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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La fisiopatologia de la pancreatitis y del cancer de pancreas no esta claramente
establecida. Se ha sugerido que las células estrelladas del pancreas (PSC) tienen un
papel preponderante en la fibrosis que acompafia a los procesos inflamatorios y el
cancer de pancreas. Las PSC, en presencia de un estimulo externo o interno de
determinada naturaleza, van a activarse y fabricar componentes de una matriz
extracelular. Cuando el estimulo se mantiene en el tiempo las PSC no se desactivan, y la
matriz se hace cada vez mas resistente provocando la fibrosis del 6rgano. Los estudios
realizados sefialan que el cancer de pancreas es muy resistente a la accion de los
quimioterapicos. Un factor crucial en esta situacion es la reaccion fibrotica, es decir, el
tejido que forma el estroma, que puede llegar a representar hasta el 90% del volumen
del tumor. En este Trabajo Fin de Grado, de tipo experimental, se describe la
preparacion de cultivos primarios de PSC vy la aplicacion de teécnicas de
inmunocitoquimica que permiten la identificacion de marcadores de estas células, el
estudio de la viabilidad celular y la monitorizacion de la concentracion de calcio libre

intracelular. Se trata asi de investigar su utilidad para el estudio de la funciéon celular.

Palabras clave: pancreas, rata, células estrelladas pancreaticas, viabilidad celular,

calcio.



ABSTRACT AND KEYWORD

2. ABSTRACT AND KEYWORDS

The pathophysiology of pancreatitis and pancreatic cancer is not well known. It
has been suggested that pancreatic stellate cells (PSCs) play a major role in fibrosis
accompanying inflammation and cancer in the pancreas. PSC, in the presence of an
external or internal stimulus turn into an activated state and begin to secrete
componentes of an extracelular matrix. When the stimulus is maintained in time PSC
will not turn into non-activated state and the matrix grows and turns more resistent
leading to fibrosis in the gland. The existing research points out that pancreatic cancer is
highly chemoresistant. A major contributing factor is the stromal or fibrotic reaction,
which represents up to 90% of the tumor volume. In this Final Degree Project we
describe the preparation of cultures of PSC and application of immunocytochemistry
techniques which allow identification of cell markers, study of cell viability and
monitorization of changes in intracelular free calcium concentration. We thus aim to

investigate their usefulness in the study of cell function.

Keywords: pancreas, rat, pancreatic stellate cells, cellular viability, calcium.



INTRODUCCION

3. INTRODUCCION

En la actualidad existe un creciente interés sobre el conocimiento de una
poblacion celular presente en el pancreas exocrino, concretamente sobre la fisiologia de
las células estrelladas del pancreas. Este interés es debido al descubrimiento de su
implicacion en la fibrosis pancreéatica, presente en enfermedades como pancreatitis

crénica o cancer de pancreas.

Debido a la alta mortalidad que presentan estas enfermedades, no resulta extrafio
la gran implicacion cientifica existente en el estudio de estas células en busca de un

mayor conocimiento sobre el funcionamiento de las mismas.

Las células estrelladas pancredticas, en presencia de un estimulo externo o
interno de determinada naturaleza, van a activarse y fabricar componentes de una matriz
extracelular. Esta va a recubrir el 6rgano y le va a permitir la recuperacion,
posteriormente se desactivan y la matriz se elimina. Cuando el estimulo se alarga en el
tiempo o se produce de manera reiterada, las células estrelladas no se desactivan, la
matriz se hace cada vez mas resistente provocando la fibrosis del 6érgano. Ademas, las
PSC podrian influir en otros tipos celulares vecinos, modulando su crecimiento o
participando en los procesos inflamatorios. Se ha sugerido que en el cancer se establece
una relacion bidireccional entre las PSC y las células tumorales, que facilita la
progresion de estas Gltimas.

Sin embargo, ain no se conocen exactamente los mecanismos que dan lugar a su
activacion y/o mantenimiento de su quiescencia, con lo que es fundamental el desarrollo
de trabajos de investigacion para poder analizar cuales son estas vias y, aprovechar asi,
su implicacion en las células estrelladas para crear nuevas terapias preventivas y

curativas en aquellas enfermedades en las que estén presentes.



INTRODUCCION

Este trabajo experimental se encuadra dentro de un proyecto de investigacion
que se desarrolla actualmente en el Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Veterinaria de Céceres (Entidad financiadora: Convocatoria Nacional Ministerio de
Economia y Competitividad 2016, Proyectos RETOS - BFU2016-79259-R), dirigido
por el Dr. Antonio Gonzalez Mateos, cuyo objetivo principal es la preparacion de
cultivos de células estrelladas de pancreas para, con ellos, estudiar la fisiologia de estas
células y su papel en la fibrosis pancreética.

En este Trabajo Fin de Grado se realiza una busqueda de informacion sobre el
pancreas, su anatomia, estructura y fisiologia. En segundo lugar, como objeto de estudio
de este trabajo, se analiza lo descrito por otros autores sobre las células estrelladas del
pancreas, su estructura y su fisiologia y el estado actual de las investigaciones. En una
tercera parte se realiza un trabajo experimental dirigido a la preparacion de cultivos de
células estrelladas de péancreas de rata y a su estimulacion con diferentes drogas, con

vistas a analizar su utilidad para el estudio de la funcion celular.

Describimos la preparacion de los cultivos y la identificacidn de las células con
marcadores de fluorescencia. Tras la preparacion de los cultivos aplicamos técnicas de
inmunocitoquimica para tratar de identificar marcadores especificos de las celulas
estrelladas pancredticas; realizamos estudios de viabilidad celular, estimulando las
células con distintas sustancias y estudios de microscopia de fluorescencia, con el fin de

estudiar variaciones en las concentraciones de calcio libre en el interior de las células.

10
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. EL PANCREAS

Es un o6rgano parenquimatoso con dos funciones principales, una endocrina y

otra exocrina.

Como 6drgano endocrino produce hormonas, como insulina y glucagén, que
actan sobre el higado y son importantes en el metabolismo de los glucidos. Estas
hormonas se producen en los islotes pancreaticos o Langerhans. La parte exocrina,
mediante la secrecion de enzimas, es la que produce el jugo pancreatico, rico en
enzimas digestivas, que es vertido en el duodeno para intervenir en la digestion de los

alimentos.

4.1.1. Anatomia:

El pancreas se encuentra en la porcion craneal de la cavidad abdominal, detréas
del estbmago extendiéndose desde el bazo hasta las asas duodenales y consta de tres

partes: l6bulo derecho, izquierdo y cuerpo (Figura 1).

En el parénquima se encuentran, entre otros, los acinis glandulares. Estos vierten
su contenido en los conductos excretores que terminaran en los conductos pancreaticos

para que el jugo llegue al duodeno.

Los conductos pancreaticos difieren segun la especie animal asi, en el perro
encontramos dos conductos: uno principal que desemboca independientemente del

conducto colédoco, y el conducto pancreatico accesorio, que desemboca distalmente al

11



REVISION BIBLIOGRAFICA

principal en la papila menor del duodeno; los felinos, sin embargo, presentan solo un
conducto pancreético que desemboca junto con el conducto colédoco en la papila mayor
del duodeno. En vacuno y en cerdo solo encontramos el conducto pancreético accesorio.
Los pequefios rumiantes presentan un conducto pancreatico principal y el conducto
colédoco, que se unen antes de desembocar en el duodeno y forman el conducto
hepatopancreatico comun. En el caballo hay dos conductos pancreéaticos; un principal
que desemboca conjuntamente con el conducto colédoco en la papila mayor del
duodeno, y otro accesorio que desemboca en la papila menor del duodeno (Mayoral,
2013).

El estroma del pancreas esta formado por una capsula fibrosa de la que parten

una serie de trabéculas hacia el interior y sostienen al parénquima (Longnecker, 2014).

~ COMMON BILE DuCT

= PRINCIPAL PANCREATIC DUCT
(WIRSUNG'S)

— ACCESSORY PANCREATIC DuCT
(SANTORINI'S)

Figura 1: Dibujo de un pancreas normal y sus conductos pancreéticos. De Longnecker, 2014

12
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4.1.2. Irrigacion:

Procede de la aorta abdominal, de la que parten la arteria mesentérica craneal y

la celiaca (Figura 2).

De la arteria mesentérica craneal sale la arteria pancreaticoduodenal caudal, que
irriga las pociones transversa y ascendente del duodeno y el l6bulo derecho del
pancreas. La arteria celiaca da lugar a la arteria esplénica y la arteria hepética. La arteria
esplénica deriva en unas ramas pancreaticas que irrigan el lébulo izquierdo del
pancreas. De la arteria hepatica derivan unas ramas pancreaticas que irrigan la zona del
cuerpo del péncreas y la arteria gastroduodenal, de la que sale la arteria
pancreaticoduodenal craneal, que irriga las porciones craneales del pancreas y el

duodeno.

>

A. Mesentérica A Pancreaticoduodenal eaudal
craneal
A Aorta
abdominal A_Esplénica ]— Ramas pancredticas ]
A Celiaca

A Hepidtica A Gastroduodenal A Pancreaticoduodenal

craneal

Ramas pancredticas ]

Figura 2 : Esquema del riego arterial del pancreas. Elaboracion propia.

El drenaje venoso es llevado a cabo por las venas mesentérica craneal,
gastroduodenal y esplénica, que van a drenar a la vena porta, que llega hasta el higado.
Del higado la sangre sale por las venas hepaticas que desembocan en la vena cava

caudal.

El drenaje linfatico se lleva a cabo por los vasos linfaticos que llegan a los
nodulos linfaticos pancreaticoduodenales, los cuales pertenecen al linfocentro celiaco
(Mayoral, 2013).

13
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4.1.3. Inervacion

La inervacion es llevada a cabo por el sistema nervioso autbnomo o vegetativo,

en sus divisiones parasimpatica y simpatica (Babic y Travagli, 2016).

La inervacion parasimpatica viene dada por el tronco vagal ventral, del que
parten unos ramos duodenales que forman el plexo entérico. Las fibras eferentes estan
constituidas por el nucleo motor dorsal del nervio vago y las neuronas periféricas
pancreaticas. Son los encargados de estimular la secrecion pancreatica exocrina. El
complejo vago dorsal del tronco cerebral es el centro de un largo reflejo colinérgico
vago-vagal enteropancreéatico (Jaworek, y cols, 2010). Por lo tanto, el nervio vago es el
principal elemento colinérgico que actua sobre la secrecion del pancreas exocrino y sus
neurotransmisores mas destacados son la acetilcolina (ACh) y el VIP (péptido intestinal

vasoactivo).

La inervacién simpatica llega a las paredes de las arterias de la glandula,
mediante el plexo celiaco, el plexo mesentérico craneal y el plexo pancreatico. Esta
inervacién es principalmente indirecta y viene dada por las neuronas simpaticas
preganglionares de la medula espinal, las cuales inhiben la secrecion pancreatica
exocrina por disminucion del flujo sanguineo y por la inhibicion de la transmisién

nerviosa a los ganglios del pancreas (Love y cols, 2007).

4.1.4. Estructura

El pancreas es una organo glandular con una doble funcidn, endocrina y
exocrina, cada una de ellas ejercida por estructuras distintas, islotes de Langerhans y
acinos respectivamente. Se encuentra cubierto por una capsula de tejido conectivo no
modelado la cual proyecta unos tabiques hacia el interior que lo divide en lobulos y
lobulillos, con funciones de soporte, y de apoyo a la inervacion e irrigacion de la

glandula (Figura 3).

14
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Islote
pancreéatico

Acino
pancreético

Figura 3:Dibujo de un corte histolégico del pancreas. Modificado de (Omary y cols,
2007).

4.1.4.1 Pdncreas endocrino:

Islotes pancreaticos o de Langerhans: participan en el metabolismo de los
hidratos de carbono mediante la sintesis y liberacion de insulina y glucagdn. También

secretan otras hormonas como somatostatina y polipéptido pancreatico.

Se distribuyen entre los acinos pancreéaticos, separados de estos por una delgada
capa de fibras reticulares, formando islas de células endocrinas, de morfologia esférica u
ovoide, que vierten su secrecion a una red interna de capilares fenestrados, y se

disponen formando cordones irregulares anastomosados.

Células del pancreas endocrino:

- Células A o a: se localizan en la periferia del islote y son las encargadas
de secretar glucagon. Son células de morfologia irregular y nucleo esférico y
representan hasta el 20% del total de células del islote pancreatico.

15
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- Células B o j3: se encargan de secretar insulina, son las mas abundantes
y se encuentran distribuidas por todo el islote aunque predominan en la zona
central en el caso de los rumiantes y en la periferia en los équidos. Sus granulos

de secrecion tienen una morfologia muy heterogénea.

- Células D o &: son relativamente escasas, de morfologia alargada y
distribuyen por todo el islote. Son las encargadas de secretar somatostatina y
tienen la caracteristica de poseer una funcién paracrina que se encarga de inhibir

la secrecion de glucagon e insulina.

- Células F: representan sélo el 2% de las células del islote de Langerhans

y se encargan de secretar polipéptido pancreético.

- Células C: no tienen granulos de secrecion. Se cree que son células

precursoras de las otras células granulares (Redondo, 2013)

4.1.4.2 Pdncreas exocrino

El pancreas exocrino es una estructura glandular acinosa ramificada, con la
funcion de sintetizar y segregar sustancias que participan en la digestion del alimento en
el duodeno.

Su unidad estructural y funcional es el acino pancreatico, con morfologia
esférica, que se compone de células acinosas y centroacionosas. Estas células se
distribuyen alrededor de la luz acinar y estan rodeadas por tejido conectivo, el cual se
continda con el tejido que rodea el epitelio de los conductos, manteniéndose unidos los
distintos acinos y formando una red similar a los racimos de uva (Gézquez y cols,
2009). Estas unidades funcionales se agrupan en lobulos pancreéaticos. En éstos, los
conductos de cada acino se unen para formar los conductos intralobulares que a su vez
se agrupan en conductos interlobulillares y por ultimo forman el conducto pancreéatico
principal que desemboca en el duodeno tras haberse unido al colédoco principal (que
trae la bilis procedente del higado y vesicula biliar) por el esfinter de Oddi. No existe
una clara division entre la parte exocrina y endocrina, encontrandose los islotes de

Langerhans distribuidos por todo el tejido acinar.

