada. 

 

 5.5. Seleccionar células que presentan vacuolas electrodensas en la parte apical 

que podrían tratarse de gránulos de cimógeno inmaduros (ZG-like). 
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