16
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- Células acinosas: son las células mayoritarias, ocupando
aproximadamente un 85% del volumen del 6rgano (Williams, 2017). Presentan
una morfologia troncopiramidal, con la base mayor hacia la membrana basal y la
parte mas estrecha hacia la luz del acino. Alta basofilia en zona basal y acidofilia
en la apical. Nucleo esférico. Como otras células secretoras, presenta un gran
reticulo endoplasmatico rugoso en todo el polo basal (basofilia), en este también
observamos el nucleo, y granulos de zimdgeno en el polo apical, cuyo nimero
varia, observandose un gran aumento en ayuno. Entre el nacleo y el polo apical

se encuentra el complejo de Golgi. (Figura 4).

- Células centroacinosas: Son menos numerosas que las anteriores. Se
trata de células epiteliales aplanadas en la zona central del acino, con apenas
organoides y un citoplasma claro, y que constituyen el comienzo del conducto

excretor. Tienen funcidn de revestimiento.

Complejo de
Golgi

Ncleo

Reticulo
endoplasmatico
rugoso

Figura 4: Dibujo de la estructura de una célula acinar.
Modificada de Sastre y cols, 2005.

4.1.5. Fisiologia

El pancreas es un 6rgano con doble funcion:

17
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- Exocrina, llevada a cabo por los acinos pancreaticos que producen el jugo

pancreético con funciones digestivas, como ya se ha mencionado.

- Endocrina, basada en la secrecién de hormonas por los islotes de Langerhans

(insulina, glucagdn, somatostatina y polipéptido pancreatico).

En los acinos pancreéaticos encontramos tres tipos de células cuyas funciones son
algo diferentes (Figura 5):

- Células acinares, que sintetizan, almacenan y secretan enzimas digestivas.

- Células centroacinares, que se encuentran en el acino pero en las inmediaciones

del nacimiento del conducto y secretan fundamentalmente electrolitos y agua.

- Células ductales, que forman la pared del conducto y cuyo papel principal es la

secrecion de fluido y electrolitos.

Entre todas estas células encontramos células epiteliales cilindricas secretoras de

mucus.

Acinar Zymogen PaSC Centroacinar Ductal
cell granule cell cell

Figura 5: Dibujo esquematico de la estructura de un acino pancreatico. Modificado de
Omary y cols, 2007.
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Como resultado de las secreciones de todas estas celulas se genera el jugo
pancreatico, de color transparente, isosmotico con el plasma y con un pH alrededor de
8.

Los principales componentes idnicos del plasma son Na*, K*, CI" y COs;H".
Siempre se cumple que [CI] + [CO3HT] = [K'] + [Na™]. (Figura 6).

La secrecion hidroelectrolitica se fabrica gracias a la existencia de la enzima
anhidrasa carbonica en las células ductales, de tal modo que el CO, producido durante
el metabolismo celular se hidrata para formar acido carbénico (CO3H;) que se disocia
en H" y CO3H". El H" se bombea a la sangre intercambiado por Na® gracias a un
transporte activo secundario. La concentracion de Na* en el interior celular se mantiene
baja por accion de la ATPasa Na'/K*. EI CO3H™ es bombeado activamente hacia la luz
del conducto. Se cree que el K™ y el CI" pasan pasivamente a la luz del conducto
siguiendo sus gradientes electroquimicos, mientras que el Na' seria bombeado
activamente por una ATPasa situada en la membrana luminal de la célula. Como
consecuencia del paso de iones a la luz, se produce un arrastre osmoético de agua.
Cuando aumenta la velocidad de secrecion la [CO3H] aumenta y la [CI7] disminuye,
como consecuencia del transporte acoplado entre el CO3zH" y el CI'. La principal misién
de esta secrecion hidroelectrolitica es neutralizar el quimo éacido que llega al duodeno
procedente del estomago y proporcionar un pH alcalino apropiado para la actuacién de

las enzimas digestivas pancreaticas (Jun y cols, 2017).

Aparte del moco, el jugo pancreatico estd compuesto por enzimas que son
sintetizadas en las células acinares. Estas enzimas se sintetizan en forma inactiva (como
zimogenos; de gran importancia para evitar la autodigestion de la propia glandula) y
ademéas son empaquetadas en granulos secretores. Puesto que el paso de formas
inactivas a sus formas activadas se produce por actuacién de una de estas enzimas, la
tripsina, uno de los componentes de la secrecion pancredtica es un inhibidor de tripsina,
con lo que se evita una posible activacion enzimatica y la autodegradacion de la

glandula.

19



REVISION BIBLIOGRAFICA

2 Secretina Na® HCO,-
Basolateral | L

S

+
H,0

n AC

H* + HCO,-

Luminal
Cl-

Figura 6: Mecanismo de secrecidn hidroelectrolitica en las células ductales del

pancreas. Efecto de la secretina. AC: anhidrasa carbonica. CFTR: regulador de la

conductancia transmembrana de la fibrosis quistica. (Sastre y cols, 2005).

Las enzimas pancredticas se comportan como hidrolasas, cuya clasificacion se

realiza de acuerdo con el tipo de moléculas que son capaces de hidrolizar. Estas enzimas

tienen pH 6ptimos de actuacion cercanos a 8, por lo que es importante la presencia de

CO3H" como componente hidromineral de la secrecién pancreatica. Existen cuatro

grupos de enzimas:

1.- Enzimas lipoliticas, entre las que destacan la lipasa, colipasa y
fosfolipasa A2. Su mision es hidrolizar lipidos (triglicéridos la lipasa y
fosfoglicéridos la fosfolipasa A2).

2.- Enzimas glucoliticas: de las que destaca la alfa-amilasa, uno de los
principales componentes del jugo pancreético. Hidroliza uniones alfa 1-4 en el

almidon.

3.- Enzimas proteoliticas. Dentro de estas tenemos endopeptidasas, que
rompen proteinas en posiciones interiores de la cadena de aminoacidos como son
la tripsina, quimotripsina y elastasa. Todas ellas se secretan en forma inactiva
(tripsindgeno, quimotripsindgeno y proelastasa) y son activadas por la tripsina,
gue a su vez es activada por parte de la enteroquinasa, enzima situada en las

microvellosidades de células epiteliales duodenales.
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También existen exopeptidasas que catalizan la hidrolisis de aminoacidos

carboxilos terminales, como las carboxipeptidasa.

4.- Enzimas nucleoliticas, que hidrolizan enlaces fosfodiéster del RNA y
DNA (Sastre y cols, 2005).

4.1.5.1. Control de la secrecion pancredtica

La secrecion pancreatica estd mediada a través de una compleja interaccion
mecanismos de control nervioso, control humoral y control paracrino (Singer y
Niebergall-Roth, 2009).

Es llevada a cabo por un conjunto de mediadores o primeros mensajeros que
actuan sobre sus receptores en las membranas de las células pancreaticas, tanto en sus
funciones estimuladoras como inhibidoras. Las células pancreaticas se activan y
generan una serie de sefiales intracelulares que van a desencadenar una cascada
metabdlica, denominada acoplamiento estimulo-secrecion que a su vez va a dar lugar a

la respuesta celular (Petersen, 2009).

A) Control nervioso:

El sistema nervioso vegetativo parasimpatico (nervios vagos y esplénicos) es un
estimulante de la secrecién enzimatica e hidromineral, asi como el simpéatico provoca

una inhibicion del mismo.

Como dijimos anteriormente el nervio vago es el principal elemento colinérgico
gue actia sobre la secrecion del pancreas exocrino y sus neurotransmisores mas

destacados son la acetilcolina (ACh) y el VIP (péptido intestinal vasoactivo).

- Acetilcolina: Su funcién se manifiesta en el acino pancreatico a través
de la activacion de receptores muscarinicos localizados en la membrana celular
(Chey y Chang, 2001). Estos receptores activan la hidrélisis del fosfatidilinositol

4-5 bifosfato (PIP,), que por una parte conduce a la produccion de inositol 1,4,5-
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trifosfato (IP3), el cual se va a encargar de movilizar el Ca®* intracelular, y por la
otra de diacilglicerol (DAG), que activa a la proteina cinasa C (PKC) (Pandol y
cols, 1985). Entre los efectos que ocasiona en el pancreas exocrino encontramos,
la activacion de la sintesis de enzimas pancreaticas y la activacion de la

secrecion de enzimas digestivas (Phillips y cols, 2010).

- Péptido intestinal vasoactivo (VIP): Provoca un aumento del flujo

sanguineo del pancreas por vasodilatacion (Konturek y cols, 1989) y también es

un mediador de la secrecion fluida pancreética y de bicarbonato.

B) Control hormonal:

En cuanto al control hormonal son dos las principales hormonas que controlan la

secrecién en respuesta a la comida, secretina y colecistokinina:

- Secretina: hormona polipeptidica (27 aa") secretada por las células “S”
de la mucosa duodenal en respuesta a la acidificacion. Su principal accion es
estimular un fluido copioso rico en CO3H™ y pobre en enzimas y CI’, ya que
estimula fundamentalmente las células ductales. También se libera, aunque en
menor medida, en respuesta a la presencia de grasas y bilis (Chey y Chang,
2003).

- Colecistokinina 0 CCK: que se libera también en el duodeno con la

presencia de productos de degradacion de grasa, proteina y polisacaridos, y en
menor medida por la acidificacion duodenal (Chandra y Liddle, 2015). Estimula
principalmente a las células acinares activando la hidrolisis del PIP,, que induce
la produccidn de IP; y DAG que respectivamente se van a encargar de movilizar
el Ca*" intracelular y activar la PKC (Pandol y cols, 1985), provocando la

secrecion de un jugo pancreéatico rico en enzimas.
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C) Control paracrino:

El control paracrino en el pancreas depende principalmente de la histamina. Esta
es una hormona localizada en el pancreas que es liberada en grandes cantidades en el
jugo pancreético. La respuesta secretora de esta hormona se da a través de la activacion
de los receptores H1 y H2 en las células acinares pancredticas, lo que lleva a un
aumento de los niveles de AMPc (Salido y cols, 1999). Recientemente se ha descrito
que los receptores H3 también juegan un papel importante en la regulacion de la

secrecién pancreatica exocrina (Nakamura y cols, 2014).

Ademas de éstos existen otros péptidos que controlan la secrecion como son el
polipéptido pancreatico, gastrina (respuesta similar a CCK), péptido inhibidor gastrico
(GIP).

Estos reguladores acttan de una forma coordinada para que en respuestas a la
comida se produzca una adecuada liberacion de jugo pancreatico que asegure el proceso

digestivo.

4.1.5.2 Fases de la secreciéon pancredtica exocrina.

Cuando se produce la ingestion de alimentos hay una verdadera estimulacién de
la secrecion. Se trata de un proceso regulado por influencias tanto estimuladoras como
inhibidoras, que contempla una compleja red neuronal, hormonal y con mecanismos de
retroalimentacion que ayudan a mantener un ambiente 6ptimo para la digestion de los
alimentos (Chandra y Liddle, 2015).

En funcion de los momentos en los que aparece esta secrecion de jugo se puede
dividir el proceso de secrecion en cuatro fases: cefélica, gastrica, intestinal y

postabsorcion.
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A) Fase cefdlica:

Secrecion de jugo pancreatico (entre el 20 y 50% del total, (Konturek y cols,
1990) antes incluso de que el alimento penetre en la boca, solo con la vision u olfaccion
del alimento, si bien el mayor estimulo durante esta fase se produce durante el proceso
de masticacion. Los mecanismos que estimulan la secrecion son mayoritariamente
nerviosos, concretamente reflejos vagales. La acetilcolina es el principal
neurotransmisor que regula esta fase (Chandra y Liddle, 2015). En esta fase la secrecion
es rica en enzimas y pobre en bicarbonato, lo que sugiere que las células acinares son

las que se encuentran mayormente estimuladas.

B) Fase gdstrica:

Es la secrecion producida cuando el alimento llega al estomago (alrededor del
10%), aunque los mecanismos mayoritarios son reflejos vagales también hay
mecanismos hormonales mediados por la liberacion de gastrina. Asi, cuando se produce
una distension de cuerpo y fundus del estbmago se pone en marcha el reflejo
oxintopancreatico y se produce una secrecion pancreatica de reducido volumen pero
alto contenido en enzimas. La distension del antro provoca secrecion mediada por
reflejo vagal (reflejo antropancreético) pero también se produce ésta como consecuencia
de la liberacion de gastrina, lo que da lugar a una secrecion mas copiosa y con mas
contenido en bicarbonato. En este caso, la secrecidén también consiste principalmente en
enzimas, lo que sugiere que son las células acinares las que se activan en esta fase

(Anagnostides y cols, 1984).

C) Fase intestinal:

Cuando el quimo llega a duodeno es cuando mas fuertemente se estimula la
secrecion de jugo pancreético (50-80%). En este caso, aunque puede haber mecanismos

reguladores reflejos (nerviosos), los mecanismos reguladores hormonales son los mas
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importantes. La composicion quimica de los alimentos que entran en el duodeno es el

determinante mas decisivo del tipo de jugo pancreatico que se secreta.

Asi, los hidratos de carbono sélo provocan un incremento pequefio y transitorio
de la secrecién. Los péptidos y aminoécidos, en particular los aminoécidos esenciales,
dan lugar a respuestas mas intensas y duraderas. Los triglicéridos y &cidos grasos

provocan una respuesta maxima.

Estas respuestas se deben fundamentalmente a la CCK liberada por estos
componentes de los alimentos, pero ademas la acidificacion del duodeno y ciertos
acidos grasos y la bilis, estimula la secrecién hidroelectrolitica como consecuencia de la
estimulacion de la liberacion de secretina desde de las celulas "S" en la mucosa del
duodeno hacia la sangre (Konturek y cols, 1969). La secretina va a regular la liberacién
de bicarbonato desde las células ductales del pancreas, pero también tiene accion sobre
las células acinares y potencia la secrecion de enzimas pancreaticas (Singh y Pearson,
1984).

La CCK va a estimular la secrecion enzimatica y a reforzar los reflejos
enteropancreéaticos vago-vagales que se van a proyectar en el pancreas y van a activar la

secrecion de bicarbonato pancreéatico (Singer y Niebergall-Roth, 2009)

En esta fase se estimulan tanto las células acinares pancreaticas como las células
ductales, con lo cual se observa en esta fase tanto secrecion hidroelectrolitica

(bicarbonato) como enzimatica (Anagnostides y cols, 1984).

D) Fase postabsorcion:

Una vez los nutrientes se han absorbido desde la luz intestinal, estos pueden
estimular directamente la secrecion de las células acinares pancreéaticas o bien pueden
activar indirectamente vias hormonales y neuronales que regulen la secrecion
pancreatica exocrina (Liddle, 2012). Se cree que los nutrientes absorbidos son capaces
de estimular la sintesis de nuevas enzimas digestivas para reponer su suministro en el

pancreas. El papel exacto que desarrollan los nutrientes en estas complejas vias ain no
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esté claro del todo y hacen falta estudios adicionales para conocer a fondo sus efectos
(Chandray Liddle, 2015).

Se ha demostrado que el mayor papel en la secrecion pancreatica exocrina es
llevado a cabo por la estimulacion del nervio vago y por la gastrina en las fases cefalica
y géstrica, mientras que en la fase intestinal predomina la estimulacion del nervio vago

en conjunto con la colecistokinina y la secretina (Konturek y cols, 2003).

4.1.5.3 Vias de seiializacion intracelular

Ante un determinado estimulo en las células se genera una sefial intracelular que
da lugar a la respuesta celular. Existen varias vias por las que se generan estas sefiales
intracelulares. Entre ellas encontramos la via del calcio (Ca®*) y el diacilglicerol (DAG),
la via del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y otras como pueden ser las tirosinas
cinasas.

A) Via del calcio y el diacilglicerol (DAG):

El ion calcio (Ca®*) es uno de los segundos mensajeros méas importantes que se
conocen. Los cambios en la concentracién de Ca®* intracelular estan implicados en la
regulacion de muchos procesos celulares (Camello-Almaraz y cols, 2002) como la
contraccion del musculo liso (Rembold, 1992), la secrecion (Brown y cols, 1985) la

diferenciacion celular (Buonanno y Fields, 1999) y la apoptosis (Smaili y cols, 2000).

Senales de Ca2+:

Para que el Ca®* actlie como sefial se requiere un incremento de los niveles de
Ca®* citoplasmatico. En reposo la concentracion en el interior es menor (107) que en el
medio extracelular (10°®) y un aumento excesivo de ésta puede llegar a producir muerte

celular por necrosis o apoptosis (Smaili y cols, 2000).
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Las sefiales de calcio no se basan simplemente en un aumento sostenido de los
niveles intracelulares, sino que también se observan incrementos transitorios Ilamados
oscilaciones. Este descubrimiento ha sido posible gracias a la monitorizacion mediante

la utilizacion de sondas fluorescentes sensibles a Ca®*:

- Oscilaciones: Consisten en liberaciones de Ca?* repetitivas, de corta
duracion y frecuencia variable. Pueden ser globales, propagandose por toda la
célula en forma de ola de Ca®*; o locales, en la que la sefial de Ca®* queda
confinada al polo apical o secretor (Thorn, 1993). Ocurre frente a estimulaciones
con concentraciones fisiolégicas y seria la sefial fisiolégica de Ca** en los acinos
pancreaticos (Berridge, 1990; Yule y Gallacher, 1988) (Figura 7).

=T
ACh 10 M

-
Ca FREE (1mM EGTA)

T TN m—

[ca”] so0m — !JU LM/&.

100nM — _ — J _

1 min

Figura 7: [Ca®*], medido en una sola célula acinar pancreética superfundida a
30 ° C. ACh (107 M) ha inducido cambios oscilatorios en la [Ca*'];. (Yule 'y
Gallacher, 1988).

- Elevaciones globales y sostenidas: Consisten en una rapida liberacion
de Ca?* desde los depdsitos intracelulares hacia el citosol asi como una entrada
desde el medio extracelular, seguida de una vuelta al estado inicial. Se observan

frente a estimulaciones con concentraciones elevadas (Yule, 2015). (Figura 8).
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Figura 8: Cambios en [Ca®*']; provocados por concentraciones maximas de
secretagogos en células acinares individuales. Se observa un aumento brusco
de [Ca?*]; que posteriormente disminuye a un nuevo nivel de meseta. (Yule, 2015)

Mecanismos que controlan la sefial de Ca?*:

La membrana plasmatica es impermeable al Ca’*, y existe gran diferencia entre
las concentraciones existentes entre los compartimentos intracelular y extracelular. Esto

convierte al Ca?* en elemento ideal para la sefializacion celular.

Ademas, puesto que el calcio no es producido ni destruido, es la propia célula la
que controla los niveles intracelulares mediante canales que liberan Ca®* desde los

depdsitos intracelulares y canales que permiten la entrada desde el medio extracelular.

- Liberacién de Ca®* desde depésitos intracelulares: El reticulo
endoplasmico es un importante almacén de Ca** (Pozzan y cols, 1994). La
liberacion de éste puede producirse a través de varios tipos de canales, entre

ellos los canales receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (1P3).

- Entrada de Ca?* desde el medio extracelular: Se produce a través de
canales de Ca?* localizados en la membrana celular (Lim y cols, 2008). (Figura
9).
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Figura 9: Esquema del mecanismo de acoplamiento para la regulacion de la entrada de Ca**
en las células. (A) El reticulo endoplasmatico (ER) contiene el receptor de inositol trisfosfato
(InsP3R) (rojo), que interactta con los canales SOC en la membrana plasmatica (azul). (B)
Después de la adicion del inhibidor de la fosfatasa calyculin A, se forma una matriz densa
del citoesqueleto justo debajo de la membrana plasmaética, que desplaza el ER y altera la
interaccion molecular entre los SOC y los InsP3R. (C) El vaciado de las reservas internas de
Ca”" en el ER genera un cambio conformacional (CC) en los InsP3R que se combinan con los
SOC. (Berridge y cols, 2000)

B) Via del AMPc:

El AMPc es un segundo mensajero intracelular sintetizado a partir del ATP por
la enzima adenilato ciclasa, localizada en la membrana celular. Su produccion es
estimulada por la activacion de los receptores de VIP y secretina (Sastre y cols, 2005).
(Figura 10).
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Figura 10: Mecanismo de activacion de la via AMPc. Fuente:
https://es.khanacademy.org/science/biology/cell-signaling

C) Proteinas cinasas (PK):

Estas modifican otras proteinas mediante fosforilacién. La fosforilacion
reversible es fundamental en muchos procesos celulares. Ademads, estas proteinas
forman parte de las cascadas de sefializacion en la que existen modificaciones en las
concentraciones de Ca**, DAG, AMPc y calmodulina (Flores-Vieyra y cols, 2005). En
especial las proteinas cinasas activadas por mitdgenos constituyen una de las vias de
sefializacion mas importantes y estudiadas, por estar implicadas en procesos
proliferativos, de diferenciacion celular, expresion génica, migracion celular,

crecimiento, muerte celular, apoptosis y respuesta inmunitaria (Dong y cols, 2002).
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4.2. CELULAS ESTRELLADAS DEL PANCREAS

Las células estrelladas pancreaticas (PSC), en el dérgano sano, comprenden
alrededor del 4% de todas las células del 6rgano (Masamune y cols, 2008), son
parecidas a los miofibroblastos y se encuentran entre los acinos pancredticos. Su
funcién esta regulada por estimulos autocrinos y paracrinos, y comparten muchas

caracteristicas con las células estrelladas hepaticas.

La activacion de PSC les induce a proliferar, migrar a sitios de dafio tisular, se
contraigan y, posiblemente, fagociten y sinteticen componentes de una matriz extra
celular (MEC) para promover la reparacion del tejido. Pero la activacion sostenida de
estas tiene un papel en la fibrosis pancreatica, desencadenada en enfermedades como
pancreatitis cronica y cancer de pancreas. De ahi la importancia sobre el conocimiento

de la biologia de estas células (Ferdek y Jakubowska, 2017).

4.2.1. Historia:

En 1876 se describen por primera vez las células estrelladas hepaticas por Karl
von Kupffer, como "Sternzellen™ (estrellas), "endoteliales fagociticas". Estas células no
son Unicas de higado y pancreas, sino que también se encuentran en rifidén (Liu, 2006) y
pulmén (Keane y cols, 2005).

En un estudio realizado en 1982 por Watari y cols. se expone la presencia de una
gota lipidica en el interior de una célula en el pancreas, y se produjo la identificacion de
estas células. Para ello se administrd vitamina A, la cual provoc6 una reaccion de
autofluorescencia observada mediante microscopia electronica, al acumularse en estas

gotas lipidicas.

En 1997, Saotome y cols. describen el aislamiento de células periacinares
similares a fibroblastos a partir de pancreas humano. Estas células presentaban

caracteristicas de miofibroblastos activados, como la expresion de actina a de musculo
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liso y la sintesis de proteinas de la matriz extracelular. Un afio méas tarde, Bachem y
cols. y Apte y cols. (1998) encontraron que estas células presentan similitudes
morfolégicas y bioquimicas con las células estrelladas hepéticas, descritas por Watari, y

se pueden aislar a partir de pancreas humano y de rata.

4.2.2. Estructura/Descripcion:

Las PSC pueden estar presentes en el espacio periacinar, perivascular y
periductal. Morfol6gicamente presentan una forma estrellada, de ahi su nombre, con

unas prolongaciones citoplasmaticas largas que rodean la base del acino. (Figura 11).

Pancreas

Acinar Zymogen PaSC Centroacinar Ductal
cell granule cell cell

Figura 11: Esquematica de los componentes celulares del pancreas exocrino. Presencia de
células estrelladas (color verde) en los espacios periacinar y periductal. (Omary y cols, 2007)

La célula inactiva presenta un fenotipo de almacenamiento de grasa, en forma de
gota lipidica con retinol y ésteres de &cidos grasos. En el paso hacia una célula activa,

sintética de tipo miofibroblastica, se produce una pérdida de esta gota lipidica.

Presentan también proteinas del citoesqueleto como desmina y proteina glial

fibrilar 4cida, entre otras.
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4.2.3. Fisiologia:

Las PSC se encuentran en el punto de mira de muchos investigadores por su
participacion en la patobiologia de los principales trastornos del pancreas exocrino,
tanto pancreatitis crénica como cancer de pancreas. En ellos estas células pasan de un

estado de reposo a un estado activado sostenido.

La funciéon de principal de las células estrelladas del pancreas consiste en migrar
a sitios de dafio tisular, contraerse, proliferar, fagocitar y crear una matriz que rodee al
organo y facilite asi su reparacion. Esta matriz se crea gracias a la activacion de las
células puesto que en estado fisiolégico se encuentra inactivas. El problema radica
cuando este proceso se cronifica, hay una activacion persistente, las células no se
inactivan y el 6rgano acaba fibrosandose, en lugar de producirse una rediferenciacién a

un estado de reposo 0 a un proceso de apoptosis.

Desde este punto de vista, la fibrosis pancreatica puede ser definida como los
cambios patoldgicos en la composicion de la matriz extra celular (MEC) en el pancreas,
tanto en la cantidad como la calidad, siendo resultado de la activacion perpetuada de
PSCs.

4.2.3.1. Propiedades:

a) Expresion de proteinas:

Las PSC expresan proteinas de filamentos intermedios de desmina
(caracterizacion de miocitos), vimentina (caracterizacion de leucocitos, fibroblastos y
células endoteliales), nestina (caracterizacion de células madre neuroepiteliales) y
proteina glial fibrilar &cida (GFAP) (caracterizacion de astrocitos) que, junto con la
presencia de gotas de grasa intracelular, sirven para distinguir PSC del resto fibroblastos

normales (Apte y cols, 1998; Bachem y cols, 1998).

La expresion de esta variedad de proteinas de filamentos intermedios hace que
presenten varias propiedades potenciales, incluyendo la contractilidad, el potencial para
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elaborar componentes de MEC, el potencial de proliferar y la presencia de extensiones

celulares para detectar su entorno.

Asi, la contraccion de PSC puede estar implicada en la regulacion del tono

vascular ductal en el pancreas.

b) Mantenimiento de la quiescencia:

Por otro lado, la presencia de retinoides en el citoplasma de la célula va a ejercer
un efecto antagonista a su activacion, manteniendo la célula quiescente, gracias a la
unidn con sus receptores nucleares y la regulacion de la expresion génica (Chelstowska
y cols, 2016). McCarroll y cols, (2006) mostraron que el retinol y sus metabolitos
inhiben la induccion de expresion a-SMA en PSCs. Asi, se podria especular que la
perdida de retinoides en la activacion de estas células no es una casualidad, sino un

requisito fundamental.

En condiciones de salud, nos encontramos una célula inactiva, en reposo, con la
presencia de desmina, GFAP y gotas de grasa intracelular. En la célula activa,
desaparecen estas gotas y se produce una sobreexpresion de a-SMA y proteinas de la

matriz extracelular (colageno tipo I, tipo Il y fibronectina).

¢) Regulacion de la matriz extracelular:

Estas células, ademas de ser una fuente de proteinas para la matriz, generan
enzimas, metaloproteinasas de la matriz (MMP), que degradan la matriz y sus
inhibidores (inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz, TIMPS), es

decir, participan en la regulacion y recambio de la matriz en el pancreas sano.

d) Inmunidad local:

Las PSC pueden realizar endocitosis y fagocitosis de cuerpos extrafios,
sugiriendo que pudiera desempefiar un papel en las funciones inmunes en el pancreas.
También se especula sobre su funcion en la inmunidad innata, puesto que expresa
diferentes receptores "Toll-like" (TLRs): TLR-2 (reconoce patrones moleculares de

bacterias Gram +), TLR-3 (reconoce dobles cadenas de ARN durante la replicacion
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viral), TLR-4 (reconoce lipopolisacaridos de la pared de bacterias Gram -) y TLR-5

(reconoce la flagelina de los flagelos bacterianos) (Masamune y cols, 2008).

e) Angiogénesis:
Otra funcién nueva que recientemente identificamos en PSC est4 relacionada
con la angiogeénesis. Estas células producen el factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) sobre todo en condiciones de hipoxia (Masamune y cols, 2008).

f) Regulacion del tono vascular:
Debido a la localizacion periductal y perivascular, estas células pueden regular
el tono vascular y ductal del pancreas mediante la expresiéon de a-SMA, provocando un

aumento del potencial contractil.

4.2.3.2. Matriz extracelular:

En todos los tejidos la MEC actlia separando compartimentos tisulares y ademas
estd implicada en procesos de proliferacion, migracion y supervivencia. Existen dos
tipos de MEC:

- Membrana basal que actia impidiendo el movimiento de moléculas

solubles.

- Matriz intersticial que aporta flexibilidad y elasticidad a los tejidos y
esta subyacente a la membrana basal (Yurchenco y Patton, 2009).

En el 6rgano sano, la estructura se mantiene gracias al equilibrio existente entre
la sintesis y degradacion de la MEC; sin embrago, frente a estados patologicos se
observa una ruptura de este equilibrio, sintesis excesiva de proteinas de la matriz y

desarrollo de fibrosis (Hansen y cols, 2015).

Las PSC son la fuente predominante de proteinas de la matriz extra celular. La

capacidad de estas células para la formacion de la MEC fue estudiada por Robinson y
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cols, (2016). Los autores califican el grado de remodelacion de la MEC mediante la
cuantificacion de la densidad de colédgeno. Se confirmé el papel de estas células en la
remodelacion de la matriz extracelular por el aumento de la contraccién de la matriz,

aumento en la alineacion y espesor de las fibras de colageno.

Ademas, como hemos sefialado, existen las denominadas metaloproteinasas de
MEC (MMP), cuya funcion es degradar la totalidad de los componentes de la MEC.
Estas se sintetizan como zimdgenos inactivos y son activados en el espacio extracelular.
También existen los denominados inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de
MEC (TIMPs) que reducen la degradacion excesiva de los componentes de la MEC

(Johnson y cols, 1998; Tjomsland y cols, 2016).

Para que se produzca el deposito de MEC, las PSC producen metaloproteinasas,
concretamente MMP-2 y MMP-9, que son capaces de destruir la matriz normal,
coladgeno 1V y V, gelatina y elastina (Johnson y cols, 1998), favoreciendo la deposicion
de coléageno fibrilar (I y Ill) y fibronectina (Yokota y cols, 2002). Ademaés, Haber y
cols, en 1999, establecieron que el colageno tipo | es la proteina de la MEC mayoritaria
en areas fibrdticas, que estas areas son positivas para a-SMA, es decir, que hay PSC
activas en esa zona y, se ha comprobado, que estas células expresan ARNm de colageno
tipo I, por lo que se supone que éstas son la fuente principal del mismo en areas

fibréticas.

Liu y cols, 2016, estudiaron la relacion entre las células estrelladas del pancreas
y la formacién de la matriz, resultando en un bucle continuo, es decir, una mayor
cantidad de células activadas result6 en un matriz cada vez mas rigida que conducia a

una mayor activacion de células.

La sobreexpresion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) se
asocia a un aumento en la deposicion de MEC en paralelo con el desarrollo de la
fibrosis. Ademas, Ohnishi y cols, (2004) revelaron que el TGF-B1 estimula la activacion

de estas células por el aumento de la expresion de a-SMA.

Esta fibrosis se observa tanto en la pancreatitis cronica como en el cancer de
pancreas. La sustitucién progresiva de los tejidos del pancreas por tejido conjuntivo va a

dar lugar a una insuficiencia, en primer lugar, exocrina y endocrina del 6rgano.
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4.2.3.3. Activacion de las células estrelladas del pdancreas:

En su cambio de estado, en estas células se observan una serie de modificaciones
como son un cambio de fenotipo, pierden los granulos de vitamina A, expresan actina
alfa de musculo liso (a-SMA), aumenta su proliferacion y migracion, producen grandes
cantidad de coldgeno fibrilar y fibronectina, degradan la matriz normal mediante la

liberacion de metaloproteinasas (MMPS) y liberan citoquinas.

a) Cambio de fenotipo:
El indicador del cambio de fenotipo en PSC es la expresion de a-SMA. Se trata
de una proteina del citoesqueleto con caracter contractil. Cuando las PSC expresan esta

proteina indica que ha adquirido un fenotipo miofibroblastico (Apte y cols, 1998).

b)Proliferacion:

Se observa un aumento en la proliferacion de las PSC en respuesta a citoquinas,
estrés oxidativo y factores de crecimiento (Bachem y cols, 1998). Ademas, Schneider y
cols, 2001, expusieron que el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es el

principal mitégeno que aumenta la proliferacion de las PSC.

¢) Migracion:
Las PSC migran a aquellos sitios donde existe dafio pancreatico, para lo que es

necesario una activacion de las mismas, por lo que si existe migracion estan activadas.

Factores de activacion:

Entre los factores que activan las PSC nos encontramos, fundamentalmente,

citoguinas, factores de crecimiento, etanol y sus metabolitos y estrés oxidativo.
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a) Citoquinasy factores de crecimiento:

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
transformante B3, B1, activina A, factor de necrosis tumoral o (TNF-a), interleucina 1 y 6
(IL-1 e IL-6). La fuente principal de estas citoquinas en el pancreas inflamado son los
macrofagos activados (secretando TGF-B1), las plaquetas (que contienen PDGF y TGF-
B1) y células acinares (TNF-a, IL-1, IL-6). Esto da lugar a una regulacion paracrina de
la glandula, pero ademas no debemos olvidar que existe una regulacion autocrina,
puesto que las células estrelladas del pancreas son capaces, por si solas de sintetizar
citoquinas como TGF-B1, activina A e IL-1, adem&s de moléculas proinflamatorias
(COX-2) que pueden perpetuar el fenotipo activado.

Por otro lado también se demostr6 en un ensayo experimental realizado por
Hama y cols, en 2004, en el que sugieren que la angiotensina Il estimula la proliferacion
de estas células e induce la contraccion celular, debido a una entrada de calcio en la

célula.

b) Etanol:

Actla directamente sobre las células e induce su activacion. Estas responden
expresando alcohol deshidrogenasa, lo que indica que son capaces de oxidar el etanol y
la generacién de su metabolito acetaldehido. Ademas es posible que este estrés
oxidativo en las células contribuya a los efectos profibrogénicos del etanol. Asi, tanto el
etanol como el acetaldehido promueven la activacion y provocan la peroxidacion de los
lipidos de estas células (Apte y cols, 2000). Por otra parte, la vitamina E, antioxidante,
previene la activacion de las células ante la induccion del etanol y el acetaldehido
(Rickmann y cols, 2007).

c)Estrés oxidativo:

Este, ademas de de activar las PSC, contribuye a la sintesis de colageno fibrilar
(Kikuta y cols, 2004). Este estrés puede producirse por diferentes causas, como es el
caso del etanol, como hemos comentado, en el que existe una peroxidacion lipidica que

va a provocar un estrés oxidativo en el interior celular.
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Rutas de sefializacion:

Durante el proceso de activacion, se producen cambios dinamicos pero
orquestados de la sefializacion intracelular (figura 12). La identificacion de moléculas
que regulan esta activacion proporcionara un acercamiento para el desarrollo de terapias

antiinflamatorias y antifibroéticas.

Etanol y Acetaldehido Citoquinas Estrés Celular Factores de

\Prnirmﬂmﬂin[iaﬁ / Srectents

. .I|,
PROLIFERACION . ACTIVACION MIGRACION

\
b +

APOPTOSIS SINTESIS DE MEC

PRODUCCION
DE MMPs

Figura 12: Esquema representativo de las rutas de sefializacion implicadas en las células
estrelladas pancreéaticas. (Castifieira, 2014)

a) PPAR-C:

Receptores activados de proliferacion de peroxisomas, subfamilia de receptores
nucleares hormonales caracterizados como reguladores del desarrollo de adipocitos vy,
ademas, presentan implicaciones en el control de la proliferacion celular, fagocitosis e

inmunidad (Tontonoz y Spiegelman, 2008). Como hemos comentado anteriormente,
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durante la activacion celular se pierde aquella gota lipidica citoplasmatica, debido a una
regulacion negativa de la sefializacién de PPAR-C, hecho por el cual se considera esta
via de sefializacion fundamental para el mantenimiento de la quiescencia de estas
células, inhibiendo la proliferacion celular, la sintesis de proteinas de la matriz, la
sintesis de colageno y la expresion de a-SMA (Jaster y cols, 2005; Masamune y cols,
2002).

b) RHO- quinasa:

Durante el proceso de activacion se va produciendo la formacion de unas fibras
de tensidn, debido a la reorganizacion del citoesqueleto (Masamune y cols, 2003). A
esta proteina se le ha otorgado el papel regulador de la actina en el citoesqueleto y del
cambio de morfologia, tras varios experimentos utilizando inhibidores de la misma. Asi,
con la inhibicién de esta via, las células se mantenian alargadas, fusiformes y con sus
procesos dendriticos prominentes, asi como un retroceso en la formacion de las fibras de
tension y la inactivacion de las células. Por lo tanto, esta via regula la expresion

especifica de la célula como musculo liso (Yamakawa y cols, 2000).

c) Proteina activadora-1 (AP-1):

AP-1 es un factor de transcripcion que participa en la regulacion de diferentes
procesos celulares, incluyendo la proliferacion, la muerte y la inflamacion (Karin y
cols, 1997). La actividad de esta proteina durante la activacion de PSCs fue examinada
por Fitzner y cols, en 2004. Ellos mostraron que la activacion maxima AP-1 fue
observada 2 dias después del aislamiento, seguida de una disminucion, pero debido a la
falta de inhibidores especificos AP-1 no se pudo comprobar si se requiere la activacion
(o la desactivacion) de AP-1 para la transformacion. Sin embargo, han mostrado las
capacidades de citoquinas (IL-1b y TNF-A), factores de crecimiento (PDGF-BB), el
etanol y sus metabolitos, aldehidos, reaccion oxidativa, y tripsina para inducir la
activacion AP-1 en PSCs (Kikuta y cols, 2006).
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d) MAP quinasas:

Las proteinas quinasa activadas por mitdégenos (MAPKS) son los principales
mediadores de las sefiales de activacion de las células estrelladas del pancreas. Se trata
de una via de transduccion de sefiales que, en ultimo lugar, modificara la actividad de
las proteinas modulando asi la expresion de distintos genes. Esta formado por proteinas
quinasas especificas de células eucariotas implicadas en gran variedad de funciones
bioldgicas. Entre ellas participan en la expresion de genes, proliferacion y supervivencia
y muerte celular apoptotica (Chang y Karin, 2001). Esta via es activada por multiples
estimulos extracelulares. Dentro de esta familia, existen tres elementos principales en la
activacion de las PSC: ERK (quinasa regulada por factores extracelulares), JNK (c-Jun

N-terminal quinasa) y p38, y en la activacion, ademas de AP-1.

ERK precede al aumento de la expresion de a-SMA (Jaster y cols, 2002). Las
ERK median la activacion, migracion y la proliferacion de PSC en respuesta a PDGF,
uno de los més potentes mitdgenos, ademas de otros estimulos extracelulares como
angiotensina I, presion o tripsina (Watanabe y cols, 2004). Ademas, otra de las
funciones reguladas por ERK es la produccion de metaloproteinasas de la matriz
(MMP-1).

La evidencia de la participacion de p38 en la activacidn de estas células se basa
en que inhibidores de la misma impidieron este hecho, en presencia de estimulantes
como presidn, etanol y acetaldehido (McCarroll y cols, 2003). p38 regula la produccién
de colageno en respuesta al etanol, acetaldehido y estrés oxidativo (Masamune y cols,

2003), y la proliferaciéon de PSC fundamentalmente.

La participacion de JNK en la activacion es menos relevante. La importancia de
esta se va a basar en la induccién de la apoptosis en PSC (Dhanasekaran y Reddy,
2008).

e) 3- Fosfatidilinositol quinasa (PI3K):
Se trata de una via necesaria para la migracion de células, que es estimulada por
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), pero no interfiere en su

proliferacion (Masamune y cols, 2003).
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La activacion de esta via en respuesta a la periostina también media la migracion
PSC (Erkan y cols, 2007).

f) Janus quinasas (JAK):

Las janus quinasas (JAK) son una familia de proteinas pertenecientes a las
enzimas asociadas a receptores de citoquinas. Son tirosinas quinasas no especificas.
Forman parte de vias de sefializacion destinadas a la regulacion de la expresion génica.
Modulan las actividades de un grupo de factores de transcripcion, STAT (transductores
de sefial y activadores de la transcripcion) (Silva, 2004). Estas proteinas se encuentran
de forma latente en el citoplasma, sufren una fosforilacion tras la activacion por
receptores de citoquinas, y se desplazan hacia el ndcleo, donde se unen al ADN vy
modifican la expresion génica. Masamune en 2005 observé que PDGF, ademas de
activar ERK y PI3K, también JAK 2, STAT1y STAT 3 en PSC.

g) SMAD:

Familia de proteinas que funcionan a nivel celular como segundo mensajero,
propagando sefiales intracelulares que se transducen en acciones extracelulares con la
participacion de ligandos del factor transformante de crecimiento beta (TGF-p) hasta el

ndcleo celular donde activan la transcripcion de genes.

El TGF-B1 es el regulador mas importante en el desarrollo de la fibrosis del
pancreas y es mediado y modulado por SMAD. Los SMADs van a ser fosforilados,
forman complejos y se trasladan al nlcleo para activar la transcripcion de genes

especificos.

El TGF-B1 regula una variedad de funciones de las PSC, incluyendo la sintesis
aumentada MEC, la activacion aumentada y la expresion a-SMA, la proliferacion
atenuada y la expresion reducida de metaloproteinasas de la matriz (MMPSs) (Shek y
cols, 2002).

Ohnishi y cols, en 2004 examinaron los papeles de SMADs en la regulacion

TGF-B1 sobre las funciones de PSCs. Ellos mostraron que Smad2, Smad3, y Smad4 era
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funcionalmente activos en PSCs. Ademas, han mostrado varias interacciones entre

SMADs y otros senderos sefialados.

h) Factor inductor de hipoxia-1 (HIF-1):

Un entorno de hipoxia en el tumor juega un papel importante en la progresion
del mismo y en la pancreatitis cronica (Koong y cols, 2000; Li y cols, 2016).
Casualmente Ide y cols, en 2006, afirman que las PSC activas también se encuentran en
un entorno similar. Asi, PSC, células tumorales y células endoteliales tienen que
funcionar en un microentorno de bajo oxigeno. La respuesta celular a esta condicion de

hipoxia es mediada por el factor de transcripcion HIF-1 (Sada y cols, 2016).

Mientras que la proteina HIF-1B se expresada bajo normoxia, HIF-1la es
inestable bajo normoxia debido a una degradacién de O, que es capaz de acumular bajo
la hipoxia, trasladar al nucleo, y activa una variedad de genes, como VEGF (Semenza,
2000).

Asi, la hipoxia induce la expresion nuclear de HIF-1A, seguido de la produccién
del gen VEGF en PSC. La activaciéon de HIF-1A implica que las PSC podrian servir

como fuentes de oxigeno en el pancreas (Masamune y cols, 2008).

4.2.3.4. Eventos post-activacion:

Después de la iniciacidn de activacion, las PSC tienen dos destinos (figura 13):

a) Fibrosis pancredtica: Si la inflamacion o la lesidn son sostenidas o repetidas,
perpetuara la activaciéon de PSC, conduciendo al desarrollo de fibrosis pancreética.

b) Apoptosis o desdiferenciacion: Por el contrario, si la inflamacién y/o lesion
son controladas y no se repiten, las PSC podrian sufrir apoptosis o desdiferenciacion a
su fenotipo quiescente. En este caso, la fibrosis no llegaréd a desarrollarse, si ho que se
produce una cicatrizacion del tejido. McCarroll y cols, en 2006 observaron la
desdiferenciacion en respuesta a la vitamina A por disminucion de la activacion de las

MAP kinasas. En el caso de la apoptosis ha sido la vitamina E la que induce la muerte
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celular programada y autofagia en PSC activadas de rata, sin afectar a PSC quiescentes

ni a otras células pancreéticas, segun (Rickmann y cols, 2007).

Desde este punto de vista, la fibrosis pancreatica puede ser definida como los
cambios patoldgicos de la composicion MEC en el pancreas tanto en la cantidad como
la calidad, siendo resultado de la activacion perpetuada de PSC.

Para el desarrollo de fibrosis pancreatica, una lesion repetida y persistente y la
inflamacidon son importantes. Esto esta de acuerdo con el concepto de Kléppel y Maillet
(1992), sobre la secuencia necrosis-fibrosis-necrosis, que se vio reflejada en episodios

de pancreatitis aguda que terminaron conduciendo al desarrollo de fibrosis pancreética.
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Figura 13: Mecanismos de activacion de las PSCs. (Lizarazo, 2008)
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4.2.3.5. Importancia del calcio en la fisiologia de las células estrelladas

del pancreas

Los principales temas de investigacion sobre la biologia de las células estrelladas
del pancreas el ultimo afio han sido los aspectos biofisicos de las interacciones PSC-

ECM vy la fisiologia del calcio intracelular (Pang y cols, 2017).

Mecanismos de accion:

El mecanismo de accién de basa en un aumento de la [Ca*] intracelular,
provocando un estimulo en las membranas, organulos, proteinas citoplasmaticas, que
participan en la transduccion de la informacion en respuestas especificas (Hosfield y
cols, 1999). Para ello, en la célula existe una serie de mecanismos que controlan el
aumento y disminucion de este ion. En relacion con aquellos que provocan un aumento,
segun Berridge y cols. (2000), se encuentran los depositos intracelulares y/o la entrada
desde el medio extracelular a través de la membrana plasmatica. En el caso contrario,
para disminuirlo, se encuentra el almacenamiento en el reticulo o en las mitocondrias
(Gonzalez y cols, 2000), o la salida del ién del interior celular mediante la bomba Ca**-

ATPasa de la membrana citoplasmatica, o por intercambio con el idn sodio.

Canales para la entrada de calcio

Se ha encontrado migracion de PSCs en metastasis distantes de PDAC
(adenocarcinoma ductal pancreéatico) (Phillips y cols, 2010) y para que haya migracion

de PSCs uno de los requisitos previos es de co-metastasis (Nielsen y cols, 2014).

a) KCa3.1: Uno de los canales de iones estudiados, mas importantes,
implicados en la migracién celular es un canal K, sensible al i6n Ca?, de
conductancia intermedia, KCa3.1, que se expresa en casi todas las células

migratorias (Schwab y cols, 2012).
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En el caso de las células estrelladas pancreaticas expresan
funcionalmente canales KCa3.1 cuya actividad es necesaria para la migracion, y
ésta esté regulada por [Ca®*];, y acttia en cooperacion con el canal TRPC3.

b) TRPC3 (proteina 3 del receptor transitorio (TRP-3)), implicada en la
regulacion del tono vascular, el crecimiento celular, la proliferacion y la
hipertrofia patologica. Estos son canales catidnicos sensibles a diacilglicerol,
regulan el calcio intracelular a través de la activacion de la via de la fosfolipasa

C ylo detectando la acumulacion de Ca** en el interior celular (Xu y cols, 2013).

Los canales KCa3.1 y TRPC3 estan localizados estrechamente en la membrana
plasmética. EL Ca®* que entra en la célula via TRPC3 puede activar los canales KCa3.1
vecinos. El consiguiente paso es la hiperpolarizacion del potencial de la membrana
celular que aumenta o mantiene la fuerza motriz electroquimica para la entrada de Ca*".
Por el contrario, una despolarizacion de la membrana celular, bloqueando los canales

KCa3.1 conduce a una disminucién de la [Ca*'];.

Una retroalimentacion positiva excesiva entre la activacion de KCa3.1 inducida
por el flujo de Ca** mediada por TRPC3 puede ser evitado por el impacto
despolarizante de la entrada de cationes a través de los canales TRPC3 (Storck y cols,
2017).

Implicaciones de las PSC en la patologia pancredtica:

a) Cdncer pancredtico:

El adenocarcinoma ductal pancreatico presenta una tasa de supervivencia
maxima de 5 afios (New y cols, 2017). Fels y cols. (2016) investigd la base de la
activacion mecanica de PSC de ratén. El estudio demostrd que existia un aumento de la

migracion celular asociado a un aumento del calcio libre intracelular.

Las PSC desempefian un papel critico en la progresion del cancer de pancreas.
Una vez activadas, las PSC proliferan incluso co-metastatizan con células del

carcinoma. En los dltimos afios, se ha establecido que la proliferacion, migracion, e
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invasion dependen de la expresion y funcion de los canales idnicos (Storck y cols,
2017).

b) Pancreatitis:

La bradiquinina es un péptido que se libera de las células acinares dafiadas
durante la pancreatitis. Las PSC expresan el receptor de bradiquinina-2 y se ha
demostrado que responden a la bradiquinina in vitro mediante un aumento de la
liberacion de calcio intracelular, provocando la activacion de las células (Gryshchenko y
cols, 2016). Curiosamente, aungue las células acinares no expresaban receptores de
bradiquinina, el bloqueo del receptor de bradiquinina-2 reduce la extension de la
necrosis acinar inducida por etanol, ésteres etilicos de acidos grasos y acidos biliares.
Los autores especulan que la bradiquinina activa las PSC que, a su vez causan lesiones

acinares.

c¢) Pancreatitis biliar aguda:
La pancreatitis biliar aguda, es una enfermedad grave caracterizada por la
activacion prematura de las enzimas digestivas dentro de las células acinares, seguida de

necrosis e inflamacion.

El colato sédico y el taurocolato indujeron elevaciones citosélicas de Ca** en
células estrelladas, mayores que las provocadas simultdneamente en las células acinares
vecinas, provocando necrosis en ambas. Por el contrario, el acido taurolitocdlico 3-
sulfato (TLC-S), conocido por inducir las oscilaciones de Ca®* en las células acinares,
tuvo solo efectos menores sobre las células estrelladas en los l6bulos (Ferdek, y cols,
2011).

Estos estudios, entre otros, muestran la importancia de la homeostasis del calcio

intracelular en la funcion de las PSC.
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5. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Los objetivos de este trabajo experimental fueron los siguientes:
1. Describir las PSC y su implicacion en las patologias que afectan a la glandula.

2. Preparar cultivos primarios de células estrelladas del pancreas sobre los que

poder realizar investigaciones mediante el uso de técnicas de biologia celular.

3. Determinar su utilidad para el estudio de la viabilidad celular tras la

estimulacién con distintas sustancias.

4. Determinar su utilidad para el estudio de mecanismos de sefalizacion
intracelular, centrandonos en la monitorizacion de calcio libre en el interior de las

células.
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6. METODOLOGIA

6.1. ANIMALES Y MATERIAL

6.1.1. ANIMALES:

- Ratitas Wistar neonatas (5-7 dias de vida). Los animales fueron obtenidos del
Animalario de la Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura, tratados de
acuerdo a la legislacién vigente relativa a la utilizacion de animales para la
experimentacion cientifica: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia («<BOE» nim. 34, de 8
de febrero de 2013) y Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines

cientificos, incluyendo la docencia (<BOE» num. 78, de 1 de abril de 2015).

6.1.2. MATERIAL:

- 2 juegos de tijeras.
- 2 juegos de pinzas.

- Alcohol 70 %.
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- Placas de cultivo de 10 cm de diametro, de 33 mm, y/o multipocillos (6,12, 24,
96).

- Cubreobjetos circulares de 24 mm de diametro.

- Medio HBSS: 24020-091 GIBCO (Invitrogen).

- Tubos falcon de 15 y 50 ml.

- Colagenasa CLSPA 5273 (Worthington Biochemical corp). Labclinics.
- Puntas de pipeta (de 1 ml, de 10-200 microL).

- Pipetas automaticas.

- Trypsin- EDTA 25300-062 GIBCO (Invitrogen).

- Medio 199: 31153-026 GIBCO.

-Suero bovino fetal: CH30160.03 HyCLONE.

- Suero de caballo: 26050-070 GIBCO (Invitrogen).

- HEPES: (acido N-[Hidroxietil] piperazina.N"- [2-etanosulfénico]) H-3375
SIGMA.

- AlamarBlue: BUF012B. BioNova.

- Fura-2/AM: fura-2 acetoximetil éster (cell permeant) F-1201 Invitrogen.
- Inhibidor de tripsina: T-9253 SIGMA.

- Albdmina sérica bovina: A-4503 SIGMA.

- Penicilina/estreptomicina: 16SV30010 PAA Laboratories GMBH.

- Tapsigargina: T-9033 SIGMA.

- Melatonina: M-5250 SIGMA

- Anticuerpo primario Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein (conejo): G-9269,
SIGMA.

- Anticuerpo primario Anti- Desmin (conejo), PA1-27003, Invitrogen.
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- Anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit IGG (HL) FITC, 31583, Invitrogen.

6.1.3. EQUIPAMIENTO:

- Cabina de flujo la minar.

- Incubador de CO2.

- Centrifuga.

- Espectrofotometro.

- Sistema de analisis de imagen por fluorescencia.
- Bafio Maria con agitacion.

- Microscopio.
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6.2. METODOS:

6.2.1. PREPARACION DE LOS CULTIVOS DE CELULAS ESTRELLADAS
PANCREATICAS.

Para la obtencion de este tipo celular utilizamos ratitas Wistar de unos 5-7 dias
de edad, nacidas y criadas en el Servicio de Animalario de la Universidad de
Extremadura (figura 14). Los animales fueron tratados de acuerdo a lo dispuesto en la
normativa legal vigente (RD 53/2013) y se han respetado los requisitos de capacitacion
que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados o suministrados
con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (Orden
ECC/566/2015).

Figura 14: ratitas Wistar de unos 5-7 dias de edad, nacidas y criadas
en el Servicio de Animalario de la Universidad de Extremadura.
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Para poder disponer de estos animales es necesario tener una autorizacion, asi
como hacer la peticién de los mismos con el tiempo suficiente. Cuando los animales
estan disponibles, cada dia que se vaya a hacer una preparacion, se procede a su
recogida en el animalario. Esta recogida queda registrada, para lo que es necesario
cumplimentar el documento de entrega de animales (figura 15).

Figura 15: Documento de recogida de animales en el Servicio de
Animalario de la UEX.

Como podemos comprobar, queda registrado el namero de animales, el sexo de

cada uno de ellos, la persona que los va a utilizar y el destino de los mismos.

Previo a la extraccion del pancreas, los animales se sacrificaron por
decapitacion, método considerado adecuado y que se puede aplicar en estos animales
para causarles el menor estrés y sufrimiento posible. Para cada preparacién se
emplearon 4-5 animales, y se han venido realizando de una a dos preparaciones por
mes.

Para la extraccion del pancreas utilizamos 2 juegos de pinzas y tijeras. Un juego
para la incision y abertura externa del animal, y otro, de menor tamafio, para la
diseccién y extraccion del pancreas, y su manipulacion posterior. Ademas debemos
preparar:
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- Puntas de pipeta (1 mL), cortadas de modo que los orificios presenten

diametros decrecientes, y flameadas (evita bordes cortantes).

- Medio HBSS: en el que hacemos un lavado del péancreas tras su

extraccion (GIBCO, Invitrogen).

- Solucién de colagenasa: Enzima que rompe las uniones celulares y
facilita la disgregacion de éstas. Utilizamos 50 Unidades/mL de colagenasa
CLSPA de Worthington. Se prepara en solucion Sodio-Hepes (Na+-HEPES; 2

mL), que tiene la siguiente composicién (Tabla 1):

Mw [mM]

NacCl 58.44 130
KCI 74.56 4.7
CaCl2 147.02 1.3
MgCI2*6H20 203.3 1
KH2PO4 136.09 1.2
Hepes 238.3 10
Glucosa 180.16 10
AlbUimina - 0.2% (w/v)
Inhibidor de tripsina - 0.01% (w/v)

Tabla 1: Composicién de la solucién Na-H para aislamiento de células

El pH de esta solucion se ajusta a 7,4 con NaOH 1 N.

Tras el sacrificio rociamos los cuerpos con alcohol al 70% vy los llevamos a la
campana de flujo laminar, introducidos en una placa de petri de 10 cm de didmetro que
también rociamos con alcohol al 70% para prevenir posibles contaminaciones, y una
vez alli procedemos a la extraccion del pancreas. En primer lugar colocamos el cuerpo
de la ratita en decubito lateral derecho, puesto que al pancreas se accede mejor por el
lado izquierdo; lo localizaremos entre el estdmago y el bazo. Con las pinzas mas

grandes cogemos una porcién de piel justo por detras de la Gltima costilla y con las
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tijeras en posicion vertical se realiza un corte en la pared abdominal. Podemos observar

el higado, bazo, estdbmago, asas intestinales y el pancreas (muy pequefio).

Con las pinzas pequefias extraemos el pancreas, lo separamos del resto de
organos con las tijeras pequefias y lo introducimos en el medio HBSS, donde le

retiramos cualquier resto que presente.

Una vez limpios los péncreas les ponemos en la solucion de colagenasa, los
troceamos con la tijera, lo ponemos en un tubo falcon de 15 mL y los incubamos en
agitacion en el bafio maria, durante 1 hora a 37°C. Previamente aireamos la suspension

con Os.

Concluida la incubacion centrifugamos 5 minutos, a 600 rpm (unas 30 X g), a 6
°C. Retiramos el sobrenadante y afiadimos un medio denominado Medio de Inactivacion
de Tripsina (TIM, 2 ml) (para inactivar la colagenasa) (tabla 2). Incubamos durante 5

minutos a temperatura ambiente.

Producto Cantidad
Alblimina 125 mg
Inhibidor de tripsina 125 mg
Medio 199 50 ml

Tabla 2: Composicién de la soluciéon TIM.

Volvemos a centrifugar (mismas condicionas que antes), retiramos el
sobrenadante y afiadimos 2 mL del medio de cultivo para estas células (ver composicion
en la tabla 3). Pipeteamos la suspension con las puntas de pipeta de diametros
decrecientes (durante unos 5 min) y filtramos la suspensién utilizando un filtro “cell
strimer” con diametro de 100 micras. De este modo obtenemos una suspension
uniforme de células pancreéaticas que sembraremos en el sustrato correspondiente (placa

de petri 0 cubre objetos), sobre el que se adhieren las células y en el que proliferaran.
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6.2.1.1 Medio especifico de las células estrelladas pancredticas:

Emplea como base medio 199 (GIBCO). (Figura 16), el cual reconstituimos con
suero bovino fetal (Hyclone), suero de caballo (SIGMA), antibiotico (penicilina y
estreptomicina; PAA Laboratories GMBH.) y bicarbonato sédico (1 mM). La
composicion del medio de cultivo utilizado esta detallada en la tabla 3.

gibCo®s 4 oo g

Medium 199 (1X)

[+ Earks Saks, L Gtamne
41 2594 NaHOD,

93115306 500mL
1840283
2018-04-30

Figura 16: Medio de cultivo 199

(GIBCO).

M 199 (ml) | SUERO BOVINO | SUERO ATB (ml) NaHCO3 1 mM (pl)
FETAL (ml) EQUINO (ml)

500 58.1 233 2.9 581

Tabla 3: Composicién del medio de cultivo 199 reconstituido.

Normalmente utilizamos unos 10 ml de este medio para las placas grandes (10
cm de diametro), y 2 ml para las pequefias (35 mm diametro) (figura 17) y las de 6
pocillos, mientras que afiadimos 1 ml para las placas de 12 pocillos, en las que
estudiamos la viabilidad celular. En las placas de 10 cm sembramos normalmente 150
microL de la suspension celular obtenida, 50 microL sobre cubres circulares en las
placas de 35 mm y en las de 6 pocillos, y 30 microL en las de 12 pocillos. Las células se
dejan crecer hasta alcanzar confluencia, cambiando los medios cada 48-72 horas (esto

va en funcion de la velocidad de crecimiento).
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Figura 17: Cultivo primario de PSC en placa de 35 mm sobre cubre
esteéril.

6.2.1.2. Preparacion de células para resiembra o experimentacion:

Para la mayoria de las determinaciones, las células se utilizan adheridas al
sustrato en el que se sembraron. Sin embargo, en algunas ocasiones se pueden hacer
resiembras para disponer de mas células tras una Unica preparacion. Para este proposito

necesitamos despegarlas de la superficie de la placa y extraerlas de la misma.

En primer lugar retiramos unos 3 ml del medio del cultivo y lo ponemos en un
tubo falcon (15 ml) (utilizamos el nimero de falcon necesario en funcion de las placas
que vayamos a utilizar) y desechamos el resto. Guardamos esta cantidad de medio

puesto que necesitaremos que el suero bovino inactive la tripsina posteriormente.

Realizamos un lavado de la placa con PBS (tabla 4) éste va a eliminar los restos
que queden de suero en las células, permitiendo el efecto de la tripsina), y afiadimos
unos 2 ml de medio con tripsina (Trypsin-EDTA, GIBCO, Invitrogen; permite que se
despeguen las células de la superficie de la placa). Incubamos unos 3-4 minutos a 37°C.
Terminamos de despegar las células mediante pipeteo por arrastre y las incorporamos a

los falcon preparados inicialmente con los 3 ml de medio.
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Producto Molaridad (mM) PM g/L

NaCl 137 58.44 8.0063
KCI 2.7 74.56 0.2013
Na;HPO, 10 177.99 1.7299
KH,PO, 2 136.09 0.2722

Tabla 4: Composicion de la solucién PBS.

Centrifugamos a 600 rpm (30 x @), 5 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente retiramos el sobrenadante, y afiadimos el medio de cultivo hasta unos 10

ml, y ya estan listas nuestras células para ser resembradas o utilizarlas para

experimentos.
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6.2.2. IDENTIFICACION DE LAS PSC: INMUNOCITOQUIMICA.

6.2.2.1. Fundamento:

La inmunocitoquimica es una técnica que nos permite reconocer
determinadas moléculas, en nuestro caso proteinas, en los cultivos celulares gracias
al uso de anticuerpos especificos. Esta técnica se ha convertido en un método
sencillo y rapido gracias a la oferta comercial de anticuerpos y la estandarizacion de
su protocolo. Comunmente se emplean dos anticuerpos: uno primario, que se une a
la proteina celular en cuestion, y uno secundario, que se une al anticuerpo primario.
Estos anticuerpos secundarios van a ser conjugados con sustancias fluorescentes o

enzimas para la deteccion y visualizacién de las moléculas.

Para que un anticuerpo se una a su antigeno, localizado en la célula en
cuestion, se realiza un proceso de fijacion, con el fin de que no cambie la

estructura de la célula tras el tratamiento al que se haya sometido.

Los anticuerpos, aunque se unan al antigeno, no son visibles con el
microscopio. Utilizando moléculas fluorescentes a las que estan unidos se pueden
observar con el microscopio de fluorescencia, mientras que la unién con enzimas
(peroxidasa y fosfatasa alcalina, fundamentalmente) convierten moléculas solubles
e incoloras en productos insolubles y coloreados.

La conjugacién puede ser directa (anticuerpo primario + enzima/
fluorescente) o indirecta, mediante el uso de un anticuerpo secundario, entre el
primario y la molécula marcadora. La indirecta ofrece una mayor intensidad de

sefial frente a una misma cantidad de antigeno.

En la deteccion con enzimas inicialmente se us0 el método indirecto
denominado peroxidasa-antiperoxidasa (PAP), pero actualmente es méas frecuente

usar el método del complejo avidina-biotina-peroxidasa. (Figura 18).
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T i
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conjugado con
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reaccion peroxidasa
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Figura 18: Inmunocitoquimica indirecta y enzimatica. Incubacién con una solucion
de bloqueo que satura los sitios de union inespecifica. Unidn de los anticuerpos o
del complejo avidina-biotina-peroxidasa, lavado con tampon fosfato y reaccion
enzimética. (Megias y cols, 2007).

Por otra parte, los fluorocromos son moléculas que emiten luz visible cuando

se les ilumina con una determinada longitud de onda. Existe multitud de ellos, que

son capaces de responder a diferentes longitudes de onda, es decir, podemos

detectar dos 0 mas moléculas en una misma célula (figura 19).
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Figura 19: Inmunocitoquimica fluorescente e indirecta. Deteccion simultanea
de dos moléculas situadas en una misma seccion mediante inmunofluorescencia. La
razon de que los dos anticuerpos primarios procedan de dos animales diferentes es
que los anticuerpo secundarios, obtenidos de otro animal, normalmente cabra u
oveja, inmunizados con las inmunoglobulinas de ratdn y conejo, respectivamente, es
lo que permite a cada anticuerpo secundario reconocer y unirse a un anticuerpo
primario determinado y no al otro. (Megias y cols, 2007).

6.2.2.2. Preparacion de soluciones para inmunocitoquimica:

- Preparacion de tampon fosfato (PB) 0.2M:

Solucién A (dcida) (tabla 5):

Fosfato s6dico monobasico (NaH2PO4. 1H20) 2769 1589

Agua destilada 1000 ml 500 ml

Tabla 5: Preparacion de la Solucién A para PB.
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Solucién B (alcalina) (tabla 6):

Fosfato sodico dibasico (Na;HPO4. 12H,0)

71.7g

38.85 g

Agua destilada

1000 ml

500 ml

Tabla 6: Preparacion de la solucion B para PB.

Se mezclan las soluciones Ay B en proporcion 19/81 respectivamente. Primero

se coloca la solucion alcalina en un recipiente y la solucién acida se va afadiendo

lentamente, en agitacion continua. De esta forma se obtiene un PB 0.2M con un pH de

7.4. En el caso de no obtener el pH deseado, podemos ajustarlo afiadiendo pequefias

cantidades de la solucion A o B, segun se necesite bajar o subir el pH. A partir de esta

solucion preparamos un tampdn fosfato salino.

- Preparacidn de tampdn fosfato salino (PBS) 0.01M (Tabla 7 ):

1L PBS 0.01M 100 mI PBS 0.01 M
PB 0.2M pH 7.4 50 ml 5ml
Cloruro sodico 8.76 g 0.876 g
Cloruro potasico 200 mg 20 mg
Agua destilada 950 ml 95 ml

Tabla 7: Preparacion de PBS.

A partir de ésta, preparamos las soluciones necesarias para realizar la

inmunocitoquimica:

1. Paraformaldehido-PBS: PBS 0.01M con 4% paraformaldehido: 4g
paraformaldehido/100ml PBS. Conservar a 4°C.
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2. Triton-PBS: PBS 0.01M con 0.1% Triton X-100: 100ul Triton/100ml
PBS. Conservar a 4°C.

3. BSA-PBS-GS: PBS 0.01 M con 10% suero de cabra (goat serum, GS) (10ml
GS/100 ml PBS) y 1% albimina de suero bovino (BSA) (1G BSA/100ml PBS).
Esterifiltramos. Conservar a 4°C.

4. BSA-PBS: PBS 0.01M con 1% BSA: 1g BSA/100ml PBS. Esteriltrarmos.

Conservar a 4°C.

6.2.2.3. Protocolo:

Utilizamos células sembradas en placas individuales sobre cubres redondos
estériles de 24 mm de didmetro, una vez han alcanzado confluencia. El protocolo a

seguir es el siguiente (tabla 8).

1. Fijacién con formaldehido: se retira el medio de cultivo de cada pocillo y a

continuacion se afiade 1,5 ml de formaldehido y se deja 10 minutos.

2. Permeabilizacion de la membrana: se afiaden 1,5 ml de tritdbn X-100 al 0.1%

en PBS y se realizan 3 lavados de 5 minutos.

3. Incubacion con el anticuerpo primario: en primer lugar incubamos 45 minutos
con 1ml de BSA-PBS-GS y posteriormente 60 minutos con el anticuerpo primario (5ul)
en esta misma solucion. Pasado este tiempo realizamos 1 lavado de 5 minutos con PBS
(Iml).

Utilizamos anticuerpos primarios; en este trabajo hemos detectado la expresién
de GFAP y desmina. Se trata de proteinas de filamento intermedio del citoesqueleto

presentes en PSC.

4. Incubacion con el anticuerpo secundario: 60 minutos con el anticuerpo
secundario en PBS-BSA.
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Los anticuerpos secundarios estdn marcados con sondas fluorescentes
(FITC), gracias a los cuales podremos ver la reaccion de estas células en el

microscopio de fluorescencia.

5. Lavados: Para finalizar realizamos varios lavados con PBS durante 10

minutos aproximadamente.

TIEMPO (minutos)

Paraformaldehido 10

Triton X-100 0.1% 5(x3)
BSA-PBS-GS 45

BSA-PBS-GS + Anticuerpo 1° 60

Lavado PBS 5

PBS-BSA + Anticuerpo 2° 60

Lavados PBS 10

Tabla 8: Resumen protocolo inmunocitoquimica.

A continuacion, montamos la camara de perfusion con cada cubre y procedemos

a observar los resultados en el microscopio de fluorescencia (figura 20).

Figura 20: Microscopio de fluorescencia de la Unidad de
Fisiologia animal. Facultad de veterinaria. Uex.
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6.2.3.VIABILIDAD CELULAR

Uno de los objetivos de este trabajo era el estudio de la viabilidad de estas
células. La linea de investigacion que estan desarrollando en el grupo del Departamento
de Fisiologia con el que he desarrollado este TFG esta dirigida al estudio de las acciones
de la melatonina sobre la fisiologia de las PSC. En este apartado, las células se
sembraron en placas de 12 pocillos, y se incubaron en presencia de diferentes
concentraciones de melatonina durante 24, 48, 72 y 96 horas. Tras la incubacién de las
células, afladimos en cada pocillo un colorante vital, ALAMAR BLUE al 5%
(BioNova).

El reactivo de viabilidad de células alamarBlue es una solucién lista para usar
basada en resazurinas que funciona como un indicador de salud celular mediante el uso
del poder reductor de las células vivas para medir la viabilidad cuantitativamente.
Resazurin, el ingrediente activo del reactivo alamarBlue, es un compuesto no toxico,
permeable a las células, de color azul y practicamente no fluorescente. Al entrar en las
células vivas, la resazurina se reduce a resorufina, un compuesto que es de color rojo y
fluorescente. Los cambios en la viabilidad se pueden detectar facilmente usando un
lector de placas basado en absorbancia o fluorescencia. El reactivo de viabilidad de
células alamarBlue tiene una amplia aplicabilidad y se puede usar con diversas lineas de
celulas humanas y animales, bacterias, plantas y hongos.

De esta manera, las células activas metabolizan este colorante y la solucion toma
un color mas claro, mientras que las no activas no lo metabolizan, y la solucién, toman
un color méas oscuro. La viabilidad celular, relacionada con el cambio de color (y
también de absorbancia a 570 nm) y/o de fluorescencia (590 nm), se mide empleando

un lector de placas (Tecan Infinite M200, Grodig, Austria).
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6.2.3.1. Estimulacion de células:

En primer lugar debemos preparar los estimulos a una concentracion
determinada (1 mM, 100 microM, 10 microM y 1 microM). Para ello se parte de una

solucion madre de 5 mM de melatonina:
Melatonina 5 mM: 0.018 g en 10 ml de Na-H.
1 mM --> 34ml (27.2 ml de medio + 6.8 ml Mel. 5 mM.
100 puM --> 34 ml (33.32 ml de medio + 680 pl Mel. 5 mM.
10 uM --> 34 ml (34 ml de medio + 68 pul Mel. 5 mM.
1uM --> 34 ml (34 ml de medio + 340 pl Mel. 100 uM)
Cada concentracion la dividimos en dos de 17 ml.

Tapsigargina (TPS) 1 uM: 34 ml de medio + 34 ul de TPS 1 mM. Este
compuesto induce muerte celular, y se utiliza como control para los estudios de

viabilidad celular.

6.2.3.2. Preparacion de placa multipocillos:

Para medir viabilidad utilizamos las células sembradas en placas multipocillos
de 24 (6 columnas por 4 filas). Para poder obtener unos resultados comparativos,
necesitamos un control negativo (seran las células no estimuladas) y un control positivo

(serén las células estimuladas con tapsigargina (TPS)).

Esta tabla (tabla 9) simula 12 pocillos de una placa de 24 pocillos. De cada
pocillo retiramos el medio de cultivo, y afiadimos: 1 ml de medio, sin estimulo, para el
control negativo (A), y 1 ml de TPS en la dltima columna (columna B) para el control

positivo y 1 ml de las distintas concentraciones de melatonina en las casillas 1 y 2.
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No estimuladas | Mel. 1mM Mel. 100 uM | Mel. 10 pM | Mel. 1 puM | TPS 1 uM

A 1 1 1 1

A 2 2 2 2

Tabla 9: Estimulacion de células segun las distintas concentraciones de melatonina para el estudio
de viabilidad.

Las células se incuban el tiempo necesario (24 h — 96 h) en presencia de cada

estimulo.

Al término de la incubacion, para medir la viabilidad, se afiade ALAMAR
BLUE (5% concentracion final en el pocillo). Como se ha comentado anteriormente, las
celulas activas metabolizan un reactivo que forma parte del compuesto. Afiadimos 50 pl
de la solucion de ALAMAR BLUE a cada pocillo y lo incubamos durante 1 hora a
37°C.

Posteriormente cogemos 150 ul de cada pocillo y lo llevamos a pocillos mas
pequefios montados sobre un marco (figura 21 y 22) en el que medira el lector de placas
(espectrofotémetro) (figura 23), en el que se determinaré la fluorescencia emitida a 590

nm tras excitaciéon a 530 nm.

i
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Figura 22: Pocillos sobre marco
listos para medir en el lector

Figura 21: Intercambio de una
placa a otra de la solucion celular
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Figura 23: Lector de placas Tecan Infinite M200.
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6.2.4. FLUORESCENCIA. ESTUDIOS DE MOVILIZACION DE CALCIO

El i6n Ca®* es el mensajero intracelular més distribuido del mundo. Los cambios
en su concentracion intracelular regulan gran cantidad de procesos celulares, como la
contraccion muscular, excitabilidad neuronal, secrecion de enzimas digestivas,

neurotransmision, cambios en el estado redox o apoptosis (Missiaen y cols, 2000).

Como se expuso anteriormente, el mecanismo de regulacion de la fisiologia
pancreatica se basa en un aumento de la concentracién de calcio libre intracelular
([Ca®*]i) (Hosfield y cols, 1999).

Para que actle como sefial es necesario un aumento del mismo en el interior
celular, pero si este es excesivo puede dar lugar a la muerte celular por necrosis o

apoptosis (Roy y Hajnéczky, 2008).

6.2.4.1. Fundamento:

Para la determinacion de los cambios en la concentracion de calcio libre
intracelular, se utiliz6 un sistema de andlisis de imagen dotado de un microscopio
invertido de fluorescencia (Nikon Diaphot T200, Melville, NY, USA). En un
microscopio de fluorescencia, a diferencia de uno convencional, se utiliza una fuente de
iluminacién de intensidad elevada, generalmente basada en una lampara de arco de
mercurio 0 de xendn que ilumina la muestra a través de un filtro interferencial
(excitacion) y un espejo dicroico. Ambos seleccionan una banda del espectro 6ptima
para la excitacién del fluorocromo, que emite luz (fluorescencia) a una longitud de onda
mayor. Para iluminar las muestras se utiliz6 la fluorescencia emitida alternativamente a
340/380 nm por un monocromador (Polychrome IV, Photonics, Hamamatsu, Japon).
Esta luz es recogida por el objetivo, pasa el espejo dicroico y un segundo filtro
interferencial (emisién) y es enfocada en un plano para formar la imagen amplificada
del objeto fluorescente, accesible al observador a través de los oculares o a un

dispositivo de captura de imagen (cdmara de video, camara digital CCD, etc) a través de
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un puerto especial. La camara utilizada es una ORCA Flash 4.0 V2 digital CMOS
camera (Hamamatsu Photonics-France, Barcelona). Asi, el microscopio de
fluorescencia forma una imagen amplificada de la muestra, pero utiliza Gnicamente la
luz fluorescente emitida por los fluorocromos presentes en ella. La fluorescencia
emitida por las células se analizé empleando el software HCImage (Hamamatsu Corp.,
Sewickley, PA, USA). (Figura 24).

Figura 24: Equipamiento de la sala para medicion de fluorescencia. De izquierda a derecha:
monocromador, microscopio de fluorescencia y ordenador con software para analisis de
imagenes.

Determinacion de la concentracion de calcio libre intracelular

Las células son incubadas con un fluoréforo (fura-2/AM) que va a emitir una
fluorescencia proporcional a la concentracion de calcio libre intracelular, y que es

posible detectar mediante el uso de un microscopio de fluorescencia.

La molécula de fura-2/AM presenta un acetoximetilo, gracias al cual puede
penetrar en la célula puesto a que le confiere un caracter apolar. En el interior unas
esterasas hidrolizan el enlace entre el fura-2/AM y el grupo metilo, cambia la molécula,
se vuelve polar, y el fura-2 se queda en el interior celular.
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Las propiedades de fluorescencia del fura-2 dependen de la [Ca*']; esta sonda se
excita a dos longitudes de onda, 340 y 380 nm, y emite fluorescencia a 505 nm. Cuando
aumenta la concentracion, la fluorescencia emitida tras su excitacion a 340 nm aumenta,
y la emitida tras su excitacion a 380 disminuye, siendo asi un gran sensor de las
variaciones de [Ca®'];, puesto que los cambios en su florescencia estan directamente
relacionado con los cambios en [Ca*']; (Grynkiewicz y cols, 1985). Los resultados se

expresan como el ratio:

Rati Fluorescencia emitida a 505 nm cuando se exita a 340 nm
atio =

Fluorescencia emitida a 505 nm cuando se exita a 380 nm

6.2.4.2. Carga con el indicador.

Para ello utilizamos las células sembradas en cubreobjetos circulares colocados
dentro de placas individuales de 35 mm de didmetro. Se sustituye el medio de cultivo
por Na-H aislamiento (tabla 1), afiadimos fura-2/AM a una concentracion final de 4uM.
Seguidamente incubamos las células durante 40 minutos a temperatura ambiente (20-

25°C) y en condiciones de oscuridad.

Mw [mM]

NacCl 58.44 130
KCI 74.56 4.7
CaCl2 147.02 1.3
MgCI2*6H20 203.3 1
KH2PO4 136.09 1.2
Hepes 238.3 10
Glucosa 180.16 10
Albumina - 0.2% (w/v)
Inhibidor de tripsina - 0.01% (wi/v)

Tabla 2: Composicion de la solucién Na-H para aislamiento de células
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6.2.4.3. Cuantificacion de la fluorescencia del fura-2

La técnica "imaging” nos permite ver los cambios que van ocurriendo en las

células de manera individual, y es Gtil para poder monitorizar los cambios en la [Ca*'];, :

Finalizada la incubacién con el fura-2/AM, transferimos el cubre objetos con las
células ya cargadas con la sonda a una cubeta de perfusién, que colocamos sobre la
platina del microscopio de fluorescencia para la determinacion de los cambios en la
[Ca®*]..

Preparacion de estimulos:

1° Debemos preparar una solucién de Na-H para experimentos (tabla 10), que

utilizaremos para preparar los distintos estimulos.

Mw [mM]
NaCl 58.44 140
KCI 74.56 4.7
CaCl2 147.02 1.3
MgCI2*6H20 203.3 1
Hepes 238.3 10
Glucosa 180.16 10
Tabla 10: Composicion de la solucion Na-H para
experimentos.

2° Melatonina 1mM: A partir de melatonina 5 mM: 0.018 g en 10 ml de Na-H:
1 mM -->34ml (27.2 ml de medio + 6.8 ml Mel. 5 mM.

.32 Tapsigargina (Thapsigargin) (SIGMA): hemos usado 1 uM: 34 ml de medio
+ 34 pl de TPS 1 mM.
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7. RESULTADOS Y DESARROLLO

7.1 Preparacion de los cultivos de células estrelladas

pancreaticas.

Transcurridos siete a diez dias tras la preparacion, las PSC han crecido en el
sustrato en el que fueron sembradas y han alcanzado la confluencia. El aspecto que

tienen al observarlas al microscopio es el que se puede ver en la figura 25.

Figura 25: Imagen al microscopio optico de PSC en cultivo primario.
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7.2. Identificacion de las PSC. Inmunocitoquimica

Para la identificacion de marcadores de interés en las PSC, sembramos las
células en cubres circulares de 24 mm de diametro. Una vez alcanzada la confluencia,
realizamos la inmunocitoquimica con el fin de comprobar la expresion de las proteinas
desmina y é&cida fibrilar glial (GFAP). Como se puede apreciar en la figura 26,

detectamos reaccion positiva para desmina (figura 26 A) y GFAP (figura 26 B), lo que
nos indica que tenemos PSC en nuestro cultivo.

Desmina

GFAP

Figura 26: Inmunocitoquimica de PSC. Presencia de
filamentos de desmina (A) y GFAP (B).
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7.3. Viabilidad celular

Para los estudios de viabilidad celular, las células se sembraron en placas de 24
pocillos (aprox. 40.000 células/pocillo) y se incubaron en presencia de melatonina 1
mM durante 24, 48, 72 y 96 horas. La viabilidad de las células tratadas con melatonina
se analizé con el colorante vital AlamarBlue, y se compar6 con la de las células no
tratadas, células control. Los resultados muestran que la viabilidad de las PSC tratadas
con melatonina se redujo significativamente con respecto a las células no tratadas,

observandose un efecto dependiente del tiempo de incubacién. (Figura 27).
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Figura 27: Histograma que muestra la viabilidad de las PSC incubadas
en presencia de melatonina 1 mM durante 24-96 horas.

En otro set de experimentos, las PSC se incubaron en presencia de 1 puM de
tapsigargina, un inductor de muerte celular (Nielsen y cols, 1995; (Santofimia-Castafio
y cols, 2014). Como se puede observar en la figura 28, la viabilidad de las PSC
incubadas en presencia de tapsigargina se redujo significativamente, en comparacién
con la viabilidad de las células no tratadas. Como en el caso anterior, observamos un

efecto dependiente del tiempo de incubacién en presencia de la droga.
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Figura 28: Histograma que muestra la viabilidad de las PSC
incubadas en presencia de tapsigargina 1mM durante 24-96 horas.

7.4. Estudios de movilizacion de calcio

Para estos estudios, las PSC se sembraron en cubres circulares de 24 mm de
diametro. En este trabajo hemos hecho unas pruebas preliminares para averiguar si es
posible monitorizar cambios en la [Ca®*]i. Una vez alcanzada la confluencia, las células

se cargaron con fura-2 y se estimularon con diferentes drogas.

Los cubres se trasladaron a una cdmara de perfusion que se colocd sobre la
platina de un microscopio invertido de fluorescencia. Seguidamente se perfundieron con
solucion Na-H. La estimulacion de las PSC con tapsigargina 1 pM indujo un
incremento en la [Ca®*];, alcanzando un valor estable elevado sobre el nivel de
prestimulacion/basal (figura 29). La tapsigargina es una droga que se utiliza para el

estudio de la liberacién de Ca?* desde depositos intracelulares (Thastrup y cols, 1994).
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Figura 29: Cambios en la [Ca?*]; inducidos por la estimulacién de PSC
con tapsigargina.

En otro grupo de experimentos, las células se estimularon con melatonina
(ImM). La figura 30 muestra una respuesta representativa de la movilizacion de Ca®*
observada. Como se puede observar, la estimulacién de las PSC con melatonina indujo
un incremento en la [Ca®'];, alcanzando un valor estable elevado sobre el nivel de
prestimulacion/basal. La estimulacion posterior de las PSC con tapsigargina (1 pM)
apenas indujo incremento adicional en la [Ca*];. esto parece indicar que la melatonina y
la tapsigargina liberan Ca** desde el mismo depésito intracelular. La tapsigargina es un
inhibidor de la bomba de Ca?* del reticulo endoplasmatico (Thastrup y cols., 1994), por
lo que probablemente la melatonina libere Ca?* desde este mismo depésito.
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Figura 30: Cambios en la [Ca*']; inducidos por la estimulacion de
PSC con melatonina 1 mM.
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8. DISCUSION Y POSIBLES LINEAS FUTURAS

Las PSC representan, en condiciones fisiologicas normales, un 4% de la
poblacion celular total de la glandula. En el pancreas sano, las células estrelladas se
encuentran en estado quiescente (inactivas). Sin embargo, en condiciones de estres,
como por ejemplo el estrés oxidativo, o ante la llegada de mensajeros procedentes de
otros tipos celulares (citocinas, factores de crecimiento,...) estas células adquieren un
estado denominado “activado”. La consecuencia es una transformacion de estas células
en un tipo celular que ahora sufrira cambios funcionales, que comprenden un aumento
de su proliferacion, la fabricacién de proteinas de matriz extracelular y metaloproteasas,
y la secrecion de factores de crecimiento y citocinas, que retroalimentan la activacion de
mas células estrelladas. Ademas, podrian influir en otros tipos celulares vecinos
(MccCarroll y cols, 2003).

Se ha propuesto que las PSC estdn involucradas en una comunicacion
significativa entre las células cancerosas y el estroma en el pancreas. Estas interacciones
resultan en progresion tumoral, metastasis, hipoxia tumoral, evasion de la respuesta
inmune y resistencia a los medicamentos. Este es el fundamento de los ensayos
preclinicos y clinicos terapéuticos que se estan dirigiendo en PSC y al estroma del
cancer. Por ejemplo, Takikawa y cols (2017), estudian los efectos de los exosomas,
pequefias vesiculas procedentes de PSC, que incluyen ARNm, sobre la proliferacion,
migracion y perfiles de expresion de ARNm en las células del cancer de pancreas.
Observaron que los exosomas derivados de células estrelladas pancreaticas estimularon
la proliferacion, migracion y expresion de ARNm para los ligandos de quimiocina en
células de céancer de péancreas. La estimulacién de la proliferacion, migraciéon y
expresion del gen de quimioquina por el medio condicionado de PSCs fue suprimida
por GW4869, un inhibidor de exosomas; los resultados de este trabajo indican la

existencia de interacciones entre las PSC y las células cancerosas.

En la basqueda de nuevas terapias contra el cancer de pancreas Inoue y cols

(2017) sugieren que el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
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(PDGFRP) y el receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (MET) expresado en
PSC modulan las interacciones entre las células de cancer de pancreas y las PSC. Para
ello realizan un estudio sobre el efecto de MK2461, un inhibidor de multiquinasa
dirigido a MET y PDGFRJ, en la interaccion entre las células cancerosas y las PSC, y
concluyen que MK2461 altera la interaccion entre las células tumorales y las PSC, y por

lo tanto podria tener un potencial terapéutico en el tratamiento del cancer de pancreas.

Como ya hemos comentado, la activacion de las PSC da lugar a un
engrosamiento de la matriz extracelular. La rigidez de esta matriz ha sido
tradicionalmente considerada como una manifestacion de la enfermedad. Sin embargo,
Lachowski y cols (2017) estudiaron la posibilidad de que sea el microambiente
mecanico el estimulo para la activacion y migracion de las PSC. En su estudio
demuestran que la rigidez de la matriz regula la activacion y la migracion de las PSC.
Los autores de este trabajo muestran la capacidad de las PSC para experimentar una
transicion fenotipica como resultado de cambios en la rigidez de la matriz extracelular
en la que se encuentran, sugiriendo que la reprogramacion mecanica directa de PSC

puede ser una alternativa viable en el tratamiento de esta enfermedad letal.

La pancreatitis cronica es un factor de riesgo importante para el desarrollo de
adenocarcinoma ductal pancreéatico. Birtolo y cols (2017) estudiaron el efecto de
Cadherin-11, una molécula de adhesion de ceélula a célula implicada en muchas
funciones bioldgicas, incluyendo morfogénesis y arquitectura de tejidos, remodelacién
de tejidos mediada por matriz extracelular, organizacion del citoesqueleto y migracion
celular. En este estudio, se muestra que, en la pancreatitis cronica humana y en tejidos
de cancer de pancreas, la expresion de Cad-11 aumento significativamente en las PSC y
en las células cancerosas. Por otra parte, la caida en la expresion de Cad-11 en células
cancerosas redujo su migracion. Tomados en conjunto, estos datos subrayan el papel
potencial de Cad-11 en la activacion del PSC y la metastasis del cancer de pancreas, y

apuntan en la linea de una posible interaccion entre los dos tipos celulares.

Otra linea de investigacion que se ha encontrado esta relacionada con la diabetes
mellitus tipo 2. Lee y cols (2017), investigaron la posibilidad de que la disfuncion de las
células B en la diabetes mellitus tipo 2 se debiera a la activacion de las PSC vecinas y

concluyen que existe una relacion entre ambas.
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Como podemos observar existen muchas hipotesis y trabajos abiertos acerca de
la biologia de las PSC y su implicacion en la patologia pancreética, asi como muchas
vias para estudiar su implicacion en el cancer y pancreatitis cronica, con el fin de poder

establecer en un futuro terapias efectivas.

Se sabe que la correcta organizacion de las respuestas celulares es de gran
importancia para la funcién, la reparacion del dafio y la supervivencia celular. La
alteracion de las respuestas celulares puede ser la base de enfermedades inflamatorias
(como la pancreatitis), el cancer, la consecuencias funcionales derivadas del ictus, o las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis
lateral amiotrdfica, la enfermedad de Huntington, o la enfermedad de Parkinson. Dada
la participacion de las PSC en los procesos fibroticos que se desarrollan en el pancreas
en la inflamacion y en el cancer, la posibilidad de modular su proliferacion hace
interesante el estudio de su fisiologia.

En este trabajo fin de grado mostramos resultados preliminares que indican que
es posible preparar cultivos primarios de PSC a partir de pancreas de rata. La presencia
de PSC en los cultivos se comprueba con el andlisis de la expresién de marcadores
intracelulares especificos, desmina y GFAP. También existen otros marcadores, como
se ha mencionado en la introduccion, pero no se han podido determinar por falta de

tiempo y de disponibilidad de los anticuerpos.

Nos han parecido interesantes los resultados de viabilidad celular obtenidos en
presencia de melatonina. Dadas las acciones pleiotropicas de esta sustancia, es muy
interesante hipotizar sobre un posible efecto modulador de la proliferacion celular por

parte de la melatonina.

Finalmente, hemos observado cambios en la concentracién intracelular de Ca?*
en respuesta a melatonina y a tapsigargina. Los resultados indican que es un modelo
celular Gtil para el estudio de la sefializacion por medio de este segundo mensajero.
Ademas, los resultados preliminares que hemos mostrado indican que la melatonina

podria mediar sus acciones por la via del Ca?* intracelular en las PSC.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, estamos ante una técnica de preparacion de

cultivos que permite la obtencion de PSC, lo que deja el campo abierto a futuras
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investigaciones que permitan estudiar la fisiologia de este tipo celular y su papel en las

patologias que afectan a la glandula.
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9. CONCLUSIONES

1. Las PSC tienen funciones importantes para la fisiologia del pancreas, y son un

tipo celular presente en el pancreas de rata.

2. La técnica que hemos utilizado permite la obtencion de cultivos de células que

expresan marcadores tipicos de PSC.

3. Los cultivos de PSC preparados son Utiles para el estudio de la viabilidad

celular y, por tanto, para ensayos de toxicidad.

4. Los cultivos de PSC preparados son Utiles para el estudio de mecanismos de

sefializacion intracelular por la via del Ca*".
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11. ICONOGRAFIA Y ANEXOS

11.1. Figuras:

Figura 1: Dibujo de un pancreas normal y sus conductos pancreaticos. De
Longnecker, 2014

Figura 2 : Esquema del riego arterial del pancreas. Elaboracion propia

Figura 3:Dibujo de un corte histolégico del pancreas. Modificado de (Omary y
cols, 2007).

Figura 4: Dibujo de la estructura de una celula acinar. Modificada de Sastre y
cols, 2005.

Figura 5: Dibujo esquematico de la estructura de un acino pancreatico.
Modificado de Omary y cols, 2007.

Figura 6 : Mecanismo de secrecion hidroelectrolitica en las células ductales del
pancreas. Efecto de la secretina. AC: anhidrasa carbdnica. CFTR: regulador de la

conductancia transmembrana de la fibrosis quistica. (Sastre y cols, 2005).

Figura 7: [Ca2+], medido en una sola célula acinar pancreatica superfundida a
30 ° C. ACh (10-7 M) ha inducido cambios oscilatorios en la [Ca2+]i. (Yule y
Gallacher, 1988).

Figura 8: Cambios en [Ca2+]i provocados por concentraciones maximas de
secretagogos en células acinares individuales. Se observa un aumento brusco de [Ca2+]i

que posteriormente disminuye a un nuevo nivel de meseta. (Yule, 2015)
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Figura 9:Esquema del mecanismo de acoplamiento para la regulacion de la
entrada de Ca2+ en las células. (A) El reticulo endoplasmatico (ER) contiene el receptor
de inositol trisfosfato (InsP3R) (rojo), que interactia con los canales SOC en la
membrana plasmatica (azul). (B) Despues de la adicion del inhibidor de la fosfatasa
calyculin A, se forma una matriz densa del citoesqueleto justo debajo de la membrana
plasmatica, que desplaza el ER vy altera la interaccion molecular entre los SOC vy los
InsP3R. (C) El vaciado de las reservas internas de Ca2+ en el ER genera un cambio
conformacional (CC) en los InsP3R que se combinan con los SOC. (Berridge y cols,
2000)

Figura 10: Mecanismo de activacion de la via AMPc. Fuente:

https://es.khanacademy.org/science/biology/cell-signaling

Figura 11 : Esquematica de los componentes celulares del pancreas exocrino.
Presencia de células estrelladas (color verde) en los espacios periacinar y periductal.
(Omary y col., 2007)

Figura 12 : Esquema representativo de las rutas de sefializacion implicadas en la
activacion de las células estrelladas pancreéticas. (Castifieira, 2014)

Figura 13 : Mecanismos de activacion de las PSCs. (Lizarazo, 2008)

Figura 14: ratitas Wistar de unos 5-7 dias de edad, nacidas y criadas en el

Servicio de Animalario de la Universidad de Extremadura.

Figura 15: Documento de recogida de animales en el Servicio de Animalario de
la UEX.

Figura 16: Medio de cultivo 199 (GIBCO).
Figura 17: Cultivo primario de PSC en placa de 35 mm sobre cubre estéril.

Figura 18: Inmunocitoquimica indirecta y enzimatica. Incubacion con una
solucion de bloqueo que satura los sitios de union inespecifica. Unién de los anticuerpos
o del complejo avidina-biotina-peroxidasa, lavado con tampdn fosfato y reaccién

enzimatica. (Megias y cols, 2007).

Figura 19: Inmunocitoquimica fluorescente e indirecta. Deteccion simultanea de

dos moléculas situadas en una misma seccion mediante inmunofluorescencia. La razon
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de que los dos anticuerpos primarios procedan de dos animales diferentes es que los
anticuerpo secundarios, obtenidos de otro animal, normalmente cabra u oveja,
inmunizados con las inmunoglobulinas de raton y conejo, respectivamente, es lo que
permite a cada anticuerpo secundario reconocer y unirse a un anticuerpo primario
determinado y no al otro. (Megias y cols, 2007).

Figura 20: Microscopio de fluorescencia de la unidad de fisiologia animal.
Facultad de veterinaria. Uex.

Figura 21: Intercambio de una placa a otra de la solucion celular
Figura 22: Pocillos sobre marco listos para medir en el lector
Figura 23: Lector de placas ELISA.

Figura 24: Equipamiento de la sala para medicién de fluorescncia. De izquierda
a derecha: monocromador, microscopio de fluorescencia y ordenador con software para

analisis de imagenes.
Figura 25: Imagen al microscopio optico de PSC en cultivo primario.

Figura 26: Immunocitoquimica de PSC. Presencia de filamentos de desmina (A)
y GFAP (B).

Figura 27: Histograma que muestra la viabilidad de las PSC incubadas en
presencia de melatonina 1 mM durante 24-96 horas.

Figura 28: Histograma que muestra la viabilidad de las PSC incubadas en
presencia de tapsigargina 1mM durante 24-96 horas.

Figura 29: Cambios en la [Ca®']; inducidos por la estimulacién de PSC con
tapsigargina.

Figura 30: Cambios en la [Ca®*]; inducidos por la estimulacién de PSC con
melatonina 1 mM.
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11.2. Tablas

Tabla 1: Composicion de la solucion Na-H para aislamiento de células
Tabla 2:Composicion de la solucién TIM

Tabla 3: Composicion del medio de cultivo 199 reconstituido.

Tabla 4:Composicion de la solucién PBS.

Tabla 5: Preparacion de la Solucion A para PB.

Tabla 6: Preparacion de la solucion B para PB.

Tabla 7:: Preparacion de PBS

Tabla 8: Resumen protocolo inmunocitoquimica

Tabla 9: Estimulacién de células segun las distintas concentraciones de

melatonina para el estudio de viabilidad.

Tabla 10: Composicion de la solucion Na-H para experimentos
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